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Resumen

La desnitrificacion es un proceso clave en el ciclo del nitrégeno, donde el
nitrato (NOjy") y el nitrito (NO,’) son reducidos a nitrogeno atmosférico mediante la
respiracion anaerdbica. Este proceso produce intermediarios gaseosos como oxido
nitroso (N,O), cuyo impacto en el calentamiento global es significativo. Esta via
adquiere importancia debido a que es la principal responsable de la pérdida de
nitrogeno en suelos agricolas y aguas residuales. Factores como la disponibilidad
de oxigeno, sustrato, pH y temperatura influyen en la tasa de desnitrificacion, por lo
que la investigacion en ambientes extremos es de interés. En un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio se aislaron 199 bacterias desnitrificantes de
diferentes ecosistemas antarticos de la Isla Rey Jorge, capaces de reducir NO; a
4°C. Se determiné la capacidad de desnitrificacion de las cepas mediante la técnica
de bloqueo con acetileno, que consiste en inhibir el paso de conversion de N,O a N,
realizado por la 6xido nitroso reductasa. Se encontrd que la mayoria de estas cepas
presentaron actividad desnitrificante pero, no se encontraron los genes
responsables en los genomas de las especies mas cercanas.

En este trabajo se seleccionaron cepas representativas de los principales
géneros y especies aisladas en el estudio previo, y se verificO su capacidad de
consumo de NO5;/NO, a 4°C. De esta etapa, se continué con 20 cepas a las cuales
se les secuencid el gen completo de ARNr 16S, obteniéndose 2 cepas de
Flavobacterium, 6 cepas de Janthinobacterium y 8 cepas de Pseudomonas. Para
poder determinar las vias metabdlicas involucradas se realizo la secuenciacion de
los genomas de dos cepas de diferentes géneros que fueron seleccionadas. Ambas
resultaron potenciales nuevas especies de los géneros Flavobacterium 'y

Pseudomonas, con temperaturas optimas de crecimiento en medio 1/10 TSB-N



cercanas a 25°C, respectivamente. Para las dos cepas estudiadas se encontraron
genes codificantes para enzimas desnitrificantes, y para el caso de Flavobacterium
la enzima para el primer y segundo paso de la via pareceria ser una enzima de la
via asimilatoria de reduccion del nitrato. En este trabajo se logré identificar genes
asociados a la desnitrificacion en las cepas bacterianas seleccionadas, verificando

su potencial desnitrificante en las condiciones de la Antartida.

Palabras claves: Desnitrificacion, Antartida, Microbiologia



1. Introduccion

1.1 Nitrégeno en la biésfera

El nitrogeno es uno de los elementos mas abundantes en la atmosfera de
nuestro planeta, asi como un elemento fundamental para todos los seres vivos ya
que conforma la estructura de moléculas organicas como proteinas y acidos
nucleicos, asi como otras moléculas de importancia biolégica. También tiene un rol
activo en metabolismos respiratorios y energéticos (Thamdrup, B., 2012). En la
atmosfera, la presion parcial de nitrogeno (pN:) tiene efectos en cuanto al grado de
incremento de la presidbn en la absorcion de gases de efecto invernadero,
contribuyendo asi a la temperatura de la superficie terrestre (Stuken, E. E. et al.,
2016). Ademas, la pN: tiene una influencia directa en la cantidad de oxigeno
liberado a la atmdsfera (Ramirez, R. M., 2020). Por otro lado, el nitrégeno reactivo
se forma naturalmente y lleva a la produccion de 6xidos de nitrégeno (NO,) y 6xido
nitroso (N,O), que actian como gases de efecto invernadero (Cassia, R. et al.,
2018). La actividad humana ha aumentado la cantidad de nitrdgeno presente en el
ambiente, por ejemplo a través del agregado de fertilizantes y la quema de
combustibles fosiles. Como consecuencia de los NOx y N,O formados
excesivamente, se dan los fendmenos de lluvia acida y deposicion de nitrogeno,
esmog, eutrofizacién de cuerpos de agua, aumento del efecto invernadero y el

agotamiento del ozono estratosférico (Galloway, J. N. et al., 2013).

El intercambio entre el nitrégeno atmosférico y compuestos nitrogenados esta
controlado por la actividad microbiologica. Los procesos que convierten al nitrégeno
en sus diferentes estados oxidativos en la biésfera conforman el ciclo biogeoquimico

del nitrégeno (Stein, L. Y. y Klotz, M. G., 2016). El ciclo comienza con la



transformacion del nitrégeno atmosférico a amonio (NH,*), realizado a través de

fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) o por la reduccion dismilatoria de nitrato a

amonio (DNRA) (Figura 1). El NH," es incorporado en la biomasa a través de la

asimilacion, y su proceso inverso es la mineralizacién, que dispone NH,* para la

nitrificaciéon que genera NO;". La desnitrificacion convierte el NOs;” a N, a través de

intermediarios nitrogenados gaseosos (Fowler, D. et al., 2013;

Jetten, M. S. M.,

2008). También se puede generar N, a partir de NO,” y NH,* en el proceso de

anammox.

Desnitrificacion
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del nitrogeno adaptado de Zhang, X. et al.,

(2020). En rojo esta

sefalizada la via de FBN, en marron la asimilacion de N,, en amarillo la mineralizacion del

N-organico, en azul la nitrificacion, en verde la via DNRA, en gris anammox y en negro la via de

desnitrificacion. Los numeros rosados son los estados oxidativos del nitrégeno.



1.2 Desnitrificacion

La desnitrificacion es uno de los procesos mediante el cual los compuestos
nitrogenados reactivos (N,) se transforman en nitrdgeno atmosférico. Esta via
metabdlica es una reduccion desasimilatoria de NO;” y NO,, los cuales actuan como
aceptores terminales de electrones durante la respiracion anaerdbica. Durante el
metabolismo se producen intermediarios gaseosos: 6xido nitrico (NO) y oxido
nitroso (N,O), siendo este ultimo de especial interés debido a su potencial de
calentamiento global (Global Warming Potential, GWP), que es 310 veces mayor
que el del didxido de carbono (CO,) (Bergaust, L. et al., 2011). La desnitrificacion es
la principal fuente de produccion de gases de 6xidos nitrosos y causa pérdidas
significativas de nitrégeno en suelos agricolas fertilizados, asi como de compuestos
nitrogenados en aguas residuales (Braker, G. et al., 1998). En sedimentos marinos
costeros, la desnitrificacion elimina entre el 40% y el 50% del nitrégeno inorganico
disuelto que ingresa por fuentes externas (por ejemplo, por actividad humana)

(Seitzinger, S. P., 1990).

El proceso de desnitrificaciéon consiste en cuatro pasos de reduccion, catalizados
por enzimas ligadas al translocador de protones del sistema de transporte de
electrones del organismo, de modo que la via estda asociada a la membrana
citoplasmatica bacteriana con importantes pasos metabdlicos que ocurren en el

periplasma.

El primer paso es la reduccion de NO;” a NO, mediante la enzima nitrato reductasa,
de la cual hay dos tipos diferentes, una unida a la membrana plasmatica y otra unida

al periplasma, Nar y Nap respectivamente (Figura 2). La enzima Nar esta codificada
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Figura 2. Esquema de la via de desnitrificacion. (i) Reduccién del nitrato soluble catalizado por la
nitrato reductasa, mediante Nar o Nap. (ii) Reduccion del nitrito soluble catalizado tanto por la nitrito
citocromo cd 1 reductasa o por la nitrito cobre reductasa. (iii) Reduccion de 6xido nitrico catalizado
por la oxido nitrico reductasa. (iv) Reduccién de 6xido nitroso a nitrégeno molecular catalizada por la

6xido nitroso reductasa (Philippot, L. y Hallin, S., 2005).

por genes narGHI organizados en un operén junto con el gen narJ, mientras que la
enzima Nap esta codificada por el operon napABC (Kandeler et al., 2006). El
segundo paso, en el cual el NO, es reducido a NO, puede ser catalizado por
enzimas no relacionadas evolutivamente, que se diferencian en estructura y en la
presencia del metal prostético. Una tiene hemo ¢ y hemo d (cd1-Nir), y la otra
enzima contiene cobre (Cu-Nir). La cd1-Nir reductasa, codificada por nirS predomina
en bacterias desnitrificantes, mientras que Cu-Nir reductasa codificada por nirK,
tiene una distribucion mas amplia en bacterias que no estan estrechamente
relacionada taxondémicamente y en bacterias no definidas como desnitrificantes
tipicas. Este paso es clave en la via ya que es lo que distingue a los desnitrificantes
de los microorganismos que respiran NO,” (Hallin, S. y Lindgren, P. E., 1999). La

formacion de N,O a partir de NO esta catalizada por la 6xido nitrico reductasa (Nor),
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codificada por el operén norCBQD. Finalmente, la ultima etapa, que reduce el 6xido
nitroso a dinitrégeno, es realizada por la altamente conservada Oxido nitroso
reductasa (Nos), codificada por el operéon nosZDFYL (van Spanning, R. J. M. et al.,
2007; Philippot, L., 2002). Este ultimo paso permite diferenciar a los desnitrificantes
completos de los desnitrificantes truncados, dado que no todos los microorganismos

desnitrificantes poseen la enzima Nos (Zhang, Z. et al., 2020).

En la Tabla 1 se presentan con mayor detalle los genes involucrados en las
reacciones de la via de desnitrificacion. Es importante sefialar que se han
identificado variantes génicas para algunos de estos genes. Por ejemplo, las
variantes del gen nosZ derivan en dos proteinas con caracteristicas distintivas que
definen dos clados, como lo describen Hallin et al. (2018) y lo analiza Yoon et al.
(2016). Aunque este trabajo no profundizara en cuanto a las variantes, estas estan

incluidas en algunas de las bases de datos empleadas.

Tabla 1. Genes para el proceso de desnitrificacion y sus funciones, adaptado de Zumft, W. G. (1997).

Proceso Gen Proteinas
Reduccion de narG Subunidad a de la nitrato reductasa
nitrato a nitrito . .
! tr narH Subunidad B de la nitrato reductasa
en membrana interna . . .
narl Subunidad del citocromo b de la nitrato reductasa

respiratoria

narJ Proteina necesaria para el ensamblaje de la nitrato
reductasa
Reduccién de napA Subunidad grande de la nitrato reductasa
nitrato a nitrito periplasmica
en periplasma napB Subunidad pequefia de la nitrato reductasa
periplasmica
napC Proteina tipo citocromo ¢
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Reduccion de nirS Citocromo cd1 nitrito reductasa

nitrito a 6xido

nirk Nitrito reductasa que contiene Cu
nitrico

nirB Citocromo css,
Reduccion de 6xido nitrico a norB Subunidad del citocromo 3 de la NO reductasa
oxido nitroso norC Subunidad del citocromo ¢ de la NO reductasa
Reduccién de 6xido nitroso a nosZ Oxido nitroso reductasa
dinitrégeno nosD Proteina periplasmica implicada en la insercion de

Cu en NosZ
nosY Proteina de membrana interna implicada en el

procesamiento de Cu para NosZ
nosL Lipoproteina de membrana externa putativa

nosF Proteina de union a ATP/GTP implicada en la
insercion de Cu en NosZ

1.3 Condiciones de la desnitrificacion

Tradicionalmente, la desnitrificacion es considerada como un proceso
anaerobico. Esto se debe a que los genes codificantes de las proteinas necesarias
para la via suelen expresarse unicamente en condiciones andxicas, y que al menos
algunas de las reacciones de las reductasas involucradas, son inhibidas en células
intactas por la presencia de oxigeno (Ferguson, S. J., 1994; Hochstein, L. I|. y
Tomlinson, G. A., 1988). Sin embargo, se ha demostrado que varias bacterias

pueden desnitrificar en presencia de O, (Hayatsu, M. et al., 2008).

La desnitrificacibn es una via respiratoria mediante la cual microorganismos
anaerobios facultativos generan significativamente mas energia que a través de la
fermentacion y que la fosforilacién a nivel de sustrato (Coyne, M. S., 2008). A partir

de lo mencionado, se puede reconocer cuatro requisitos fundamentales para que la
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desnitrificacion pueda llevarse a cabo: 1) la presencia de bacterias con capacidad
metabdlica adecuada, 2) la disponibilidad de compuestos donadores de electrones,
tales como carbono organico, compuestos reducidos de azufre o hidrégeno
molecular, 3) condiciones anaerdbicas o con baja disponibilidad de oxigeno
(microaerofilia), y 4) la presencia de o6xidos de nitrégeno capaces de aceptar
electrones (Firestone, M. K., 2015). Por lo tanto, los microorganismos
desnitrificantes son ubicuos, lo que significa que estan presentes en gran variedad
de ambientes y condiciones, asi como presentan variedad fisiolégica y taxondmica

(Chéneby, D. et al., 2000; Braker, G. et al., 2000).

1.4 Desnitrificacion a bajas temperaturas

Existen diversos factores ambientales que controlan el proceso de
desnitrificacion causando variacion en la tasa de desnitrificacion, incluyendo
disponibilidad de oxigeno, disponibilidad de sustrato, pH, temperatura y abundancia
de especies desnitrificantes (Saleh-Lakha, S. et al, 2009). Si bien la desnitrificacion
ha sido muy estudiada, en cuanto a microorganismos extremofilos la mayoria de los
estudios se centran en bacterias y arqueas termofilicas y arqueas haldfilas. Sin
embargo, el ciclo de nitrégeno ha sido estudiado en la ultima década en otros
ambientes extremos como cercanias de volcanes, tierras secas, ambientes frios y a
altas presiones (Martinez-Espinosa, R. M., 2020; Orlando, J., 2012). En estudios de
microbiologia de suelos a nivel de laboratorio, se ha visto que hay una mayor
acumulacion de 6xido nitroso como producto de la desnitrificacion a bajas

temperaturas (Coyne, M. S., 2008).
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Para Uruguay, el lugar mas accesible para realizar el estudio a bajas
temperaturas es en la Base Cientifica Antartica Artigas (BCAA). La Antartida se
caracteriza por frio extremo, intensa radiacion UV y posee poca influencia
antropogénica directa (Walton, D. W. H., 2005). Asimismo, este ambiente particular
presenta una diversidad de grupos de microorganismos, muchos de ellos aun
desconocidos debido a su limitada accesibilidad y poco estudios, ofreciendo la
oportunidad de describir nuevos taxones microbianos (Bottos et al., 2014). La
desnitrificacion en la Antartida ha sido poco estudiada en comparacion a otras
regiones frias (Palacin-Lizarbe, C. et al., 2018). El desarrollo de técnicas
moleculares ha permitido un abordaje importante para la evaluacion y descripcion
de la diversidad de bacterias (Philippot, L. y Hallin, S., 2005). No obstante, los
eventos de transferencia horizontal de genes dificultan estudios filogenéticos
basados en la actividad de desnitrificacion (Heylen, K. et al., 2006). De hecho, varios
estudios han identificado la presencia de multiples copias de genes asociados a la
via de desnitrificacion. Se ha propuesto que las comunidades desnitrificantes que
poseen copias de ambos genes, podrian estar expresando uno de ellos en una
condicion ambiental determinada, por lo que podrian ocupar distintos nichos
ecoldgicos (Etchebehere y Tiedje, 2005; Jones y Hallin, 2010; Graf, D. R. H. etal,,

2014).

2. Antecedentes

Es en este contexto que en el trabajo de Cabezas, A. et al. (2022) se estudio
mediante el aislamiento la diversidad de bacterias cultivables desnitrificantes
presentes en distintos ecosistemas de la isla Rey Jorge en la Antartida, incluyendo

lagos, agua de deshielo, agua de mar, muestras de hielo de glaciar, suelo
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ornitogénico y heces de pinguinos, en diferentes periodos de deshielo (campafias
de verano 2012-2013 en la Base Cientifica Antartica Artigas). En dicho estudio,
fueron obtenidas 199 cepas bacterianas capaces de crecer en un medio anaerobico
y reducir nitrato a 4°C. La posterior caracterizacion por secuenciacion del gen de
ARNr 16S, ha demostrado la presencia de géneros como Pseudomonas,
Janthinobacterium, Flavobacterium, Psychrobacter y Yersina, entre otros. Si bien la
desnitrificacion genera 6xido nitroso, la generacion de este gas puede deberse a
otras vias metabdlicas como nitrificacion y nitrificacion-desnitrificacion (acople de
ambas vias) (Figura 3). Un posible estudio con inhibicion de acetileno (C,H,), el cual
inhibe la reduccion de N,O por desnitrificacion, podria descartar la posibilidad de
que la generacion de gas sea por vias alternas a desnitrificacion (Yoshinari, T. y
Knowles, R., 1976). Esta técnica fue realizada para estas cepas, y se encontré que
algunos aislamientos presentaron actividad desnitrificante en ausencia de genes

codificantes para la via metabdlica en los genomas de especies mas cercanas.

Nitrificacion
Nitrificacion - desnitrificacion

NO—,
NHs —> NH20H 2—> NOz —NO —> N20—> N:

Nox HONO/ l Desnitrificaciéon
NHs  N:O I NOs —-NO» —~NO —N:0 —N:

Figura 3. Esquema de las vias de nitrificacion (gris), nitrificacion-desnitrificacion (rojo) vy

desnitrificacién (violeta) (Mushinski, R. M. et al., 2019).
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3. Objetivos

3.1  Objetivo general
Estudio de las vias metabdlicas involucradas en la desnitrificacion en cepas

aisladas de la Antartida capaces de desnitrificar en ambientes frios.
3.2 Objetivos especificos

Verificacion del consumo de nitrato y nitrito a 4°C por cepas aisladas

desnitrificantes.

Caracterizacion de  aislamientos bacterianos  desnitrificantes  por

secuenciacion del gen de ARNr 16S.

Evaluacion del crecimiento de los aislamientos bacterianos en condiciones

desnitrificantes a diferentes temperaturas.

Busqueda de genes desnitrificantes en genomas secuenciados de

aislamientos seleccionados.

16



4. Materiales y métodos

4.1 Medio de cultivo y procedimiento de aislamiento

A partir de las 199 cepas obtenidas en Cabezas, A. et al., (2022), estas
fueron agrupadas en 32 filotipos (agrupacion segun similitud entre secuencias del
gen de ARNr 16S). Segun los filotipos definidos, en este trabajo se tomo al menos
una cepa representativa de cada filotipo considerando el reporte de presencia de
genes desnitrificantes (nirS, nirK y nosZ) segun el genoma de referencia de la

especie mas cercana, y la acumulacion de N,O dado por Cabezas, A. et al., (2022).

Las cepas se cultivaron a 4°C en medio liquido a TSB-N diluido al décimo (1/10
TSB-N, ver composicion en la Tabla A1 gaseado con N, para la generacion de una
atmésfera anaerobia. Aquellas que presentaron crecimiento fueron reaisladas en
placas con el mismo medio en agar a 4°C en bolsas para cultivo anaerobio y/o en

jarra anaerdbica con catalizador AnaeroGen ™ Thermo Scientific.

Una vez obtenidos los aislamientos puros de las cepas seleccionadas se procedid a
evaluar su posible capacidad de desnitrificar a través de la medicion de los niveles
de consumo de nitrato y nitrito utilizando tiras de prueba nitrato/nitrito
semicuantitativa Quantofix ®. Aquellas que consumieron el nitrato fueron

seleccionadas para las siguientes etapas.

4.2 Caracterizacion por secuenciacion del gen de ARNr 16S

A partir de cultivo puro de las cepas se realizo lisis por choque térmico. La
misma se realizé colocando una colonia aislada en medio TSA en un pequefo tubo

con agua ultrapura estéril. El tubo se calentdé por 15 minutos a 100 °C y se colocé a
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-20°C por un minimo de 20 minutos. Posteriormente, se centrifugd para separar el
ADN gendmico en suspension del pellet compuesto por resto de componentes
celulares como las paredes y membranas celulares. La suspension fue utilizada
para realizar PCR con los cebadores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y
1492R (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') para amplificar el gen de ARNr 16S
completo, siguiendo el programa de ciclado mostrado en la Figura 4. La longitud de
los fragmentos obtenidos de la PCR fueron confirmados por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. Los mismos se mandaron a Macrogen Inc. (Corea) para ser
secuenciados por el método de Sanger (secuenciacién de electroforesis capilar),
utilizando los cebadores 27F, 1492R, y en algunos casos, se utilizdé el cebador
intermedio 800R (5-TACCAGGGTATCTAATCC-3') para lograr recuperar la mayor

cantidad de nucledtidos posibles.

Desnaturalizacion | Desnaturalizacion Alineamiento Elongacion | Elongacion final
inicial
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C
5 minutos 1 minuto ——
3 minutos 10 minutos
1 minuto
30 ciclos

Figura 4. Programa de termociclador para amplificacion del gen de ARNr 16s completo.

Las secuencias obtenidas fueron procesadas en Chromas v2.6.6 segun su calidad,
y para alinear y realizar consenso entre los fragmentos secuenciados reversos y
directos de una misma cepa se utilizé BioEdit v7.0 (Technelysium Pty Ltd., 2021;

Hall, T. A., 1999). Estas secuencias de consensos fueron comparadas con
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secuencias depositadas en la base de datos EzBioCloud

(https://www.ezbiocloud.net/). De acuerdo con los resultados y la consulta en base

de datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) de
disponibilidad de genomas para las especies mas cercanas, asi como la cantidad de
genomas existentes dado por Cabezas, A. et al., (2022), se decidié proseguir con

los analisis enfocados en dos cepas: D21 y M18.

4.3 Temperatura 6ptima de crecimiento en condiciones desnitrificantes

Para determinar las temperaturas optimas de crecimiento para las cepas
seleccionadas, D21 y M18, se realizaron curvas de crecimiento a distintas
temperaturas. Para ello, se realizaron aislamientos en placas de medio 1/10 TSB-N
agar para D21 y agar triptona-soja sin NO; suplementado (TSA, ver en Tabla A2)
para M18, para tener colonias frescas con su mejor estado metabdlico. Una colonia
en placa, se introdujo en el medio 1/10 TSB-N en tubo largo de vidrio con tapén
(permite crecimiento anaerobio) y se siguid su crecimiento a DO gy, €n colorimetro
Erna Model AE-22 (Erna Optical Works Ltd., Japon) a lo largo del tiempo, a partir del
dia de inoculacion hasta la fase estacionaria. Se realizaron tres réplicas de cada
cepa para las distintas temperaturas en estufas y sin agitacion. Las temperaturas
ensayadas para D21 fueron; 6°C, 13°C, 18°C, 25°C y 30°C, y para M18: 4°C, 13°C,
20°C, 25°C, 30°C y 37°C. Los controles triplicados para cada temperatura se
realizaron con el mismo medio y condiciones de incubacion que los tubos
ensayados con las cepas, pero sin inoculo. La velocidad maxima para cada
temperatura se determiné a partir de la fase exponencial del grafico DO 4y . €n

funcién del tiempo (h) realizado para cada réplica. Los valores de velocidad maxima
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de réplicas para una misma temperatura y cepa fueron promediados y se calcularon
los desvios estandar asociados. Estos valores fueron graficados en funcion de la
temperatura (°C), lo que permitié determinar la temperaturas éptimas de crecimiento

para las cepas en condiciones desnitrificantes.

4.4 Secuenciacion de genomas y anotacién funcional

Para secuenciar el genoma completo de las cepas, se partié de cultivos puros
de las cepas M18 y D21. De los mismos se coloco una colonia en un pequeio tubo
con agua ultrapura estéril para luego utilizar el kit Zymo Quick-DNA Fungal/Bacterial
Miniprep para extraer el ADNg. A través de NanoDrop se confirmé el indice de
pureza (Axo/Asgo = 1,8) asi como la concentracion, y la integridad del ADNg se
confirmoé a través de un gel de agarosa al 1%. Los ADNg de ambas cepas fueron
enviados a Novogen Co. (Sacramento CA, Estados Unidos) para secuenciacion de

genoma completo a través de la plataforma Illumina NovaSeq 6000 (PE150).

A las secuencias crudas obtenidas para cada cepa se les comprob¢ la calidad de
secuencia a través de la herramienta FastQC v0.11.8 (Andrew, S., 2010). Para
ambas secuencias se les recorto los adaptadores mediante Trimmomatic v0.39, y en
el caso de M18 se recortdé bases con nivel de calidad debajo (menores a 25)
(Bolger, A. M., et al., 2014). ElI ensamblado de los genomas se realizd
independientemente con MEGAHIT v1.1.4-2 (k-mer 43, max-k-mer 75, steps 4) (Li,
D., et al.,, 2015). A los genomas ensamblados se les estimdé su completitud y
contaminaciéon mediante CheckM v1.0.1 (Parks, D.H., et al., 2015), y se les realizé la

asignacion taxonémica con Genome Taxonomy Database GTDB-Tk v1.3.0 (version
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de datos de referencia r214 de GTDB-Tk https://github.com/Ecogenomics/GTDBTKk).

GTDB-Tk se utilizé para clasificar los genomas obtenidos basandose en una base
de datos de genomas curada y actualizada. Durante el analisis se calcula Average
Nucleotide Identity (ANI), el cual es utilizado para determinar la similitud genética
entre dos genomas y asi determinar si pertenecen o no a la misma especie. Se
asigna una especie al genoma estudiado cuando el valor de ANI es > 95-96%
(mostrando el valor calculado para el genoma). Sin embargo, cuando el genoma
estudiado no se le asigna una especie (valor ANI < 95%), el programa muestra la

identificacion hasta género pero sin mostrar el valor de ANI.

A modo de determinar las posiciones filogenéticas de las cepas secuenciadas y las
de referencia, también se consideraron genomas de especies cercanas de las
especies de referencia y de las cepas secuenciadas. Con estos genomas, se realizd
un arbol filogendmico a través de FastTree v2.1.11, infiriendo el arbol por el método
Jones-Taylor-Thornton (JTT) y con valores de soporte de Shimodaira-Hasegawa
(Price, M.N., et al., 2010). Como grupo externo, se utilizaron los genomas de
referencia de las especies: Bacillus suaedae, Bacillus merinisedimentorum, Bacillus
cabrialessi y Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168. Para mejorar la resolucion del
arbol se utilizaron los genomas de especies que son cercanas a las clasificadas por
el analisis del gen de ARNr 16S y de las secuenciadas: F. gillisiae DSM 22376, F.
hiemivividum TSA-D2, P. prosekii LMG 26887, P. emilianonis TNT11, J.
psychrotolerans S3-2, J. rivuli DEMB2, J. kumbetense GK vy J. lividum DSM 1522.
Se cargo el archivo de arbol en formato Newick a iTOL v6 para anotar y editar el
arbol (Letunic, I. y Bork, P., 2021). La anotacién funcional de genes se realizé con

EnrichM v0.6.5 (https://github.com/geronimp/enrichM) empleando la base de datos
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de genes ortélogos de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) (Kanehisa, M. y Goto, S., 2000).
También se utilizd la base de datos NCyc desarrollada por Tu, Q. et al., (2019), la
cual fue generada en respuesta a la ineficiencia de otras bases de datos
convencionales en la busqueda de ortélogos inespecificos y la limitada cobertura de
genes y subfamilias de genes del ciclo del nitrégeno. Esta base de datos incluye
mayor cantidad de variantes de los genes para la desnitrificacion. La busqueda se
centré en los genes que codifican para los clusteres de enzimas involucradas en los
procesos de desnitrificacion, DNRA, nitrificacion, asi como en la asimilacion de

nitrato y nitrito.

5. Resultados

5.1 Medio y procedimiento de aislamiento

El criterio considerado para la seleccion de las muestras derivo en la eleccidon
de 36 cepas que comprenden los géneros Pseudomonas, Janthinobacterium y
Flavobacterium. De estas cepas, 20 crecieron y consumieron nitrato y nitrito del
medio en condiciones anaerdbicas a 4°C (Tabla 2). Sin embargo, 15 cepas
crecieron pero no consumieron nitrato y nitrito del medio, y una unica cepa (Z10) no

creci6 (ver Tabla A3).

Tabla 2. Cepas con su medida de consumo de NO; y presencia de NO,  realizada.

IDcepa  Consumo NO,/Presencia NO, (mg/L) IDcepa  Consumo NO,/Presencia NO, (mglL)
D6 <10/0 E27 <10/0
D7 <10/0 M18 <10/0
D21 <10/0 M23 <10/0
D25 <10/0 M32 <10/0
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E14 <10/0 M44 <10/0

E15 <10/0 Z1 <10/0
E16 <10/0 z5 <10/0
E18 <10/0 216 <10/0
E24 <10/0 Z19 <10/0
E26 <10/0 222 <10/0

5.2 Caracterizacion por secuenciacion del gen de ARNr 16S

A partir de colonias aisladas de las cepas se obtuvo la identificacion mediante
el gen de ARNr 16S por EzBioCloud (Tabla 3). De las 20 cepas analizadas, 15
fueron identificadas mediante el gen de ARNr 16S. De estas, 13 presentaron una
completitud del gen superior al 94,8% (segun resultados en tabla), mientras que en
dos cepas (E24 y E16) se obtuvieron secuencias parciales. Para las cinco cepas
restantes (Z19, M32, Z5, D6 y E26) se logré secuenciar pero los resultados no
pudieron ser procesados debido a la mala calidad de las secuencias. Ademas, la
especie mas cercana para las cepas D25, E14, M44 y Z22 fue Janthinobacterium
svalbardensis, mientras que para M18, Z1 y M23, fue Pseudomonas piscicola. Solo

dos cepas, D7 y D21, fueron identificadas para el género Flavobacterium.

Tabla 3. Identificacion por gen de ARNr 16S. Se muestra la longitud de la secuencia (pares de bases) después del
recorte, el taxdbn mas cercano identificado en EzBioCloud y el porcentaje de similitud y completitud de secuencia

correspondiente.

ID cepa Largo secuencia (pb) Mejor hit EzBioCloud % similitud % completitud
D7 1378 Flavobacterium frigidarium 98,40 96,0
D21 1387 Flavobacterium degerlachei 98,19 96,4
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D25

E14

E15

E16

E18

E24

E27

M18

M23

M44

Z1

216

222

1389

1389

1412

929

1406

677

1403

1399

1406

1376

1400

1404

1404

Janthinobacterium svalbardensis
Janthinobacterium svalbardensis
Pseudomonas mandelii
Pseudomonas fildesensis
Pseudomonas nunensis
Pseudomonas gregormendelii
Janthinobacterium tructae
Pseudomonas piscicola
Pseudomonas piscicola
Janthinobacterium svalbardensis
Pseudomonas piscicola
Pseudomonas gessardii

Janthinobacterium svalbardensis

100,00
99,93
100,00
96,93
99,79
97,00
99,79
99,84
98,78
100,00
99,76
99,86

99,64

95,7
95,7
96,7
60,3
96,2
42,7
96,6
95,9
96,2
94,8
95,8
96,2

96,3

Se observa que de las 15 cepas, ocho pertenecen al género Pseudomonas, cinco al

género Janthinobacterium y dos cepas al género Flavobacterium. Cabe destacar

que la cepa M44 previamente identificada como Pseudomonas, fue reidentificada

como Janthinobacterium.

5.3 Curva de crecimiento a distintas temperaturas

La cepa D21 en el medio 1/10 TSB-N en anaerobiosis mostré crecimiento

dentro de un rango de temperatura de 6 a 25°C (Figuras A1A-A1E) con

temperatura optima cercana a 25°C (Figura 6A). En cambio, la cepa M18 creci6 en

un rango mas amplio, de 4°C a 30°C (Figuras A2A-A2F), con temperatura 6ptima
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cercana a 25 °C (Figura 6B). Ambas cepas son capaces de crecer a temperaturas

bajas ( entre 4°C y 6°C) en las condiciones estudiadas.

A B
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[ ] [ ]
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Figura 6. Graficos de constante de velocidad especifica (h™') en funcion de temperatura (°C) para (A) D21y (B) M18.Las

barras negras en cada grafico representa la desviacion estandar para cada medida.

5.4 Anotacion funcional en genomas secuenciados y de referencia

Los genomas secuenciados para las cepas D21 y M18, fueron ensamblados
e identificados como pertenecientes a los géneros de Flavobacterium y

Pseudomonas, respectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4. Propiedades de los genomas secuenciados para cepa D21 y M18, identificadas como

Flavobacterium sp. y Pseudomonas sp., respectivamente.

Flavobacterium sp. Pseudomonas sp.

Completitud (%) 99,86 99,44

Contaminacion (%) 0,14 0,56

Densidad de codificacion 874 886

Contig N50 (Mb) 0,305 0,075

Longitud promedio del gen (pb) 340 326
Tamario de genoma (Mb) 4,28 6,89
Contenido GC (%) 34 60

Secuencias codificantes totales (pb) 3673 6257

A partir de los 2 genomas ensamblados y con los genomas de referencia para las
especies mas cercanas segun del gen de ARNr 16S, se generé un arbol
filogendmico y se anotaron los genes con las bases de datos KEGG y NCyc como
se muestra en la Figura 7. Se observa que las cepas de Flavobacterium,
Janthinobacterium y Pseudomonas se agruparon en tres distintos clados. Para los
genomas de Flavobacterium y Janthinobacterium se observa una buena resolucion
de filogenia segun el valor de bootstrap, mientras que para Pseudomonas en el
nodo que separa a P. gessardii de P. emilianonis y P. fildesensis se observa un

menor resolucidn de las ramas (valor de bootstrap menor).

En cuanto a la anotacion de genes, segun KEGG la mayoria de las especies de
Pseudomonas tienen el gen narG para la reduccién del nitrato a nitrito en
desnitrificacion, con excepcion de P. gregormendelii y P. prosekii, mientras que la

anotacion con la base de datos NCyc a P. gregormandelli le encontro el gen pero no
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Figura 7. Arbol filogenémico asociado con heatmap que indica la presencia (gris) y ausencia (blanco) de enzimas desnitrificantes y otras enzimas involucradas en el ciclo del
nitrégeno (base de datos KEGG y NCyc). A la izquierda el arbol construido a partir del alineamiento de 120 genes marcadores para el dominio Bacteria de genomas de
referencia de especies mas cercanas identificadas por gen de ARNr 16S y genomas secuenciados en este trabajo (destacados en negrita). Se muestran la referencia de colores

para los valores de bootstrap: 0,60 (rojo), 0,7 (naranja), 0,8 (amarillo), 0,9 (verde claro), 1 (verde). Las especies del género Bacillus corresponden a la raiz del arbol.
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a P. mandelli y P. prosekii. En el analisis con KEGG, P. proeskii tiene el gen narB
que codifica para una nitrato reductasa de la via asimilatoria de reduccién de nitrato.
Para las enzimas del segundo paso de la desnitrificacién (reduccién de nitrito a
oxido nitrico), la mayoria de Pseudomonas tiene el gen nirS en la anotaciéon con
KEGG vy solo P. prosekii tiene nirK. Si bien P. gregormendelii no pareceria tener
ninguna de las dos enzimas, en la anotacién con NCyc presenta nirS. Nétese que
en los resultados de anotacion utilizando NCyc, la mayoria de las Pseudomonas
tienen ambos genes. En cuanto al paso de la reduccion de éxido nitrico a oxido
nitroso, a la enzima codificada por norBC, todas las Pseudomonas la presentan con
excepcion de P. gregormendelii, segun KEGG, mientras que utilizando NCyc, solo
se detectd6 norBC en P. emilianonis. Respecto al ultimo paso de la via de
desnitrificacion realizado por la 6xido nitroso reductasa codificada por nosZ, se
detecta con NCyc que todas las Pseudomonas analizadas tienen el gen, y en KEGG
solo P. gregormendelii y P. prosekii no tendrian. Es necesario destacar que P.
nunensis en ninguna de las dos bases de datos utilizadas mostro tener genes para
la desnitrificacion, solo en KEGG se detectd los gener nirB y nirD, que codifican para
subunidades de la enzima nitrito reductasa de la via asimilatoria. Por otro lado, el
gen nrfA que codifica la nitrito reductasa para la via DNRA, es detectada en los
genomas estudiados a través de NCyc, a excepcion de P. gessardii, P. prosekii y
Pseudomonas sp. M18. Por ultimo, segun NCyc, el genoma para la cepa M18 tiene

los genes para la nitrito reductasa de la via asimilativa: nirB'y nirD.

En cuanto a los genomas de las especies del género Janthinobacterium, todos
tienen narG segun los analisis con KEGG y para NCyc, solo se detecta la presencia
del mismo gen para J. lividum, J. kumbetense y J. psychrotolerans. En esta ultima

especie, fue la unica que presenté el gen napA. Utilizando KEGG también se
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detecto la presencia de nasA en todos los genomas de las especies analizadas para
este género, y en NCyc solo fue detectado para J. kumbetense y J. lividum. Segun
KEGG, los genomas de Janthinobacterium tienen nirK exclusivamente, mientras que
en NCyc algunas especies tienen también nirS. También se destaca que todas las
Janthinobacterium analizadas presentan nirBD, asi como norBC. Por ultimo, segun
KEGG solo J. rivuli tendria el gen nosZ y segun NCyc las especies J.
psychrotolerans, J. kumbetense y J. lividum. Ninguno de los genomas analizados de

las especies de este género presenta el gen nrfA.

Segun la anotacion con KEGG, el genoma de la cepa Flavobacterium sp. D21 asi
como en otros genomas de Flavobacterium analizadas, carece de genes
codificantes del inicio de la via de desnitrificacion (narGHIJ, napAB, ver Tabla A2).
Sin embargo, al utilizar NCyc se hallé el gen nasA codificante para nitrato reductasa
asimilatoria y narB codificante para una nitrito ferredoxina reductasa, en
Flavobacterium sp. D21, F. frigidarium y F. gillisiae. En cuanto a los genes para la
nitrito reductasa de desnitrificacion, no se detecta nirS para Flavobacterium en
KEGG vy solo nirK para F. hiemivividum y Flavobacterium sp. D21. En cambio, al
utilizar NCyc, se detectan ambos genes en las mismas especies exceptuando F.
gillisiae, la cual pareceria tener nirBD. En cuanto al gen norB en F. hiemivividum y
Flavobacterium sp. D21 se detecta en ambas bases de datos, y para el gen nosZ en
KEGG no hay deteccién en ninguno de los genomas para Flavobacterium pero en

NCyc se detectan para Flavobacterium sp. D21, F. frigidarium y F. degerlachei.

6. Discusion

El medio de aislamiento 1/10 TSB-N no es selectivo, sino que es un medio

con cantidad reducida de nutrientes para simular las condiciones presentes en la
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Antartida. Aunque las condiciones de crecimiento como la temperatura de 4°C y la
anaerobiosis hacen presion selectiva, el medio no es especifico para aislamiento de
bacterias desnitrificantes. Contiene digeridos de caseina pancreatica y de papaina
de soja, que pueden actuar como fuentes de nitrogeno asi como glucosa vy
peptonas, que podria servir como fuente de carbono y energia. Por lo tanto, es
factible que en este medio se desarrollen bacterias con otros tipos de metabolismo

energético, como la fermentacién de glucosa.

En cuanto a las diferentes vias, estas no pueden ser diferenciadas especificamente
con las tiras semicuantitativas de nitrato y nitrito, ya que tienen un rango aproximado
de concentracion y por tanto se saturacion del color para su deteccién. Por lo que la
via DNRA no puede ser diferenciada de la desnitrificacion por el consumo del
sustrato. Debido a estas limitaciones, Christensen, S. y Tiedje, J. M. (1988)
desarrollaron una metodologia basada en el uso de acetileno para el bloqueo de la
enzima Nos, lo que permite acumular oxido nitroso en el medio para luego ser
cuantificado mediante cromatografia de gases. La técnica permite detectar si el
aislamiento bacteriano realiza la desnitrificacion completa, pero no desnitrificacion
parcial, por lo que aun asi, a partir de esta técnica no se podria diferenciar de la
produccion o acumulaciéon de N,O entre un microorganismo reductor de nitrato a

amonio disimilatorio o desnitrificante parcial.

La caracterizacién del gen de ARNr 16S no se logré realizar para cinco
cepas, y en dos cepas no se logré6 de forma completa. Esto se podria atribuir
principalmente a la baja calidad de las secuencias obtenidas, posiblemente causada

por la presencia de componentes interferentes, como proteinas presentes en el
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lisado. Como resultado, no se logro la identificacion en algunas cepas debido a una
mayor eliminacion de nucledtidos en los extremos de las secuencias. Ademas, la
secuenciacion por método de Sanger suele tener un alto porcentaje de error a partir
de los 600 pares de bases. Se intentd mejorar la calidad de la secuenciacion
utilizando primers intermedio 800R para mejorar la recuperacion de informacion,
pero aun asi para algunas cepas no se logr6é. Debido a la heterogeneidad
intragenémica y la presencia de multiples copias del gen de ARNr 16S, la
identificacion basada en este marcador permite asignar las cepas unicamente a
nivel de género (Pei et al., 2010). En este estudio, se identificaron 2 cepas de
Flavobacterium, 5 cepas de Janthinobacterium y 8 cepas de Pseudomonas. Si bien
la identificacidon realizada es respecto a especies cercanas y no es exacta, estas
especies parecerian ser de ecosistemas frios tanto del Artico como de la Antartida.
No obstante, algunas de estas cepas no coincidieron con las especies reportadas
por Cabezas, A. et al. (2022), lo que podria deberse a la menor completitud de las
secuencias utilizadas en dicho estudio 0 a la descripcion de nuevas especies
después de su analisis. Un ejemplo de ello es la cepa E18, que previamente
presentaba alta homologia con la especie P. deceptionensis y ahora esta
reidentificada como P. nunensis, la cual es una especie de Pseudomonas
recientemente descrita (Ntana et al., 2023). De manera similar, la cepa E17 fue
reidentificada como una J. tructae (Jung et al., 2021). Para mejorar la precision
taxondmica, se recomienda el uso de otros genes que funcionan como marcadores
moleculares, como rpoB, entre otros (Dahll6f et al., 2000; Bittar y Rolain, 2010). Por
lo tanto, la informacién obtenida a partir de la secuenciacion fue util como primera
aproximacion para la seleccion de genomas de referencia representativos de dichas

especies cercanas. Una metodologia alternativa es la secuenciacion del genoma
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completo (por secuenciacion shotgun), la cual no solo permite una identificacion
mas precisa de las cepas, sino que ademas proporciona un conjunto de datos
genéticos que pueden ser utilizados para estudios metabdlicos. En las cepas D21y
M18, los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion del gen de ARNr 16S y la
secuenciacion del genoma completo presentaron inconsistencias a nivel de especie.
Por ello, es fundamental evaluar la secuenciacién del genoma completo en términos
de costo-beneficio. Su principal ventaja reside en la cantidad de informacion
obtenida, lo que permite estudios adicionales como la anotacidén génica, o analisis
comparativos de variaciones en secuencias codificantes entre cepas de diferentes
ambientes.

Considerando el arbol filogenémico, la baja resolucién observada en un nodo
especifico (0,6) para Pseudomonas podria atribuirse a la utilizacién de un niamero
limitado de genomas. El bajo valor de bootstrap es particularmente relevante dado
que los genomas analizados corresponden a Pseudomonas aisladas de
ecosistemas frios, lo que sugiere una alta similitud entre ellos debido a numerosos
eventos de transferencia horizontal de genes. Ademas, es importante tener en
cuenta las dificultades previamente documentadas en la separacion taxonémica
dentro del género Pseudomonas. No obstante, este valor aun se considera
aceptable en el contexto del analisis filogenético (Saati-Santamaria, Z. et al., 2021;
Gomila, M. et al., 2015).

En relacion con la anotaciéon de genes vinculados a la via de desnitrificacion,
otros estudios han reportado limitaciones en el uso de bases de datos
convencionales, dado que esta via esta ampliamente distribuida entre diversos
grupos filogenéticos (Isokpehi, R. D. et al., 2024). Para abordar esta problematica,

recientemente se han desarrollado bases de datos especificas de genes vinculados
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al ciclo de nitrogeno. En el presente trabajo, el uso de la base de datos NCyc
permitié identificar genes que, utilizando los ortélogos de la base de datos de
KEGG, no fueron hallados. Esto no solo se repite para los genomas secuenciados,
sino que también para los genomas de referencia seleccionados. Esto se puede ver
reflejado en el resultado mas extremo para la Flavobacterium frigidarium cercana a
la cepa D7, que de acuerdo con KEGG no hay deteccion de genes para la via de
desnitrificacion pero si a través de NCyc. En el caso de algunas especies de
Flavobacterium, se identific el gen nasA que codifica para una nitrato reductasa de
la via de reduccioén de nitrato asimilatoria, y genes desnitrificantes para las enzimas
Nir, Nor y Nos. Este resultado es inusual debido a las diferencias funcionales entre
las vias asimilatorias y desimilatorias. Krupper, M. M. M., et al., (2018) plantean que
la distincion entre ambas vias no es absoluta, dando un reporte de que
Mycobacterium tuberculosis utiliza la enzima Nar desnitrificante para realizar la
asimilacion de nitrato. En otros estudios de Jiang et al., (2015) y en Cai y Jiao,
(2008) han detectado presencia de nasA en Flavobacterium, y en el trabajo de
Abdelhamed, et al., (2021) observaron una pérdida de capacidad de crecimiento
anaerdbico en un medio suplementado con nitrato y con una incapacidad de reducir
nitrato a nitrito en en una cepa mutada de Flavobacterium (desnitrificante con genes
nasA, nirS, norB, y nosZ) en comparacion con la cepa salvaje.

Tanto la cepa D21 como la cepa M18 presentaron bajos niveles de
acumulacioén de oxido nitroso en Cabezas, A. et al. (2022), lo cual podria explicarse
por una baja expresion de la enzima responsable o por una alteracion en su funcion.
Un factor que influye en esta actividad es la temperatura, ya que estudios previos
han sefalado la necesidad de condiciones térmicas mas elevadas para su Optimo

funcionamiento (Wang et al., 2014; Ramirez-Fernandez et al., 2021). Por lo que en
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ambientes a bajas temperaturas como es el caso de la Antartida, podria estar
deteniéndose la via en el ultimo paso dando la acumulacion de 6xido nitroso. Esto
podria estar de acuerdo con la temperatura 6ptima. A pesar de los elevados desvios
estandar, se observa que las cepas Flavobacterium sp. D21 y Pseudomonas sp.
M18 no tienen una tendencia de crecimiento psicréfilo en las condiciones

anaeroébicas en medio 1/10 TSB-N.

7. Conclusiones y perspectivas

A partir de las 36 cepas seleccionadas en este trabajo del estudio de
Cabezas, A. et al., (2022), se confirmo el crecimiento y consumo de nitrato y nitrito
en un medio anaerobio para 20 cepas. De estas, 15 fueron identificadas con alta
homologia a especies cercanas utilizando el gen de ARNr 16S, de las cuales 2
cepas fueron elegidas para realizar secuenciacion de genoma completo. Los
genomas de las cepas D21 y M18 fueron ensamblados e identificados, y se les
realizé un arbol filogenético incluyendo a especies del género Janthinobacterium, en
el cual se distinguen 3 clados diferentes para cada género: Pseudomonas,
Janthinobacterium 'y Flavobacterium. Para la anotacion de los genomas
ensamblados para las cepas D21 y M18 se usaron dos bases de datos KEGG y
NCyc. La anotacién de los genomas secuenciados y los de referencia de especies
cercanas a las cepas caracterizadas por el gen de ARNr 16S, permitié hallar los
genes para la via de desnitrificacion, asi como de las vias de asimilacion de
reduccion de nitrito y DNRA. Sin embargo, existen diferencias a nivel de la via de
desnitrificacion entre los tres clados. Para especies de Pseudomonas vy
Janthinobacterium se ha detectado en la gran mayoria los genes para la

desnitrificacion. En los genomas analizados de ambos géneros, pareceria que las
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Janthinobacterium no estarian presentando el gen nosZ, por lo que su capacidad de
desnitrificacion estaria incompleta. En general las Flavobacterium estudiadas no
parecerian tener genes para la desnitrificacion, y aquellas que si tienen genes se la
via de reduccion de nitrato y nitrito asimilativas, y genes desnitrificantes para los dos
ultimos pasos hasta la conversion hacia N,. Con las capacidades medidas de
crecimiento a 4°C asi como del consumo de nitrato y nitrito y con genes
desnitrificantes presentes, podria estar indicando que las cepas tienen la capacidad
de desnitrificacion en la Antartida. Finalmente, sabemos que ambas cepas
secuenciadas podrian ser potenciales nuevas especies: Flavobacterium sp. D21 'y
Pseudomonas sp. M18. En este trabajo no se identificaron nuevas vias, sino que se
destaca la necesidad de abordar el estudio de la desnitrificacion de manera
integrada. Esto implica combinar la bioinformatica, a través del secuenciado y la
anotacion de genomas utilizando bases de datos curadas y actualizadas con
variantes de los genes, junto con estudios microbiolégicos y bioquimicos sobre la
capacidad de consumo de sustratos, la generacion de productos gaseosos y la
actividad de enzimas desnitrificantes.

Este trabajo ha intentado aproximarse a nivel de genoma la presencia de
genes desnitrificantes que podrian estar explicando los resultados obtenidos en
Cabezas, A. et al., (2020). Sin embargo, faltan varios estudios. Se podria empezar
realizando un arbol filogenético que incluya mayor cantidad de genomas de los
géneros bacterianos estudiados, y de esta manera obtener las especies mas
cercanas a las cepas D21 y M18 que fueron secuenciadas. Con el conocimiento de
estas especies, seria posible analizar estudios realizados por diferentes autores que
permitan establecer distinciones fisiolégicas entre ellas. Entre los enfoques

relevantes se incluyen la evaluacion de los acidos grasos presentes en las
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membranas, la caracterizaciéon de pigmentos producidos, la deteccién de glucanos
extracelulares, los estudios de consumo de sustratos como fuentes de carbono y
energia, y la evaluacion de la capacidad de degradacion de la pectina, entre otros.
Estos resultados en conjunto con valores de ANI, informacion codificada en el
genoma y contenido de GC de genomas, podria llevarnos a determinar si estas
cepas podrian ser nuevas especies. Por otro lado, en el laboratorio se podrian
hacer estudios de expresion de los genes desnitrificantes a bajas temperaturas para
aislar el ARNm vy realizar transcriptdmica con ellos. Esto permitiria saber si bajo las
condiciones de frio, estas cepas son capaces de hacer desnitrificacion. Un paso
mas avanzado, seria poder determinar la actividad enzimatica de las enzimas
desnitrificantes en laboratorio. Por ultimo, faltan realizar estudios in situ en la
Antartida de metatranscriptomica con el objetivo de determinar qué especies estan
activas metabdlicamente y cuales de ellas estan realizando desnitrificacion. Ese
estudio daria informacién acerca de aquellas bacterias que no son cultivables, ya

qgue en estos estudios se han realizado técnicas dependientes de cultivo.
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9. Anexos

Tabla A1. Composicién de medio TSB.

Compuestos Concentracién
Digerido pancreatico de caseina 17,0 g/L
Digerido enzimatico de poroto de soja 3,0g/L
Cloruro de sodio 504/l
Fosfato dipotasico 2,5g/L
Glucosa 2,54g/L

Ajustede pHa 7.
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Tabla A2. Composicién de medio TSA.

Compuestos Concentracién
Digerido pancreatico de caseina 15,0 g/L
Digerido enzimatico de poroto de soja 5,0g/L
Cloruro de sodio 504/L
Agar 15 g/L

Ajuste depHa 7.
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Tabla A3. Cepas con su respectiva identificacion en EzBioCloud, con su reporte de genes de nitrito reductasa (nirS y nirK) y éxido nitrosos reductasa (nosZ) para el genoma
de las especies mas cercanas, asociadas a registro de acumulacion de éxido nitroso (N,O) reportado previamente en Cabezas, A. et al., (2022). Se presenta lel porcentaje de
homologia y largo en pares de bases de la secuencias del gen de ARNr 16S. En la ultima columna se muestran los valores para las medidas de consumo de NO; y NO,

realizadas. ++ = acumulacion mayor a 50%, + = acumulacién de 5-50%, ND = sin datos, X = ausencia, ¥ = presencia.

ID cepa Mejor hit EzBioCloud % homologia Largo (ph) NO2 reductasa | N20 reductasa | Acumulacion N20 | Consume NO3 {mg/L)| Presencia NO2 (mg/L)
(0)i3 Pseudomonas caspiana 99,69 a7 nirS < ++ =10 o]
o7 Flavobacterum frigidarium 99,14 1046 X x + =10 0
010 Flavobacterium faecals 98,35 801 X x + 100 1]
D21 Flsvobacterium degerschei 9785 1070 X x + =10 1]
D25 Janthinobacterium svalbardensis 100,00 695 nirkl X + =10 o]
E1 FPeeudomonas bubuiae 100,00 1080 X X ND 100-250 o]
E2 Fseudomonas Kairousnensis 9397 1089 X X + 500 &0
ES Pzeudomonas fluorescens 99,35 569 nirs o + 100-250 o]
E10 Janthinobacterium svalbardensis 99,30 959 X X ++ - -
E12 Flavobacterium degeriachei 99,02 1021 X x ND 100-250 o]
E14 Janthinobacterium svalbardensis 100,00 a21 X X ++ =10 o]
E15 seudomonas weihenstephanensis 99,62 1055 X X + =10 1]
E16 Fseudomonas extremaustralis 99,79 960 nirk precursor o ND =10 0
E17 Feeudomanas deceptionsnsis 99,33 598 nirl precursor ¥ + 100-250 1]
E18 FPeeudomanas deceptionsnsis 99,60 1000 nirl precursor v ++ =10 1]
E24 Fseudomonas Kairouwsnsnsis 9914 1053 nirs v ++ =10 1]
E26 Fseudomonas mandeli 99,71 1048 X X + =10 1]
E27 Janthinobacterium svalbardensis 99,63 1052 X X ++ =10 1]

18 Psewdomonas thivervalensis 9942 1031 nirs v + =10 1]
M19 Fseudomonas lunds 99,72 1070 X X + 250 o]
Mz22 FPeeudomonas bubuiae 9935 769 X X + 50 o]
M23 Fseudomonas svellanae 93,79 1070 nirs o + =10 o]
M26 Fzeudomonas deceplionensis 99,62 1059 X X + 100-250 o]
M3z Fseudomonas mandeli 99,63 1071 nirkl X ++ =10 o]
36 Pseudomonas anfarciica 99,52 827 X X ND 500 a0
42 FPseudomanas hellen 99,89 586 X X ND 100 1]
44 Pseudomonas lunds 99,72 1070 nirS. mirk < ++ =10 0
W53 Eseudomonas psychrophila 99,31 1081 X X ND 250 0501
M558 Pseudomonas mandeli 100,00 1071 nirS < + 500 80
Z1 FPseudomonas fredernksbergensis 100,00 961 X x ++ =10 o]
Z5 Pseudomonas caspiana 99,70 1011 X x + =10 o]
Z10 FPseudomonas moorei 98.29 1071 nirkl X + 100 1]
Z16 Pseudomonas gessandii 99,90 966 MD ND + =10 1]
Z19 Janthinobacterium lividum 100,00 654 X X ++ =10 1]
Z21 Flavobactenium laiguens 97 67 1071 X x + MND ND
222 Pseudomonas mandelii 99,63 1071 * X + =10 1]
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Figura A1. Curvas de crecimiento para cepa D21 en diferente temperaturas, 6°C (A1A), 13°C (A1B), 18°C (A1C), 25°C (A1D) y 30°C (A1E), medido por densidad éptica a 620
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Tabla A2. Cepas con su respectiva identificacion en EzBioCloud,reportando presencia (1) u ausencia (0) de un gen del cluster necesario para el funcionamiento de su enzima.

Cepal D21 | M18 | D7 | E27 | D25, E14, Md4 | E15 | E16 | E1B [ E24 | 716
Especie I Flavabactenum spp. | FPeeudomana spp. I Flavobactenum frigidarium I Janthinobacterium frucfae IJaan ingebacterium i : onas mandelli i Pzeudomonas filoesensiz | FPeeudomonag nunensis | Pezeudomonags gregomenge i I Pszeudomaonas gessardi
Cluster de genes/Base de datos| KEGG MCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc KEGG NCyc
o reductasa |

(i} [i] 1 1 0 a 1 a 1 a 1 a 1 1 L] a [i] L] 1 1
(i} [i] 1 a [i] a 1 a 1 (i} 1 a 1 L] [i] L] [i] L] 1 1
(i} [i] 1 a 0 a 1 a 1 [i] 1 a 1 L] [i] L] [i] L] 1 L]
a 0 1 a 0 0 1 a 1 1] 1 1] 1 0 0 0 0 0 1 1]

Nitrato reductasa asimilatoria

Nitrato reductasa (penplasma)

eductasa

o R - - - -]
o0 o0 08 8 2
oo o000 o000
o e a0 08 28 4
oo o0 o0 oo a0
L - I - - ]
R - N N - e —
L - I - - ]

OO a0 o8 a0 a
40 0000 3 a.a

reductasa
nosZ a 1 1 1 0 1 0 a 0 0 1 1 1 1 0 a 0 1 1
nozR a 0 1 a 0 a 1 a 1 0 1 L] 1 a 0 a 0 a 1
nozD a 0 1 a 0 a 0 a 0 0 1 L] 1 a 0 a 0 a 1
nosF a 0 1 a 0 a 0 a 0 0 1 L] 1 a 0 a 0 a 1
nosY a ] 1 a Q o 0 a o a | a 1 o 0 o 0 o 1
nosl a ] 1 a Q L] i} a o a | a 1 o i} o i} o 1
nosX a ] 1 a 1 0 1 a 1 o 1 a 1 0 1 0 1 0 1

oo o000 a
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