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Resumen

El ciclo del nitrogeno es uno de los ciclos biogeoquimicos mas importantes para los
ecosistemas marinos, ya que la disponibilidad de este elemento limita la productividad
primaria en los océanos. Entre los procesos que conforman este ciclo, la desnitrificacion
desempefia un papel clave al reducir los nitratos a nitrogeno molecular mediante la
respiracion de microorganismos heterdtrofos anaerobios facultativos. A pesar de que el
proceso es principalmente anaerobio, se ha detectado la presencia de microorganismos
desnitrificantes aerobios en sedimentos marinos. Dado que la pérdida de nitrogeno en los
sedimentos de las Zonas de Minimo Oxigeno (ZMO) se produce a través de este proceso, el
objetivo de este estudio fue investigar la distribucion y actividad de bacterias aerobias
desnitrificantes aisladas de sedimentos en un transecto de la ZMO del Pacifico Mexicano, a
dos profundidades (0 y 20 cm) y en dos fases contrastantes del fendmeno climatico ENSO
(La Nifia y EI Nifio). Se aislaron 1034 bacterias en condiciones aerobias, que fueron
asignadas a 213 representantes por sus rasgos morfologicos. De éstas, 67 (44.87% de los
aislados) presentaron genes desnitrificantes (nirS, nirkK y/o nosZ), detectados mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa. El gen nirS fue el més abundante (46.52%), seguido por
nirK (27.20%), mientras que nosZ fue el menos frecuente (26.28%). Ademas, el 33.8% de
las bacterias desnitrificantes aisladas presentaron mas de un gen desnitrificante, siendo
nirS/nirK la combinacion mas comun (18.7%) a pesar de que estos genes se han considerado
mutuamente excluyentes. La mayor abundancia de bacterias aerobias desnitrificantes se
encontrd en las muestras superficiales de la estacion costera durante La Nifia, mientras que
la menor abundancia se registro en la estacion intermedia durante EI Nifio. Se identificaron
40 especies de bacterias aerobicas desnitrificantes pertenecientes a 12 generos, siendo
Bacillus el predominante (50.4%). Ademas, se confirmé la actividad desnitrificante bajo
condiciones aerobias en cinco especies: Bacillus tequilensis, B. humi, B. timonensis, B.
thaonhiensis y Cytobacillus oceanisediminis. Los resultados resaltan la necesidad de
profundizar en el estudio de la comunidad desnitrificante en los sedimentos de esta ZMO
para comprender su diversidad genética y su potencial para llevar a cabo la desnitrificacion

ante intrusiones eventuales de oxigeno.



Introduccion

El nitrogeno (N) es el cuarto elemento quimico mas abundante en la biosfera y es un
componente importante en la mayoria de las macromoléculas bioldgicas, incluidas las
proteinas, &cidos nucleicos y clorofila. Por lo tanto, este elemento es un nutriente clave para
la vida y es esencial para todos los organismos que habitan en la Tierra (Stein y Klotz, 2016;
Zhang et al., 2020a). El reservorio de N mas grande en la superficie terrestre se encuentra en
la atmosfera, en forma de gas dinitrégeno (N2). También existe una gran reserva geoldgica
de N dentro de la corteza terrestre y en los sedimentos oceanicos, ya sea como material

organico o como NH4* (Johnson y Goldblatt, 2015).

El N es un elemento limitante para la productividad bioldgica y juega un papel central en la
biogeoquimica oceénica, ejerciendo una influencia significativa en los ciclos de otros
elementos, en particular el carbono y el fosforo (Gruber, 2008; Pajares y Ramos, 2019). Este
elemento se encuentra en multiples formas y estados de oxidacion, pero la mayoria del N en
ambientes marinos esta presente en las siguientes formas: N2, NH4™, nitrato (NO3’), nitrito
(NO2), N particulado y N organico disuelto (Capone et al., 2008).

Las principales fuentes de N en el océano son la fijacion bioldgica de N2 y la deposicion
atmosférica, mientras que la pérdida de N se da principalmente a través de los procesos de
oxidacion anaerobia del amonio (anammox) y desnitrificacion (Pajares y Ramos, 2019).
Antes del descubrimiento de la anammox, la desnitrificacion era considerada como el

principal mecanismo de pérdida de N en los ecosistemas acuéticos (Seitzinger, 1988).

La desnitrificacion es un proceso respiratorio realizado por un grupo diverso de
microorganismos aerobios facultativos y heterotrofos, los cuales utilizan NO3", 6xido nitrico
(NO) y oxido nitroso (N20) como aceptores de electrones y el producto final es N2, aunque
el N2O también se puede liberar cuando el proceso reductivo es incompleto (Zehr y Kudela,
2011). El proceso esta mediado por distintas enzimas, las cuales son codificadas por
diferentes genes (nar, nap, nir y nos) (Zumft, 1997), e inicia con la reduccién de NOsz a NOy
, seguido de la reduccion del NO2 a NO. Posteriormente, el NO es reducido a N2O,
culminando con la dltima etapa donde el N2O es reducido a N2 (Knowles, 1982; De Sousa y
Bhosle, 2012).



La desnitrificacion ocurre cuando se dan tres condiciones principales: disponibilidad de NOz
, NO2,, NO y N20, concentraciones reducidas o nulas de oxigeno (O2) y donadores de
electrones disponibles, que generalmente es la materia organica (Seitzinger et al., 2006). La
desnitrificacion en sistemas marinos ocurre predominantemente en los sedimentos y aguas
anoxicas/suboxicas, como el Mar Negro, la Cuenca Cariaco y las Zonas de Minimo Oxigeno
(ZMO) (Hulth et al., 2005). Las ZMO se forman cuando los niveles de O> se reducen por

debajo de 60 uM Y las principales regiones oceénicas con esta caracteristica se encuentran en

el mar Arabigo, en el Pacifico Norte tropical oriental (ETNP) y el Pacifico Sur tropical
oriental (ETSP) (Paulmier y Ruiz-Pino, 2009; Revsbech et al., 2011).

Desnitrificacion

Oxidacion
de Nitrato

NO, ®=% NO,

Oxidacion
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/ \—/
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E R-NH, de
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Figura 1. Diagrama simplificado del ciclo del N, tomado de Zhang et al. (2020a).

A pesar de que la desnitrificacidn se considera un proceso exclusivo de ambientes subdxicos
y anoxicos, se ha observado que se puede llevar a cabo en condiciones aerobias (Joo et al.,
2005; Ji et al., 2015, Yang et al., 2020a). De hecho, se ha registrado la existencia de
microorganismos que son capaces de utilizar NOs™ y Oz simultaneamente como aceptores
terminales de electrones (Robertson y Kuenen, 1983; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2020b;

Yang et al., 2020b). Sin embargo, la mayoria de los desnitrificantes aerobios se han



encontrado en cuerpos de agua dulce o en suelos (Bonin et al., 1989; Patureau et al., 1998;
Chen et al., 2003; Joo et al., 2005; Kim et al., 2005). Aunque se ha estudiado la
desnitrificacion aerobia en sedimentos marinos (Gao et al., 2010; Marchant et al., 2017), la

investigacion sobre este proceso es aun limitada, sobre todo en ZMO.

Antecedentes

El ciclo de N marino

El N es un elemento clave para la vida en los océanos, ya que controla la productividad
primaria en muchas partes del océano global, desempefiando un papel crucial en la absorcion
de dioxido de carbono atmosférico y, por tanto, en la bomba bioldgica del carbono
(Falkowski, 1997).

En comparacion con muchos ciclos biogeoquimicos, el ciclo del N es relativamente
complejo, con especies bioldgicamente importantes de N que ocurren en fases gaseosas,
disueltas y particuladas, en formas inorgénicas y organicas, y con diferentes estados de
oxidacion (Capone et al., 2008). Los estados de oxidacién de N en el océano van desde 11’
en las formas mas reducidas, como el NHs" y el N organico, hasta V* en la forma mas
oxidada, como el NOs™ (Pajares y Ramos, 2019). Por lo tanto, el N puede actuar como donador
0 aceptor de electrones para el metabolismo de procariontes en los ecosistemas marinos
(Gruber, 2008).

El ciclo del N marino estd mediado por procesos microbianos y pueden clasificarse como
aquellos gue contribuyen a la fijacion de N y lo retienen (fijacidn del N2, asimilacion de N,
nitrificacion y la reduccion desasimiladora de NOs™ a NH4*), y los que contribuyen a la
pérdida de N (desnitrificacion, anammox y oxidacion anaerdbica del metano dependiente del
NO3/NOy) (Figura 1) (Hutchins y Capone, 2022).

La gran mayor parte del N existe como N2, que solo esta disponible para bacterias y arqueas
que fijan N2. Por lo tanto, la principal fuente de N en el océano es mediante la fijacion

biologica de N2 y la deposicion atmosférica (Voss et al.,2013).



Procesos de pérdida de nitrdégeno en sistemas marinos

La eliminacion de N de los ecosistemas oceanicos es importante a nivel mundial, ya que
afecta al balance del N marino, con retroalimentacion sobre la productividad primaria vy,
localmente, porque puede mitigar la eutrofizacion (Brin et al., 2014). De acuerdo con
Codispoti (2007), el balance del presupuesto de N oceanico se inclina mas hacia mayores
pérdidas de N que de entradas. La liberacion de N del océano es causada principalmente por
la desnitrificacion y la anammox. El factor mas importante sobre la pérdida de N marino es
el O, dado que la desnitrificacion y la anammox ocurren en ambientes donde el O esta casi
0 completamente agotado, como las ZMO y los sedimentos, que son responsables del 30-
50% y 50-70% de la pérdida de N, respectivamente (DeVries et al., 2013; Devol, 2015).

Las contribuciones relativas de la pérdida de N por la desnitrificacion y la anammox en los
sistemas marinos han sido un punto de discusion clave desde hace mas de dos décadas. Por
ejemplo, algunos estudios han mostrado que hasta el 67% de la produccion oceénica de N>
se atribuye al anammox (Dalsgaard et al., 2012; Kuypers et al., 2003), mientras que se ha
demostrado que la desnitrificacion es el principal proceso de eliminacion de N2 en una de las
ZMO mas largas e intensas del océano mundial que se encuentra en el mar Arabigo (Ward et
al., 2009; Bulow et al., 2010). Las bacterias anammox, las cuales pertenecen al filo
Planctomycetes, oxidan NH4" usando NO>" como aceptor de electrones, generando N2 como
producto final (Zhang et al., 2020a). Las bacterias anammox son autétrofas y requieren iones
de NH4"y NO2" producidos a partir de la remineralizacion de la materia organica. En cambio,
los desnitrificantes son mayoritariamente heterétrofos y obtienen el carbono de la materia
organica y su sustrato respiratorio del NOs", que es abundante en las profundidades del
océano (Bulow et al., 2010).

Desnitrificacion

La desnitrificacion se refiere a la reduccion secuencial de NO3™ a productos gaseosos (N2O
y/o N2) via la oxidacion de NO2" y NO (Zumft, 1997). Este es un proceso principalmente
heter6trofo de respiracion anaerobia conducido por microorganismos facultativos que
también son capaces de llevar a cabo una respiracion aerobia (Huang et al., 2017; Elkarrach
et al., 2021). Estos organismos son diversos y ubicuos, por lo que la desnitrificacion puede

ocurrir en una gran variedad de ambientes donde se presenta una combinacion de condiciones



como lo son la disponibilidad de NOs"y NO2’, concentraciones bajas de Oz y materia organica
suficiente. Generalmente la desnitrificacion ocurre a concentraciones de Oz <0.2 mg L7,
caracteristica principal de las ZMO (Lam y Kuypers, 2011). Cuando el proceso esta
incompleto se produce N20O, un potente gas de efecto invernadero (Griffis et al., 2017). Los
sistemas marinos deficientes en O, incluidas las zonas costeras y las zonas de surgencia,
contribuyen con alrededor del 30% al presupuesto atmosférico de N2O y, por lo tanto, son
una fuente importante de este gas a la atmosfera (Voss et al., 2013).

El proceso de la desnitrificacion involucra la participacion de cuatro enzimas para formar el
producto final (N2): nitrato reductasa, nitrito reductasa, 6xido nitrico reductasa y Oxido
nitroso reductasa (De Sousa y Bhosle, 2012):

Nitrato Nitrito Oxido nitrico Oxido nitroso
reductasa reductasa reductasa reductasa

NO 3 ] nap/nar NO 2 ) nirk/mirS N O nor N2 O nos N2

El paso inicial en la desnitrificacién es catalizado por la enzima nitrato reductasa y se encarga
de la reduccién de NOs™ a NOy". Existen dos tipos de nitrato reductasa: la NAR, unida a la
membrana plasmatica, y la NAP, que se encuentra en el periplasma, y son codificadas por
los genes nar/nap. La enzima nitrito reductasa es la enzima clave de la desnitrificacion, ya
que participa en la reduccion de NO>™ para formar un intermedio gaseoso (NO), gracias a dos
genes diferentes de nitrito reductasa, que contienen cobre (nirK) o citocromo cdl (nirS).
Ambas enzimas son diferentes en cuanto a estructura y sitio catalitico, a pesar de ser
funcional y fisiol6gicamente equivalentes. Para que el proceso de desnitrificacion conduzca
a la formacion de N2, la reaccion de la enzima nitrito reductasa se complementa con la
actividad de dos metaloenzimas distintas: oxido nitrico reductasa, que utiliza NO como
sustatro, y oxido nitroso reductasa, que utiliza N2O, y son codificadas por los genes nor y
nos, respectivamente (Moura y Moura, 2001; Heylen et al., 2006; Jones et al., 2008; De
Sousa y Bhosle, 2012).

Se ha sugerido que la desnitrificacion es una ruta modular en la que algunos organismos no
siempre poseen el conjunto completo de enzimas y, por lo tanto, llevan a cabo un proceso de

desnitrificacion incompleto (Zumft, 1997). La Unica enzima conocida capaz de reducir N2O



es la 6xido nitroso reductasa, codificada por el gen nosZ. Se han descrito bacterias portadoras
del gen nosZ que reducen N20O a N2 vy, a su vez, carecen de los otros genes desnitrificantes
(Zhu et al., 2013).

Distintos factores ambientales controlan el proceso de desnitrificacion en los sistemas
marinos. Estos incluyen la disponibilidad de O, NOs, NO2  y materia organica, asi como la
salinidad, pH y temperatura (Pajares y Ramos, 2019). Las bacterias desnitrificantes, al ser
principalmente heterdtrofas, dependen del suministro de la materia organica (Ward et al.,
2008), esto combinado con la salinidad y el pH, controlan la desnitrificacion y la distribucion
de la comunidad desnitrificante en los sistemas costeros. Por ejemplo, la diversidad de
organismos portadores de nirK mantienen una relacion inversamente proporcional con la
salinidad, y se ha demostrado que el rango 6ptimo de pH para la desnitrificacion es de 6.5 a
7.5, por lo tanto, las disminuciones en la desnitrificacion parecen ocurrir por aumentos en la
salinidad y la alcalinidad (Mosier y Francis, 2010; Nakano et al., 2010; Zhang et al., 2020a).

Otros factores que promueven la desnitrificacion son la temperatura y los nutrientes
disponibles. Se ha demostrado que en sedimentos la tasa de desnitrificacion aumenta
exponencialmente con el aumento de temperatura, y mejora cuando se afiaden nutrientes
(Nowicki, 1994; Pfenning y Mcmahon, 1997). También, una alta disponibilidad de NO3 y
NO. estimulan la desnitrificacion y podria aumentar la diversidad de bacterias

desnitrificantes (Jayakumar et al., 2009).

En cuanto al O, las bajas concentraciones de este compuesto estan asociadas con la pérdida
de N via desnitrificacién y anammaox; por lo tanto, se espera que una alta concentracion de
O2 inhiba la actividad desnitrificante e indirectamente reduzca la abundancia de estos
microorganismos (Dalsgaard et al., 2014). Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado
que la desnitrificacion puede ocurrir en condiciones aerobias, tanto en cultivos bacterianos
como en entornos naturales, como por ejemplo en sedimentos marinos (Gao et al., 2010;
Yang et al., 2020b). La desnitrificacion aerobia sigue el mismo conjunto de reducciones que
la desnitrificacion anaerobia, pero en la desnitrificacion aerobia la reduccion de NOs™ suele

ser catalizada por la enzima NAP (Yang et al., 2020a).



Zonas de Minimo Oxigeno (ZMO)

Las ZMO son regiones ocednicas que comprenden masas de aguas subdxicas, con
concentraciones de O, disuelto menores a 20 uM, que se encuentran aproximadamente entre
100y 1,000 m de profundidad (Paulmier y Ruiz-Pino, 2009). La mayoria de las ZMO estan
asociadas con areas de surgencia que promueven una alta productividad y un mayor consumo
de O a través de la descomposicion de la materia organica (Codispoti et al., 2001). Esta alta
demanda de Oz, en combinacion con una circulacion lenta, desarrollan concentraciones de

O2 muy bajas en la zona mesopelagica (Wyrtki, 1962; Kamykowski y Zentara, 1990).

Las ZMO estan casi desprovistas de vida multicelular y estan dominadas por
microorganismos que llevan a cabo metabolismos anaerobios (Bertagnolli y Stewart, 2018).
Estas regiones juegan un papel muy importante en el ciclo del N marino y son las principales
zonas de pérdida de N reactivo en el océano asociadas especialmente a la desnitrificacion
(Gruber y Sarmiento 1997; Codispoti et al., 2001). Las principales ZMO se encuentran en el
Mar Arébigo y a lo largo de los limites orientales del Océano Pacifico en el ETNP y el ETSP
(Figura 2). La ZMO maés grande se encuentra en el ETNP frente a México, donde la

respiracion microbiana agota las concentraciones de O a anoxia (Tiano et al., 2014).

Estas zonas deficientes en Oz son clave para comprender el actual desequilibrio en el ciclo
del N global y el papel de los océanos en el control del efecto invernadero atmosférico. El
agotamiento del O cambia la estructura y la funcion de las comunidades microbianas
marinas; en consecuencia, los ciclos de los nutrientes y el presupuesto del carbono marino se
alteran, lo que conduce a la pérdida de N y la produccion de gases de efecto invernadero
(Stramma et al., 2010; Wright et al., 2012). Ademas, en la actualidad se han encontrado
evidencias de pérdidas de Oz en general en todos los océanos, lo cual propicia incrementos
en la extension regional de las ZMOs, que sugieren una desoxigenacion general de los
océanos (Stramma et al., 2008; Breitburg et al., 2018; Levin, 2018).

Uno de los fendmenos que afecta a la extension de las aguas deficientes en O en el Pacifico
oriental es el fendmeno climatico interanual de EI Nifio/Oscilacion del Sur (ENSO por sus
siglas en inglés) (Yang et al., 2017; Espinoza-Morriberdn et al., 2019). Durante EI Nifio en
1997-1998, alrededor del 61% del volumen de la ZMO del ETSP se redujo, al igual que la
disponibilidad de nutrientes y los procesos de pérdida de N (Helly y Levin, 2004; Graco et



al., 2017). Por otro lado, durante La Nifia la surgencia se intensifica en el ETNP frente a
Meéxico, llevando masas de agua fria y rica en nutrientes desde el fondo hacia la superficie,
que fomenta la produccion primaria y la red alimentaria pelégica y conduce a un aumento de
la capa superior de la ZMO, contrario a lo que sucede durante El Nifio, donde la intensidad
de surgencia disminuye y hay un aporte de aguas calidas bajas en nutrientes (Pajares et al.,
2023).
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Figura 2. Distribucién del contenido de O global del océano a 200 m de profundidad. Los colores
representan la concentracion de O, expresada en umol Kg™. Las zonas resaltadas indican la ubicacion de las
principales ZMO. Los datos fueron extraidos de la base de datos WOA (World Ocean Atlas,
https://www.nodc. noaa.gov).

Desnitrificacion en ZMO y sedimentos an6xicos

El O. controla los procesos que forman parte del ciclo del N, ya que algunas reacciones
microbianas requieren Oz y otras son inhibidas por él (Voss et al., 2013). Los procesos que
llevan a la pérdida de N (desnitrificacion y anammox) ocurren principalmente en ambientes
donde las concentraciones de O, son nulas 0 muy bajas (Zehr y Kudela, 2011), como en las
ZMO (Canfield y Kraft, 2022).

Las ZMO abarcan méas de 1.0 x 106 Km? del lecho marino y en la columna de agua de estas
regiones es donde se produce el 30-50% de la pérdida total de N, atribuida principalmente a
la desnitrificacion (DeVries et al., 2013). Aunque los microorganismos desnitrificantes son

anaerobios facultativos y, por tanto, pueden estar en cualquier ambiente marino, se ha



encontrado que la respiracion dependiente de NO3™ es dominante sobre la respiracion aerobia
cuando la concentracion de O2 esta por debajo de 2-4 uM, por lo que la desnitrificacion esta
tipicamente restringida a ambientes suboxicos o andxicos, como los sedimentos marinos
(Devol, 1978; Pajares y Ramos, 2019). Sin embargo, se ha demostrado la respiracion
simultanea de NO3z" y O, lo que implica la realizacion de una desnitrificacion aerobia, en
cultivos (Robertson y Kuenen, 1984; Robertson et al., 1995; Patureau et al., 2000; Kim et
al., 2008) y en sedimentos permeables (Gao et al., 2010; Marchant et al., 2017).

En la parte superior de la columna de agua de algunas ZMO, en particular en el ETNP, se ha
demostrado la ocurrencia de un ciclo criptico del oxigeno en donde ciertas cianobacterias
fotosintéticas (Procholorococcus) producen oxigeno, que es rapidamente consumido por
microorganismos aerobios facultativos (Garcia-Robledo et al., 2017). También se ha
demostrado que en aguas andxicas de estas ZMO un grupo de bacterias (linaje NC10) son
capaces de llevar a cabo la oxidacion del metano acoplada a la desnitrificacion, mediante la
reduccion de NO2” a NO, que luego dismutan a N2 y O. para utilizar este ultimo en la
oxidacion de metano (Ettwig et al., 2010; Padilla et al., 2016). Estos hallazgos indican que
ciertos procesos aerobios pueden llevarse a cabo por bacterias especializadas en estas ZMO.
A la fecha no se han registrado estos fendmenos en sedimentos de ZMO, que ademas, no son
a priori un ambiente propicio para el crecimiento de bacterias aerobias. Sin embargo, se ha
demostrado la presencia de microorganismos desnitrificantes aerobios en sedimentos
marinos (p. ej., Carter et al., 1995; Rao et al., 2007; Gao et al., 2010) e incluso se ha
encontrado una gran diversidad de microeucariontes aerobios, como hongos, en los
sedimentos de la ZMO del Pacifico Mexicano (Posadas et al., 2024). Por lo tanto, también
podria ser posible encontrar bacterias aerobias desnitrificantes en sedimentos de esta ZMO,
gue podrian estar activas cuando el oxigeno se origina por ciertos procesos microbianos (ej.,
dismutacion de NO) o se producen eventuales llegadas de oxigeno por difusion (Canfield y
Kraft, 2022).

Los sedimentos presentan un entorno ideal para la desnitrificacion, ya que son ambientes
donde la materia organica procedente de la columna de agua se deposita y sirve como sustrato
para los organismos desnitrificantes, proporcionando la fuente de carbono necesaria para su

metabolismo durante dicho proceso. También, al descomponerse, se libera NH4", el cual
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queda disponible para la nitrificacion, produciendo los sustratos (NOs" y NO2) necesarios
para que se lleve a cabo la desnitrificacion (Blackburn y Henriksen, 1983). Ademas, el NOz
presente en la columna de agua puede difundirse en los sedimentos (Andersen et al., 1984).
La combinacidn de estas caracteristicas, junto con las bajas concentraciones de O, conducen
a una alta actividad desnitrificante en los sedimentos. Aqui es donde se produce el 50-70%
de la desnitrificacion marina y la principal pérdida de N se da, especificamente, en
sedimentos poco profundos y hemipelagicos (Knowles, 1982; Devol, 2015).

Organismos desnitrificantes aislados en sistemas marinos

La capacidad de llevar a cabo el proceso de desnitrificacion se ha identificado en distintos
microorganismos, entre ellos, un grupo muy diverso de bacterias no relacionadas
filogenéticamente (Zumft, 1997), arqueas (Philippot, 2002), algunos hongos (Shoun et al.,
1992; Tanimoto et al., 1992) y foraminiferos (Risgaard-Petersen et al., 2006).

Las bacterias desnitrificantes pertenecen a mas de 50 generos, incluyendo miembros de
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Planctomycetes. Los géneros de
bacterias desnitrificantes mas comunes aislados y estudiados incluyen a Pseudomonas,
Paracoccus, Alcaligenes, Bacillus, Achromobacter, Thiobacillus y Hyphobacterium
(Gamble et al., 1977; Zumft, 1997; Thamdrup y Dalsgaard., 2008). Algunos géneros
bacterianos que llevan a cabo la desnitrificacion aerobia han sido identificados como
Thiosphaera (Robertson y Kuenen, 1984), Alcaligenes (Joo et al., 2005), Bacillus (Kim et
al., 2005; Yang et al., 2011), Pseudomonas (Chen et al., 2020) y Paracoccus (Zhang et al.,
2018).

La mayoria de los estudios sobre comunidades bacterianas desnitrificantes que habitan en las
ZMO se han llevado a cabo en la columna de agua mediante técnicas independientes de
cultivo (Jayakumar et al., 2004; Castro-Gonzalez et al., 2005; Jayakumar et al., 2013;
Bandekar et al., 2018), por lo que la comprension de los organismos que llevan a cabo la
desnitrificacion en los sedimentos de las ZMO sigue siendo limitada. Sin embargo, los
escasos estudios sobre genes nitrito y Oxido nitroso reductasa (nirS, nirK y nosZ) han
demostrado que los microorganismos desnitrificantes en los sedimentos marinos son un
grupo muy diverso (Braker et al., 2000; Liu et al., 2003; Thamdrup y Dalsgaar, 2008). Por
ejemplo, en sedimentos de la ZMO del Mar Arabigo se han aislado mediante técnicas
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dependientes de cultivo bacterias desnitrificantes pertenecientes a Firmicutes,
Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Alphaproteobacteria (Amberkar et
al., 2021), mientras que mediante técnicas independientes de cultivo se han encontrado
bacterias desnitrificantes pertenecientes a Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi y
Nitrospira (Divya et al., 2017).

Existen factores ambientales que pueden influir en la estructura de la comunidad
desnitrificante en sedimentos marinos, como las propiedades biogeoquimicas de los
sedimentos (en especial las concentraciones de materia organica y NO3) y las
concentraciones de Oz (Liu et al., 2003; Mills et al., 2008; Dang et al., 2009).

Justificacion
En los sedimentos de las ZMO ocurre la principal pérdida de N marino a través de la
desnitrificacion, un proceso llevado a cabo por microorganismos cuya composicion,
diversidad y distribucién en estas regiones ain se desconocen en gran medida. Ademas, es
posible que la ruta de desnitrificacion sea parcial en estos sistemas andxicos, lo que podria
resultar en la produccion y liberacion de N2O, un gas de efecto invernadero. Los estudios
sobre los microorganismos desnitrificantes en el ETNP son limitados, por lo que este trabajo
busca contribuir al conocimiento de las bacterias desnitrificantes aerobias que habitan los
sedimentos de esta ZMO mediante técnicas dependientes de cultivo, evaluando su potencial

para realizar este proceso en presencia de oxigeno.

Preguntas de Investigacion

¢Es posible aislar bacterias desnitrificantes bajo condiciones aerobias de sedimentos
ubicados en una ZMO? De ser asi, ¢cual es la distribucion de bacterias desnitrificantes
aerobias aisladas de sedimentos a lo largo del transecto costa-océano abierto en la ZMO del
Pacifico Central Mexicano en dos fases ENSO contrastantes (La Nifia y EI Nifio)? Ademas,
¢las bacterias aisladas de dichos sedimentos tienen el potencial para llevar a cabo la

desnitrificacién aerobia?
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Hipotesis
Si la mayoria de las bacterias desnitrificantes son aerobias facultativas, entonces sera posible
aislarlas bajo condiciones aerobias de sedimentos de una ZMO. Por otro lado, si los
principales sitios de desnitrificacion marina se encuentran en sedimentos costeros y durante
el fendbmeno climético de La Nifia se da una mayor intensidad de la surgencia, incrementando
el aporte de aguas frias y ricas en nutrientes, entonces se espera encontrar una mayor
abundancia y diversidad de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas en sedimentos
costeros durante La Nifia que durante El Nifio en la ZMO del Pacifico Central Mexicano. Si
las bacterias desnitrificantes fueron aisladas bajo condiciones aerobias, entonces tendran la

capacidad de llevar a cabo la desnitrificacion en presencia de oxigeno.

Objetivos

Objetivo general
Estudiar la distribucion espacial y temporal de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas de
sedimentos en un transecto frente al Puerto de Mazatlan, situado en la ZMO del Pacifico

Mexicano.

Objetivos especificos

« Aislar bacterias desnitrificantes aerobias en muestras de sedimentos colectadas a dos
profundidades en un transecto costa-océano en la ZMO del ETNP frente al Puerto de
Mazatlan y en dos fases ENSO contrastantes (La Nifia vs EI Nifio).

o Identificar las colonias bacterianas desnitrificantes aerobias mediante la
amplificacion por PCR de los genes desnitrificantes nirK, nirS y nosZ.

« ldentificar taxondmica y filogenéticamente (secuenciacion del gen ARNr 16S) a las
bacterias desnitrificantes aerobias aisladas.

« Relacionar la distribucion de las bacterias desnitrificantes aerobias aisladas en estos
sedimentos con variables ambientales.

o Comprobar la actividad de los genes desnitrificantes nirK, nirSy nosZ en condiciones

aerobias mediante una prueba de reduccion de nitratos y nitritos.
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Material y Método

Zona de estudio y muestreo

La zona de estudio se encuentra frente al Puerto de Mazatlén, en la zona de entrada del Sur
del Golfo de California, la cual esta en comunicacion abierta con el Océano Pacifico Tropical
Oriental. El muestreo se llevo a cabo a bordo del buque oceanografico “El Puma” de la
UNAM. Con ayuda de un nucleador se obtuvieron muestras de sedimento a dos
profundidades (0 y 20 cm) en un transecto con tres estaciones en abril del 2018 (crucero
MAZ V) y en abril del 2019 (crucero MAZ V), el cual abarca de una zona costera a una
oceanica en plena ZMO, con profundidades que van desde 32 hasta 690 m. En ambos
cruceros la estacion C representa la estacion costera (32 m de profundidad), la | la estacion
intermedia (108 m de profundidad) y la O la estacion oceénica (690 m de profundidad)
(Figura 3).

106.7°W 106.6°W 106.5°W 106.4°W

Figura 3. Localizacion de las estaciones de muestreo a lo largo de un transecto frente al Puerto de Mazatlan:
costera (C), intermedia (I) y oceanica (O).
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Analisis climaticos, fisico-quimicos

Se comprobo la presencia de los fenébmenos de La Nifia y El Nifio durante los respectivos
cruceros en el Pacifico Mexicano mediante el indice bimestral multivariado del ENSO
(MELVv2 por sus siglas en inglés) de la administracion nacional oceédnica y atmosférica

(NOAA, por sus siglas en inglés, https://psl.noaa.gov/enso/mei/). Este indice toma en cuenta

cinco variables oceénicas y atmosféricas (presion al nivel del mar, temperatura superficial
del mar, componentes zonal y meridional de viento de superficie y radiacion de onda larga

saliente) de la cuenca del Pacifico tropical.

El pH de los sedimentos se midi6 mediante un potenciometro Hanna (Mod. HI2020-01) en
el Laboratorio de Ecologia Microbiana Acuética del Instituto de Ciencias de Mar y
Limnologia (ICMyL). La medicion del carbono organico se realizo en el laboratorio de
Quimica Acuética del ICMyL con el método de Walkley-Black (1947), modificado por
Jackson (1958), que optimiza la oxidacion del carbono orgéanico con dicromato de potasio.

Los nutrientes (NH4*, NO2” y NOgz) fueron analizados Gnicamente en las muestras de
sedimentos del crucero MAZ V, con un autoanalizador de flujo segmentado (Skalar San-
Plus), usando el método estandar adaptado para analisis de agua marina (Hansen y Koroleff,
1999), en el Laboratorio de Biogeoquimica Acuatica del ICMyL.

Cultivo y aislamiento de bacterias desnitrificantes aerobias

Se realizaron diluciones en serie de 10"t y 102 con 100 mg de sedimento de cada muestra en
solucion salina y se tomaron alicuotas de 100 uL para la siembra de los microorganismos en
dos medios de cultivo distintos en cajas Petri: medio marino (suplementado con nitrato de
potasio y peptona de caseina) y medio Braker (suplementado con nitrato de potasio y extracto
de levadura) (Anexo 1). Después de incubar en condiciones aerobias a 28+1°C durante 1-5
dias se caracterizaron las colonias con base en los criterios de tamafio, forma, elevacion,
bordes, estructura, brillo, color y aspecto (Anexo 2). Posteriormente, se realizo la seleccion
de las colonias bacterianas morfologicamente representativas para su resiembra y

aislamiento, con el fin de obtener biomasa suficiente para la extraccion de ADN.
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Analisis moleculares

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo utilizando la técnica de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB por sus siglas en inglés) al 2% (Tris-HCL [10 mM] pH 8.0;
Na,EDTA*2H0 [20 mM] pH 8.0; CTAB 2%; NaCl [1.4 M]) (modificado de Surzycki,
2000). Se determind la concentracién y calidad del ADN por medio del espectrofotometro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Las muestras de ADN se estandarizaron a una misma

concentracion (25 ng uLt).

Amplificacion de genes desnitrificantes (nirS, nirK y nosz)

Los genes nirK, nirS y nosZ se amplificaron utilizando la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), utilizando dos pares de primers distintos para
cada geny los siguientes reactivos: Buffer [0.9x] suplementado con MgCl> y dNTPs, primers
especificos para cada gen (Tabla 1), My Tag-polimerasa [0.025 U uL™], albimina de suero
bovino (BSA por sus siglas en inglés) [0.2 ug pL™?], H20 de grado molecular y muestra de
ADN [1.5 ng pL?]. La PCR se llevo a cabo en un termociclador Eppendorf AG, con

diferentes condiciones segun los primers utilizados (Tabla 2).

Tabla 1- Primers para la identificacion de genes desnitrificantes nirK, nirS y nosZ y la amplificacion del gen

16s ARNT.
. Region . . - .
Gen Primers amplificada Secuencia de primers Concentracion Referencia
FlaC 5’- ATCATGGT(C/G)CTGCCGCG-3’ i i
- 473 pb (C/6) 0.5 M (Hallmlsgé_éndgren,
nirk R3Cu 5’- GCCTCGATCAG(A/G)TTGTGGTT-3’ )
1F 00 GG(A/C) ATG GT(GIT) CC(C/G) TGG CA 0 ‘ | 1998
5R >10p GCC TCG ATC AG(A/G) TT(A/G) TGG SHM (Braker etal., 1998)
cd3aF 5’- GT(C/G)AACGT(C/G)AAGGA(A/G)AC(C/G)GG-3’
425 pb 0.3 uM (Michotey et al., 2000)
R3cd 5’-GA(C/G)TTCGG(A/G)TG(C/IG)GTCTTGA-3’
nirS
1F 5’-CCT A(CIT)T GGC CGC C(A/G)C A(A/G)T-3”
890 pb 0.4 uM (Braker et al., 1998)
6R 5°-CGT TGA ACT T(A/G)C CGG T-3°
nosZ-661F 5’-CGG CTG GGG GCT GAC CAA-3’
1,140 pb 0.5uM (Scala y Kerkhof, 1999)
nosZ-1173 R 5’- AAC GA(A/CIG) CAG (T/IC)TG ATC GA(T/C) AT-3’
nosZ
nosZI-2F 5’-CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT-3’
267 pb 0.5uM (Henry et al., 2006)
nosZI-2R 5’-CAKRTGACKSGCRTGGCAGAA-3’
165 27F 5’-TACCTTGTTACGACTT-3
ARN 1,465 pb 0.3uM (Lane et al., 1985)
r 1492R 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
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Tabla 2- Condiciones de termociclado para cada par de primers usado.
Gen Primers Condiciones de termociclado
95° x 5min, 6 ciclos (95° x 15 s, touchdown 63°-58° x 30's, 72° x 30 s), 34 ciclos (95° x 15 s,

FlaCu/R3cu 58° x 30 5. 72° X 30 5), 72° X 5 min
irK
nr 1F/5R 95° x 5 min, 10 ciclos (95° x 30 s, touchdown 57°-52° x 30 s, 72° x 45 s), 30 ciclos (95° x 30 s,
54°x30s,72° x455s), 72° x 7 min
. 95° x 5 min, 12 ciclos (95° x 30 s, touchdown 55°-49° x 30 s, 72° x 45 s), 18 ciclos (95° x 30 s,
nirs cd3aF/R3cd 49°x 305, 72° X 30's), 72° X 5 min
. nosZ-661F/nosZ-1773R 94° x 5 min, 35 ciclos (94° x 30 s, 55° x 1 min, 72° x 1 min), 72° x 10 min
nos
nosZI-2F/nosZI-2R 95° x 5 min, 40 ciclos (95° x 30 s, 60° x 30 s, 72° x 30 5), 72° X 5 min
1A6RSNr 27F/1492R 94 x 5 min, 30 ciclos (94° x 1 min, 52° x 1 min, 72° x 1 min), 72° x 10 min

Para confirmar la presencia de los genes de interés, los productos de PCR se sometieron a
una electroforesis de agarosa (1.5%), la cual se prepard con TAE [1x], agarosa y GelRed, y
se visualizé con el Molecular Imager GelDoc XR (Biorad). Aquellas cepas identificadas con
los genes desnitrificantes se registraron en una base de datos y se conservaron en glicerol

2.0% en el cepario del Laboratorio de Ecologia Microbiana Acuatica en el ICMyL.

Amplificacion del gen 16S ARNTr, secuenciacion y andlisis bioinformético

Se realiz6 la amplificacion del gen 16S ARNr a las muestras de ADN que portaron genes
desnitrificantes con los primers 27F y 1492R (Lane et al., 1985) (Tablas 1y 2). Los productos
de PCR obtenidos se mandaron a secuenciar por el método de Sanger al Instituto de Biologia
de la UNAM, CDMX.

La clasificacion taxondémica de las secuencias obtenidas se llevd a cabo mediante la
herramienta Classifier del Ribosomal Database Project (RDP): https://rdp.cme.msu.edu/
(Cole et al., 2014). Posteriormente, se realiz6 el alineamiento de las secuencias con el
programa Bioedit mediante el algoritmo ClustalW y se llevd a cabo la reconstruccion de un
arbol filogenético en el software MEGA X con el método de Neighbour-joining con un
numero de replicaciones Bootstrap de 10,000 (Tamura et al., 2021). Por ultimo, el arbol
filogenético se visualizO y edito en el programa en linea Tree of Life (iTOL):
https://itol.embl.de/ (Ciccarelli et al., 2006).

Presencia de genes desnitrificantes, analisis de diversidad y estadistica
Una vez obtenida la afiliacion taxonomica de las bacterias desnitrificantes aerobias aisladas

de estos sedimentos, se buscd la presencia de los genes desnitrificantes en los genomas
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disponibles de estas bacterias en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

Los andlisis estadisticos y de diversidad se llevaron a cabo en el programa RStudio v. 4.0.2
(R Core Team, 2020). Se calcularon los indices de diversidad alfa de riqueza (Chaol),
diversidad especifica (Shannon) y dominancia (Simpson), utilizando las paqueterias vegan
(Oksanen et al., 2022) y fossil (Vavrek, 2011). Se realiz6 un analisis de correlacion de
Pearson entre la abundancia de las distintas especies bacterianas que fueron identificadas y
las variables ambientales con la paqueteria rstatix (Kassambara, 2023). El analisis de la
diversidad beta se realiz6 mediante un anélisis de multiescalamiento dimensional no métrico
(NMDS) con la matriz de disimilitud de Bray-Curtis utilizando las paqueterias vegan
(Oksanen et al., 2022) y ggplot2 (Wickham, 2016).

Ensayo de actividad potencial de los genes desnitrificantes en condiciones aerobias

Se llevd a cabo una prueba colorimétrica de reduccion de NOs™ y NO2", modificada de
Holding y Colle (1971), en las cepas que portaron genes desnitrificantes para comprobar la
actividad de los genes nirS y nirK en presencia de O, mediante el uso de reactivos que
reaccionan con la presencia de NOs  y/o NO2™ (en el Anexo 3 se explica el posible resultado
dependiendo de la reaccion obtenida). Para detectar la posible actividad del gen nosZ y
comprobar la reduccion de NO2™ a productos gaseosos (N2 y/o N20) en condiciones aerobias
se utilizé una campana Durham (Anexo 3). Para llevar a cabo esta prueba, se sembraron las
cepas seleccionadas en tubos de ensayo con tapa de rosca y con el caldo correspondiente
(marino o Braker), se les coloc6 una campana Durham y se incubaron en condiciones
aerobias a 28+1°C de 1-5 dias. Pasado el tiempo de incubacidn, se observo la presencia de
gases en la campana, posteriormente se afiadieron los reactivos a (produce colorantes azoicos
en medios con sales de diazonio) y B (forma sales de diazonio en medios con nitritos) (Anexo

4) y se registraron los cambios de coloracion en el medio.
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Resultados

Condiciones climéticas

Los dos afios de muestreo presentaron condiciones climaticas distintas. EI crucero MAZ 1V,
en 2018, coincidié con un evento moderado de La Nifia (con un valor MEI.v2 de -1.3),
mientras que, el crucero MAZ V, en 2019, coincidio con un evento débil de EI Nifio (con un
valor MEI.v2 de 0.3) (Figura 4).

+3,0 - -
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+2.0 - B
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+1,0
+0,5

: ] et O UAMA ]
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2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Figura 4. Serie de tiempo del indice Multivariado ENSO version 2 (MEI v2, por sus siglas en inglés) para los
Gltimos 13 afios. Los periodos frios (en color azul) o célidos (en color rojo) indican la ocurrencia de La Nifia o
El Nifio, respectivamente. MAZ IV (=); MAZ V (==). Tomado de https://psl.noaa.gov/enso/mei/

Caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos

pH

Los valores de pH en las muestras de sedimento se encontraron en un intervalo de 7.51 (en
la superficie de la estacion oceanica durante El Nifio) a 8.28 (en la profundidad de la estacion
costera durante EI Nifio). En ambos cruceros, los valore s fueron disminuyendo de la costa
hacia la zona oceanica y fueron mayores en las muestras profundas que en las superficiales.

En general, el pH fue muy similar en ambos eventos climaticos (Figura 5).
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Figura 5. pH de las muestras de sedimentos. EI nimero que se observa sobre las barras corresponde al valor
de pH.

Porcentaje de materia organica

El porcentaje de materia organica presenté un comportamiento contrario al pH, ya que
aumento de la costa hacia la zona oceénica (Figura 6). En ambas fases climéticas, los valores
fueron similares entre las muestras superficiales y profundas. En la estacion oceéanica fue
donde se encontrd un mayor porcentaje de materia organica (~12.4% en la superficie y ~14%
en la profundidad), mientras que en la estacion costera se encontraron los valores mas bajos

(~1.51% en la superficie y ~1.79% en la profundidad).
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La Nifla = EIl Nifio

Figura 6. Porcentaje de materia organica en las muestras de sedimento. El nimero que se observa sobre las
barras indica el valor del % de materia organica.
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Nutrientes durante EI Nifio

Durante el evento de El Nifio, las concentraciones de NOs™ fueron mas altas en las muestras
profundas, las cuales aumentaron de la estacion costera a la oceénica (de 5.9 a 10.9 uM). Para
las muestras superficiales, el valor mas alto se encontr6 en la estacion intermedia (4.2 uM),

seguida de la oceanica (2.3 uM) y costera (2.2 uM) (Figura 7a).

En cuanto al NOz>, los valores mas altos se encontraron en la estacion intermedia, tanto para
la muestra de superficial como la profunda (0.51 y 0.36 uM, respectivamente) y el mas bajo

fue en la muestra profunda de la estacion costera (0.18 uM) (Figura 7b).

Por otro lado, las concentraciones de NH.* fueron mas altas en la estacion intermedia en
ambas profundidades (77.1 uM en la superficie y 196.8 uM en la profundidad), seguidas de
la oceéanica (74.1y 190.4 uM) y por ultimo las de la estacion costera (38.1y 67.3 uM) (Figura
7c).
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Figura 7. Concentraciones de a) NOs", b) NO,  y ¢) NH4* en los sedimentos a lo largo del transecto durante El
Nifio. S: superficial, P: profundo.
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Aislamiento de bacterias en los sedimentos de la ZMO del Pacifico Mexicano

Se obtuvo un total de 1034 aislados bacterianos, 615 en las muestras superficiales y 419 en
las muestras profundas de ambas fases climaticas (555 para La Nifia y 479 para El Nifio), de
las cuales se seleccionaron y resembraron 213 representantes para su posterior extraccion de
ADN (Tabla 3).

Tabla 3- Numero de representantes seleccionados para la extraccion de ADN (en paréntesis el nimero total
de aislados representantes), en las muestras superficiales y profundas en las dos fases climéticas y en los dos
medios de cultivo.

Medio Marino Medio Braker
Fase climatica
Superficial Profundo Superficial Profundo
La Nifia 43 (81) 16 (38) 24 (41) 20 (52)
El Nifio 32 (77) 23 (45) 31 (38) 24 (56)

Distribucion de bacterias aisladas con genes desnitrificantes nirS, nirK y nosZ
Una vez extraido el ADN a los 213 representantes, se descartaron las muestras con
concentracion baja y/o de mala calidad, quedando 121 muestras de ADN, las cuales se

utilizaron para identificar las bacterias portadoras de genes desnitrificantes mediante PCR.

De las 121 muestras de ADN, 67 amplificaron genes desnitrificantes (representando a un
total de 464 aislados). A partir de esos resultados se calculé el nimero de aislados portadores
de genes desnitrificantes (Figura 8). Las figuras 9, 10 y 11, muestran la distribucion espacial
y temporal en la zona de estudio de los aislados bacterianos para cada uno de los genes
desnitrificantes (nirS, nirK y nosZ, respectivamente).
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Figura 8. a) NUmero de aislados bacterianos con genes desnitrificantes. EI nimero encima de la barra refleja
la abundancia registrada y entre paréntesis se indica el nimero de representantes para cada gen;
b) Distribucion de los aislados portadores de uno o varios genes desnitrificantes.

El nimero de aislados portadores del gen nirS (301) fue mayor en comparacién con los otros
genes desnitrificantes (176 para nirK y 170 para nosZ). Su abundancia fue mayor durante La
Nifia que durante El Nifio (166 y 135 aislados, respectivamente) y en ambas fases el nimero
de aislados con nirS fue menor en la estacion intermedia (31 durante La Nifia, 30 durante El
Nifio) y mayor en la estacion costera (92 La Nifia, 60 EI Nifio) (Figura 9a). Por otro lado,
durante La Nifia, el porcentaje de aislados con el gen nirS fue mayor en las muestras
profundas en las estaciones costera y oceanica (66 y 86%, respectivamente), mientras que en
la estacion intermedia el porcentaje fue mayor en las superficiales (52%). Durante El Nifio
el porcentaje de los aislados portadores de este gen fue mayor en las muestras profundas en
las estaciones costera e intermedia (72 y 70%, respectivamente) y en las muestras

superficiales de la estacion oceanica (84%) (Figura 9b).
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Figura 9. a) Numero de aislados portadores del gen nirS en cada estacién durante La Nifia y El Nifio. b)
Numero de aislados con el gen nirS por estacién (C: costera, I: intermedia, O: oceanica) y profundidad
durante las dos fases climéticas.

En cuanto al gen nirK, en La Nifia el nimero de aislados que lo portaron fue menor en la
estacion intermedia (24) en comparacion con las estaciones costera (42) y oceanica (48), y
fue en esa fase donde se encontré un mayor nimero de colonias portadoras de nirK (114).
Durante EI Nifio disminuy6 el nimero de aislados (62) y en la estacion intermedia fue donde

se encontrd la mayor cantidad de aislados con nirK (26) (Figura 10a). En cuanto a las
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profundidades, las bacterias portadoras del gen nirK dominaron en las muestras superficiales

en las estaciones costera e intermedia durante La Nifia (72 'y 79%) y en las estaciones costera

y oceénica durante El Nifio (83 y 62%) (Figura 10b).
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Figura 10. a) Nimero de aislados portadores del gen nirK en cada estacion durante La Nifia y EI Nifio. b)
Numero de aislados con el gen nirK por estacién (C: costera, I: intermedia, O: oceanica) y profundidad

durante las dos fases climaticas.

Por ultimo, el nimero de aislados portadores del gen nosZ durante La Nifia fue mayor (128)

y, al igual de lo que se observd en las colonias con nirS, se encontrd el menor nimero de
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aislados con este gen en la estacion intermedia (27) y el mayor nimero en la estacion costera
(67). Durante El Nifio se observo lo contrario, la estacion con més aislados fue la intermedia
(16), sequida de la oceénica (15) y por ultimo la costera (11) (Figura 11a). Los aislados de
bacterias que portaron el gen nosZ dominaron en las muestras superficiales en ambas fases

climaticas y en todas las estaciones (Figura 11b).
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Figura 11. a) Nimero de aislados portadores del gen nosZ en cada estacion durante La Nifia y El Nifio. b)
NUmero de aislados con el gen nosZ por estacion (C: costera, I: intermedia, O: oceanica) y profundidad
durante las dos fases climéticas.
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Diversidad alfa

En general, lariqueza (Chaol: promedio de 13.4 durante La Nifiay de 17.1 durante EI Nifio)
y la diversidad (Shannon: promedio de 1.57 durante La Nifia y 1.88 durante El Nifio) de
bacterias desnitrificantes aisladas en este estudio fue baja, con un ligero incremento durante
El Nifo. Entre profundidades, estos indices fueron mayores en la superficie (Chao 1 de 17.9,
Shannon de 1.86) que en la profundidad (Chao 1 de 12.5, Shannon de 1.6). El indice de
Simpson sugiere que, en general, existio una alta dominancia de los aislados bacterianos
desnitrificantes en las diferentes muestras, siendo mayor durante El Nifio que durante La
Nifia (promedio de 0.7087 durante La Nifia y de 0.7747 durante El Nifio) (Tabla 4).

Tabla 4. Diversidad alfa a lo largo del transecto costa-océano en las distintas profundidades durante las dos
fases climéticas.

. . Chaol Shannon Simpson

Estaciones Profundidad

LaNifia EINifio LaNifa EINifio LaNifia El Nifio

Costera superficial 10.25 14.17 1.71 2.14 0.7139 0.8643

profundo 11 8 1.67 0.88 0.7449 0.4829

Intermedia superficial 18 12 1.39 2.07 0.6719 0.8389

profundo 16 12.75 1.91 2.31 0.8304 0.8844

Ocednica superficial 17 36.25 1.65 2.19 0.7191 0.8139

profundo 8 19.5 1.14 1.69 0.5721 0.7639

Clasificacidon taxonomica de las bacterias portadoras de genes desnitrificantes

Se amplificd y se secuencid el gen ARNr 16S de los 67 representantes que presentaron algun
gen desnitrificante. Una vez alineadas las secuencias obtenidas, se descartaron seis por mala
calidad. Las 61 secuencias analizadas representaron a 401 aislados portadores de genes

desnitrificantes.

De estos 61 representantes, 58 pertenecieron al filo Firmicutes y 3 a Actinobacteria. Se
encontraron un total de 12 géneros bacterianos, de los cuales 10 pertenecieron al filo
Firmicutes y se identificaron como: Bacillus con 34 representantes, siendo el género
dominante con 202 aislados; Mesobacillus con cuatro representantes y 51 aislados;
Metabacillus con seis representantes y 37 aislados; Fictibacillus con tres representantes y
34 aislados; Peribacillus con dos representantes y 25 aislados; Lysinibacillus con tres

representantes y 14 aislados; Cytobacillus con dos representantes y nueve aislados;
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Neobacillus con dos representantes y siete aislados; Alkalihalobacillus con un representante
y tres aislados; y Oceanobacillus con un representante y dos aislados. Los dos géneros
pertenecientes al filo Actinobacteria fueron Micrococcus con un representante y 11 aislados

y Kocuria con dos representantes y seis aislados (Figura 12).

Por otro lado, se reconocieron 40 especies de bacterias desnitrificantes, 37 de ellas
pertenecieron al filo Firmicutes, representando a un total de 384 aislados, mientras que 3
especies pertenecieron al filo Actinobacteria, representando a 17 aislados: Micrococcus
endophyticus (11 aislados), Kocuria rhizophila (4) y K. gwangalliensis (2). Las cinco
especies mas abundantes pertenecieron a Firmicutes y fueron Bacillus cereus (60 aislados),
Mesobacillus thioparans (44), B. altitudinis (39), Metabacillus indicus (36) y Fictibacillus
nanhaiensis (33) (Figura 12).
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Figura 12. Nimero de bacterias desnitrificantes aisladas por especie representadas en una gréfica de barras
(el numero al lado la barra muestra el nimero de aislados por especie). Porcentaje de bacterias desnitrificantes
aisladas a nivel de género representado en un grafico de pastel.
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Distribucion de las especies de bacterias desnitrificantes aisladas

Durante La Nifia se registraron 26 especies de bacterias desnitrificantes (con un total de 253
aislados) y solamente dos de ellas aparecieron en todas las estaciones (Bacillus cereus y B.
subtilis). Tanto la estacion costera como la oceanica presentaron siete especies Unicas,

mientras que la intermedia solamente tres (Figura 13; Anexo 5).

En cuanto a El Nifio, se registraron 28 especies de bacterias desnitrificantes (con 158 aislados
en total). Bacillus altitudinis, B. tequilensis, B. megaterium y Metabacillus indicus fueron
identificadas en las tres estaciones. La estacién oceanica fue la que presentd un mayor
numero de especies Unicas (7), seguida de la intermedia (6) y por ultimo la costera (5) (Figura
13b; Anexo 5)

En ambas fases se compartieron 14 especies, las cuales fueron Bacillus subtilis, B.
tequilensis, B. aerophilus, B. altitudinis, B. pumilus, B. cereus, B. megaterium, Metabacillus
indicus, Peribacillus frigoritolerans, Mesobacillus jeotgali, Mesobacillus thioparans,
Lysinibacillus pakistanensis, Alkalihalobacillus clausii y Micrococcus endophyticus (Anexo
5y 6).

El nimero de especies desnitrificantes registrado a lo largo de transecto siguié un patrén
inverso en cada fase climatica. Durante La Nifia, el nimero de especies disminuy6 de la costa
a la zona oceénica (con 15 especies en la estacion costera, 12 en la intermedia y 10 en la
oceanica). En cambio, durante El Nifio, el nimero de especies aumento de la estacion costera
a la oceénica (con 12 especies en la costa, 14 en la intermedia y 16 en la oceadnica) (Anexo
5, Figura 13).

a) b)

Costera Costera

7 5

Oceanica Intermedia  Oceanica Intermedia

Figura 13. Distribucién de las especies desnitrificantes en las tres estaciones durante: a) La Nifia y b) El
Nifio.
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La estacion con un mayor numero de especies de bacterias desnitrificantes aisladas fue la
costera (con un total de 25), seguida de la oceanica (con 22) y, por ultimo, la intermedia (con
20) (Figura 14). Por otro lado, fueron muy pocas las especies que se compartieron entre las
dos fases climaticas en cada estacion. Por ejemplo, en la estacion intermedia se compartieron
seis especies entre fases climaticas (Bacillus subtilis, B. tequilensis, B, megaterium,
Metabacillus indicus, Mesobacillus thioparans y Lysinibacillus pakistanensis), en la
oceanica cuatro especies (B. subtilis, B. altitudinis, B. cereus y Metabacillus indicus) y en la

costera dos especies (B. tequilensis y Peribacillus frigoritolerans) (Figura 14; Anexo 5).

El mayor nimero de especies se encontro en la superficie de las estaciones costera y oceénica
en ambas fases climéticas (durante La Nifia en la estacion costera se encontraron 5 especies
y en la oceanica 3; durante El Nifio se encontraron 7 y 8, respectivamente), mientras que en
la estacion intermedia no se observo un patron de distribucién claro entre profundidades

(Figura 14; Anexo 5).

Costera Intermedia
a) = (75 b) -

_(20)

Oceanica
c) . 2)

Figura 14. Distribucidn de las especies desnitrificantes para cada estacion en las distintas profundidades y
fases climaticas: La Nifia representada en azul (- superficial, m profundo) y EI Nifio en rojo (= superficial, m
profundo), a) estacion costera, b) estacion intermedia, c) estacion oceénica y entre paréntesis en nimero total

de especies presentes.
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Filogenia de las bacterias desnitrifican tes aisladas

El arbol filogenético se construy6 con 61 secuencias de 16S ARNr de representantes
bacterianos que contuvieron genes desnitrificantes, correspondientes a 401 colonias y a 40
especies (Figura 15). El gen nirS fue el mas abundante entre las especies identificadas, ya
que estuvo presente en 24 de ellas, seguido del gen nosZ, que se encontrd en 23 especies y,
por ultimo, el gen nirK, el cual amplifico en 20 especies.

Bacillus timonensis, Cytobacillus firmus, Fictibacillus nanhaiensis, Mesobacillus jeotgali y
Kocuria rizhophila fueron las especies que portaron los tres genes de interés, cada una en un
solo representante. Cuatro especies presentaron los genes nirS y nirK, las cuales fueron B.
subtilis (en uno de cinco representantes), B. tequilensis (en uno de tres representantes), B.
altitudinis (en dos de cuatro representantes) y Peribacillus frigoritolerans (con un solo
representante). Los genes nirS y nosZ amplificaron en las especies B. pumilus (en uno de dos
representantes), B. thuringiensis y C. oceanisediminis (con un representante cada uno) y
Metabacillus indicus (en dos de sus cuatro representantes). Las especies que amplificaron los
genes nirK y nosZ fueron B. subtilis (en uno de cinco representantes), B. thaonhiensis (con

un solo representante) y F. nanhaiensis (en uno de dos representantes).

Fueron 16 representantes pertenecientes a 14 especies los que amplificaron Unicamente el
gen nirS: Bacillus velezensis, B. paralicheniformis, B. licheniformis, B. aryabhattai,
Metabacillus niabensis y Peribacillus simplex con un solo representante; B. megaterium y
Mesobacillus thioparans, con dos representantes; y las especies que lo presentaron sélo en
alguno de sus representantes: B. tequilensis (en uno de tres representantes), B. altitudinis (en
uno de cuatro), B. pumilus (en uno de dos), B. cereus (en uno de tres), Metabacillus indicus

(en dos de cinco) y Mesobacillus jeotgali (en uno de dos).

Los representantes que solamente amplificaron el gen nirK fueron 10, todos de diferentes
especies, identificadas como Bacillus spizizenii, B. humi, B. horikoshii, Fictibacillus
barbaricus, Oceanobacillus profundus, Lysinibacillus fusiformis, Alkalihalobacillus clausii,
Kocuria gwangalliensis (todas con un solo representante), Metabacillus indicus (en uno de

cinco representantes) y Neobacillus niacini (en uno de dos).
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Por ultimo, 14 representantes de 11 especies amplificaron solamente el gen nosZ. Las que
tuvieron un solo representante se identificaron como Bacillus pacificus, B.
amyloliquefaciens, Lysinibacillus pakistanensis, L. macroides y Micrococcus endophyticus.
La Unica especie que presentd este gen en todos sus representantes fue B. australimaris, con
dos representantes. Por ultimo, las especies que portaron el gen nosZ en alguno de sus
representantes fueron B. subtilis (en dos de cuatro representantes), B. tequilensis (en uno de
tres), B. altitudinis (en uno de cuatro), B. cereus (en dos de tres) y Neobacillus niacini (en

una de dos).

Doce especies desnitrificantes tuvieron mas de un representante y, en su mayoria, tuvieron
caracteristicas morfoldgicas distintas a pesar de portar los mismos genes (Figura 15, Anexos
7'y 8). Por ejemplo, dos de los cuatro representantes de Bacillus altitudinis amplificaron los
genes nirK y nirS (IV4S.7.mb y V7S.16.mm), pero su morfologia difiri6 en la forma
(irregular vs circular), el borde (lobulados vs lisos), el brillo (trasltcida vs opaca), el color
(incoloro vs crema) y el aspecto (himeda vs cerosa). En el caso de los representantes de
Bacillus cereus, dos de tres portaron el gen nosZ (1IV4S.4.mb y IV7F.7.mb) y presentaron
formas (circular vs irregular), bordes (lisos vs lobulados) y estructuras (lisa vs rugosa)
diferentes. En ambos representantes de Bacillus australimaris se registrd el gen nosZ
(V4S.1.mb y V8S.13.mb), uno con forma circular, bordes lobulados, brillo trasltcido, color
crema y aspecto ceroso, mientras que el otro representante tuvo una forma irregular, bordes
ondulados, brillo opaco, color blanco y un aspecto seco; siendo una de las diferencias mas
evidentes que en el centro de uno de los representantes se observd un pigmento rosa
(V4S.1.mb), que estuvo ausente en el otro representante (\V8S.13.mb). Los dos representantes
de Bacillus megaterium amplificaron el nirS (V4S.11.mb y V8F.9.mb), pero uno presento
una estructura filamentosa humeda y blanca y el otro representante tuvo una estructura lisa
cerosa y cremosa. Dos de los cinco representantes de Metabacillus indicus amplificaron el
nirk (V4S.2.b y V4S.1.mm) y tuvieron diferencias en la elevacion (convexa vs achatada), en

los bordes (lisos vs ondulados) y en el color (amarillo vs naranja).

Por otro lado, durante La Nifia se encontraron 12 especies exclusivas, representando a un
total de 80 aislados, identificadas como Bacillus amyloliquefaciens (3 aislados), B.

aryabhattai (2 aislados), B. licheniformis (1 aislado), B. spizizenii (3 aislados), B. velezensis
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(2 aislados), Cytobacillus firmus (4 aislados), C. oceanisediminis (5 aislados), Fictibacillus
nanhaiensis (33 aislados), Kocuria gwangalliensis (2 aislados), K. rhizophila (4 aislados),
Lysinibacillus macroides (7 aislados) y Peribacillus simplex (14 aislados). Durante El Nifio
se registraron 14 especies exclusivas en un total de 32 aislados, que fueron identificadas como
Bacillus australimaris (2 aislados), B. horikoshii (2 aislados), B. humi (2 aislados), B.
pacificus (2 aislados), B. paralicheniformis (5 aislados), B. safensis (1 aislado), B.
thaonhiensis (1 aislado), B. thuringiensis (2 aislados), B. timonensis (2 aislados),
Fictibacillus barbaricus (1 aislado), Lysinibacillus fusiformis (2 aislados), Metabacillus
niabensis (1 aislado), Neobacillus niacini (7 aislados) y Oceanobacillus profundus (2

aislados).

En cuanto a las distintas estaciones a lo largo del transecto, la mayor abundancia de
desnitrificantes se encontro en la estacion costera (210 aislados), donde dominaron aquellos
pertenecientes a las especies Bacillus cereus (41 aislados), Mesobacillus thioparans (35
aislados) y B. altitudinis (30 aislados). En la estacion oceénica se registraron 97 aislados
desnitrificantes y las especies dominantes fueron Bacillus cereus (18 aislados) y
Metabacillus indicus (29 aislados). Por ultimo, en la estacion intermedia se registrd la menor
abundancia de desnitrificantes (94 aislados), siendo Bacillus pumilus y Fictibacillus

nanhaiensis las especies dominantes, con 14 y 18 aislados respectivamente.
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En la base de datos del NCBI se encontraron 37 genomas de las 40 especies desnitrificantes

identificadas, y solamente en 3 de ellas se encontro el registro del gen nosZ (Mesobacillus

jeotgali, Cytobacillus oceanisediminis y Neobacillus niacini). A pesar de que en este estudio

se detectd este gen en dichas especies, no fue el unico que amplificaron: Mesobacillus

jeotgali amplifico los tres genes de interés (nirS, nirK y nosZ), Cytobacillus oceanisediminis

presentd los genes nirS y nosZ y Neobacillus niacini port6 los genes nirK y nosZ. En los

genomas de las demas especies desnitrificantes no se han registrado los genes nirS, nirK y/o

nosZ encontrados en este estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Consulta de la presencia de genes desnitrificantes en los genomas disponibles en el NCBI.

Genes desnitrificantes encontrados en Genes
Especie este estudio Genoma presentes en ID proteina
disponible
nirS nirkK nosZ el genoma

Bacillus tequilensis Si No
Bacillus subtilis Si No
Bacillus spizizenii Si No
Bacillus aerophilus Si No
Bacillus altitudinis Si No
Bacillus pumilus Si No
Bacillus australimaris Si No
Bacillus cereus Si No
Bacillus amyloliquefaciens Si No
Bacillus licheniformis Si No
Bacillus pacificus Si No
Bacillus paralicheniformis Si No
Bacillus safensis Si No
Bacillus thaonhiensis No -
Bacillus thuringiensis Si No
Bacillus aryabhattai Si No
Bacillus megaterium Si No
Bacillus humi Si No
Bacillus velezensis Si No
Bacillus horikoshii Si No
Bacillus timonensis Si No
Metabacillus indicus Si No
Metabacillus niabensis Si No
Mesobacillus jeotgali Si noszZ WP_102264655.1
Mesobacillus thioparans Si No
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Fictibacillus nanhaiensis Si No
Fictibacillus barbaricus Si No
‘ Cytobacillus oceanisediminis Si nosZ WP_199749507.1 |
Cytobacillus firmus Si No
‘ Neobacillus niacini Si nosZ WP_063254731.1 |
Peribacillus simplex Si No
Peribacillus frigoritolerans Si No
Alkalihalobacillus clausii Si No
Oceanobacillus profundus Si No
Lysinibacillus macroides Si No
Lysinibacillus pakistanensis No -
Lysinibacillus fusiformis Si No
Kocuria gwangalliensis No -
Kocuria rhizophila Si No
Micrococcus endophyticus Si No

Correlacion entre la abundancia de especies de bacterias desnitrificantes y las

variables ambientales

De acuerdo con los coeficientes de correlacion de Pearson entre la abundancia de las especies

y determinados pardmetros ambientales, durante La Nifia Micrococcus endophyticus fue la

Unica especie que se correlacion6 positivamente con el porcentaje de materia organica y

negativamente con el pH (Figura 16a).

Por otro lado, se obtuvieron algunos valores significativos del coeficiente de correlacion de

Pearson entre las abundancias de las especies encontradas durante El Nifio y la concentracion

de nutrientes. Lysinibacillus pakistanensis se correlacioné positivamente con el NHs* y el

NOgz,, mientras que Bacillus humi, Bacillus timonensis, Mesobacillus thioparans y

Micrococcus endophyticus se correlacionaron positivamente con el NO2™ (Figura 16b).
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Estructura de la comunidad bacteriana desnitrificante en la ZMO del Pacifico
Mexicano

De acuerdo al NMDS, realizado a partir de la abundancia de aislados por especie, la
comunidad de bacterias desnitrificantes se distribuyé en tres grupos principales: 1) especies
pertenecientes a seis géneros distintos (Bacillus, Lysinibacillus, Micrococcus, Neobacillus,
Oceanobacillus y Fictibacillus) predominaron en todas las muestras de sedimento colectadas
durante El Nifio, 2) especies pertenecientes a nueve géneros diferentes (Bacillus,
Fictibacillus, Kocuria, Cytobacillus, Mesobacillus, Metabacillus, Peribacillus,
Alkalihalobacillus y Lysinibacillus) dominaron en la mayoria de las muestras de sedimentos
obtenidos durante La Nifia y 3) un grupo donde predominaron Cytobacillus oceanisediminis,
Kocuria gwangalliensis y Metabacillus indicus en las muestras profundas oceanico durante
La Nifa (Figura 17).
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Figura 17. Gréfica NMDS basada en el indice de disimilitud de Bray-Curtis de la distribucion de las muestras
en funcién de la abundancia de los aislados desnitrificantes obtenidos en cada especie a lo largo del transecto
en las dos fases ENSO (nivel de estrés: 0.168).
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Ensayo de actividad en condiciones aerobias de los genes desnitrificantes

En la prueba de reduccion de nitratos y nitritos, junto con la campana Durham, se comprobé
la actividad en condiciones aerobias de los genes desnitrificantes encontrados en cinco
representantes identificados: Bacillus tequilensis (nirK y nirS), B. humi (nirK), B. timonensis
(nirK, nirS y nosZ), B. thaonhiensis (nirK y nosZ) y Cytobacillus oceanisediminis (nirS y
nosZ). En el caso de B. tequilensis, los resultados de este ensayo reflejaron la produccion de
N gaseoso al presentar burbujas en la campana Durham, sin embargo, este representante no
registro la presencia del gen nosZ, por lo que se podria suponer que se trata de produccion de

N20O mediado por genes nor (Tabla 6, Anexo 9).

Tabla 6. Aislados representantes cuya actividad de genes desnitrificantes identificados por PCR pudo ser
comprobada mediante la prueba de reduccion de NOs™y NOy.

Gen reportado en este estudio

Especie Representante Morfologia " - Gen comprobado
P P g nirk nirS nosZ P
. o crema ; } . .
Bacillus tequilensis V8S.6 (mm) Si Si No nirK, nirS
achatada
. . blanca i )
Bacillus humi V7S.7 (mb) Si No No nirK
achatada
. . . crema ; 3 3 . .
Bacillus timonensis V7S.7 (mm) Si Si Si nirK, nirS, nosZ
achatada
. L naranja 3 3 .
Bacillus thaonhiensis ~ V4S.21 (mm) Si No Si nirK, nosZ
achatada
i crema
Cytobacillus IV4F.4 (mm) No si Si nirK, nosz
oceanisediminis convexa
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Discusion
Caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos de la ZMO del Pacifico
Mexicano

El area de estudio se localiza en la ZMO del ETNP, la cual representa el ~40% del area total
de las ZMO globales, siendo la ZMO mas extensa e intensa del océano global (Paulmier y
Ruiz-Pino, 2009). Estas zonas se asocian con areas de surgencia y, en esta region, la
intensidad de este fendmeno oceanogréfico se ve afectado por el patron climatico ENSO,
intensificandose durante La Nifia y disminuyendo durante EI Nifio. Asi mismo, el limite
superior de la ZMO se reduce durante La Nifia y se profundiza durante El Nifio (Yang et al.,
2017; Pajares et al., 2023).

Los sedimentos a lo largo de este transecto se encontraron en plena ZMO, tanto en la estacion
costera de 32 m de profundidad, como en la estacion oceanica de 700 m de profundidad
(Pajares et al., 2023), por tanto, es un ambiente dptimo para el desarrollo de la comunidad

microbiana desnitrificante.

En general, el porcentaje de materia organica en estos sedimentos aumentd de la estacion
costera a la oceanica. Dicho comportamiento fue similar al que reportaron Liu et al. (2003)
en esta misma ZMO y Hughes et al. (2009) en la ZMO del mar Arabigo nororiental. EI hecho
de que exista un menor porcentaje de materia organica en los sedimentos cercanos a la costa
puede deberse a que en la costa existe una mayor disponibilidad de nutrientes y productividad
bioldgica, por lo tanto, la materia organica queda disponible para una mayor diversidad de
organismos y esto puede reducir la cantidad de materia organica que llega y se acumula en
los sedimentos (Wakeham y Canuel, 2006; Arndt et al., 2013; Kurian et al., 2020). Por otro
lado, es necesario considerar otros factores importantes que afectan el contenido de materia
organica en los sedimentos como, por ejemplo, la granulometria (Premuzic et al., 1982), la
cual no se determing en este estudio. Asi mismo, la distribucion de la materia organica podria
explicar los valores de pH maés bajos encontrados en la parte mas oceanica del transecto, ya
que la materia organica puede acidificar el entorno debido a la liberacion de acidos organicos
durante su descomposicion, lo que puede disminuir el pH (Jourabchi et al., 2005; Zhu et al.,
2006).
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En cuanto a los nutrientes, las menores concentraciones de NO3™ encontradas en la superficie
de los sedimentos con respecto a los sedimentos profundos pueden deberse a que la tasa de
desnitrificacion tiende a ser mayor en los sedimentos marinos superficiales en comparacion
con los sedimentos mas profundos (Nishio et al., 1982; Middelburg et al., 1996; Neumann et
al., 2017). Esta misma situacién podria respaldar las concentraciones elevadas de NO,™ que
se encontraron en las muestras superficiales de las estaciones costera e intermedia, ya que, a
medida que los nitratos se reducen, se generan cantidades sustanciales de NO2™ como parte
del proceso, lo que aumentaria la presencia de éstos (Vanderborght y Billen, 1975;
Middelburg et al., 1996). Por otro lado, Henrichs y Farrington (1984) reportaron que la
concentracion de NH4" aumenté junto con la profundidad de los sedimentos de la ZMO de
Perd, coincidiendo con los resultados obtenidos en este trabajo, donde las concentraciones
de NH4* fueron mayores en las muestras profundas. Sin embargo, el comportamiento de las

concentraciones del NOs y NO> en dicho estudio fue contrario al observado en este trabajo.

Distribucion de genes desnitrificantes en los sedimentos de la ZMO del Pacifico

Mexicano

Hasta la fecha, se ha logrado aislar y analizar bacterias aerobias desnitrificantes en distintos
sistemas marinos (Gao et al., 2010; Zheng et al., 2012; Huang et al., 2017; Zhang et al.,
2020b), excepto en ZMO. De hecho, este trabajo representa el primer estudio sobre la
caracterizacion filogenética y comprobacion de la actividad potencial desnitrificante en
condiciones aerobias de bacterias portadoras de los genes nirS, nirK y/o nosZ aisladas en

sedimentos de la ZMO mas extensa del océano global, la del ETNP.

El gen desnitrificante mas abundante en las bacterias aisladas en condiciones aerobias en los
sedimentos de la ZMO del Pacifico Mexicano fue el nirS (46.52%), lo cual estd en
consonancia con lo encontrado tanto en sedimentos como en la columna de agua en esta ZMO
mediante técnicas independientes de cultivo (Liu et al., 2003; Jayakumar et al., 2009;
Jayakumar et al., 2013, Shi et al., 2019). EI gen menos abundante fue el nosZ (26.28%), en
linea con lo encontrado en otros estudios, como los realizados por Yu et al. (2014) y Ming et
al. (2021) con técnicas independientes de cultivo en una ZMO de una region subtropical al
sureste de China y en un estuario al noreste de China, respectivamente. Por otro lado, los

aislados que portaron simultaneamente los genes nirK y nosZ fueron mas abundantes que
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aquellos que compartieron nirS y nosZ. Sin embargo, se ha reportado que es mucho mas
frecuente que el gen nosZ se encuentre en los genomas de organismos con nirS que en
aquellos con nirK (Jones et al., 2008; Graf et al., 2014). También el 18.75% del total de los
representantes desnitrificantes presentaron una co-ocurrencia de los genes nirS y nirK. Si
bien las enzimas catalizadas por cada uno de estos genes realizan la misma funcion en la via
de desnitrificacion, no son homdlogas y se pensaba que eran mutuamente excluyentes en los
genomas de los organismos desnitrificantes (Zumft, 1997; Jones et al., 2008). Sin embargo,
este estudio no es el primero en encontrar ambos genes en un solo microorganismo (Graf et
al., 2014); incluso, se ha reportado la presencia de ambos genes en algunas cepas de bacterias
desnitrificantes cultivables, como Ochrobactrum sp., Paracoccus sp., Comamonas sp.,
Thauera sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Heylen et al., 2006).

En el mar Arabigo, a partir del uso de técnicas independientes de cultivo, se ha encontrado
un patron en la distribucion de microorganismos portadores de genes nirS y nirK con la
concentracion de nutrientes, de manera que la concentracion de NOsz se relaciona
inversamente con la abundancia de dichos genes (Jayakumar et al., 2009). Este patron
también se observo en la estacion oceanica para ambos genes y en la estacion costera
solamente para el gen nirK. En estas estaciones, dichos genes dominaron en las muestras
superficiales, las cuales tuvieron los valores mas bajos de NOs™. En contraste, Pajares et al.
(2019) encontraron una mayor abundancia del gen nirS (cuantificado mediante gPCR) en
profundidades con concentraciones elevadas de NOsz"en la columna de agua de una region de
la ZMO en el Pacifico Mexicano més al sur a esta zona de estudio. Este patron coincide con
la abundancia del gen nirS observada en los sedimentos de las estaciones costera e

intermedia.

Los resultados de Liu et al. (2003) en sedimentos de la ZMO del ETNP indican que muchas
bacterias que poseen el gen nirS en esta comunidad desnitrificante son cultivables, ya que las
secuencias obtenidas de este gen estaban relacionadas con desnitrificantes cultivables, a
diferencia de las portadoras del gen nirK. Por lo tanto, considerando esta premisa y también
reconociendo que el aislamiento en medios con agar no representa con precision la cantidad

real de bacterias en un entorno especifico (Staley y Konopka, 1985; Harwani, 2013), es
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relevante destacar que los resultados obtenidos en este trabajo podrian haber sido

influenciados por la técnica de aislamiento empleada.

En términos generales, se observo una mayor abundancia de genes desnitrificantes durante
La Nifia que durante El Nifio. Estos resultados pueden explicarse por la intensificacion de las
surgencias asociadas a La Nifia, que impulsan aguas mas profundas y ricas en nutrientes hacia
la superficie, que fomentan una alta productividad. Eventualmente, la materia organica
generada por el fitoplancton se hunde y se deposita en el fondo marino, contribuyendo asi al
enriquecimiento de los sedimentos con materia organica. Por lo tanto, la mayor abundancia
de genes desnitrificantes durante La Nifia puede deberse a una mayor disponibilidad de
materia organica labil derivada de las surgencias mas intensas, creando condiciones propicias
para el desarrollo de estos microorganismos heterotrofos (Ward et al., 2008; Yang et al.,
2017; Duncan et al., 2019; Pajares et al., 2023).

Identificacion de bacterias desnitrificantes aerobias

En este estudio se identificaron dos filos bacterianos, Firmicutes y Actinobacteria, que han
sido previamente registrados en las ZMO (Mulla et al., 2018; Sun et al., 2021) y, en
particular, en la columna de agua de esta ZMO del Pacifico Mexicano (Pajares et al., 2023).
También se han registrado de manera abundante en sedimentos marinos permeables del
noreste del Golfo de México (Mills et al., 2008) y del Atlantico Sur (Hunter et al., 2006), es

decir, son linajes comunes en los ambientes marinos.

De los doce géneros identificados, el que predomind fue Bacillus, reconocido por su
participacion en procesos de desnitrificacion aerobia (Yang et al., 2011; Yang et al., 2020b;
Elkarrach et al., 2021). Esta informacion es coherente con el hecho de que los cultivos se
desarrollaron en condiciones aerobias, lo que favorece la proliferacion de este tipo especifico
de bacterias desnitrificantes. Es importante tener en cuenta que, aunque Bacillus es conocido
por su comportamiento aerobio, los desnitrificantes en general son microorganismos
anaerobios facultativos, lo que significa que pueden adaptarse a entornos con y sin Oz (Lam
y Kuypers, 2011; Zehr y Kudela, 2011). Ademas, se ha informado que, a pesar de la

limitacion de Oz en las ZMO, las comunidades bacterianas aerobias también pueden

44



prosperar en estos ambientes (Kalvelage et al., 2015; Bhattacharya et al., 2020; Sarkar et al.,
2023).

En cuanto a los otros géneros identificados en este estudio, Unicamente cuatro de ellos han
sido reconocidos como bacterias desnitrificantes: Peribacillus (Liang at al., 2023),
Fictibacillus (Cho et al., 2022), Oceanobacillus (Hosseini et al., 2018) y Kocuria (Chen et
al., 2018; Shi, et al., 2019; Han et al., 2020). Es relevante destacar que todos estos géneros
exhiben capacidades de desnitrificacion bajo condiciones aerobias (Hosseini et al., 2018;
Cho et al., 2022; Liang et al., 2023).

Por otro lado, Patel y Gupta (2020) mencionan que los géneros Cytobacillus, Mesobacillus,
Neobacillus, Metabacillus y Alkalihalobacillus son microorganismos anaerobios facultativos
que, aunque no plantean que se trate de bacterias meramente desnitrificantes, dicha
caracteristica es propia de éstos. Solamente Cytobacillus, Metabacillus y Alkalihalobacillus
han sido aislados en sistemas marinos (Nielsen et al., 1995; Yoon y Oh, 2005; Zhang et al.,
2010).

De las 40 especies bacterias desnitrificantes aerobias identificadas, 21 pertenecieron a
Bacillus. Verbaendert et al. (2011) comprob6 la actividad desnitrificante, en condiciones
anoxicas, de B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium
y B. thuringiensis. También se ha registrado actividad desnitrificante en B. subtilis (Hussain
et al., 2011; Yang et al., 2011), B. pumilus y B. paralicheniformis (Yang et al., 2020b). Es
importante destacar que, entre todas las especies mencionadas, ninguna ha sido aislada hasta
donde se tiene conocimiento de ambientes marinos, mucho menos en sedimentos de ZMO, a
excepcion de B. megaterium. Esta ultima fue aislada de la columna de agua en la ZMO del
mar Arabigo, sin embargo, no demostro la capacidad de reducir NOs™ (Mulla et al., 2018).

Bacillus ha sido identificado como portador del gen nirS (Baskaran y Prabavathy, 2022) y
del gen nosZ (Yu et al., 2014). Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos en
este estudio, donde, de las 20 especies pertenecientes a este género, el 70% amplifico el gen
nirS y el 65% el gen nosZ, aunque también el 40% de las especies de Bacillus aisladas

presento el gen nirk.
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Se ha reportado previamente a Kocuria como portador del gen nirS en muestras de suelo
(Chen et al., 2018; Han et al., 2020) y sedimentos marinos (Shi et al., 2019). En este estudio,
de las dos especies pertenecientes a este género, solo K. rhizophila amplificé el gen nirS,

junto con nirK y nosZ. En cambio, K. gwangalliensis port6 exclusivamente el gen nirK.

Es relevante destacar que se ha sugerido que en los desnitrificantes la transferencia horizontal
de genes es un fenomeno comun (Etchebehere y Tiedje, 2005; Heylen et al., 2006; Jang et
al., 2019; Qiao et al., 2021). La capacidad de los desnitrificantes para intercambiar genes
contribuye significativamente a su plasticidad gendémica y a su adaptacion a entornos
cambiantes (Novichkov et al.,2004), lo que podria justificar la diferencia que existe en los
genes desnitrificantes que se encontraron en las bacterias de la misma especie identificadas
en este estudio. Asimismo, es necesario realizar mas estudios al respecto para obtener una
comprension mas completa de los genes desnitrificantes presentes en cada una de las especies
aisladas en los sedimentos de la ZMO del ETNP.

Por ultimo, cabe resaltar que algunas especies, como Bacillus subtilis, B. altitudinis, B.
cereus, B. australimaris, B. megaterium, Mesobacillus thioparans y Metabacillus indicus,
contaron con mas de un representante que, a pesar de portar los mismos genes, presentaron
caracteristicas morfoldgicas distintas. Por lo tanto, las caracteristicas morfoldgicas no pueden

considerarse como un factor importante para la identificacion de los organismos.

Diversidad y distribucion de las especies bacterianas desnitrificantes aerobias en

los sedimentos de la ZMO del Pacifico Mexicano

En general, la diversidad de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas en los sedimentos de
la ZMO del ETNP no mostr6 cambios significativos entre fases ENSO y fue menor a lo
reportado en otros estudios realizados en sedimentos marinos (Mills et al., 2008; Ming et al.,
2021). No obstante, esto podria justificarse por la metodologia empleada en este estudio. A
diferencia de las tecnicas independientes de cultivo implementadas en estudios realizados en
sedimentos de distintos ecosistemas como el estuario de Liaohe (Ming et al., 2021), diversos
humedales costeros en China (Gao et al., 2016) o la bahia del Atlantico Sur (Hunter et al.,
2006), el aislamiento en agar puede sesgar la verdadera abundancia de bacterias en el entorno
(Staley y Konopka, 1985; Harwani, 2013).
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La diversidad de los desnitrificantes aislados en este trabajo tampoco mostré cambios
relevantes a lo largo del transecto. Gao et al. (2016) indicaron que la distribucion y
composicion de desnitrificantes en sedimentos de humedales costeros no mostraron
variaciones temporales significativas, sino mas bien una diferenciacion latitudinal. Este
patron se asemeja a lo reportado por Liu et al. (2003), quienes encontraron mayor similitud
entre las comunidades desnitrificantes de sedimentos en la ZMO del ETNP en estaciones
geogréficamente cercanas. Adicionalmente, Scala y Kerkhof (2000) evidenciaron que la
comunidad desnitrificante en sedimentos marinos mostraba variabilidad tanto geogréaficas
(desde centimetros hasta kilébmetros) como temporales. Estos antecedentes sugieren la
necesidad de seguir investigando sobre los patrones de distribucion de la comunidad de
bacterias desnitrificantes en sedimentos de la ZMO del ETNP.

Aunque la diversidad de las bacterias desnitrificantes aerobias no cambi6 significativamente
entre las distintas fases del fendmeno ENSO, el NMDS reflejé que la estructura de esta
comunidad fue Unica en cada una de las fases. Este resultado sugiere que si bien la riqueza 'y
diversidad de las bacterias puede mantenerse relativamente constante, su distribucion

espacial puede ser sensible a las variaciones ambientales.

Actividad desnitrificante aerobia en los representantes bacterianos portadores

de genes desnitrificantes

En cinco especies desnitrificantes se pudo comprobar su potencial para llevar a cabo dicho
proceso en condiciones aerobias, las cuales fueron Bacillus tequilensis, B. humi, B.
timonensis, B. thaonhiensis y Cytobacillus oceanisediminis. Sin embargo, solamente existe
registro de la actividad desnitrificante en dos de ellas, aunque no se especifica si los
experimentos de desnitrificacion se llevaron a cabo en condiciones aerobias o anaerobias
(Verbaendert et al., 2010; Moukhlissi et al., 2014).

Moukhlissi et al. (2014) aislaron Bacillus cereus y B. tequilensis de un reactor desnitrificante
anoxico para tratamiento de aguas residuales domesticas, y demostraron su actividad
desnitrificante al comprobar su capacidad de reducir NO3™ y NOz". En este estudio también
se registro la generacion de productos gaseosos de B. tequilensis, 1o que no concuerda con

los genes desnitrificantes que portd (nirK y nirS), por lo que podriamos suponer que no
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cuenta con una ruta de desnitrificacion completa ya que no presenta el gen nosZ, produciendo
N2O por la actividad de genes nor. Debemos tomar en cuenta que la desnitrificacion es un
proceso modular, lo que significa que puede ocurrir en varias etapas y cada una puede ser
llevada a cabo por uno o varios microorganismos diferentes, ya que hay muchos

desnitrificantes que solo poseen vias parciales con algunos genes faltantes (Zumft, 1997).

Por otro lado, también se ha reportado la capacidad de Bacillus humi de reducir solamente
NO3z a NO> gracias a la actividad de sus genes nar (Verbaendert et al., 2010). No obstante,
en este estudio, B. humi registro la actividad del gen nirK, responsable de la reduccion

subsecuente de la realizada por los genes nar, la de NO2™ a NO.

Finalmente, no se ha documentado actividad desnitrificante en Bacillus timonensis, B.
thaonhiensis y Cytobacillus oceanisediminis. Sin embargo, entre las cinco especies que
mostraron actividad desnitrificante, solo C. oceanisediminis presentd el gen nosZ (NCBI:
WP_102264655.1) en su genoma. Ademas del gen registrado en su genoma, y que si
amplificd en este estudio, esta especie también presentd el gen nirK, lo que sustenta la
posibilidad de que lo haya adquirido por transferencia horizontal de otros desnitrificantes.

Conclusiones

= Este estudio es pionero en aislar y demostrar la actividad de bacterias aerobias
desnitrificantes en sedimentos de una ZMO, concretamente la del Pacifico Mexicano.

= Se aislaron 1034 bacterias de sedimentos de un transecto en la ZMO del Pacifico
Mexicano, que se agruparon en 213 representantes, de los cuales 67 presentaron genes
desnitrificantes nirS, nirK y nosZ (representando a 464 aislados).

= El gen desnitrificante méas prevalente en las bacterias aisladas fue nirS (46.52%), seguido
de nirK (27.20%) y nosZ (26.28%), que fue el menos abundante.

= El 33.84% de los aislados desnitrificantes portaron en su genoma mas de un gen
desnitrificante  (3.7% nosZ/nirS, 5.8% nosZ/nirK, 18.74% nirS/nirK, 5.6%

nosZ/nirS/nirK), a pesar de que los genes nirS y nirK se consideran mutuamente
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excluyentes. Estos resultados apoyan la hipotesis de que estos genes desnitrificantes son
propensos a transferirse de manera horizontal entre microorganismos.

= Se encontré una mayor abundancia de bacterias aerobias desnitrificantes durante el
fendmeno de La Nifia (62.3%) que durante El Nifio (37.7%).

= En la estacion costera se encontr6 el mayor porcentaje de bacterias aerobias
desnitrificantes (45.3%), seguido por la estacion oceéanica (31.4%) y la estacion intermedia
(23.3%).

= Las muestras superficiales fueron ligeramente mas abundantes en bacterias aerobias
desnitrificantes (51.5%) en comparacidn con las muestras profundas (48.5%).

= Se identificaron 40 especies de bacterias aerobias desnitrificantes pertenecientes a 12
géneros, siendo Bacillus el predominante (50.4% de los aislados).

= Solo cinco especies identificadas mostraron correlaciones significativas con las variables
ambientales. Micrococcus endophyticus presentd una correlacion negativa con el pH y
positiva con la MO y el NO2". Mesobacillus thioparans, Bacillus timonensis y B. humi
mostraron una correlacion positiva con la concentracion de NO», mientras que
Lysinibacillus pakistanensis se correlacion6 positivamente con las concentraciones de
NH4*y NO3.

» En condiciones aerobias se comprobd la reduccion de NOs y NO>™ en Bacillus tequilensis
y Bacillus humi, mientras que B. timonensis, B. thaonhiensis y Cytobacillus
oceanisediminis presentaron una desnitrificacion completa.

= A pesar del sesgo que genera el uso de métodos dependiente de cultivo, es necesario
Ilevarlos a cabo para poder estudiar la fisiologia y el metabolismo de los microorganismos,
en particular, de las bacterias desnitrificantes.

= Es indispensable llevar a cabo andlisis adicionales (mas estudios mediante métodos
dependientes de cultivo, caracterizacion de la comunidad desnitrificante en estos
ambientes, diversidad de los genes desnitrificantes, etc.) para una mejor comprension de
la diversidad genética y la funcionalidad de los organismos que participan en el proceso

de la desnitrificacion en un ambiente tan Unico como la ZMO del ETNP.
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Anexo 1. Caracteristicas de los medios de cultivo utilizados.

Medio marino (férmula para 1 L de medio):

e 35 g de sales marinas (fuente de oligoelementos).

e 5 g de peptona de caseina (proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales vy
aminoacidos esenciales para el crecimiento de las colonias bacterianas).

e 0.3 g de nitrato de potasio (sustrato para las bacterias cultivadas).

e 1.5 g de extracto de carne (fuente alterna de nitrégeno, fésforo y azufre organico).

e 1.5 g de extracto de levadura (fuente alterna de vitaminas y aminoacidos).

e 15 g de agar bacterioldgico (agente solidificante).
*Ajustar pH a 7-7.2
Medio Braker (formula para 1 L de medio):

e 37.5 g de medio marino (fuente de oligoelementos, nitrégeno, vitaminas, minerales y
amino&cidos esenciales para el crecimiento de las colonias bacterianas).

e 0.51 g de nitrato de potasio (sustrato para las bacterias cultivadas).

e 0.5 g de extracto de levadura (fuente alterna de vitaminas y aminoacidos).

e 15 g de agar bacterioldgico (agente solidificante).

*Ajustar pH a 7-7.2
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Anexo 2. Criterios utilizados para la caracterizacion morfologica de las
colonias bacterianas.

LOS OCHO CRITERIOS UTILIZADOS

1. TAMARO: m C) -

p—
Grande Mediano Pequefio
(5 mm) (2a5mm) (2 mm)

2. FORMA:

Circular Irregular Rizoide Filamentosa Puntiforme

3. ELEVACION: V— L ~—

Concava Elevada Ondulada
Radihey
N i
Protuberante Achatada Convexa
4, BORDES:
P
|_\\ % [\\ ﬁ; A
V.
Lisos Lacerados Lobulados Filamentosos Ondulados
—
Lisa Granulosa Filamentosa Rugosa

6. BRILLO: transparente, translicida, opaca.

7. COLOR: incolora, pigmentada.

8. ASPECTO: viscosa, himeda, membranosa, gelatinosa, lechosa, etc.
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Anexo 3. Prueba de reduccion de nitratos y nitritos (modificado
de Holding y Colle, 1971).

Esta prueba es un método colorimétrico que se realiza para determinar la capacidad de un
microorganismo para reducir los nitratos a nitritos, y para detectar aquellas bacterias que
reducen NO;™ a productos gaseosos (N2 y/o N20), se utiliza una campana Durham. Para llevar

a cabo esta prueba se utilizan los siguientes reactivos:

e Reactivo B: Formacion de sales de diazonio en medios con nitritos.
e Reactivo o: Formacion de colorantes azoicos en medios con sales de diazonio.

e Zinc en polvo: Reduce los nitratos presentes en el medio a nitritos.
Los posibles resultados de esta prueba denotan lo siguiente:

e Coloracion roja después de aifiadir los reactivos o y B: indica que el NOz™ han sido

reducido a NO2’, por lo que hay presencia/actividad de los genes napA y/o narG, y

los genes nirK y/o nirS estan inactivos o ausentes.

¢ Sin cambio de coloracion después de afnadir los reactivos a y p: no hay NO, en el
medio, lo que puede deberse a que no se formé NO2™ (queda NOs', los genes napA
y/o narG estan inactivos/ausentes) o se formé NO; y se redujo (no hay NOs,
verificacion exitosa de los genes nirK y/o nirS). Para discenir el resultado correcto se
afiade zinc (Zn).

e Coloracion roja después de afadir el Zn: presencia de NO3", por tanto los genes

napA y/o narG se encuentran inactivos o ausentes, pero es posible que los genes

desnitrificantes (nirK, nirS, nosZ) estén presentes y se comprueba mediante la
presencia de gas en la campana Durham.

e Sin cambio de coloracién tras afiadir el Zn: ausencia de NOgz", por lo que se verifica
de manera exitosa la actividad de los genes napA y/o narG y nirK y/o nirS.

e Ausencia de burbuja en la campana Durham: no se obtuvo ningln producto

gaseoso (N20 o Ny), por lo que los genes desnitrificantes estan inactivos o ausentes.

e Presencia de burbuja en la campana Durham: hay productos gaseosos,

verificacion exitosa de genes desnitrificantes.
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Anexo 4. Preparacion de reactivos o y p para la prueba de reduccion de
nitratos y nitritos.

Reactivo a

e Agregar 0.25 g de a-naftilamina (forma colorante azoico -rojo- en contacto con una
sal de diazonio) a 35 ml de acido acético 5 N (interacciona con a-naftilamina
formando una solucién adsorbente). Nota: Por 1 ml de &cido acético 5 N se agregan
5 mg de a-naftilamina.

e Disolver por agitacién en parrilla de calentamiento con agitacion (~25 °C y 8 rpm).

e Aforar la solucion a 50 ml con &cido acético 5 N.

e Verter la solucién en frasco &mbar y refrigerar (4 °C).
Nota: Se mantendra estable durante ~3 meses, antes de la presencia de virutas cafés.

Precaucion: Este reactivo es cancerigeno por lo que se recomienda el uso de N, N-dimetil-

1-naftilamina.
Reactivo p

e Agregar 0.4 g de acido sulfanilico (reacciona con &cido nitroso formando una sal de
diazonio) a 35 ml de acido acético 5 N (reacciona con nitritos formando &cido
nitroso). Nota: Por 1 ml de &cido acético 5 N se agregan 8 g de acido sulfanilico.

e Disolver por agitacién con varilla de vidrio.

e Aforar la solucion a 50 ml con &cido acético 5 N.

e Verter la solucién en frasco &mbar y refrigerar (4 °C).

Nota: Se mantendra estable durante ~3 meses
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Anexo 5. Distribucion de aislados bacterianos desnitrificantes aerobios en los sedimentos a lo largo del

transecto durante las dos fases ENSO y en las dos profundidades.

Costera Intermedia Oceanica
Especies Superficial Profundo Superficial Profundo Superficial Profundo
La El La El La El La El La El La El
Nifia Nifio Nifia Nifio | Nifia Niflo Nifia Nifio | Nifia Nifio Nifia Nifio

Bacillus tequilensis 0 2 1 0 0 1 2 0 0 3 0 1
Bacillus subtilis 0 0 9 0 1 0 0 2 1 2 0 0
Bacillus spizizenii 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus aerophilus 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus altitudinis 0 0 0 30 0 2 0 0 3 4 0 0
Bacillus pumilus 7 0 1 0 14 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus australimaris 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus cereus 38 0 3 0 0 0 1 0 17 1 0 0
Bacillus amyloliquefaciens 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus licheniformis 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus pacificus 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus paralichenifromis 0 0 0 0 0 1 0 2 0 2 0 0
Bacillus safensis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus thaonhiensis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus thuringiensis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Bacillus aryabhattai 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus megaterium 0 0 0 12 0 0 4 5 0 3 0 0
Bacillus humi 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Bacillus velezensis 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Bacillus horikoshii 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Bacillus timonensis 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
Metabacillus indicus 0 2 0 0 1 2 1 0 0 18 11 1
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Metabacillus niabensis
Mesobacillus jeotgali
Mesobacillus thioparans
Fictibacillus nanhaiensis

Fictibacillus barbaricus
Cytobacillus
oceanisediminis

Cytobacillus firmus
Neobacillus niacini
Peribacillus simplex
Peribacillus frigoritolerans
Alkalihalobacillus clausii
Oceanaobacillus profundus
Lysinibacillus macroides
Lysinibacillus pakistanensis
Lysinibacillus fusiformis
Kocuria gwangalliensis
Kocuria rhizophila
Micrococcus endophyticus
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Anexo 6. Distribucion de las especies de bacterias desnitrificantes aerobias en las distintas fases ENSO.

La Nina El Nifio

12
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Anexo 7. Caracterizacion morfologica de bacterias aisladas con genes desnitrificantes.

Caracteristicas morfolégicas

Especie Representante  Medio
Ndmero
Color Forma Elevacién Bordes Estructura Brillo Aspecto de
colonias
V7F.4 Braker incolora irregular convexa lobulados lisa transparente gelatinosa 1
. . IV7S.6 Braker blanca circular elevada lisos lisa opaca himeda 1
Bacillus subtilis i . )
IV8F.3 Marino crema irregular achatada lobulados lisa opaca lechosa 9
IV4S.1 Marino crema circular achatada ondulados lisa opaca cerosa 1
IV7F.8 Braker crema irregular elevada lisos lisa opaca himeda 2
Bacillus tequilensis IV8F.17 Braker crema circular convexa lisos lisa opaca himeda 1
V8S.6 Marino blanco irregular achatada ondulados lisa translicida  seca 2
IV4S.7 Braker incolora irregular achatada lobulados lisa translicida hdmeda 2
] o IV4S.8 Braker incolora circular achatada lisos lisa transparente himeda 1
Bacillus altitudinis ]
V4S.15 Braker crema irregular achatada lobulados rugosa opaca cerosa 1
V7S.16 Marino crema circular achatada lisos lisa opaca cerosa 1
IV4S.4 Braker blanca circular achatada lisos lisa opaca himeda 2
Bacillus cereus IVTF.7 Braker blanca irregular achatada lobulados rugosa opaca himeda 1
IV8F.11 Marino crema circular achatada ondulados filamentosa opaca seca 2
] . 1V8S.2 Braker blanca circular achatada lisos granulosa  opaca himeda 7
Bacillus pumilus ) ]
V4S.3 Braker blanca circular achatada lisos granulosa  opaca cerosa 1
] S V4S.1 Braker crema circular achatada lobulados filamentosa translicida cerosa 1
Bacillus australimaris . .
V8S.13 Braker blanca irregular achatada ondulados filamentosa opaca seca 1
Bacillus aerophilus IV7S.9 Braker blanca irregular achatada lobulados filamentosa opaca seca 1
Bacillus licheniformis 1V8S.6 Braker Dblanca irregular protuberante lobulados granulosa  translicida humeda 1
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Bacillus safensis

Bacillus humi

Bacillus spizizenii

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus velezensis

Bacillus paralichenifromis
Bacillus timonensis
Bacillus thaonhiensis
Bacillus pacificus

Bacillus thuringiensis

Bacillus megaterium

Bacillus aryabhattai
Bacillus horikoshii

Cytobacillus firmus
Cytobacillus oceanisediminis

Metabacillus indicus

Metabacillus niabensis

Mesobacillus jeotgali

V8S.9
V7S.7
1V8S.5
IV7S.3
IV4S.7

V4S.7
V7S.7
V4S.21

V8F.2
V4S.17
V4S.11

V8F.9
IV8F.14

V7TF.2

IV8S.1
IV4F.4
V4S.2
VE8S.1
V7S.6

V4S.1

IV7F.1
V8S.17
IV8F.12
IV8S.18

Braker
Braker
Marino
Marino
Marino

Marino
Marino
Marino

Marino
Marino
Braker
Braker
Marino

Marino

Braker
Marino
Braker
Braker
Braker

Marino

Marino
Marino
Marino
Marino

crema
blanca
blanco
blanco

crema

naranja
tenue

crema

naranja
tenue

crema
crema
blanca
crema
crema

naranja
amarillento

rosa
crema
amarillo
naranja
naranja

naranja
amarillento

naranja
crema
crema
blanco

circular
circular
irregular
irregular

circular
circular
irregular
circular

circular
circular
circular
circular

circular
circular

circular
circular
circular
circular

circular
circular

circular
irregular
puntiforme
circular
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elevada
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achatada

achatada
convexa
convexa
achatada
achatada

achatada

achatada
achatada
achatada
achatada

ondulados
lisos

ondulados
lobulados
ondulados

lisos
lobulados
lisos

ondulados
lobulados
lisos
lisos

lisos
lisos

lisos
lisos
lisos
lisos

lisos
ondulados

ondulados
lobulados
lisos

lisos

lisa
rugosa
granulosa
lisa

lisa

lisa

lisa

lisa
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lisa
filamentosa
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lisa
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lisa
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lisa
filamentosa
lisa
granulosa
lisa

opaca
transllcida
transllcida
opaca
opaca

translicida
opaca
opaca

opaca
opaca
opaca
opaca
opaca

opaca

translicida
transllcida
opaca
opaca
opaca

opaca

opaca
opaca

transllcida
transllcida

cerosa
himeda
himeda
himeda
cerosa

himeda
himeda
himeda

cerosa
himeda
himeda
cerosa

Sseca
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himeda
himeda
cerosa
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himeda
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Mesobacillus thioparans

Neobacillus niacini

Fictibacillus nanhaiensis

Fictibacillus barbaricus
Lysinibacillus macroides
Lysinibacillus pakistanensis
Lysinibacillus fusiformis
Kocuria gwangalliensis
Kocuria rhizophila
Peribacillus simplex
Peribacillus frigoritolerans
Oceanobacillus profundis
Alkalihalobacillus clausii

Micrococcus endophyticus

Sin identificar

IV7F.3
V7S.19
V7S.1
V8S.16

IV7S.4

IV8S.13

V4F. 9
IV4S.1
IV8S.10
VTF.7
IV4F.1
IV7S.10
IV8F.8
IVv8S.21
V4F. 8
IV4S.14

IV4S.21
V4F.5
VA4F.7
V7F.8

IV4S.5
V4S.10
V4S.14

Marino
Marino
Braker
Braker

Marino

Marino

Marino
Braker
Braker
Marino
Braker
Braker
Marino
Marino
Marino
Marino

Marino
Marino
Marino

Marino

Braker
Braker

Braker

blanco
crema
crema

blanca

naranja
tenue

naranja
pastel

crema
blanca
blanca
crema
rosa

blanca
crema
crema
crema
crema

amarillo
pastel

crema
crema

amarillo
pastel

blanca
blanca

crema

circular
circular
irregular

circular

circular

circular

circular
circular
irregular
irregular
circular
irregular
circular
circular
irregular

circular
circular
circular
circular

irregular

circular
irregular

circular

achatada
elevada

achatada
achatada

achatada

achatada

achatada
achatada
achatada
achatada
convexa
protuberante
elevada
achatada
achatada
achatada

convexa
achatada
achatada

achatada

achatada
achatada

achatada

lisos
lobulados
ondulados

lisos

lisos

lisos

lisos
lisos
ondulados
ondulados
lisos
lisos
lisos
lisos
lobulados
ondulados

lisos
lisos
lobulados

ondulados

lisos
lisos

lisos

lisa

lisa
rugosa
lisa

lisa

lisa

lisa
filamentosa
lisa

lisa

lisa
rugosa
lisa

lisa

lisa
granulosa
lisa
rugosa
lisa

lisa

granulosa
filamentosa

lisa

transllcida
transllcida
transllcida
opaca

opaca

opaca

opaca
opaca
transllcida
translicida
opaca
transllcida
opaca
opaca
opaca
transllcida

opaca
opaca
translicida
translicida
opaca
opaca

translicida

himeda
himeda
himeda

cerosa

himeda

cerosa

himeda
himeda
himeda
cerosa
himeda
cerosa
himeda
cerosa
lechosa
cerosa

himeda
himeda
cerosa

himeda

himeda
membranosa

himeda
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Anexo 8. Representantes desnitrificantes aerobios pertenecientes a la
misma especie

En las siguientes imagenes se observan las doce especies de bacterias desnitrificantes que
tuvieron mas de un representante. Se indica la muestra que pertenecieron (IV= La Nifia, V=
El Nifio; S= superficial, F= Profundo; 4= estacion oceanica, 7= estacion intermedia, 8=

estacion costera; mb= medio Braker, mm= medio marino) y los genes que portaron.

Bacillus subtilis Bacillus tequilensis
7Rt L. ] s IVSF.17 mb IV7F.8 mb
nosZ ;
nosZ nirS

IVSE.3 mm V7E.4mb V8S.6 mm
nirk, nirS nirK, nosZ nirk nirS
Bacillus altitudinis Bacillus cereus
Do b Lya%e b IV4S.4 mb IV7E.7 mb

nir. S nirS
nosZ

nosZ

V4S.15mb V7S.16 mm IV8F.11 mm
nosZ nirk, nirS nirS
Bacillus pumilus Bacillus australimaris
IV8S.2 mb V4S.3 mb V4S.1mb V8S.13 mb
nirS nirS, nosZ nosZ nosZ
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Bacillus megaterium

V4S.11 mb VSF.9 mb
nirS nirS
Neobacillus niacini Fictibacillus nanhaeiensis
V7S.1 mb V8S.16mb 1v7s|4 mm IV8S.13 mm
nirk nosZ nirk nosZ nirK, nirS, nosZ
Mesobacillus jeotgali Mesobacillus thioparans
IV8S.18 mm IVSE.12 mm IV7E3

nirS nirK, nirS, nosZ nirS nirS

Metabacillus indicus

V7S.6 mb V8S.1mb
nirS, nosZ nirS, nosZ
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Anexo 9. Resultados del ensayo de actividad en condiciones aerobias de los genes desnitrificantes.

En verde se resaltan los representantes en los cuales se pudo comprobar la actividad de los genes desnitrificantes que portaron.

Resultados PCR

Pruebas de reduccion de nitratos y nitritos

Prueba colorimétrica

Campana Durham

Interpretacién de resultados

_ rojo incoloro sin con
Especie Representante  Medio rojo después después de después de burbujas burbujas
deayp 7n Zn (ausencia (presencia
nirK nirS nosZ (presencia de (presencia (ausencia de de
NO2 en el dg NO= en de NOs'y roductos productos
medio) o megio) NOz encel paseosos) aseosos:
medio) 9 N2 0 N20)
actividad de napA y/o narG; nirK
Bacillus subtilis V7F.4 Braker Si No Si X “) inactivo, actividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)
actividad de napA y/lo narG;
Bacillus subtilis IV7S.6 Braker  No No Si X ) actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)
Bacillus subtilis IV8F3  Marino  Si Si No X ) actividad de napA yfo narG; nirky
nirS inactivos
actividad de napA y/o narG;
Bacillus subtilis IV4S.1 Marino  No  No Si X “) actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)
BaC|_IIus _ IV7E8 Braker  No Si No X ) gctlv!dad de napA y/o narG; nirS
tequilensis inactivo
Bacillus actividad de napA y/o narG;
L IV8F.17 Braker No  No Si X “) actividad de nosZ no comprobable
tequilensis
(falta de sustrato)
BaC|_IIus . \V8S.6 Marino  Si Si No X +) genes napA y/o narG, nirK y nirS
tequilensis activos
Bacillus altitudinis IV4S.7 Braker  Si Si No X ) at_:tlv!dad fje napA y/o narG; nirk'y
nirS inactivos
Bacillus altitudinis 1V4S.8 Braker  No Si No X ) actividad de napA y/o narG; nirs
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Bacillus altitudinis

Bacillus altitudinis

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus
Bacillus pumilus

Bacillus pumilus

Bacillus
australimaris

Bacillus
australimaris
Bacillus
aerophilus

Bacillus
licheniformis

Bacillus safensis
Bacillus humi

Bacillus spizizenii

Bacillus
amyloliquefaciens

Bacillus velezensis

V4S.15

V7S.16

IV4S.4

IV7F.7

IV8F.11

IV8S.2

V4S.3

V4S.1

V8S.13

IV7S.9

IV8S.6

V8S.9
V7S.7
IV8S.5

IV7S.3

IV4S.7

Braker

Marino

Braker

Braker

Marino

Braker

Braker

Braker

Braker

Braker

Braker

Braker
Braker

Marino

Marino

Marino

No

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No
Si
Si

No

No

No

Si

No

No

Si

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

No
No

No

Si

Si

No

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

Si

No

Si

No
No

Si

No
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G

G

¢

¢

Sin crecimiento

G
G

G

G

(+)

actividad de napA y/o narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA ylo narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

inactividad de genes
desnitrificantes
inactividad de genes

desnitrificantes

actividad de napA y/lo narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo, acividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)

inactividad de genes
desnitrificantes

genes napA y/o narG, nirK activos
actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo

actividad de napA y/o narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo



Bacillus
paralichenifromis
Bacillus
timonensis
Bacillus
thaonhiensis

Bacillus pacificus

Bacillus
thuringiensis

Bacillus
megaterium
Bacillus
megaterium
Bacillus
aryabhattai

Bacillus horikoshii

Cytobacillus
firmus

Cytobacillus
oceanisediminis
Metabacillus
indicus
Metabacillus
indicus

Metabacillus
indicus

Metabacillus
indicus
Metabacillus
indicus
Metabacillus
niabensis

V4S.7

V7S.7

V4S.21

V8F.2

V4S.17

V4S.11

V8F.9

IV8F.14

V7TF.2

IV8S.1

IVAF.4

V4S.2

VE8S.1

V7S.6

V4S.1

IV7F.1

V8S.17

Marino

Marino

Marino

Marino

Marino

Braker

Braker

Marino

Marino

Braker

Marino

Braker

Braker

Braker

Marino

Marino

Marino

No

Si

Si

No

No

No

No

No

Si

Si

No

Si

No

No

No

No

No

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

No

No

No

No

Si

Si

No

Si

Si

No

No

No
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G
(+)
(+)

¢

¢

(+)
Sin crecimiento

Sin crecimiento
()
()
()
)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

genes napA y/o narG, nosZ, nirK y
nirS activos

genes napA y/o narG, nosZ y nirK
activos

actividad de napA y/o narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo, nosZ probablemente
inactivo (falta de sustrato)
inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

inactividad de genes
desnitrificantes
inactividad de genes

desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirK'y
nirS inactivo, actividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)
genes napA y/o narG, nosZ y nirS
activos

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo, actividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)

inactividad de genes
desnitrificantes
inactividad de genes

desnitrificantes
actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo



Mesobacillus
jeotgali

Mesobacillus
jeotgali

Mesobacillus
thioparans
Mesobacillus
thioparans
Neobacillus
niacini
Neobacillus
niacini
Fictibacillus
nanhaiensis

Fictibacillus
nanhaiensis

Fictibacillus
barbaricus
Lysinibacillus
macroides

Lysinibacillus
pakistanensis

Lysinibacillus
fusiformis
Kocuria
gwangalliensis

Kocuria rhizophila

Peribacillus
simplex
Peribacillus
frigoritolerans
Oceanobacillus
profundis

IV8F.12

1V8S.18

IV7F.3

V7S.19

V7S.1

V8S.16

IV7S.4

1V8S.13

V4F. 9

IV4S.1

1V8S.10

VTF.7

IV4F.1

IV7S.10

IV8F.8

1vV8S.21

V4F. 8

Marino

Marino

Marino

Marino

Braker

Braker

Marino

Marino

Marino

Braker

Braker

Marino

Braker

Braker

Marino

Marino

Marino

No

Si

No

No

Si

No

Si

Si

Si

No

No

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

No

No

Si

No

No

No

No

No

Si

Si

Si

No

No

Si

No

No

No

Si

Si

Si

No

Si

Si

No

No

Si

No

No

No

Sin crecimiento

G

G

G
Sin crecimiento
¢
¢
¢
©)

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirK 'y
nirS inactivos, nosZ posiblemente
inactivo (falta de sustrato)
actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo, nosZ  posiblemente
inactivo (falta de sustrato)
actividad de napA y/o narG; nirK 'y
nirS inactivos, nosZ posiblemente
inactivo (falta de sustrato)
actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/lo narG;
actividad de nosZ no comprobable
(falta de sustrato)

actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo

actividad de napA y/o narG; nirK 'y
nirS inactivos

actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo



Alkalihalobacillus
clausii
Micrococcus
endophyticus

Sin identificar
Sin identificar
Sin identificar

Sin identificar

Sin identificar

Sin identificar

IV4S.14

1V4S.21

VA4F.5

VAF.7

V7F.8

IV4S.5

V4S.10

V4S.14

Marino

Marino

Marino

Marino

Marino

Braker

Braker

Braker

Si

No

Si

Si

Si

No

No

Si

No

No

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

No

No

No

Si

Si

Si

G

G

actividad de napA y/o narG; nirK
inactivo

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirK y
nirS inactivos

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirK 'y
nirS inactivos

inactividad de genes
desnitrificantes

actividad de napA y/o narG; nirS
inactivo, acividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)
actividad de napA y/o narG; nirK 'y
nirS inactivo, actividad de nosZ no
comprobable (falta de sustrato)
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