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Il. Resumen

El ciclo del nitrégeno es uno de los principales responsables de la regulacion de la productividad
primaria en los sistemas marinos. La desnitrificacion es un importante proceso de este ciclo que
consiste en la respiracion de nitrato a nitrégeno molecular principalmente a través de
microorganismos heterétrofos anaerobios facultativos. Este proceso puede liberar 6xido nitroso a la
atmosfera, participa en el reciclaje de la materia organica y controla la eutrofizacion de los estuarios.
Debido a que los sedimentos estuarinos representan un nicho importante para la desnitrificacion, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la distribucion y actividad de bacterias aerobias desnitrificantes
aisladas de sedimentos a dos profundidades y en dos habitats (con y sin Zostera marina) a lo largo de
un transecto en la bahia de San Quintin, Baja California, y su relacién con diferentes parametros
ambientales. Se aislaron 1611 colonias bacterianas agrupadas, por similitud en su morfologia
colonial, en 155 grupos, de los cuales 66 representantes de 1371 aislados bacterianos presentaron
genes marcadores desnitrificantes (nirK, nirS y/o nosZ) detectados por la reaccién en cadena de la
polimerasa. La mayor abundancia de bacterias desnitrificantes se encontrd en las muestras de
sedimento superficiales, en particular, en aquellas con Zostera marina y de la boca del estuario. La
distribucion de estos aislados fue heterogénea y estuvo influenciada principalmente por el pH, el
carbono orgénico total, el nitrégeno total y la textura del sedimento. Las bacterias se clasificaron en
23 especies pertenecientes a 4 clases: y-Proteobacteria (82.4% de bacterias aisladas), a-Proteobacteria
(7.9%), Bacilli (5.7%) y Actinobacteria (4%). También se realiz la prueba colorimétrica de
reduccion de nitratos y nitritos en las bacterias portadoras de estos genes, presentando actividad
desnitrificante 7 especies pertenecientes a Paracoccus marcusii, Pseudomonas songnenensis,
Psychrobacter piscatorii, Psychrobacter celer, Psychrobacter alimentarius, Planococcus maritimus
y Planococcus rifietoensis. Los resultados sugieren que estos sedimentos presentan una elevada
abundancia de bacterias aerobias cultivables con genes nirK, nirSy nosZ, sin embargo, en la mayoria
no se pudo comprobar su actividad desnitrificante, posiblemente debido a la inactividad de estos

genes o de aquellos involucrados en la reduccidn de nitrato a nitrito (nas, nar y/o nap).
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I1l. Introduccion

El nitrégeno (N) es ecoldgicamente importante ya que, junto con el fosforo, es el responsable directo
de la produccion primaria en medios acuaticos (Tyrrell, 1999). Ademas, la disponibilidad de N
también regula la fuerza de la bomba biol6gica, uno de los mecanismos que contribuyen a la absorcién
oceéanica del dioxido de carbono (CO;) atmosférico (Gruber & Galloway, 2008; Herndl & Reinthaler,
2013).

El ciclo marino del N presenta una amplia variedad de estados de oxidacion en sus subproductos
(Figura 1). Su ruta biogeoquimica puede ser descrita por tres procesos (Pajares & Ramos, 2019): 1)
Adicion de N: Fijacion biologica de N molecular (N2) y deposicion atmosférica; 2) retencion de N:
Nitrificacion, reduccién desasimilatoria de nitrato (NO3") a amonio (NH4") (DNRA) y asimilacion de

N; y 3) pérdida de N: Desnitrificacion y oxidacion anaerdbica del NH4" (anammox).

De las anteriores rutas mencionadas destaca la desnitrificacion por su influencia en tres procesos
ecolégicos importantes: 1) sumidero o emisor de 6xido nitroso (N2O), un potente gas de efecto
invernadero 300 veces mas fuerte que el CO; y el principal degradador del ozono estratosférico
(Lassey et al., 2007; Ravishankara et al., 2009); 2) descomposicion, mineralizacion y posterior
reciclaje de la materia organica (Jahnke et al., 1982); 3) via de eliminacion biol6gica de N en zonas
deficientes en oxigeno (O2), como los sedimentos marinos (Devol, 2015). En ambientes estuarinos se
ha propuesto a la desnitrificacion como un “filtro” o “sumidero” natural de compuestos reactivos
nitrogenados pues elimina hasta un 50% del N (Naqvi et al., 2006), contrarrestando procesos de

eutrofizacion y aportes de NOs™ fluviales (Seitzinger et al., 1985; Hellemann et al., 2017).

La desnitrificacién heter6trofa es una via respiratoria modular realizada por diversos
microorganismos anaerobios facultativos y consiste en la reduccion secuencial de NOs, nitrito (NO2
), 6xido nitrico (NO) y N2O a N; en una via completa, o quedandose en N,O en una via incompleta,
lo anterior, por medio de metaloenzimas (Figura 1; Zumft, 1997; Jones et al., 2013). El primer paso
es lareduccion del NOs a NO;™ a través de las enzimas nitrato reductasas dependientes de molibdeno
Nas (nitrato reductasa asimilatoria citoplasmica), Nar (nitrato reductasa unida a membrana) y Nap
(nitrato reductasa disimilatoria periplasmica) (Einsle & Kroneck, 2004). EI NO, producido es
reducido a NO mediante enzimas nitrito reductasas con sitio activo de cobre (CuNir o NirK) o de
hierro hemo (cdNIR o NirS), debido a que este es el primer paso hacia un producto gaseoso de N, los
genes codificantes de esta reduccion (nir) son los marcadores mas utilizados para el estudio de la
distribucion de organismos desnitrificantes (Mosier & Francis, 2010; Pajares & Ramos, 2019).

Posteriormente, las enzimas 6xido nitrico reductasas (NORs) reducen el NO a N,O con ayuda de su
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cofactor de hierro, las principales enzimas de este tipo son gNOR (oxidantes de quinonas) y cNOR
(oxidantes de citocromos), diferenciadas entre si por la fuente de energia que utilizan (Zhang et al.,
2020). El dltimo paso de reduccion del N2O a N2 se lleva a cabo por las enzimas 6xido nitroso
reductasas (N2OR) en un proceso dependiente de cobre, cuyo gen codificante (nosZ) es
ecologicamente importantes debido a que representa el principal sumidero del N2O (Graf et al., 2014).
Hay dos clados de microorganismos nosZ filogenéticamente distintos, los cuales fueron descritos por
Jones et al. (2013).

Simbologia Forma Formula | Redox
B Amoniaco NH; -3
@Enzu‘nas con cofactor Enzimas con cofactor =
de molibdeno de vanadio N- organico Norg -3
@Enzi;nas con cofactor Enzimas con cofactor Hidracina N,oH, -2
de hierro de cobre — - o . E
. Desnitrificacion Hidroxilamina | NH,OH -1
@Enznnas con cofactor A Transportadores — -
de magnesio o Mn P cNOR D1n1trogen0 N; 0
o Oxido nitroso | N0 +1
NO Oxido nitrico | NO +2
NOR P -
Y A Nitrito NO, +3
Nitrato NOy +5
cuNir
N?_O (. nirk
7,
Anammox
N>,OR Nas
noszZ nas4B
<+ N NarGHIg)
N2 < ®_ N':Hrl N02 1 m NapAB — N03
HDH | i —~
N NXR
nxrAB

/
[N/,

VFe-N HAO

hao

g \ CO—/ Nitrificacién

[ Transporte activo | ﬁg‘{gc

NasA

nasAC ABC
< @ Transporte activo |« HMBC‘%
Figural | Genes, enzimas y cofactores involucrados en el ciclo del N. ABC: transportadores

tipo ABC; AMO: amonio monooxigenasa; Amt: transportadores de amonio; ccNIR: citocromo ¢
nitrito reductasa periplasmica; cdNIR: nitrito reductasa de hierro hemo; cNOR: éxido nitrico
reductasa de citocromo; CuNir: nitrito reductasa de cobre; FeFe-N: nitrogenasa de hierro; GDH:
deshidrogenasa de glutamato; GS: sintetasa de glutamina; HAO: hidroxilamina oxidorreductasa;
HDH: hidracina oxidasa; HZS: hidracina sintasa; MoFe-N: nitrogenasa de molibdeno; N,OR: 6xido
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nitroso reductasa; NapAB: nitrato reductasas disimilatorias periplasmicas; NarGHI: nitrato
reductasas unidas a membrana; Nas(A): nitrato reductasas asimilatorias citoplasmicas; NXR: nitrito
oxidorreductasa; gNOR: 6xido nitrico reductasa de quinona; VFe-N: nitrogenasa de vanadio.

La desnitrificacion también puede llevarse a cabo en condiciones aerdbicas, cominmente en
sedimentos costeros permeables, donde las bacterias desnitrificantes utilizan simultdneamente el O,
y el NOs- como aceptores de electrones (Gao et al., 2010; Marchant et al., 2017). La desnitrificacion
aerobica sigue la misma secuencia de reducciones que la desnitrificacion anaerobica, sin embargo, en
la desnitrificacion aerdbica la reduccion de NOs suele ser catalizada, predominantemente, por Nap
(Yang et al., 2020). Asi mismo, la desnitrificacion aerdbica supone dos ventajas ecoldgicas sobre la
desnitrificacion anaerdbica: una mayor disponibilidad de sustrato (NO3) mediante la facilitacion de
la coocurrencia nitrificacion-desnitrificacion, y una actividad metabdlica ininterrumpida por el O
(Damashek & Francis, 2018; Yang et al., 2020).

Las zonas costeras son responsables del 44% de la desnitrificacion global (Seitzinger et al., 2006),
destacando las lagunas costeras por ocupar el 13% de las areas litorales del mundo (Barnes, 1989) y
cumplir importantes servicios ecoldgicos como la regulacion del flujo de agua, nutrientes y
organismos entre sistemas l6ticos y marinos (Newton et al., 2014). En aquellas zonas costeras
influenciadas por eventos de surgencia, como la bahia de San Quintin (Peninsula de Baja California),
la desnitrificacion juega un papel importante, ya que previene la eutrofizacion del medio al eliminar
el NOsy la materia orgénica originada por el crecimiento poblacional de los microorganismos debido
al excedente de nutrientes (Seitzinger, 1988; Hernandez-Ayon et al., 2004; Paerl et al., 2020). Sin
embargo, este proceso esta siendo afectado por diversas actividades antropogénicas y sus
consecuencias se ven reflejadas en el paso de los estuarios de sumidero a emisor de N,O (Wells et
al., 2018).

IVV. Marco teérico

4.1.- Definicion de estuario y laguna costera
Un estuario es un cuerpo de agua costero conectado al mar de manera periddica o permanente (Potter

et al., 2010). Su hidrodinamica esta dada por el nivel de confinamiento en funcion del océano, siendo
bajo para aquellos sistemas regulados por el océano a través de las mareas y alto para los dominados
por los aportes fluviales (Canu et al., 2016). Asi, los estuarios se pueden clasificar en dos categorias

(Pritchard, 1952): 1) Estuario clasico o positivo: sistema costero donde el agua de mar se diluye con
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los aportes fluviales y, 2) Estuario inverso o negativo: sistema costero donde el agua de mar se

concentra en la cabeza por la ausencia o esporadica contribucion fluvial.

Cuando el estuario contiene barreras geoldgicas o hidroldgicas su nivel de salinidad aumenta,
volviéndolo hipersalino (Potter et al., 2010). Si ademas se encuentra en regiones con climas aridos o
semiéridos se formaran lagunas costeras (Moore & Slinn, 1984), también nombradas estuarios
hipersalinos (Potter et al., 2010) o estuarios lagunares (Kennish & Paerl, 2010). Una laguna costera
es un cuerpo de agua somero paralelo a la costa, separada del océano por barreras sedimentarias
originadas por la accion de las mareas (marismas) y cuyos niveles de evaporacion superan a los de

precipitacion (Kjerfve, 1994).

4.2.- Regulacion de la desnitrificacion en sedimentos costeros.
La desnitrificacion en los sedimentos de los sistemas costeros se encuentra regulada principalmente

por las concentraciones de O; disuelto, la materia organica y el NOs (Cornwell et al., 1999).

Las bajas o nulas concentraciones de O disuelto en los sedimentos de los sistemas costeros suelen
favorecer a la desnitrificacion (Damashek y Francis 2017), ya que la limitacion de este compuesto
promueve la sintesis y expresion de las enzimas desnitrificantes en los microorganismos (Zumft,
1997). Sin embargo, la desnitrificacion también ha sido reportada en sedimentos costeros permeables
utilizando simultaneamente el O, y el NO3™ como aceptores de electrones (Gao et al., 2010; Marchant
et al., 2017). Asi mismo, esta co-respiracion ha sido demostrada en diversos aislados bacterianos
(Patureau et al., 2000; Kim et al., 2008).

La materia organica es la principal fuente de carbono (C) de los microorganismos desnitrificantes,
por lo que a medida que aumenta su concentracién en los sedimentos de las zonas costeras también
incrementan las tasas de desnitrificacion de estos lugares (Devol, 2015). Ademas, cuando el C
organico se presenta en formas labiles o disueltas los niveles de desnitrificacion suelen ser altos, ya

que los microorganismos lo asimilan facilmente (Garcia-Montiel et al., 2003; Stow et al., 2005).

El NOs es relevante en la desnitrificacién porque da inicio al proceso (Zumft, 1997). Debido a que
las &reas litorales presentan elevadas concentraciones de NOs", los procesos desnitrificantes en estas
zonas suelen ser elevados (Nagvi et al., 2006), sobre todo en aquellas influenciadas por eventos de
surgencia como las zonas costeras del Pacifico de la Peninsula de Baja California (Zaytsev et al.,
2003; Hernandez-Ayon, 2004).

Entre otras variables ambientales, las altas concentraciones de salinidad y los elevados valores de pH

suelen reducir las abundancias de los microorganismos portadores de los genes nirK, nirS y nosZ en
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sedimentos de sistemas costeros (Pan et al., 2023). Ademas, la disponibilidad de cobre puede
favorecer la sintesis y expresion de los genes nirK y nosZ, en tanto que la de hierro lo hace con el gen
nirS (Sullivan et al., 2013; Kessler et al., 2018). Por otra parte, la textura de los sedimentos suele
influir en sus tasas de desnitrificacion, disminuyendo en suelos limo-arcillosos y aumentando en

aquellos dominados por arena (Gihring et al., 2010; Suykens et al., 2011).

4.3.- Microorganismos involucrados en la desnitrificacion de sistemas marinos y sus
condiciones de cultivo

La diversidad microbiana involucrada en la desnitrificacion representa cerca del 10% de la poblacién
bacteriana cultivable, presentandose con caracteristicas facultativas tanto en su respiracion como en
su alimentacion (Heylen et al., 2006). Las bacterias desnitrificantes mas abundantes se encuentran en
las clases o, By y de las proteobacterias, destacando los géneros Pseudomonas, Alcaligenes y
Paracoccus (Sousa & Bhosle, 2011). También se ha reportado este proceso en el dominio Archaea
dentro de los géneros Halobacterium, Haloarcula, Pyrobaculum, Halovibrio, Halospina y
Ferroglobus (Zumft, 1997; Sorokin et al., 2006). Entre los organismos eucariontes, ciertos hongos
pertenecientes a los géneros Fusarium, Giberella, Trichoderma, Cylindrocarpon, Chaetomium,
Penicillium, Aspergillus y Hansenula, asi como algunas levaduras, son capaces de realizar la
desnitrificacion (Koyabashi et al., 1996; Zumft, 1997). Cabe resaltar que los sistemas enzimaticos de
desnitrificacion fungica generalmente carecen de nosZ, por lo que este tipo de organismos representan
una posible fuente de N:O (Sousa & Bhosle, 2011). Asi mismo, se han descrito procesos de
desnitrificacion en los foraminiferos benténicos Globobulimina turgida y Nonionella stella (Pifia-
Ochoa et al., 2010).

La mayoria de las bacterias desnitrificantes crecen en diversas fuentes de C y energia (Payne, 1983;
Zumft, 1997). Idealmente, un medio para aislar microorganismos desnitrificantes marinos debe
consistir en una mezcla de sales, una fuente de C y NOs, con un pH neutro (7.0-7.2) y una
temperatura entre 28-30°C (Sousa & Bhosle, 2011). Para verificar si los genes desnitrificantes se
encuentran “activos”, el cultivo bacteriano puede ser sometido a una evaluacion visual mediante la
prueba de reduccion de nitrato utilizando a-naftilamina (C1oHgN), &cido sulfanilico (CsH7/NOsS) y
polvo de zinc (Norris & Ribbons, 1972).

En cuanto a los microorganismos poseedores del gen nosZ, Jones et al. (2013) los agruparon en dos
clados. El clado | esté representado por bacterias pertenecientes a o, 0 y-proteobacterias, mientras

que el clado 11 est4 formado por diversos filos de bacterias (Tabla 1).
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Tablal| Taxones representativos poseedores del gen nosZ de los clados I 'y 11 (Jones et al., 2013,
modificado por Shan et al., 2021).

1
nosZ Filo Taxon representativo
Paracoccus denitrificans
Bradyrhizobium japonicum
Clado | B-Proteobacteria ~ Thauera aromatica K172
Pseudomonas stutzeri DCP-Ps1
Shewanella loihica PV-4
B-Proteobacteria  Dechloromonas aromatica RCB
d-Proteobacteria  Anaeromyxobacter dehalogenans
g-Proteobacteria  Wolinella succinogenes
. Gemmatirosa kalamazoonesis
Gemmatimonadetes . .
Gemmatimonas aurantiaca

Dyadobacter fermentans

o-Proteobacteria

y-Proteobacteria

Bacteroidetes Solitalea canadensis
Flavobacterium columnare
Clado Il Bacillus azotoformans
Firmicutes Desulfitobacterium hafniense
Geobacillus denitrificans NG80-2
Chloroflexi Caldilinea aerophila STL-6-01
Verrucomicrobia  Opitutus terrae PB90-1
Aquificae Hydrogenobacter thermophilus
Crenarchaeota Pyrobaculum calidifontis
Spirochaetes Lepiospira biflexa

Deferribacteres Denitrovibrio acetiphilus

Existen pocos trabajos sobre aislamiento de bacterias desnitrificantes aerobias en sistemas marinos y
alin menos en sistemas costeros. Se ha reportado desnitrificacion aerdbica en el aislado Pseudomonas
bauzanensis, proveniente de muestras tomadas en el océano Atlantico, indico y Pacifico (Zhang et
al., 2020). Asi mismo, se ha logrado aislar bacterias desnitrificantes aerdbicas de sistemas costeros
en China, como Psychrobacter sp. aislada de un sistema de acuicultura marina en Tianjing (Zheng et
al., 2011), Vibrio sp. aislada de la bahia de Jiaozhou (Li et al., 2017) y Pseudomonas denitrificans
aislada de la costa del Mar Amarillo (Chen et al., 2020).

4.4.- Desnitrificacion en estuarios inversos: El caso de la bahia de San Quintin
La bahia de San Quintin es considerada como un estuario inverso de tipo lagunar costero debido a la

baja precipitacion anual y al aporte minimo de agua dulce, lo que provoca un aumento en la

temperatura y salinidad de la boca a la cabeza en el agua del estuario (Valle-Levinson et al., 2009).

El metabolismo de la bahia de San Quintin se encuentra dominado hasta en un 70% por procesos
bentonicos (Ibarra-Obondo et al., 2004). Algunos autores consideran esta bahia como un sumidero

de N (Camacho-lbar et al., 2003; Ibarra-Obando et al., 2004), mientras que otros proponen un
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equilibrio entre las entradas de N nuevo por fijacion y su pérdida por desnitrificacion (Hernandez-
Lopez et al.,, 2017). Su hidrodindmica es estacionalmente versatil, alternando una produccion
autotrofa neta del ecosistema durante las etapas de surgencia 0 mareas vivas con una heterétrofa en
los periodos de relajacién o mareas muertas (Ribas-Ribas et al., 2011). La principal fuente de
nutrientes esta dada por las surgencias permanentes de la corriente de California mediante las mareas
(Checkley & Barth, 2009; Valle-Levinson et al., 2009; Garcia et al., 2015; Canu et al., 2016),
intensificadas durante la fase de “La Nifa” del fendmeno climatico ENOS (Hernandez-Ayon, 2004).
A pesar de ello, el estado oligotréfico de la bahia se mantiene muy probablemente por la
intensificacion de los procesos desnitrificantes a través de su principal productor primario: Zostera

marina (Ibarra-Obando et al., 2004; Hernandez-L6pez et al., 2017).

4.5.- Importancia del pasto marino en la desnitrificacion de la Bahia de San Quintin
Los pastos marinos son los habitats bentdnicos mas importantes para la pérdida de N a través de la

desnitrificacion porque facilitan la disponibilidad de NO3 y acumulan tejidos en los sedimentos, los
cuales, serviran como fuente de materia organica (Eyre et al., 2016). La importancia de los pastos
marinos para promover la eliminacién del exceso de nutrientes nitrogenados procedentes de la
contaminacion antropogénica, surgencias o escorrentias se ha demostrado en multiples trabajos. Por
ejemplo, los pastos marinos aumentan hasta un 40% la remocion de NOs” mediante la desnitrificacién
(Aoki & McGlathery, 2018), impulsan una desnitrificacion completa (Welsh et al., 2001), intensifican
las tasas de respiracion benténica (Smyth et al., 2013), y favorecen la asociacion entre bacterias
nitrificantes y desnitrificantes mitigando con ello la eutrofizacion en sistemas costeros con pastos
marinos (Hoffman et al., 2019).

La especie de pasto marino de interés para la zona de estudio es Zostera marina, la cual, cubre ~46%
del area de la bahia (Hernandez-Lo6pez et al., 2017) y lleva a cabo cerca del 80% de su desnitrificacién
(Camacho-Ibar et al., 2004). En las costas de Baja California, se ha reportado a Zostera marina con
un ciclo de vida anual (Meling-Lopez & Ibarra-Obando, 1999), ademas, a lo largo de la costa del
Pacifico de América del Norte se han observado dos estrategias reproductivas (vegetativa y
germinacion) posiblemente reguladas por la temperatura o la salinidad (Phillips et al., 1983). Por otra
parte, un estudio de comparacion en la composicion bioquimica de Zostera marina entre diferentes
lagunas costeras de Baja California determiné que los niveles de clorofila y carbohidratos solubles
eran mayores en aquellas ubicadas en San Quintin, mientras que, la concentracion de proteinas era

ligeramente menor (Cabello-Pasini et al., 2003).
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V. Planteamiento del problemay preguntas de investigacion

5.1.- Planteamiento del problema
La desnitrificacion en las &reas costeras representa el 44% de la desnitrificacion global (Seitzinger et

al., 2006). Esta ruta metabdlica puede llevarse a cabo mediante una desnitrificacion completa o
incompleta teniendo como producto final N2 0 N2O, respectivamente (Zumft, 1997). Debido a que
estos gases intervienen de manera directa en el clima (N2O) y en la composicion atmosférica (N2 y
N20), es importante conocer los organismos que las llevan a cabo en los sistemas costeros y los
factores ambientales que regulan su distribucion, particularmente en bahias inversas influenciadas
por fuertes eventos de surgencia y, por tanto, por la llegada de nutrientes desde el océano, como es el
caso de Bahia de San Quintin. Ademas, a la fecha, no se han realizado estudios enfocados en la
diversidad de bacterias desnitrificantes aisladas de sedimentos en este tipo de bahias. Por lo tanto, el
presente trabajo busca describir la distribucion espacial y las relaciones filogenéticas de bacterias
portadoras de genes desnitrificantes aisladas de sedimentos presentes en dos habitats (desnudo y con
Zostera marina) del brazo este de la bahia de San Quintin, asi como la relacién de este grupo funcional
de bacterias con variables fisicoquimicas. Adicionalmente, este trabajo proporcionara un inventario

de aislados bacterianos aerobios desnitrificantes para futuros estudios.

5.2.- Preguntas de investigacion
1. (Qué propiedades fisicas (textura) y quimicas de los sedimentos del brazo San Quintin

determinaran la distribucion espacial de aislados bacterianos con genes marcadores

desnitrificantes?

2. ¢Como influira la presencia o ausencia de Zostera marina en la distribucion de las bacterias

con genes marcadores desnitrificantes aisladas de sedimentos del brazo San Quintin?

V1. Hipotesis

e Si se observa un aumento en los valores de pH, carbohidratos totales, C orgénico total y N total,
asi como un cambio de textura limo-arcillosa a una arenosa de la boca a la cabeza debido a la
hidrodinamica de la bahia, entonces se encontrard una alta abundancia y diversidad de aislados
bacterianos con genes marcadores desnitrificantes en las muestras superficiales de la cabeza del
brazo San Quintin. Ademas, tomando en cuenta las altas concentraciones de hierro en la zona de
estudio, se espera encontrar un mayor nimero de aislados con genes nirS en comparacion con los

aislados que tengan los genes nirK o nosZ.
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e Si Zostera marina mejora la desnitrificacién proporcionando mas NOs y materia organica,

entonces se observard una mayor abundancia y diversidad de aislados bacterianos con genes

marcadores desnitrificantes en los sitios que presenten esta macréfita con respecto a aquellos

sedimentos desnudos.

V1I. Objetivos

7.1.- Objetivo general
Estudiar la distribucién de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas de sedimentos en el brazo este

de la bahia de San Quintin, Baja California.

7.2.- Objetivos particulares

1.

Analizar las propiedades fisicas (textura) y quimicas de las muestras sedimentarias con y sin
Zostera marina, tomadas a dos profundidades en tres estaciones del brazo San Quintin.

Aislar bacterias desnitrificantes aerobias en medios de cultivo selectivos a partir de muestras
sedimentarias con y sin Zostera marina, tomadas a dos profundidades en tres estaciones del

brazo San Quintin.
Identificar la morfologia colonial de los aislados obtenidos.

Analizar la presencia de genes marcadores desnitrificantes (nirS, nirkK y nosZ) mediante PCR

en el DNA de los aislados representantes.
Analizar filogenéticamente a los aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes.

Determinar la diversidad o y B de los aislados bacterianos con genes marcadores

desnitrificantes.

Relacionar la distribucién de los aislados portadores de genes marcadores desnitrificantes

con las propiedades fisicas (textura) y quimicas de las muestras sedimentarias.

Realizar un cepario con los aislados bacterianos portadores de genes marcadores

desnitrificantes.

Comprobar la actividad desnitrificante de los aislados bacterianos portadores de genes nirsS,

nirK y/o nosZ.
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VI1IIl. Materiales y métodos

8.1.- Zona de estudio
La bahia de San Quintin se encuentra ubicada en la costa noroeste de la Peninsula de Baja California

(México) entre las latitudes 30° 22" N | 30° 31’ N y las longitudes 115° 58" O | 115° 59" O. Con una
geoforma de “Y”, su brazo este se denomina San Quintin y exhibe un estado pristino (Aguirre-Mufioz
et al., 2001), mientras que su brazo oeste, denominado Bahia Falsa, presenta cultivos de ostiones
locales (Garcia-Esquivel et al., 2004; Figura 2). La bahia de San Quintin es considerada una laguna
costera hipersalina (Camacho-lbar et al., 2003) sujeta a permanentes eventos de surgencia,
principalmente en primavera y verano, que la abastecen de nutrientes (Hernandez-Ayon, 2004).
Derivado de estas surgencias permanentes, la hidrodindmica de la bahia es regulada por las mareas,
presentando un nivel de confinamiento bajo (Canu et al., 2016). Comprende un area de 42 km? y una
profundidad media de 2.0 m. Tiene una precipitacién media anual de 150 mm, una evaporacién media
anual de 1400 mm, una temperatura media anual de entre 18-22°C y un clima muy arido o seco,
clasificado como BWhs (Garcia, 2004; INEGI, 2021). Por lo antes expuesto, la bahia también puede
ser propuesta como una laguna costera subtropical, mezclada y semidrida (la evaporacion supera a la
precipitacion en un ciclo anual) (Valle-Levinson et al., 2009). Cabe mencionar que la bahia recibe
aportes esporadicos de agua y material terrigeno en el brazo San Quintin durante temporadas de lluvia

extrema a través del delta San Simén (Canu et al., 2016).

8.2.- Muestreo
Se llevé a cabo un muestreo el 22 de octubre de 2021, durante el periodo de relajacion o mareas

muertas caracterizado por una produccion heterétrofa neta, a través de un transecto abarcado por tres
estaciones en el brazo San Quintin (boca: 30° 24’ 50” N | 115° 58’ 51” W; zona media: 30° 27" 16” N
| 115° 57" 15” W; cabeza: 30° 29" 05” N | 115° 58’ 56” W; Figura 2). Los nucleos de sedimentos se
colectaron de parcelas con y sin Zostera marina. Cada nucleo (20 cm de profundidad) se extrajo con
nucleadores de PVC transparentes (@int = 60 cm) y, en condiciones asépticas, se seleccionaron los
estratos superiores (0-5 cm) e inferiores (15-20 ¢cm). Una parte de las muestras se utilizd para
caracterizar las propiedades fisicoquimicas del sedimento en el laboratorio de Biogeoquimica de
Nutrientes del Instituto de Investigaciones Oceanol6dgicas de la Universidad Autébnoma de Baja
California (UABC, Ensenada). Otra parte de las muestras fueron congeladas a -20°C en bolsas de
polietileno esterilizadas, para su traslado al laboratorio de Ecologia Microbiana Acuética en el
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL) de la UNAM (CDMX).
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Figura 2 | Mapa de la bahia de San Quintin, Baja California, modificado de Watson et al.

(2020). Los puntos negros sefialan las estaciones de muestreo y los gradientes verdes y grises
muestran los diferentes ecotonos y entradas fluviales esporadicas de la bahia.

8.3.- Analisis fisicoquimicos de agua y sedimento del brazo San Quintin
Se midi6 in situ la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua en las tres estaciones de

muestreo utilizando una sonda multiparamétrica YSI 6-Series (precision de temperatura: + 0.15°C;

precision de salinidad: £ 0.1 %o).

Los andlisis de textura y concentraciones de oxigeno disuelto, materia organica labil, Fe(ll) y Fe(lll)
de las muestras de sedimentos recolectadas fueron realizados por el grupo del Dr. Guillermo
Samperio, en el laboratorio de Biogeoquimica de Nutrientes del Instituto de Investigaciones
Oceanologicas, UABC. La textura de los sedimentos colectados se determiné con el analizador de
particulas Horiba LA-910 (precision: + 0.001 nm). Se midid el oxigeno disuelto de los ndcleos
obtenidos (previamente equilibrados por burbujeo constante durante 6-12 h) con un microsensor
Unisense y el pH con un medidor de pH OHAUS Starter 2100 (precision: + 0.01 pH). Se determiné

la concentracion de materia organica labil (monosacéridos y polisacaridos) por medio de hidrolisis
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acida con acido sulfurico (H2SO4) a 105°C durante 25 h (Jones & Willet, 2006). Ademas, se
obtuvieron las concentraciones de Fe(Il) y Fe(ll1) por el método de extraccién con acido clorhidrico
(HCI) 0.5 M y ferrozina (1.0 g LY (Lovley & Phillips, 1987) utilizando un espectrofotéometro
FLAME-S UV-Vis (Ocean Insight).

La Division de Ecologia del Atlantico de la Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU. Analizo el
C organico total y el N total de las muestras de sedimentos en un analizador Elementar Vario
(Elementar Americas), previamente tratadas con HCI 12 M por 6 h.

Todos los analisis se realizaron por triplicado y sus valores promedio se graficaron con el paquete
ggplot2 en Rstudio v. 2023.3.0.386 (Wickham, 2016; Posit team, 2023). Las concentraciones de
oxigeno disuelto se representaron con perfiles verticales mediante las funciones geom_line y

geom_point. Los demas resultados se mostraron con la funcién geom_bar y geom_errorbar.

8.4.- Aislamiento de bacterias desnitrificantes aerobias
De la superficie (0-5 cm) y del fondo (15-20 cm) de los ndcleos sedimentarios obtenidos se hicieron

diluciones en serie (10, 102y 10®) de 0.1 g por muestra de sedimento. Posteriormente, se tomaron
alicuotas de 100 uL para la siembra en medios de cultivo selectivos para bacterias desnitrificantes
(medio marino suplementado con nitrato de potasio y peptona de caseina; y medio Braker o nutritivo
suplementado con nitrato de potasio y extracto de levadura; Anexo 1) incubados en condiciones

aerobias de 2 a 4 dias a una temperatura de 28+1°C.

8.5.- Caracterizacion de la morfologia colonial de los aislados obtenidos
Tras la incubacion, se describié la morfologia colonial de los aislados obtenidos. Los criterios

tomados en cuenta durante la caracterizacion fueron: tamafio (grande: 5.0 mm; mediano: 2.0-5.0 mm
y, pequefio: 2.0 mm), forma (circular, irregular, rizoide, filamentosa y puntiforme), elevacion
(concava, elevada, ondulada, protuberante, achatada y convexa), bordes (liso, lacerado, lobulado,
filamentoso y ondulado), estructura (lisa, granulosa, filamentosa y rugosa), brillo (transparente,

transldcido y opaco), color y aspecto (Guzmaén, 2018).

8.6.- Extraccion de DNA de los aislados representantes por morfotipo
Una vez caracterizadas las colonias bacterianas, se formaron in silico grupos con los aislados que

presentaban morfologia colonial similar (morfotipo). Se seleccion6 al azar un representante por cada
morfotipo para su resiembra en incubaciones de 1 a 2 dias a una temperatura de 28+1°C, con el fin

de producir una cantidad dptima de biomasa bacteriana para su posterior extraccién de DNA.
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La extraccion de DNA se llevd a cabo mediante la técnica de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB, por sus siglas en inglés) al 2.0%. Dicha técnica consiste en la lisis de la membrana celular,
la degradacion de proteinas y lipidos, y la posterior condensacion y precipitacion del DNA
(modificado de Surzycki, 2000). La calidad y concentracion de DNA extraido se verificé a traves del

espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

8.7.- Amplificacion de genes marcadores desnitrificantes por PCR en DNA de aislados
representantes

La concentracion del DNA extraido de las colonias representantes con buena calidad (%%/2s0: >1.7;
260/550: >1.8) fue estandarizada a 25 ng pLt. Posteriormente, se detectaron los genes nirK, nirSy nosZ
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) usando dos pares de
cebadores por gen para verificar en cada caso su presencia o ausencia. Los cebadores y las
condiciones de amplificacion se describen en las Tablas 2 y 3. La concentracion final de los reactivos
usados, con un volumen de 15 pL, en la PCR fueron: 0.9 X Buffer suplementado con 2.7 mM de
MgCl, y 0.9 mM de dNTPs, 0.2 ug uL* albimina de suero bovino grado molecular (BSA, BioLabs),
0.025 U pL* ADN polimerasa (MyTaq, Bioline), 1.7 ng uL™* muestras de DNA, agua de grado
molecular y los cebadores indicados en la Tabla 2.

Para verificar la presencia de los genes de interés (nirK, nirS y nosZ) en los productos obtenidos de
la PCR, se realizaron electroforesis de 4.0 pL de producto de PCR inoculados con 1.0 uL de Loading
buffer en geles de agarosa al 1.5% y con 1.0 pL de GelRed (Invitrogen).

Tabla2| Cebadores usados para amplificar fragmentos de los genes nirK, nirS, nosZ y 16S rRNA.

Gen Cebador Secuencia Posicién Referencia
marcador
nirk1F 5’-GG(A/C)ATGGT(G/T)CC(C/G)TGGCA-3 510ph  (Braker etal, 1998)
nirk nirk5R 5°-GCCTCGATCAG(A/G)TT(A/G)TGG-3’
FlaCu 5’-ATCATGGT(C/G)CTGCCGCG-3’ _
473 pb (Hallin et al., 1999)
R3Cu 5’-GCCTCGATCAG(A/G)TTGTGGTT-3’
cd3aF 5’-GT(C/G)AACGT(C/G)AAGGA(A/G)AC(C/G)GG-3 425pb  (Michotey etal, 2000)
nirS R3cd 5°-GA(CIG)TTCGG(A/G)TG(C/G)GTCTTGA-3’
nirS1F 5-CCTA(C/T)TGGCCGCC(A/G)CA(A/G)T-3’ 800ph  (Braker otal. 1996)
nirS6R 5°.CGTTGAACTT(A/G)CCGGT-3’ P "
nosZI-2F 5’-CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT-3’ sg7pp  (Throbcketal, 2004)
nosZI-2R 5’-CAKRTGACKSGCRTGGCAGAA-3’ P (Henry et al., 2006)
nosZ Nos661F 5’-CGGCTGGGGGCTGACCAA-3’ a0y (Seala & Kerkhof,
Nos1773R 5’-AACGA(A/C/G)CAG(T/C)TGATCGA(T/C)AT-3’ P 1998)
27F 5-TACCTTGTTACGACTT-3’
16S rRNA 1465 pb (Lane et al., 1985)
1492R 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
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Tabla3| Condiciones de amplificacion de los dos pares de cebadores utilizados para amplificar
fragmentos de los genes desnitrificantes nirK, nirS, nosZ y 16S rRNA.

Gen Cebadores Ct(UM) Condiciones termociclado
nirK1F 0.4 95 °C x 5 min, 10 TD (95 °C x 30 seg, 56-51 °C x 30 seg, 72 °C x 45 seg),
. nirkK5R 0.4 25 ¢ (95 °C x 30 seg, 51 °C x 30 seg, 72 °C x 45 seg), 72 °C x 7 min.
nirk FlaCu 05  95°C x5min, 6 TD (95 °C x 15 seg, 63-58 °C x 30 seg, 72 °C x 30 seq),
R3Cu 0.5 34 ¢ (95 °C x 15 seg, 58 °C x 30 seg, 72 °C x 30 seg), 72 °C x 5 min.
cd3aF 0.3 95 °C x5 min, 6 TD (95 °C x 30 seg, 62-57 °C x 20 seg, 72 °C x 40 seg),
. R3cd 0.3 34 ¢ (95 °C x 30 seg, 57 °C x 20 seg, 72 °C x 40 seg), 72 °C x 5 min.
nirS nirS1F 04 95°C x5 min, 10 TD (95 °C x 30 seg, 57-52 °C x 30 seg, 72 °C x 1 min),
nirS6R 0.4 30 ¢ (95°C x 30 seg, 52 °C x 30 seg, 72 °C x 1 min), 72 °C X 7 min.
nosZI-2F 0.5 95 °C x 5min, 35 ¢ (95 °C x 30 seg, 60 °C x 30 seg, 72 °C x 30 seg),
nosZI-2R 0.5 72 °C x5 min
nosZ Nos661F 0.5  94°Cx5min, 35 c (94 °C x 30 seg, 55 °C x 1 min, 72 °C x 1 min),
Nos1773R 0.5  72°Cx10min
27F 0.3 94 °C x5min, 30 ¢ (94 °C x 1 min, 52 °C x 1 min, 72 °C x 1.20 min),
16S rRNA 1492R 03 72 °C x 10 min

Cf: Concentracién final; TD: Ciclos en touchdown; c: Ciclos

En Rstudio, las abundancias de los genes marcadores desnitrificantes y de sus aislados contenedores
fueron cuantificadas con tablas de frecuencia de doble y triple entrada con la funcion table, y
representadas con la funcién geom_bar de ggplot2 y con diagramas de Venn (Wickham, 2016).

8.8.- Cepario de aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes
Las cepas que presentaron los genes nirK, nirS y/o nosZ se conservaron en glicerol al 20%. Para ello,

los aislados fueron inoculados en 800 pL del caldo de cultivo correspondiente a su medio de
aislamiento, e incubados en una incubadora de agitacién a 28+1°C y 150-250 rpm durante 3 a5 h.
Pasado el periodo de incubacién, se agregaron 200 uL de glicerol 100% a cada cultivo. Finalmente,
los cultivos se incubaron a 4°C por ~12 h y, posteriormente, se almacenaron a -80°C en un

ultracongelador ubicado en el laboratorio de Ecologia Microbiana Acuatica del ICML (UNAM).

8.9.- Anadlisis filogenético de los aislados bacterianos con genes marcadores
desnitrificantes

Se realiz6 una PCR del gen 16S rRNA al DNA de las colonias portadoras de uno o mas genes
desnitrificantes (Tablas 2 y 3). Los productos obtenidos fueron secuenciados mediante el método de
Sanger en el Instituto de Biologia de la UNAM, CDMX.

Las secuencias de 16S rRNA se clasificaron taxonémicamente con la herramienta Classifier del
programa en linea Ribosomal Database Project (RDP; https://rdp.cme.msu.edu/) (Cole et al., 2014)
y Nucleotide BLAST (blastn) del Basic Local Alignment Search Tool (BLAST;
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https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990). Posteriormente, las secuencias fueron
alineadas y editadas manualmente con el algoritmo Clustal W en el software BioEdit (Hall, 1999). El
arbol filogenético se realizé con el software MEGA 11 por el método de Neighbour-joining (Tamura
et al., 2021) con un bootstrap de 10000 repeticiones. Por ultimo, el arbol filogenético se edit6 en el
programa en linea Tree of Life (iTOL; https://itol.embl.de/) (Ciccarelli et al., 2006).

A través de la funcion table de Rstudio se cuantificaron las abundancias de las familias, géneros y
especies identificadas. Sus distribuciones se representaron con las funciones geom_bar y geom_violin
del paquete ggplot2 (Wickham, 2016).

8.10.- Diversidad o y p de los aislados con genes marcadores desnitrificantes
Para determinar la diversidad o, se utilizaron los indices de Chaol, Simpson y Shannon-Wiener en

Rstudio (Tabla 4). El indice de Chaol se calcul6 con el paquete fossil (Vavrek, 2011) y los indices de
Simpson (1-1) y Shannon- Wiener con el paquete vegan (Oksanen et al., 2021).

Tabla4| Indices de diversidad a utilizados en este estudio.

indice Descripcion Formula Referencia
Riqueza con sesgo en las F2
Chaol especies de baja Chaol = S+ — (Chao, 1984)
abundancia 2G
. Dominancia en la I
Simpson distribucion de especies A= Zizlpi (Magurran, 1988)

Equilibrio en la

Shannon-Wiener  y;cribucion de especies

s
H = —z piInp;  (Magurran, 1988)
i=1

Cuan igualmente H H’
Uniformidad abundantes son las E = = — (Pielou, 1969)
especies Hpax InS

S: especies observadas; F: singletons; G: doubletons; pi: proporcion de individuos encontrados en la i-
ésima especie; Hmax: maximo valor tedrico del indice Shannon-Wiener.

La diversidad B se estimd por comparaciones entre las abundancias de los aislados con genes
desnitrificantes pertenecientes a las especies encontradas por muestra. Dichas comparaciones se
llevaron a cabo con un mapa de calor con cladograma y con un escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS, por sus siglas en inglés) en Rstudio. EI mapa de calor con cladograma se construyo
mediante una matriz de disimilitud de Canberra, elaborada con la funcién dist, y se represent6 con el
agrupamiento “average” a través del paquete ComplexHeatmap (Gu, 2016). Para realizar el NMDS,
primero se transformaron las abundancias por especie en abundancias relativas con la funcion

decostand, después se obtuvo la matriz de disimilitud de Bray-Curtis con la funcién vegdist v,
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finalmente, se calculd con la funcion metaMDS del paquete vegan y se graficé por medio del paquete
ggplot2 (Wickham, 2016; Oksanen et al., 2021).

8.11.- Relacion entre la distribucion de los aislados bacterianos con genes marcadores
desnitrificantes y las propiedades fisicoquimicas de las muestras

En Rstudio, se buscaron relaciones significativas (p-value < 0.05) entre los resultados obtenidos en
los anélisis de diversidad 3 y en los analisis fisicoquimicos. El mapa de calor se contrasto con una
matriz de correlacién de Sperman graficada mediante el paquete corrplot (Wei & Simko, 2021), con
datos previamente estandarizados por el método de desviacion estandar a través del paquete psych
(William, 2023). Mientras que, para comparar los datos fisicoquimicos en el NMDS, se crearon
vectores con la funcion envfit del paquete vegan y se graficaron con la funcion geom_segment del
paquete ggplot2 (Wickham, 2016; Oksanen et al., 2021).

8.12.- Pruebas de reduccion de NOs™y NO2™ (modificada de Norris & Ribbons, 1972)
Para realizar las pruebas de reduccién de NOs; y NO2 en los aislados con genes marcadores

desnitrificantes, primero, se reactivaron los aislados fijados en glicerol inoculandolos en medio de
cultivo marino o nutritivo (segun el medio utilizado en su aislamiento; Anexo 1) e incubandolos a
28+1°C durante 2 o 3 dias.

Posteriormente, se establecid el tiempo de incubacién necesario para realizar la prueba de reduccién
de NOs y NO-'. Para ello, se determin6 el momento en el que se presentaba la fase exponencial y el
inicio de la fase senescente mediante incubaciones en caldos de cultivo (Anexo 1, omitiendo la
adicion de agar) a 28+1°C de 12 aislados seleccionados al azar. Las fases exponencial y senescente

se observaron en curvas de crecimiento de absorbancia (ODsoo) contra tiempo de incubacion.

Finalmente, se realizaron cultivos (en tubos con caldo de cultivo y campana Durham) a 28+1°C de
los aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes, y se tomaron alicuotas de 5.0 mL
durante su fase exponencial (tras 48 h de incubacion). A cada alicuota se le agregé 5 gotas de reactivo
By 5 gotas de reactivo a para generar colorantes azoicos rojos por reaccion con sales de diazonio
formadas en medios con NO,, En los casos en los que no se produjo un viraje rojo en la solucién

(ausencia de NOy), se afladia ~0.1 g de zinc en polvo para reducir los NOs en NO, (Anexo 2).

Adicionalmente, se contrasté la presencia de los genes nirK, nirS y/o nosZ encontrados en las especies
de los aislados con la herramienta en linea blastn del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Para ello,
se accedio a los genomas de referencia de las especies con el alineamiento que presentd el mayor

porcentaje de identidad y se busco el locus del gen en la tabla de proteinas.

[25]



IX. Resultados

9.1.- Analisis fisicoquimicos de agua y sedimento del brazo San Quintin
En el agua del brazo se registré un aumento en la temperatura (de 20.8 a 22.7°C), salinidad (de 32.42

a 35.39 %o) y oxigeno disuelto (de 7.02 a 7.59 mg L) de la boca a la cabeza (Tabla 5).

Tabla5| Temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua en las tres estaciones de muestreo.

Estacion Temperatura (°C)  Salinidad (%.) [O2] (mg L™

Boca 20.8 32.42 7.02
Intermedia 21.7 34.45 7.11
Cabeza 22.7 35.39 7.59

Las muestras de sedimentos de las tres estaciones carecieron de oxigeno por debajo de los 2.0 mm de
profundidad (Figura 3) y tuvieron valores de pH de 7.89 a 8.20 (Figura 4), por lo que pueden ser

consideradas andxicas y alcalinas.
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Figura 3 | Perfiles verticales de la concentracion de oxigeno disuelto (mg L-1) en las muestras

sedimentarias con (derecha) y sin (izquierda) Zostera marina del brazo San Quintin.
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Distribucién de los valores promedio de pH + error estandar de la media de muestras

de sedimento (superficie: 0-5 cm, fondo: 15-20 cm) analizadas por triplicado.

El porcentaje de arena en las muestras disminuy6 de la boca a la cabeza tanto en los sedimentos
superficiales (de 62.39% con Zostera marina y 90.90% en sedimento desnudo a 29.56 y 23.36%,

respectivamente) como en los del fondo (de 70.36% con Zostera marina y 82.85% en sedimento

desnudo a 21.40 y 37.26%, respectivamente), mientras que el de limo aument6 (Figura 5). El

porcentaje de arcilla fue poco relevante y tendié a aumentar de la boca a la cabeza, presentando su

valor més alto (0.57%) en la muestra de fondo con Zostera marina de la cabeza (Figura 5).
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Porcentajes promedios + error estdndar de la media de la granulometria en las

muestras de sedimento (superficie: 0-5 cm, fondo: 15-20 cm) con (m) y sin (m) Zostera marina,
analizadas por triplicado en las tres estaciones: a) Boca, b) Zona media y c) Cabeza.
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El porcentaje de C organico total aumenté de la boca a la cabeza tanto en las muestras superficiales
(de 0.67% con Zostera marina y 0.31% en sedimento desnudo a 1.45 y 1.03%, respectivamente)
como en las de fondo (de 0.23% con Zostera marina y 0.14% en sedimento desnudo a 1.17 y 0.58%,
respectivamente). El porcentaje de N total tuvo un comportamiento idéntico al del C organico total
tanto en las muestras superficiales (de 0.07% con Zostera marina y 0.04% en sedimento desnudo a
0.16 y 0.10%, respectivamente) como en las de fondo (de 0.03% con Zostera marina y 0.02% en
sedimento desnudo a 0.11 y 0.06%, respectivamente) (Figura 6).

a) Carbono orginico total b) Nitrogeno total
Superficie Fondo Superficie Fondo
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2 2
= Media & Media |
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Figura6 | Porcentaje promedio de a) Carbono organico total y b) Nitrogeno total * error

estandar de la media de muestras de sedimento (superficie: 0-5 cm, fondo: 15-20 cm) con (m) y sin
(m) Zostera marina, analizadas por triplicado.
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De manera general, las concentraciones de materia organica labil fueron més altas en las muestras
superficiales que en las de fondo. Particularmente, la materia organica labil aumento de la boca a la
cabeza en las muestras superficiales con Zostera marina (de 116.2 a 214.2 pmol C g DS?) y en las
de fondo del sedimento desnudo (de 11.6 a 80.2 umol C g DS™), en el resto de las muestras, tendieron
a aumentar hacia la zona media (Superficiales sin Z. marina: 135.6 umol C g DS; Fondo con Z.
marina: 68.3 umol C g DS?) (Figura 7).

Superficie Fondo
Cabeza H
2 Hibitat
.: Media 1 . Desnudo
7
- . Pasto
Boca H
0 0 10 150 200 0 50 100 150 200
Concentracion (pmol C/g DS)
Figura7|  Concentracion promedio de materia organica labil + error estandar de la media de

muestras de sedimento (superficie: 0-5 cm, fondo: 15-20 cm) analizadas por triplicado.
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Como era de esperar, en todas las muestras analizadas las concentraciones de Fe(lI1) superaron a las
de Fe(ll). Las concentraciones de Fe(ll) fueron mas bajas en las muestras superficiales que en las de
fondo, encontrandose los valores mas altos en la zona media (0.74 mg g* con Zostera marina y 0.59
mg g desnudo) y los mas bajos en la boca (0.09 mg g* con Zostera marinay 0.16 mg g desnudo).
Las concentraciones de Fe(l11) fueron mas altas en las muestras superficiales de la zona media (10.85

mg g con Zostera marina y 9.07 mg g desnudo) y menores en las de fondo de la boca (4.14 mg g
! con Zostera marina 'y 3.52 mg g* desnudo) (Figura 8).

a) Fe(ID) b) Fe(ILI)
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EBoca EBoca T m m
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Concentracion (mg/g) Concentracion (mg/g)
Figura 8 | Concentracion promedio de a) Fe(ll) y b) Fe(lll) £ error estandar de la media de

muestras de sedimento (superficie: 0-5 cm, fondo: 15-20 cm) con (m) y sin (m) Zostera marina,
analizadas por triplicado.

9.2.- Aislamiento, caracterizacion morfoldgica y extraccion de DNA de las bacterias
presentes en las muestras sedimentarias del brazo San Quintin

Se obtuvieron un total de 1611 aislados bacterianos (1068 en medio marino y 543 en medio Braker)
que fueron agrupados en 155 morfotipos (81 de medio marino y 74 de medio Braker) por su similitud
en los rasgos morfolGgicos coloniales. Se extrajo el DNA a un representante de estos 155 grupos, de

los cuales 130 (74 de medio marino y 56 de medio Braker) presentaron buena calidad para la busqueda
de genes desnitrificantes mediante PCR.
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9.3.- Distribucion de los aislados desnitrificantes y de sus genes marcadores
De los 130 DNA extraidos, 66 (44 en medio marino y 22 en medio Braker) tuvieron genes marcadores

desnitrificantes (nirS, nirK y/o nosZ) y fueron conservados en glicerol al 20%. Estos 66 morfotipos

representaron a 1371 bacterias aisladas (85.1% del total de bacterias aisladas).

Los 1371 aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes se distribuyeron en las muestras
sedimentarias del brazo San Quintin de la siguiente manera: La estacion con mayor nimero de
bacterias aisladas fue la boca (544 colonias), seguida de la cabeza (485 colonias) y, con menor
abundancia, la zona media (342 colonias). Los sedimentos superficiales y con Zostera marina
presentaron mayor ndmero de bacterias aisladas (934 y 706 colonias, respectivamente) que los de

fondo y desnudos (437 y 665 colonias, respectivamente) (Anexo 3).

Las bacterias aisladas con el gen nirK fueron las mas abundantes (39.1%), seguidas de aquellas con
nosZ (34.3%) y, por ultimo, las que tuvieron nirS (26.6%). Sin embargo, el nimero de bacterias que
solo tuvieron uno de los tres genes desnitrificantes fue mayor para nosZ (20.3%), seguidas de aquellas
con solo nirkK (20.1%) y nirS (13.1%). De las bacterias con dos pares de genes desnitrificantes fueron
maés abundantes las que tuvieron nirK con nosZ (17.9%), mientras que las menos abundantes fueron
aquellas que presentaron nirS con nosZ (5.1%). El porcentaje de bacterias con los tres genes
marcadores fue del 10.7% (Figura 9).
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Figura 9 | a) Numero de bacterias aisladas con genes desnitrificantes. EI nimero encima de la
barra refleja la abundancia registrada. B) Distribucion de los tres genes desnitrificantes en las 1371
bacterias aisladas del brazo San Quintin.
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El porcentaje de bacterias aisladas con el gen nirS fue mayor en la cabeza de la bahia (45.4%) y menor
en la zona media (16.9%). En la boca y la cabeza los aislados con el gen nirS dominaron en los
ambientes desnudos (boca: 69.4%; cabeza: 83.1%), en cambio en la zona media prevalecieron en las
areas con Zostera marina (86.6 %). En cuanto a la profundidad, en la boca y zona media fue mayor
el porcentaje de bacterias aisladas con nirS en los sedimentos superficiales (boca: 74.5%; zona media:

94.8%), mientras que en la cabeza fueron mas abundantes en el fondo (61.5%) (Figura 10).
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Figura 10| a) Numero de bacterias con gen nirS aisladas en cada estacion. EI nimero encima de
la barra indica la abundancia de bacterias registradas. B) Porcentaje de la abundancia de bacterias
con gen nirS por profundidad y habitat.
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La zona con mayor porcentaje de bacterias aisladas con el gen nirK fue la boca (44.7%) y la de menor
porcentaje fue la zona media (15.2%). Las bacterias con este gen dominaron en el habitat con Zostera
marina en la boca (64.2%) y zona media (64.1%), mientras que en la cabeza proliferaron en el
sedimento desnudo (71.6%). En las tres zonas de muestreo, las bacterias con nirK prevalecieron en
el estrato superficial (boca: 74.3%; zona media: 89.1%; cabeza: 60.1%) (Figura 11).
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Figura 11| a) Numero de bacterias con gen nirK aisladas en cada estacion. El nimero encima de
la barra indica la abundancia de bacterias registradas. B) Porcentaje de la abundancia de bacterias
con gen nirK por profundidad y habitat.
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El porcentaje de bacterias aisladas con el gen nosZ fue mayor en la boca (38.4%), seguido de la cabeza
(34%) vy, por altimo, en la zona media (27.6%). Estas bacterias fueron mayormente aisladas de lugares
con Zostera marina y sedimentos superficiales en la boca (Z. marina: 69.7%; superficie: 84.9%) y
zona media (Z. marina: 71.6%; superficie: 73.5%). En contraste, en la cabeza proliferaron en el
hébitat desnudo (83.7%) y en el sedimento de fondo (53.6%) (Figura 12).
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Figura 12| a) Numero de bacterias con gen nosZ aisladas en cada estacion. EI nimero encima de
la barra indica la abundancia de bacterias registradas. B) Porcentaje de la abundancia de bacterias
con gen nosZ por profundidad y hébitat.
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9.4.- Taxonomia, filogenia y distribucion de las especies con genes marcadores
desnitrificantes

Se secuencid el 16S rRNA al DNA de los 66 aislados representantes con genes marcadores
desnitrificantes (4 secuencias presentaron contaminacion y fueron descartadas para los anélisis
filogenéticos). Las secuencias de buena calidad (62 representantes pertenecientes a 1338 bacterias
aisladas), se clasificaron en 4 clases: y-Proteobacteria (82.4% del total de bacterias aisladas), o-
Proteobacteria (7.9% del total de bacterias aisladas), Bacilli (5.7% del total de bacterias aisladas) y
Actinobacteria (4.0% del total de bacterias aisladas), distribuidas en 7 familias, 11 géneros y 23
especies (mas 2 especies sin clasificar, dando un total de 25 especies con genes desnitrificantes)
(Anexo 4).

Los 11 géneros encontrados en las bacterias aisladas por orden decreciente de abundancia fueron:
Psychrobacter (986 aislados con 37 representantes), Pseudomonas (117 aislados con 2
representantes), Paracoccus (106 aislados con 6 representantes), Micrococcus (47 aislados con 1
representante), Planomicrobium (36 aislados con 3 representantes), Planococcus (28 aislados con 3
representantes), Arthrobacter (6 aislados con 3 representantes), Mesobacillus (5 aislados con 2
representantes), Bacillus (4 aislados con 3 representantes), Brevibacillus (2 aislados con 1
representante) y Metabacillus (1 aislado con 1 representante) (Anexo 4).

De las 25 especies encontradas, las que tuvieron mayor abundancia de aislados desnitrificantes fueron
Psychrobacter piscatorii (267 aislados con 4 representantes), Psychrobacter celer (193 aislados con
11 representantes), Psychrobacter submarinus (130 aislados con 3 representantes), Psychrobacter
pacificensis (124 aislados con 4 representantes) y Pseudomonas songnenensis (117 aislados con 2
representantes) (Anexo 4). Las especies con menor abundancia de bacterias aisladas fueron
Arthrobacter enclensis, Bacillus alcalophilus, Bacillus humi y Metabacillus endolithicus,

presentando cada una solo un aislado y, por lo tanto, un representante (Anexo 4).

Las 25 especies desnitrificantes se repartieron de la siguiente manera a lo largo del transecto de
muestreo (Anexo 5): 4 especies Unicas en la Boca, 7 Unicas en la zona media y 1 Gnica en la cabeza;
ademas, la cabeza comparti6 2 especies con la bocay 3 con la zona media, mientras que la zona media
y la boca compartieron 1 especie, las tres estaciones compartieron 7 especies (Figura 13-a). El
sedimento con Zostera marina presentd 5 especies Unicas y el desnudo 4 Unicas, ambos hébitats
compartieron 16 especies (Figura 13-b). El sedimento de fondo tuvo 9 especies Unicas y el de

superficie 6 Unicas, compartieron 10 especies (Figura 13-c).
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Figura 13| Diagramas de Venn de la distribucion de las 25 especies de bacterias desnitrificantes
en: a) estaciones de muestreo, b) profundidad del estrato, c) habitat de la muestra.

La abundancia de 1321 aislados pertenecientes a 17 especies que estuvieron presentes en mas de una
muestra (de los 1338 aislados representados por 25 especies clasificadas) tuvo una distribucién
diferente para cada especie en el transecto (Figura 14). De las y-Proteobacterias, Psychrobacter
submarinus se aislé con mayor frecuencia del sedimento superficial con y sin Zostera marina de la
cabeza, Psychrobacter sp. Del sedimento superficial con Zostera marina de la zona media,
Psychrobacter piscatorii del sedimento superficial desnudo de la cabeza, Psychrobacter pacificensis
y Psychrobacter celer del sedimento superficial desnudo de la boca, Psychrobacter nivimaris del
sedimento superficial con Zostera marina de la boca, Psychrobacter marincola del sedimento
superficial con y sin Zostera marina de la zona media, Psychrobacter alimentarius de los sedimentos
superficiales con Zostera marina de la zona media y la cabeza, y Pseudomonas songnenensis del
sedimento de fondo desnudo de la cabeza. La Unica representante de a-Proteobacteria, Paracoccus
marcusii, abund6 en el sedimento de fondo desnudo de la cabeza. De Bacilli, Planomicrobium
okeanokoites dominé en el sedimento de fondo con Zostera marina de la zona media, mientras que
Planococcus maritimus abundé en el sedimento superficial con Zostera marina y en el de fondo
desnudo de la boca. Por ultimo, dentro de Actinobacteria, Micrococcus endophyticus dominé en el
sedimento superficial con Zostera marina de la zona media, mientras que Arthrobacter sp. Solo se

presentd en el sedimento de fondo con y sin Zostera marina de la boca.
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Cabe mencionar que las especies Psychrobacter glacincola (7 aislados), Metabacillus endolithicus (1
aislado), Mesobacillus jeotgali (2 aislados), Bacillus humi (1 aislado), Bacillus aquimaris (2
aislados), Bacillus alcalophilus (1 aislado), Arthrobacter tumbae (2 aislados) y Arthrobacter

enclensis (1 aislado) fueron descartadas de la Figura 14 por presentarse solo en una muestra.
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Figura 14| Distribucion de la abundancia de los aislados representados por 17 de las 25 especies

clasificadas en los diferentes ambientes evaluados en el brazo San Quintin. Las especies se

dividieron en las clases a) y-Proteobacteria y b) a-Proteobacteria, Bacilli y Actinobacteria. P/D:
Con Zostera marina / Desnudo; S/F: Superficie (0-5 cm) / Fondo (15-20 cm).
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En 12 de las 25 especies desnitrificantes identificadas hubo representantes pertenecientes a la misma
especie con diferentes rasgos morfolégicos (Anexo 6 y 7). Las diferencias mas evidentes se
observaron en 8 de estas 12 especies: Paracoccus marcusii tuvo 3 representantes que presentaron
coloracion anaranjada, 2 de color cremay 1 de color café claro; Planomicrobium okeanokoites tuvo
2 representantes que presentaron coloracion anaranjada y 1 de color blanco; Psychrobacter
alimentarius tuvo 2 representantes de color anaranjado y 2 de color crema; Psychrobacter celer tuvo
7 representantes de color crema, 2 de color blanco, 1 amarillo y 1 anaranjado; Psychrobacter
nivimaris tuvo 2 representantes de color crema y 1 blanco; Psychrobacter piscatorii tuvo 1
representante de color blanco, 1 amarillo pastel, 1 crema y 1 incoloro; Psychrobacter submarinus
tuvo 2 representantes de color cremay 1 de color blanco; y Psychrobacter sp. Tuvo 3 representantes
de color cremay 2 de color blanco.

Asi mismo, en 10 de las 25 especies identificadas hubo representantes pertenecientes a la misma
especie con distintos genes marcadores (Figura 15): Paracoccus marcusii tuvo 2 representantes con
el gen nirK, 1 con nirS, 1 con nosZ, 1 con nirK y nosZ y 1 con los tres genes marcadores;
Pseudomonas songnenensis tuvo 1 representante con los genes nirS'y nosZ y 1 con los tres genes
marcadores; Psychrobacter submarinus tuvo 1 representante con los genes nirK y nirS, 1 con nirK 'y
1 con nosZ; Psychrobacter marincola tuvo 1 representante con el gen nosZ y 1 con nirK y nosZ;
Psychrobacter alimentarius tuvo 2 representantes con el gen nosZ, 1 con nirK y 1 con nirK y nirs;
Psychrobacter pacificensis tuvo 2 representantes con el gen nosZ, 1 con nirK, 1 con nirK y nirSy 1
con nirS y nosZ; Psychrobacter piscatorii tuvo 1 representante con el gen nirK, 1 con nirK y nirS, 1
con nirK y nosZ y 1 con los tres genes marcadores; Psychrobacter nivimaris tuvo 2 representantes
con los genes nirK y nosZ y 1 con nirK; Psychrobacter celer tuvo 7 representantes con los genes
nirK y nosz, 2 con nirS y nosZ, 1 con nirS y 1 con nirK y nirS y; Psychrobacter sp. Tuvo 3

representantes con el gen nosZ, 1 con nirK 'y nirSy 1 con nirK y nosZ.

Por otra parte, solo hubo dos especies identificadas con representantes que presentaron los mismos
genes a pesar de ser aislados de ambientes distintos: Planococcus maritimus tuvo 2 representantes

con el gen nirS y Planomicrobium okeanokoites tuvo 3 representantes con el gen nosZ (Figura 15).

Por Gltimo, hubo 13 especies identificadas que contaron con solo 1 representante (Figura 15):
Brevibacillus brevis con nosz, Bacillus alcalophilus con nirS, Bacillus aquimaris con nirS, Bacillus
humi con noszZ, Metabacillus endolithicus con nirS, Mesobacillus jeotgali con nosZ, Mesobacillus
maritimus con nosZ, Planococcus rifietoensis con nirS, Arthrobacter tumbae con nosZ, Arthrobacter
enclensis con nosZ, Arthrobacter sp. con nirK, Micrococcus endophyticus con nirSy Psychrobacter

glacincola con nosZ.
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Figura 15| Arbol filogenético de las secuencias de 16S rRNA de los representantes bacterianos
desnitrificantes aislados en sedimentos del brazo San Quintin. El valor del bootstrap se muestra en
circulos azules en los nodos. El color de los nombres representa los géneros encontrados y el color
de las ramas a la clase correspondiente: y-Proteobacteria (==), a-Proteobacteria (—), Bacilli () y
Actinobacteria (==). En paréntesis se indica el medio de cultivo de aislamiento: Marino (M) o
nutritivo (N). La gréfica de barras a la derecha del &rbol presenta la abundancia relativa de los
aislados obtenidos de cada representante en cada estacion: boca (m), zona media (m) y cabeza ().
En el sistema binario se muestra la presencia (m) o ausencia (0) de los genes nirK, nirSy nosZ.

En ocasiones, la presencia de determinados genes estuvo ligada con la presencia de rasgos
morfoldgicos notorios (Anexo 6; Figura 15). Por ejemplo, en los representantes de Paracoccus
marcusii se formaron 3 grupos en funcion del color del aislado: los de color anaranjado tuvieron 3
representantes en total, dos de ellos presentaron el gen nirK (N.E5PF.2 y M.ESDF.4) y el otro nosZ
(M.E3DF.3), mientras que el representante de color café claro (M.E5DF.3) se distingui6 por tener los
3 genes marcadores. Los 4 representantes de Psychrobacter piscatorii tuvieron colores y genes
diferentes: Blanco (M.E5DS.2) con nirK y nirS, incoloro (M.E5DS.3) con los tres genes, amarillo
pastel (M.E5DS.5) con nirK y crema (M.E5DS.8) con nirK y nosZ. Los representantes de
Psychrobacter celer se dividieron en 4 grupos en funcién del color del aislado: 5 de los 7
representantes de color crema tuvieron nirK y nosZ (N.E1DF.6, M.E1DF.1, M.E1DF.2, M.E1PF.4y
N.E1PS.8), mientras que los 2 representantes restantes presentaron nirS y nosZ (N.ELDF.10 y
M.E1DS.1); 1 de los representantes de color blanco tuvo los genes nirK y nirS (N.E1DS.1) y el otro
nirK y nosZ (N.E1PS.6); el representante amarillo (N.E1PS.9) tuvo nirK y nosZ y el representante de

color anaranjado (M.E1DF.5) tuvo nirS.

9.5.- Diversidad a de los aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes
El indice de Simpson muestra que hubo baja dominancia de los aislados bacterianos en los ambientes

evaluados, ya que sus valores estuvieron en un rango de entre 0.83 y 0.88 (Tabla 6). Asi mismo, el
indice de Shannon-Wiener indica que hubo una alta diversidad de los aislados bacterianos
desnitrificantes en los ambientes evaluados, ya que sus valores fueron cercanos al maximo valor
tedrico de diversidad (Hmax), hecho que también se observa en los valores de uniformidad, los cuales
oscilaron entre 0.72 'y 0.78 (E; Tabla 6).

El indice de Chaol muestra que los ambientes con mayor riqueza de bacterias aisladas con genes
desnitrificantes fueron la zona media (Chaol= 28.2), el estrato del fondo (Chaol= 31) y el sedimento
desnudo (Chaol= 30.1) (Tabla 6). Los valores de este indice fueron congruentes con el nimero de

especies contadas por muestra (riqueza especifica; Tabla 6).
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Tabla 6| Indices de diversidad o: Riqueza especifica (nimero de especies presentes por muestra),
Chaol, Simpson y Shannon-Wiener calculados a partir de las abundancias de los aislados
bacterianos con genes desnitrificantes por ambiente estudiado.

Ambiente quug_za Chaol Simpson Shannon- Hwmax E
especifica Wiener

Boca 14 14.5 0.833 2.067 2.639 0.783
Media 20 28.2 0.856 2.171 2.996 0.725
Cabeza 15 17.3 0.831 1.957 2.708 0.723
Superficie 17 18 0.854 2.169 2.833 0.765
Fondo 22 31 0.858 2.259 3.091 0.731
Desnudo 24 30.1 0.878 2.310 3.178 0.727
Pasto 21 21.4 0.882 2.355 3.045 0.774

Hwmax: Maximo valor teérico del indice de Shannon-Wiener; E: Uniformidad

9.6.- Diversidad B y relacion entre la distribucion de los aislados bacterianas con genes
marcadores desnitrificantes y las propiedades fisicoquimicas de las muestras

En el mapa de calor de la distribucién de la abundancia de especies bacterianas desnitrificantes (filas)
aisladas de 12 muestras (columnas) se pueden observar dos grupos principales conformados por: 1)
Todas las muestras de fondo, con excepcion de la proveniente del sedimento sin pasto de la cabeza,
agrupadas por presentar las menores abundancias de bacterias aisladas y por coincidir con la ausencia
de Pseudomonas songnenensis, Micrococcus endophyticus, Psychrobacter marincola, Bacillus
aquimaris, Mesobacillus jeotgali, Metabacillus endolithicus y Bacillus alcalophilus; 2) las muestras
de superficie de dos ambientes contrastantes, boca con Zostera marina y cabeza desnuda, donde
dominaron dos especies muy abundantes: Psychrobacter piscatorii (75 y 81 aislados,
respectivamente) y Psychrobacter submarinus (30 y 32 aislados, respectivamente). Por otra parte, el
sedimento de fondo desnudo de la cabeza fue el mas alejado en el cladograma debido a la dominancia
de Pseudomonas songnenensis (90 aislados) y Paracoccus marcussi (90 aislados) (Figura 16-a), que

representaron el 96.3% del total de aislados obtenidos de este ambiente (187 aislados con 5 especies).

Ademas, hubo cuatro grupos en la distribucion de las 25 especies clasificadas (filas): 1)
Psychrobacter celer y Psychrobacter pacificensis, que tuvieron una alta abundancia de aislados en el
sedimento superficial desnudo de la boca (60 y 73 aislados, respectivamente); 2) Pseudomonas
songnenensis y Paracoccus marcussi, que tuvieron una alta abundancia de aislados en el sedimento
de fondo deshudo de la cabeza (90 aislados cada uno); 3) Psychrobacter sp. Y Micrococcus
endophyticus, que tuvieron una alta abundancia de aislados en el sedimento superficial con Zostera
marina de la zona media (66 y 42 aislados, respectivamente); y 4) el resto de especies, que tuvieron

una baja distribucion en los ambientes evaluados (Figura 16-a).
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En la matriz de correlacion de las abundancias de aislados bacterianos y las variables fisicoquimicas
se puede observar que el porcentaje de arcilla fue la Unica variable que tuvo una correlacion
significativamente negativa (p-value < 0.05) con Psychrobacter celer, debido a que en la boca es

donde hubo menos porcentaje de arcilla y méas abund6 dicha especie bacteriana (Figura 16-b).

a) Mapa de calor b) Matriz de correlacidn
Muestra

—

- Psychrobacter piscatorii ® *e
Psyehrobacter submarins - ®
Planococcus rifietoensis .8
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Arthrobacter sp. e b . db Jb L .
Arthrobacter tumbae 0.4
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Mesobacillus jeotgali
Bacillus alcalophilus
Mesobacillus marvitimus - -
Bacillus luomi
Brevibacillus brevis ®
Arthrobacter enclensis
FPsychrobacter nivimaris &
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Planomicrobium okeanokoites
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Fsychrabacter sp. Y
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Figura 16| a) Mapa de calor y b) Matriz de correlacion de Spearman realizados a partir de las
abundancias de especies y datos fisicoquimicos de los sedimentos. P/D: Con Zostera marina /
Desnudo; S/F: Superficie (0-5 cm) / Fondo (15-20 cm); TCCHO: Materia organica labil; C: Carbono
organico total; N: Nitrogeno total. *= Datos significativos (p-value < 0.05)

En el gréfico de NMDS se pueden distinguir tres grupos de muestras en funcion de la abundancia de
los aislados desnitrificantes (Figura 17, Anexo 9): El primer grupo se conformd por muestras
superficiales (0-5 cm), excepto la del sedimento desnudo de la boca, tuvo una ligera relacién positiva
con el pH y estuvo asociado con una alta abundancia de los aislados de las especies Metabacillus
endolithicus, Psychrobacter alimentarius, Psychrobacter nivimaris y Psychrobacter submarinus. El

segundo grupo estuvo conformado por muestras de fondo (15-20 cm) de las estaciones media y
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cabeza, tuvo una fuerte relacion positiva con la textura arcillosa y se asoci6 principalmente con la
abundancia de los aislados de las especies Psychrobacter celer, Psychrobacter sp., Pseudomonas
songnenensis, Planococcus maritimus y Planococcus rifietoensis. Por ultimo, el tercer grupo estuvo
formado por las muestras de la boca (excepto la de superficie con Zostera marina), se relaciono
positivamente con la textura arenosa y negativamente con los contenidos de C y N total y estuvo
ligeramente asociado con la abundancia de los aislados pertenecientes a las especies Arthrobacter
enclensis, Brevibacillus brevis y Planomicrobium okeanokoites. Cabe mencionar que las especies

Bacillus alcalophilus, Bacillus aquimaris y Mesobacillus jeotgali se encontraron alejadas estos tres

grupos.
E. aguimaris
E. alcalophilus=
1.0 M jeorgali
Profundidad
P marincola x Fondo
Superficie
05 a
M. endophyvtious
o F. pizcatorii 5 Estacion
- . Bravis
a f ‘ A. enclensiz Boca
; r E. skeanckoites Cabeza
i

: E. humi
/ Habitat

004 M endolithicus %nwm“ A maritivis . Media

Prychrobavier cp.

- F. songnencrsis . 0 Desnudo
F. marcusii
E. celsr ! . Pasto
F. glacince F. maritimus A rumbas
0.5 . F. rifietcensis
Lifio .irthrsbz;s.- 5P
Ardilla
0.3 0.0 0.3 1.0

NMDS1

Figura 17| Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, por sus siglas en inglés) de la
distribucién de las muestras en funcion de la abundancia de aislados de las especies bacterianas
clasificadas y su relacion con los vectores ambientales significativos (p-value < 0.05). Nivel de
estrés (Bray-Curtis): 0.069. C: C orgénico total; N: N total.
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9.7.- Verificacion de actividad desnitrificante en los aislados bacterianos con genes nirK,
nirS y/o nosZ

Se comprobo la actividad desnitrificante en condiciones aerobias en 7 especies bacterianas aisladas
del brazo San Quintin (Tabla 7): Psychrobacter piscatorii (1 representante con genes nirK/nirS y
nosZ activos), Psychrobacter celer (4 representantes con gen nirK activo y 1 con nirS activo),
Pseudomonas songnenensis (1 representante con genes nirK/nirS activo(s) y 1 con nirK/nirS y nosZ
activos), Paracoccus marcusii (2 representantes con gen nirK activo, 1 con nirS activo y 1 con
nirk/nirS y nosZ activos), Psychrobacter alimentarius (1 representante con genes nirK/nirS
activo(s)), Planococcus rifietoensis (1 representante con gen nirS activo) y Planococcus maritimus
(1 representante con gen nirK activo y 1 con nirK/nirS activo). Asi mismo, en 2 representantes sin
identificar por mala calidad en la secuencia obtenida, se pudo comprobar la actividad del gen nirK
(M.E5DS.1) y nirS (N.E3DF.3).

Tabla 7| Caracteristicas de los aislados representantes cuya actividad de los genes desnitrificantes
identificados por PCR pudo ser comprobada mediante la prueba colorimétrica modificada
de Norris & Ribbons (1972).
Genes encontrados Gen
Especie Representante n Morfologia : por_ PCR comprobado
nirK  nirS  nosZ
Blanco .
N.E1PS.6 30 Achatado + — + nirK
Crema .
N.E1PS 8 4 Protuberante N * nirk
Psychrobacter N.E1PS.9 1 Amarillo + _ + nirk
celer Achatado
Crema .
N.E1DF.6 1 Achatada + - + nirK
N.E1DF.10 1 crema -+ + nirs
Elevado
Crema .
M.E3DF.5 1 Achatada + - + nirK
M.E5DF.2 37 crema -+ — nirs
Paracoccus Elevado
marcusii Café claro nirkK / nirSy
M.ESDF.3 30 Achatada * * * nosz
Anaranjado _ _ :
M.E5DF.4 30 Achatada + nirK
M.E1DF.7 g Anaanjado — nirs
Planococcus Elevado
maritimus Anaranjado :
N.E1PS.7 4 Achatado + nirS
Planococcus N E5PS.2 3 Anaranjado _ + _ nirs
rifietoensis Elevado
Anaranjado _ ;
Pseudomonas M.E5DF.6 30 Elevado + + nirSy nosZ
songnenensis M.E5DF .8 87 Anaranjado + + + nirk / nirSy
Elevado nosZ
Psyt_:hrobag:_ter M.E5DS.3 30 Incoloro + + + nirk / nirSy
piscatorii Achatado nosZ
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Psychrobacter N.E1DS.3 4 Anaranjado + _ nirk / nirs

alimentarius Achatada

Sin identificar M.E5DS.1 30 Blanca + - - nirk
Achatada

Sin identificar N.E3DF.3 1 Rojo pastel + — nirS
Achatado

n: Abundancia de aislados; Morfologia: Color y elevacién.

Al contrastar nuestros resultados con la base de datos NCBI, encontramos que, de las 23 especies con
genes desnitrificantes clasificadas (2 descartadas por clasificarse solo hasta nivel de género), 18
presentaron genoma en el NCBI, de las cuales solo 3 contaron con el registro de alguno de los genes
marcadores: Mesobacillus jeotgali (nosz), Mesobacillus maritimus (nosZ) y Pseudomonas
songnenensis (nirkK y nosZ) (Tabla 8). En Mesobacillus jeotgali y Mesobacillus maritimus los
resultados de este estudio coincidieron con lo encontrado en el NCBI; sin embargo, en este trabajo se
reportd 1 representante de Pseudomonas songnenensis con nirS mientras que en su genoma no

aparece reportado (Tabla 8).

Tabla 8| Registro de genes nirS, nirK y/o nosZ en especies bacterianas con genomas completos en

el NCBI.
Genes encontrados Genes
Especie en este estudio d_Ge”°T“a presentes en ID proteina
- - isponible
nirK  nirS nosZ el genoma
Arthrobacter tumbae X M|
Micrococcus endophyticus X Si
Arthrobacter enclensis X M|
Bacillus alcalophilus X NO
Bacillus aquimaris X NO
Bacillus humi X NO
Brevibacillus brevis X Sl
Psychrobacter celer X X X NO
Psychrobacter submarinus X X Sl
Mesobacillus jeotgali X Sl nosZ WP_102264655.1
Mesobacillus maritimus X Si nosZ WP_251428094.1
Metabacillus endolithicus X M|
Paracoccus marcusii X X X M|
Planococcus maritimus X M|
Planococcus rifietoensis X M|
Planomicrobium okeanokoites X SI
. . nosZ: WP_015275732.1

Pseudomonas songnenensis X X X SI nirK'y nosZ nirk: WP 239060843.1
Psychrobacter nivimaris X X Sl
Psychrobacter pacificensis X X X NO
Psychrobacter marincola X X Sl
Psychrobacter piscatorii X X X Sl
Psychrobacter alimentarius X X X Sl
Psychrobacter glacincola X Sl
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X. Discusiéon

Los sedimentos de estuarios, como los de la bahia de San Quintin son ambientes propicios para el
desarrollo de bacterias desnitrificantes (Damashek y Francis 2017). Ademas, la proliferaciéon de
Zostera marina y el estado somero de esta bahia promueven grandes aportes de materia organica para
las bacterias desnitrificantes en estos sedimentos (Wilkerson et al. 2006, Eyre et al. 2016). Asimismo,
las altas concentraciones de hierro que puede haber en algunas bahias, como en la de San Quintin,
pueden estimular la actividad desnitrificante de bacterias con nirS (Zumft 1997). Por dltimo, a lo
largo del brazo San Quintin se producen fuertes gradientes fisicoquimicos que pueden influir en la
distribucion de las bacterias desnitrificantes (Ribas-Ribas et al. 2011). Por lo tanto, esta zona de
estudio es ideal para la investigacion de la influencia que tienen las variables ambientales en la

distribucién de bacterias aerobias desnitrificantes en sedimentos costeros.

10.1.- Comportamiento de las variables fisicoquimicas en el brazo San Quintin
Los sedimentos del brazo San Quintin fueron andxicos, estos resultados son congruentes con la

dominancia de procesos bentdnicos en la bahia (Ibarra-Obondo et al., 2004) que podrian estar
consumiendo el O, disuelto por encima de los sedimentos. Los valores de pH sedimentario
encontrados en el brazo San Quintin fueron alcalinos (de 7.9 a 8.2) y coinciden con lo reportado
anteriormente por Ribas-Ribas et al. (2011). Estos elevados valores de pH pueden deberse a que los

sedimentos de la zona estan conformados por compuestos de basaltos alcalinos (Luhr et al., 1995).

Los valores de temperatura, salinidad y O disuelto en la columna de agua, asi como las
concentraciones de C organico total y N total en el sedimento, incrementaron de la boca a la cabeza.
Este aumento podria explicarse por el tiempo de retencion del agua en el brazo, ya que en los estuarios
inversos de tipo lagunar costero incrementa de la boca a la cabeza (Pritchard, 1952; Potter et al., 2010;
Canu et al., 2016). La granulometria del brazo San Quintin también pudo haber estado influenciada
por el tiempo de retencion del agua, teniendo en cuenta que la zona de estudio es un cuerpo de agua
somero (profundidad media de 2 m; INEGI, 2021) y que el tiempo promedio de permanencia del agua
en la cabeza del brazo es de ~16 dias y en la boca de ~1 dia (Ribas-Ribas et al., 2011). Por lo tanto,
cabria esperar mayores tasas de sedimentacion de materia orgénica en la cabeza que, al acumularse
en el sedimento, podrian propiciar el cambio de una textura arenosa en la boca a una limo-arcillosa

en la cabeza (Calderon-Aguilera et al., 1992; Daesslé et al., 2009).

Las altas concentraciones de hierro encontradas pueden deberse a que en la zona de estudio predomina

el material piroclastico y productos derivados de la erosion de rocas graniticas del batolito peninsular
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(Naranjo et al., 2017). Los valores mas altos de Fe(ll) y Fe(lll) se dieron en la zona media, por lo que
es muy probable que las descargas esporadicas del arroyo San Simon al brazo San Quintin representen

una fuente de hierro alterna a través del transporte de material terrigeno (Navarro et al., 2006).

10.2.- Distribucion de bacterias con genes desnitrificantes aisladas de los sedimentos del
brazo San Quintin

En la ultima década se ha logrado aislar bacterias desnitrificantes aerobias en diferentes sistemas
marinos (Zheng et al., 2011; Lietal., 2017; Chen et al., 2020; Zhang et al., 2020), excepto en estuarios
inversos. Por tanto, este trabajo es el primero en aislar, caracterizar morfoldgica y filogenéticamente,
y comprobar la actividad potencial desnitrificante en condiciones aerobias de bacterias portadoras de
genes nirK, nirS y/o nosZ en muestras de sedimentos de la Bahia de San Quintin y, hasta donde se
sabe, en estuarios de tipo lagunar costero.

De los 1611 aislados obtenidos en estos sedimentos, el 85.1% presentaron genes nirK, nirS y/o nosZ
(1371 aislados). Por lo tanto, se logré aislar una gran cantidad de bacterias desnitrificantes en
condiciones aerobias, indicando que las condiciones ambientales de los sedimentos del brazo San

Quintin parecen favorecer el desarrollo de bacterias desnitrificantes aerobias.

Se observé un alto porcentaje de bacterias aisladas con genes marcadores desnitrificantes en los
sedimentos de la boca y la cabeza (39.7% y 35.4% del total de bacterias aisladas, respectivamente).
Se ha demostrado actividad desnitrificante aerobia en sedimentos costeros permeables (Gao et al.,
2010; Marchant et al., 2017). Por lo tanto, la alta permeabilidad de los sedimentos arenosos en la boca
y la llegada de nutrientes por las surgencias permanentes (Camacho-Ibar et al., 2007; Canu et al.,
2016), intensificadas por una fase de “La Nifia” atipica en la época de muestreo (Cheng et al., 2022),
pudieron fomentar un mayor desarrollo de bacterias desnitrificantes aerobias en esta zona. Por otro
lado, las mayores concentraciones de C organico en los sedimentos de la cabeza, debido a su
contenido limoso y al mayor tiempo de confinamiento del agua (Camacho-Ibar et al., 2003; Ribas-
Ribas et al., 2011), pudieron promover también una alta abundancia de bacterias desnitrificantes

aerobias en esta zona de la bahia.

Por profundidad y hébitat, el nimero de aislados fue mayor en los sedimentos superficiales y con
pasto marino, posiblemente debido a la difusion de nutrientes y O, de la columna de agua a los
sedimentos superficiales (Ribas-Ribas et al., 2011; Hoffman et al., 2019), y sus mayores contenidos
de materia organica con respecto a los estratos del fondo, principalmente en los sedimentos con
Zostera marina, ya que el recambio foliar incrementa la disponibilidad de materia organica con

respecto a los sedimentos sin pastos (Eyre et al., 2016).
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El gen nirS fue el menos abundante en estos sedimentos a pesar de la afinidad de la enzima cdl1 de
nirS con el Fe (Zumft 1997) y a las elevadas concentraciones de este metal en la bahia de San Quintin
(Navarro et al. 2006, Daesslé et al. 2009), por lo tanto pudo haber una posible subestimacién de la
abundancia de bacterias portadoras de nirS debido a la técnica de aislamiento. De hecho, se ha
reportado la dominancia de nirS sobre otros genes desnitrificantes en estuarios usando diferentes
técnicas, por ejemplo, mediante librerias de clonas (Abell et al., 2010), PCR cuantitativa (Jung et al.,
2011; Wang et al., 2014; Lee & Francis, 2017; Zhu et al., 2018) o secuenciacion masiva (Ming et al.,
2021).

10.3.- Taxonomia y filogenia de las especies con genes marcadores desnitrificantes
Las clases con mayor nimero de bacterias aisladas en el brazo San Quintin fueron y-Proteobacteria

(1103 aislados con 39 representantes, que equivalen al 82.4% del total de bacterias aisladas) y a-
Proteobacteria (106 aislados con 6 representantes, que equivalen al 7.9% del total de bacterias
aisladas), coincidiendo con algunos trabajos de revision que indican que la mayor abundancia de
bacterias desnitrificantes se encuentra en estas clases (Sousa & Bhosle, 2011; Jones et al., 2013;
Damashek & Francis, 2018; Shan et al., 2021). Las otras dos clases encontradas fueron Bacilli (76
aislados con 13 representantes, que equivalen al 5.7% del total de bacterias aisladas) y Actinobacteria
(53 aislados con 4 representantes, que equivalen al 4% del total de bacterias aisladas). La clase Bacilli
se ha propuesto como un bioindicador de desnitrificacion en los sedimentos del estuario del rio
Amarillo (Li et al., 2022), mientras que desnitrificantes pertenecientes a la clase Actinobacteria se ha
encontrado en los sedimentos de la bahia de Hangzhou (Zhu et al., 2018) y en la columna de agua del
humedal estuarino del rio Fuhe (Sun et al., 2021).

Los tres principales géneros por numero de bacterias aisladas fueron Psychrobacter (y-Proteobacteria,
986 aislados con 37 representantes, que equivalen al 73.7% del total de bacterias aisladas),
Pseudomonas (y-Proteobacteria, 117 aislados con 2 representantes, que equivalen al 8.7% del total
de bacterias aisladas) y Paracoccus (o-Proteobacteria, 106 aislados con 6 representantes, que
equivalen al 7.9% del total de bacterias aisladas). EI género Psychrobacter se ha relacionado con
eventos de desnitrificacion en diferentes tipos de ambientes, por ejemplo, en sedimentos de la bahia
de Hangzhou (Zhu et al., 2018), en la columna de agua del humedal estuarino del rio Fuhe (Sun et
al., 2021) y en muestras de lago, agua de deshielo, mar y hielo glaciar de la Antartida (Cabezas et al.,
2022). Ademas, estudios en su genoma revelan afinidad por la ruta de desnitrificacion aerébica (Lasek

et al. 2017) y se ha demostrado esta actividad en varios aislados de este género (Zheng et al., 2011).
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Pseudomonas también ha sido vinculada con la desnitrificacion en diferentes ecosistemas, como en
sedimentos del estuario eutrofico Liaohe (Ming et al., 2021), del estuario del rio Colne (Nogales et
al., 2002), de la bahia de Hangzhou (Zhu et al., 2018), de la costa mediterranea de Francia (Bonin et
al., 1994), de la columna de agua del humedal estuarino del rio Fuhe (Sun et al., 2021) y en muestras
de agua y hielo glaciar de la Antartida (Cabezas et al., 2022). Del mismo modo, se ha comprobado la
ruta de desnitrificacion aerdbica en aislados de este género (Wittorf et al. 2018; Chen et al., 2020).
Por altimo, Paracoccus se ha asociado con el proceso de desnitrificacion en sedimentos de los
estuarios Arthur Kill y Chesapeake (Song et al., 2000) y del rio Pearl (Zhang et al., 2023). Ademas,
también se ha comprobado la desnitrificante aerdbica en varios aislados de Paracoccus (Lu et al.,
2019; Zhang et al., 2020). De hecho, Pseudomonas y Paracoccus son considerados los géneros
bacterianos desnitrificantes mas frecuentemente aislados en sedimentos (Sousa & Bhosle, 2011).

Hubo representantes pertenecientes a la misma especie bacteriana con diferentes rasgos morfoldgicos
y distintos genes desnitrificantes. Al relacionar el fenotipo y genotipo observado en el estudio, se
pudo distinguir dos coincidencias entre las especies Paracoccus marcusii, Psychrobacter piscatorii
y Psychrobacter celer; estas fueron que los aislados de color anaranjado presentaban solo 1 de los 3
genes marcadores estudiados y que los aislados de color crema tendian a mostrar el gen nosZ junto
con uno de los dos genes codificadores de las nitrito reductasas (nirk o nirS). Sin embargo, al
extrapolar estas coincidencias con el resto de las relaciones encontradas de tipo rasgo morfol6gico —
gen(es) presente(s), no se distinguié un patrén claro, por lo que, se concluyé que los rasgos

morfolégicos no son un buen indicativo del genotipo bacteriano.

Es importante sefialar que en este trabajo se aislaron bacterias que portaron simultaneamente genes
nirK y nirS pertenecientes a las especies Pseudomonas songnenensis (M.E5DF.8), Psychrobacter sp.
(N.E1DS.2), Psychrobacter alimentarius (N.E1DS.3), Psychrobacter piscatorii (M.E5DS.2) vy
Psychrobacter celer (N.E1DS.1). Estos resultados parecen contradecir la idea tradicional de que estos
genes son mutuamente excluyentes en los genomas de microorganismos desnitrificantes (Coyne et
al., 1989; Zumft, 1997; Jones et al., 2008; Devol, 2015). Sin embargo, dichas observaciones se suman
a las de coocurrencia nirS-nirK en alineamientos de genomas provenientes del NCBI (Graf et al.,
2014), en cultivos anaerobios y microaerobios de Bradyrhizobium oligotrophicum S58 (Sanchez &
Minamisawa, 2018) y en cultivos aerobicos de Pseudomonas stutzeri (Wittorf et al., 2018). Por lo
tanto, se necesita profundizar en la busqueda de bacterias con el complejo nirS-nirK en sus genomas,

asi como en el estudio de su fisiologia y metabolismo.
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10.4.- Diversidad a y B y distribuciéon de las especies con genes marcadores
desnitrificantes

La diversidad de las bacterias desnitrificantes aisladas en esta bahia fue menor que la encontrada en
otros sedimentos marinos. Sin embargo, esto puede ser consecuencia de la técnica de estudio, pues a
diferencia de la PCR cuantitativa empleada en la bahia de Laizhou (Wang et al., 2014) y en el estuario
Yangtze (Zheng et al., 2015), o la secuenciacion masiva utilizada en los estuarios de Jiaozhou (Liu et
al., 2020) y Liaohe (Ming et al., 2021), el aislamiento en agar sesga la abundancia real de bacterias
en los ambientes (Schloss & Handelsman, 2004; Harwani, 2013).

La baja dominancia (Simpson: 0.83-0.88) y elevada uniformidad (E: 0.72-0.78) observada en los
aislados obtenidos puede ser consecuencia de la constante entrada de nutrientes mediante la corriente
de California, al estado somero de la bahia y a la elevada abundancia de Zostera marina (Canu et al.,
2016; Hernandez-Lo6pez et al., 2017), que favorecerian la proliferacion de bacterias desnitrificantes.
Asi mismo, estas condiciones podrian promover, a su vez, la cooperacion entre bacterias, algo
especialmente importante para procesos modulares como la desnitrificacion (Zumft, 1997; Damashek
& Francis, 2018) y facilitar el intercambio genético a través de mecanismos como quorum sensing

(Miller & Bassler, 2001), trayendo consigo mayor diversidad.

Ademas, mediante diferentes andlisis (Diagramas de Venn, gréaficas de violin, mapa de calor y
NMDS) se comprob6é que la distribucion de las bacterias aisladas con genes marcadores
desnitrificantes en las muestras sedimentarias provenientes de los diferentes ambientes evaluados en
el brazo San Quintin fue heterogénea, correspondiendo con la alta diversidad observada en los indices
de diversidad a. Este hecho también coincide con la casi nula correlacion entre los pardmetros
fisicoguimicos y las abundancias de especies desnitrificantes aisladas que se explica mas adelante;
por tanto, al no haber una clara variable que favorezca la proliferacion de una especie determinada en

las muestras, no tendrian por qué presentarse casos de dominancia.

10.5.- Relacion entre la distribucion de los aislados bacterianos con genes marcadores
desnitrificantes y las propiedades fisicoquimicas de las muestras

Al comparar las abundancias de las especies con los parametros fisicoquimicos, solo se observo una
correlacion significativa negativa (p-value < 0.05) entre la abundancia de Psychrobacter celer y el
porcentaje de arcilla, lo que pudo deberse a que Psychrobacter celer fue la segunda especie con mayor
numero de aislados, pero su distribucion estuvo practicamente confinada a las muestras obtenidas de

la boca, lugar en donde se registraron los porcentajes méas bajos de arcilla.
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Sin embargo, al relacionar la abundancia de las bacterias aisladas por muestras con los parametros
fisicoguimicos, se encontrd que dichas abundancias estaban condicionadas principalmente por la
concentracion de C organico total y N total, la composicion granulomeétrica, y el pH. Estos resultados
fueron similares a los reportados mediante la técnica de PCR cuantitativa en sedimentos de estuarios
de China: La concentracion de C organico total influy6 en la composiciéon de las comunidades
bacterianas con genes desnitrificantes en Laizhou (Wang et al., 2014); las concentraciones de
diferentes formas de N se relacionaron positivamente con las abundancias de bacterias con genes
desnitrificantes en Liaohe (Ming et al., 2021), Laizhou (Wang et al., 2014; Zhang et al., 2014) y
Hangzhou (Zhu et al., 2018); el tipo de granulometria reguld la composicion de bacterias
desnitrificantes en Liaohe (Ming et al., 2021) y Laizhou (Wang et al., 2014).

10.6.- Verificacion de la actividad desnitrificante en los representantes bacterianos con
genes desnitrificantes

Es importante recordar que la desnitrificacion es un proceso modular, es decir, hay muchos
desnitrificantes que solo poseen vias parciales con algunos genes faltantes, llegando incluso a
presentar solo una de las enzimas vinculadas a este metabolismo (Zumft, 1997; Damashek & Francis,
2018), lo que dificulta observar la reduccion completa de NOs a N2 en monocultivos. Sin embargo,
los resultados obtenidos fueron muy interesantes, pues se logré confirmar la reduccién de NOs en
condiciones aerobias en 4 especies (Psychrobacter alimentarius, Psychrobacter celer, Planococcus
maritimus y Planococcus rifietoensis) en las que no se habia reportado previamente dicha actividad
y en 2 aislados sin identificar (M.E5DS.1 y N.E3DF.3), ademas de una desnitrificacion completa en

3 especies (Psychrobacter piscatorii, Pseudomonas songnenensis y Paracoccus marcusii; Tabla 8).

La comprobacidn de la actividad desnitrificante en tres especies de Psychrobacter apoya la propuesta,
basada en estudios genémicos, de que este género puede realizar desnitrificacion aerdbica (Lasek et
al., 2017). Este hecho también podria explicar porque en nuestros aislados domind Psychrobacter, ya
que nuestras condiciones de cultivo, al igual que la prueba de reduccion de NOs y NOy, fueron

aerobicas.

La actividad desnitrificante aerobia observada en Pseudomonas songnenensis y Paracoccus marcusii
podria seguir una ruta de desnitrificacion completa (con produccion de N2 y no de N.O), ya que se ha
descrito la presencia del gen nosZ en ambos géneros (Jones et al., 2013). Asi mismo, se tiene el
antecedente de que el genoma de Pseudomonas songnenensis contiene los genes nirK y nosZ (NCBI:
NZ_RFFN01000004.1; Pengp & Liu, 2018) y de que los aislados asociados a Pseudomonas pueden

llevar a cabo la desnitrificacién aerdbica (Wittorf et al., 2018; Chen et al., 2020). Ademas, ciertos
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aislados del género Paracoccus también se han asociado con eventos de desnitrificacidn aerébica (Lu
etal., 2019; Zhang et al., 2020).

Las otras dos especies en las que se pudo comprobar una actividad desnitrificante aerdbica pertenecen
a Planococcus (P. rifietoensis y P. maritimus), un género que no ha sido asociado con esta ruta
metabdlica, sin embargo, se sabe que su clase (Bacilli) puede llevar a cabo la desnitrificacion
anaerobica (Li et al., 2022) y aerdbica (Yang et al., 2020).

Por lo tanto, en los sedimentos del brazo San Quintin hay una alta abundancia de bacterias con genes
desnitrificantes, de las cuales en al menos siete especies se pudo comprobar su capacidad para llevar
a cabo la desnitrificacién aerobia. Ya que el sistema modular de la desnitrificacion facilita la
interaccién entre bacterias, posiblemente éstas hayan obtenido los genes desnitrificantes mediante
transferencia horizontal a través de mecanismos como el quorum sensing (Miller y Bassler, 2001;
Qiao et al., 2021).

10.7.- Perspectivas y sugerencias
Los resultados obtenidos en este estudio no abarcan todas las posibles bacterias desnitrificantes

presentes en el brazo San Quintin, pues se estima que solo se puede cultivar alrededor del 1% de las
bacterias que estan presentes en un determinado ambiente (Staley & Konopka, 1985; Schloss &
Handelsman, 2004; Harwani, 2013). Por lo tanto, existe un posible sesgo en los resultados reportados
en este trabajo; sin embargo, es un buen primer paso hacia el entendimiento de los microorganismos
involucrados en la desnitrificacion en la bahia de San Quintin y en las lagunas costeras en general.
Para un estudio detallado de la distribucion realista de microorganismos desnitrificantes se
recomienda realizar andlisis de abundancia de genes por PCR cuantitativa o por secuenciacion masiva
(p. ej. Metagendmica shotgun). Se sugiere, ademas, el estudio y la comparacién con el brazo Bahia
Falsa para poder conocer el impacto que tienen las presiones antropogénicas (cultivo de ostiones) en
la desnitrificacion sedimentaria. También se aconseja realizar la prueba colorimétrica de Norris &
Ribbons (1972) en un caldo de cultivo suplementado con nitrito de potasio para una mejor
verificacion de la actividad desnitrificante aerobia en aislados bacterianos. Finalmente, seria
interesante realizar estudios in situ y ex situ de las emisiones de N2, y N>O en la bahia, con el fin de
determinar si ésta representa un sumidero o un emisor de N,O, observar cudles son las variables que
condicionan dicha respuesta y, en caso de ser un sumidero, recrear lo aprendido en biotecnologias

que nos ayuden a combatir el cambio climatico.
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XI1. Conclusiones

Los pardmetros fisicoquimicos del brazo San Quintin estan fuertemente influenciados por la
hidrodinamica de la bahia. Se observé una textura arenosa y menor concentracion de nutrientes en
la boca y una textura limo-arcillosa y mayor concentracion de nutrientes en la cabeza.

La mayor abundancia relativa de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas del brazo San Quintin
se obtuvo de la bocay la cabeza, de los estratos superficiales (0-5 cm), y de sedimentos con Zostera
marina.

Se identificaron 155 morfotipos de colonias bacterianas en 1611 aislados bacterianos obtenidos
de las muestras analizadas, de los cuales 66 representantes (1371 aislados) amplificaron los genes
nirK, nirS y/o nosZ.

La abundancia de los genes desnitrificantes en las bacterias aisladas sigui6 el siguiente patron:
nosZ > nirK > nirS. Sin embargo, en funcién de las altas concentraciones de hierro en la zona de
estudio y debido a la técnica usada durante el aislamiento, podria haber una subestimacion en la
abundancia de bacterias con genes nirS.

En orden decreciente de aislados, las clases de bacterias encontradas en este estudio fueron: v-
Proteobacteria (82.4% de bacterias aisladas), a-Proteobacteria (7.9%), Bacilli (5.7%) y
Actinobacteria (4%). Este patron coincide con las abundancias generales de bacterias
desnitrificantes observadas en sistemas marinos. El género dominante fue Psychrobacter, lo cual
resulta interesante ya que existen pocos trabajos que lo relacionen con la desnitrificacion.

Las bacterias desnitrificantes aerobias aisladas de las muestras sedimentarias del brazo San
Quintin tuvieron una baja dominancia y una distribucion heterogénea, condiciones que reflejan
una alta diversidad.

Las abundancias de las bacterias aisladas estuvieron relacionadas principalmente con las
concentraciones de C orgénico y N total, la composicion granulométrica y el pH.

Se comprob6 la reduccion de NOs en condiciones aerobias en Psychrobacter alimentarius,
Psychrobacter celer, Planococcus maritimus y Planococcus rifietoensis, asi como una
desnitrificacion completa en Psychrobacter piscatorii, Pseudomonas songnenensis y Paracoccus
marcusii.

Se reportd la presencia simultanea de los genes nirK y nirS en Psychrobacter sp., Psychrobacter
alimentarius, Psychrobacter celer, Psychrobacter piscatorii y Pseudomonas songnenensis. Estos
resultados contradicen la idea tradicional de que estos genes son mutuamente excluyentes y
apoyan a los escasos trabajos que sugieren la presencia de ambos genes en un mismo genoma.
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XI11. Anexos

Anexo 1| Caracteristicas de los medios de cultivo empleados
1.- Medio nutritivo estandar preparado en agua de mar envejecida (medio marino)

Principios y uso

Medio de cultivo solido 6ptimo para pruebas de descripcion filogenética y funcional en bacterias
desnitrificantes heterétrofas sedimentarias o bénticas. La peptona de caseina proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El nitrato de
potasio actla como sustrato y via de seleccion en las bacterias cultivadas. El extracto de carne
representa una fuente alterna de nitrogeno, fésforo y azufre organico, mientras que el extracto de
levadura lo es de vitaminas y aminoécidos. Las sales marinas son fuente de oligoelementos. El
agar bacteriol6gico se utiliza como agente gelificante.

FéormulaengL*

Peptona de caseina 5 | Extracto de levadura 1.5
Nitrato de potasio 0.3 | Agar bacteriol6gico 15
Extracto de carne 1.5 | Sales marinas 35
Referencia

Divya, B., Soumya, K. & Nair, S. (2010). 16S rRNA and enzymatic diversity of culturable bacteria from the sediments
of oxygen minimum zone in the Arabian Sea. Antonie van Leeuwenhoek, 98, 9-18. https://doi.org/10.1007/BF01400460

2.- Medio nutritivo o Braker

Principios y uso

Medio de cultivo sélido dptimo para el andlisis de bacterias desnitrificantes sedimentarias o
bénticas portadoras de genes nirK y nirS, asi como para su caracterizacion filogenética y medicion
de tasas de consumo de nitrato. EI medio marino proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales y
aminoacidos esenciales para el crecimiento. El nitrato de potasio actia como sustrato y via de
seleccién en las bacterias cultivadas. El extracto de levadura representa una fuente alterna de
vitaminas y aminoacidos.

Formulaeng L™

Medio marino 37.35 | Extracto de levadura 0.5
Nitrato de potasio 0.51 | Agar bacterioldgico 15
Referencia

Braker, G., Zhou, J., Wu, L., Devol, A. & Tiedje, J. (2000). Nitrite Reductase Genes (nirK y nirS) as functional markers
to investigate diversity of denitrifying bacteria in Pacific Northwest marine sediment communities. Applied and
Environmental Microbiology, 66(5), 2096-2104. https://doi.org/10.1128/AEM.66.5.2096-2104.2000
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https://doi.org/10.1007/BF01400460
https://doi.org/10.1128/AEM.66.5.2096-2104.2000

Anexo 2| Prueba de reduccion de NO3z y NO> (modificada de Norris &

Principio:

Ribbons, 1972)

En un medio con NOs™ 0 NO> las bacterias presentes que contengan genes de enzimas que catalicen
la reduccion del NOs™ (p. ej. napAB y/o narGHI) o NOy (p. €j. nirK, nirS) utilizaran estos sustratos
en: a) Asimilacion: El NOs se reduce a NO2"y amoniaco, que luego se convierten en aminoacidos
y otros compuestos celulares organicos nitrogenados; b) Desasimilacion (o respiracion): EI NOs o
el NO; es usado como aceptor terminal de electrones y, en condiciones de baja disponibilidad de
oxigeno, son reducidos secuencialmente a NO (por nirK / nirS), N.O (por norB) y N2 (por nosZz).
Los gases N2O o N, son captados por la campana Durham durante el experimento.

Reactivos

Reactivo f3: Reactivo a:
Acido sulfanilico 0449 a-naftilamina 0.25¢g
Acido acético 5N 50 mL Acido acético 5N 50 mL

Resultados a obtener durante las diferentes etapas de la prueba

Etapa

A: nasCA / narB A: nirAB

D: narGHI; napAB  D: nirK/nirS D: nosZ Imagen

Gas en la campana Durham (N0
0 Nz) !

Coloracién roja tras la adicion de
reactivos o y B y ausencia de
gases en la campana

Conservacion del color del
medio tras la adicion de reactivos
oy By sin presencia de gases en
la campana. Al afadir zinc,
coloracién roja

Conservacion del color del
medio tras la adicidn de reactivos
oy By sin presencia de gases en
la campana. Al afadir zinc,
incoloro i

+: Presencia / actividad del gen en cuestion; —: Ausencia / inactividad del gen en cuestion; i: Desnitrificacion por la

Muestra |

bacteria evaluada; ii: Asimilacion de NOs 0 NO2™ por la bacteria evaluada; A: Asimilacion; D: Desasimilacion.
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Anexo 3 | Abundancia de colonias bacterianas aisladas

a) Numero de colonias bacterianas obtenidas en las estaciones de muestreo en el brazo San Quintin;
el numero encima de las barras refleja la abundancia registrada. b) Porcentaje de la abundancia de
aislados por profundidad y habitat.

a)
544
b) Profundidad

485
4{}0 4
342

= Superficie = Fondo

Habitat I|

= Desnudo = Zostera marina

Numero de colonias

2004

Bc;ca Meld:ia Cablcza
Estaciones
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Anexo 4| Taxonomia de los aislados bacterianos con genes marcadores
desnitrificantes
Taxonomia encontrada en RDP y BLAST tras realizar alineaciones con las secuencias de 16S rRNA
obtenidas del DNA de los 66 aislados representantes con genes marcadores desnitrificantes. Se
muestra la abundancia de los aislados a nivel de a) especie, b) género y c) clase.

b) Género
syehrobacter _ 485
sendomonas I 117
Paracoccis I 106
Planomicrobinm I3-l.‘-

Planococcus 1|28

a) Especie
Metabacillus 11
P submarines 130
P piscaterii - 267 Mesobacillus 3
. ] -
F ;m :ﬂf::,: 4 45 1 Brevibacillus 2
P marincela | B .
P glacincala 7 Bacillus | 4
P celer - NN 1:: AMicrococous I;H
P alimenrari: | NG 104
Poichrobacter sp. 112 Arthrebacter 16
P songnenernsis | I 117 — T T
B marensii - NG 105 = 7 = F g ﬁ
P skaanckoite: | I35 i S - -
P. rifietoensiz 1 B21 Numero de colonias
P. maritimeus 1 |7
M endoiithicns 4 1 c) Clase
M maritimnz o 3
M jectgali b
5 e : yProteobacteria | 1102
i | 1
B. aguimariz 1 2
EB. alcalophiluz 4 1
M endaphyticus [ Iy
A tumbae 7 2 o-Protecbacteria | | 106
A enclensiz ] 1
Arthrobacter sp. 7 |3
= 2 & B L
Nimero de colonias Bacilli 776
Actinobacteria | 34
T oW =2 924
Numero de colonias
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Anexo 5| Especies bacterianas desnitrificantes Unicas y compartidas

Abundancia de especies desnitrificantes aisladas en sedimentos del brazo San Quintin divididas por

estacion de muestreo, estrato del nicleo y habitat. Entre paréntesis se indica de donde fueron aislados

los representantes.

Especie Esta.cién I-Es.trato Habitat
Boca Media Cabeza | Superficie Fondo | Desnudo Pasto
Arthrobacter enclensis (N.E5PF.1) 0 0 1 0 1 0 1
Arthrobacter sp. (M.E1PF.1) 3 0 0 0 3 1 2
Arthrobacter tumbae (M.E1PF.2) 2 0 0 0 2 0 2
Bacillus alcalophilus (M.E3DS.9) 0 1 0 1 0 1 0
Bacillus aquimaris (M.E3DS.20) 0 2 0 2 0 2 0
Bacillus humi (M.E3DF.1) 0 1 0 0 1 1 0
Brevibacillus brevis (M.E5PF.1) 0 1 1 0 2 0 2
Mesobacillus boroniphilus (M.E3DS.8) 0 2 0 2 0 2 0
Mesobacillus maritimus (M.ESPF.8) 0 1 2 0 3 1 2
Metabacillus endolithicus (M.E3PS.3) 0 0 1 1 0 0 1
Micrococcus endophyticus (M.E3DS.17) 0 45 2 47 0 5 42
Paracoccus marcusii (N.E5PF.2) 0 1 1 0 2 0 2
Paracoccus marcusii (M.ESDF.4) 0 0 30 0 30 30 0
Paracoccus marcusii (M.E3DF.3) 0 6 0 0 6 6 0
Paracoccus marcusii (M.ESDF.3) 0 0 30 0 30 30 0
Paracoccus marcusii (M.ESDF.2) 1 0 36 0 37 31 6
Paracoccus marcusii (M.E3DF.5) 0 1 0 0 1 1 0
Planococcus maritimus (M.EL1DF.7) 3 0 0 0 3 3 0
Planococcus maritimus (N.E1PS.7) 4 0 0 4 0 0 4
Planococcus rifietoensis (N.E5PS.2) 18 0 3 3 18 18 3
Planomicrobium okeanokoites (N.E3PF.4) 0 11 0 0 11 0 11
Planomicrobium okeanokoites (N.E3PF.6) 0 23 0 0 23 0 23
Planomicrobium okeanokoites (N.E3DF.5) 0 2 0 0 2 2 0
Pseudomonas songnenensis (M.E5DF.6) 0 0 30 0 30 30 0
Pseudomonas songnenensis (M.E5DF.8) 25 0 62 27 60 62 25
Psychrobacter alimentarius (N.E5PS.1) 15 34 46 79 16 0 95
Psychrobacter alimentarius (N.E1DS.3) 4 0 0 4 0 4 0
Psychrobacter alimentarius (N.E3PS.6) 0 2 1 3 0 0 3
Psychrobacter alimentarius (M.E5DS.4) 0 0 2 2 0 2 0




Psychrobacter celer (M.E1DF.5) 32 31 0 31 32 32 31
Psychrobacter celer (N.ELDF.10) 1 0 0 0 1 1 0
Psychrobacter celer (M.E1DF.1) 5 0 0 0 5 5 0
Psychrobacter celer (N.ELDF.6) 1 0 0 0 1 1 0
Psychrobacter celer (N.E1PS.8) 4 0 0 4 0 0 4
Psychrobacter celer (N.E1PS.9) 1 0 0 1 0 0 1
Psychrobacter celer (N.E1PS.6) 30 0 0 30 0 0 30
Psychrobacter celer (M.E1PF.4) 15 0 0 0 15 0 15
Psychrobacter celer (M.E1DF.2) 5 0 0 0 5 5 0
Psychrobacter celer (M.E1DS.1) 37 0 0 37 0 30 7
Psychrobacter celer (N.E1DS.1) 30 1 0 31 0 31 0
Psychrobacter glacincola (N.E1PF.6) 7 0 0 0 7 0 7
Psychrobacter marincola (M.E3PS.8) 0 2 0 2 0 0 2
Psychrobacter marincola (M.E3DS.21) 0 2 0 2 0 2 0
Psychrobacter nivimaris (M.E1DS.3) 8 0 3 10 1 11 0
Psychrobacter nivimaris (M.E1DS.4) 1 2 1 4 0 1 3
Psychrobacter nivimaris (M.E1PS.6) 30 0 0 30 0 0 30
Psychrobacter pacificensis (M.E1DS.5) 1 1 0 1 1 2 0
Psychrobacter pacificensis (M.E1DS.6) 30 0 0 30 0 30 0
Psychrobacter pacificensis (M.E1DS.2) 78 1 12 54 37 43 48
Psychrobacter pacificensis (M.E3DS.1) 0 1 0 1 0 1 0
Psychrobacter piscatorii (M.E5DS.2) 30 14 66 104 6 36 74
Psychrobacter piscatorii (M.E5DS.3) 0 0 30 30 0 30 0
Psychrobacter piscatorii (M.E5DS.8) 45 63 18 126 0 51 75
Psychrobacter piscatorii (M.E5DS.5) 0 0 1 1 0 1 0
Psychrobacter sp. (N.E1DS.2) 30 0 30 0 30

Psychrobacter sp. (M.E1PF.3) 6 4 4 0 14 10 4
Psychrobacter sp. (N.E1DF.8) 1 0 1 0 2 1 1
Psychrobacter sp. (M.E3PS.17) 0 60 0 60 0 0 60
Psychrobacter sp. (N.E3PS.4) 0 6 0 6 0 0 6
Psychrobacter submarinus (M.E3PF.9) 0 1 0 0 1 0 1
Psychraobacter submarinus (M.E3PS.15) 30 14 66 104 6 36 74
Psychrobacter submarinus (M.E1PF.7) 11 4 4 0 19 10 9

M/N: Medio marino / nutritivo; E1/E3/E5: Boca / Zona media / Cabeza; P/D: Zostera marina / Desnudo; S/F: Superficie (0-5
cm) / Fondo (15-20 cm)
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Anexo 6 |

Diferencias y similitudes morfolégicas de los aislados

Diferencias y similitudes observadas en la caracterizacion morfolégica de los aislados desnitrificantes

representantes.

Especie #Col Color Elevacion Forma Bordes Estructura Brillo
Para(ﬁf:égsbrg%r)cusii 6  Anaranjado  Elevado Circular Liso Lisa Opaco
Paraé:'\cl).cé:glilr:r?g)rcusii 2 Anaranjado  Convexa Circular Liso Lisa Opaco
Para(ﬁCEEErgir)cusii 30  Anaranjado  Achatada Circular Liso Lisa Opaco
Para(ﬁcggrgiasr)cusii 1 Crema Achatada  Circular Liso Lisa Opaco
Para(?&l).clé:g%rgiazr)cusii 37 Crema Elevado Circular Liso Lisa Opaco
Paretc'izf:égsbgzr)cuﬁi 30 Caféclaro  Achatada  Irregular  Ondulado Lisa Opaco

Plano(cl\(/)féﬁ)rgé;)itimus 3 Anaranjado  Elevado Irregular  Lobulado Lisa Opaco
Planoc(:’?féi;ge;;itimus 4  Anaranjado  Achatado  Circular Liso Lisa Opaco
okeai?ﬁooitn;isc(rl?lzggF. 2) 11 Anaranjado Achatada Irregular Liso Lisa Opaco
okeai?ﬁooitn;isc(rl?lzggF. 6) 23 Anaranjado  Achatada Circular Liso Lisa Translucido
okeailo?(r;??;;c(rNo bE“égF 5) 2 Blanco Achatada Circular Liso Lisa Opaco
Pseudorpl\c/)lﬁgéé?:r?g;lenensb 30  Anaranjado  Elevado Irregular  Ondulado Lisa Opaco
Pseudo?'\?ﬁé;[s)?:r?g;enensis 87  Anaranjado  Elevado Circular Liso Lisa Opaco
Psych ro?ﬁ.céeeraslligentariuS 4  Anaranjado  Achatada  Irregular  Ondulado Lisa Opaco
Psych ro(b,\jf:é%rgsli.gentarius 2 Anaranjado  Achatada  Irregular  Ondulado Lisa Transparente
Psych rol()ﬁf:é%rpasllig;entarius 3 Crema Achatada  Circular ~ Ondulado Lisa Opaco
Psych rol(ysf:é%rpz;lligentarius 95 Crema Elevado Circular Liso Lisa Opaco
Psyc(k'llr.cl)zbla[()::f%;eler 1 Crema Achatada  Circular Lobulado Lisa Translucido
Psyimf)é)léllgtslrlt;GW 5 Crema Achatada Rizoide Liso Lisa Translucido
Psyim.oé)fgsrzgeler 5 Crema Elevado Circular Liso Lisa Translucido
Psym.rltz)kl)e[l)cét.ei(;:)eler 1 Crema Elevado Circular Lobulado Lisa Translucido
Psyc(f'l/rlf)Ebe:)tg.rl():eler 37 Crema Convexa  Circular Liso Lisa Opaco
Psyc(m?é’fgﬁzgeler 15 Crema Céncava  Circular Liso Lisa Opaco
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Psychrobacter celer

(NE1PS.8) 4 Crema Protuberante  Circular Liso Lisa Opaco
Psyc(r;\lr.oEblalgtse.rl;:eler 37 Blanco Achatada  Circular Liso Lisa Translucido
Psyc(h’\T)Ebfgcse.g)celer 30 Blanco Achatado  Puntiforme Liso Lisa Transldcido
Psyc(h’\:f)Ebfchelg)celer 1 Amarillo  Achatado Circular Liso Lisa Opaco
Psyim)é’fggsgeler 63  Anaranjado  Elevado Circular Liso Lisa Opaco

PSyChr?&éégeFr) SrTgrincola 2 Anaranjado  Achatada  Irregular  Lobulado Lisa Opaco
PsychzﬁaE(;teDrSgéir)incola 2 Anaranjado  Achatada Irregular Lobulado Lisa Translicido
Psychr(ﬁiaEc;gSr?is\;imaris 11 Crema Achatada Irregular Liso Lisa Opaco
Psychr(i/kl).aEc;eDrSrLil\;imaris 4 Crema Achatada  Circular  Ondulado Lisa Opaco
PSyChV(‘I)\;’f;‘;rsr.‘é‘)’imaris 30 Blanca Achatada  Puntiforme Liso Lisa Opaco
PSyChrO(R/?CEtierSéZC)iﬁcenSis 91 Crema Achatada  Circular Liso Lisa Translucido
Psychm(l;/zla.cEtirD%é;)ificensiS 2 Crema Achatada  Circular Liso Lisa Opaco
PSyChrO(R/?CEtZrD%éSﬁCE‘nSiS 1 Crema Achatada Rizoide  Filamentoso ~ Rugosa  Translucido
PSyChro(lK/?CEtiB%ég)iﬁcenSis 30 Crema Elevado Circular ~ Ondulado Lisa Opaco
Psychr(c'i/t?éézgegs?izs)catorii 110 Blanca Achatada  Puntiforme Liso Lisa Transldcido
PSyChr(?\;)éé;;gS?isicatom 30 Incoloro Achatada Irregular Ondulado Lisa Transparente
PSyChr(?\;)f;gS?;mtom 1 Agzgllo Achatada Irregular Liso Lisa Translicido
PSyChr(?\;)f;gségcatom 126 Crema Elevado Circular Liso Lisa Translicido
Psﬁmrgi);gg)sp' 14 Crema Achatada  Circular Liso Lisa Opaco
Psy(cg.rggggtlzg Sp. 6 Crema Achatada Circular  Filamentoso Rugosa Opaco
PS&%‘E;’S?%") Sp- 2 Crema Elevado Circular Liso Lisa Opaco
PsmhrEosb:;tf;)Sp' 60 Blanca Elevado Circular Liso Lisa Opaco
PSy(ﬁEngt;r) SP- 30 Blanco Achatada Circular Liso Lisa Opaco
PSyChr?ﬁggL%{g;narinus 1 Crema Achatada  Circular ~ Lobulado Lisa Opaco
PSyChr%ﬁgi;??;narinus 19 Crema Achatada Circular Liso Lisa Opaco

Psychrobacter submarinus

110

Blanca

Achatada

Irregular

Lobulado

Lisa

Transltcido

(M.E3PS.15)

#Col: Numero de colonias aisladas del representante en cuestion
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Anexo 7| Aislados bacterianos con genes marcadores desnitrificantes

Fotografias de algunos de los aislados con genes marcadores desnitrificantes obtenidos. Las especies
correspondientes a las abreviaturas mostradas en los aislados se encuentran en los anexos 5y 6.

Medio marino (M)
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Anexo 8| Arbol filogenético por habitat y profundidad

Arbol filogenético de las secuencias de 16S rRNA de los representantes bacterianos desnitrificantes
aislados en sedimentos del brazo San Quintin. El valor del bootstrap se muestra en circulos azules en
los nodos. El color de los nombres bacterianos denota los diferentes géneros encontrados y el color
de las ramas representa la clase correspondiente: y-Proteobacteria (=), a-Proteobacteria (—), Bacilli
() y Actinobacteria (—). En paréntesis se indica el medio de cultivo de aislamiento del
representante: Marino (M) o nutritivo (N). Las gréficas de barras a la derecha del arbol presentan las
abundancias relativas de los aislados obtenidos para cada representante; el color indica la profundidad
y el habitat: Superficie (w), fondo (- ), Zostera marina (m) y desnudo ().

Porcentaje de colonias representadas por habitat Porcentaje de colonias representadas por profundidad
bootstrap B . N BN = < L BT R O N g -
Brevibacillus brevis(M.E5PF.1) -
054 Bacillus alcalophilus(M.E3DS.9)
Bacillus aquimaris(M.E3DS.20)
0.66 Metabacillus endolithicus(M.E3PS "
Bacillus humi(M.E3DF.1)
077 Mesobacillus boroniphilus(M.E3DS.8)
Mesabacillus maritimus(M.E5PF.8) P
0.89 Planococcus maritimus(M.E1DF.7)
Planococcus maritimus(N.E1PS.7) -
1 Planococcus rifietoensis(N.E5PS.2) =
Planomicrobium okeanokoites(N,E3PF.4) e—
Planomicrobium okeanokoites(N.E3PF.G) iG—_——_——m"——="
Planomicrobium okeanokoites(N.E3DFE.5)
— [
| E— — E -
L]
——
Pal 1s marcusii(N.E5PF.2) -
Pa 1s marcusii(M.E5DF.4)
Paracoccus marcusii(M.E3DF.3)
Pa 1s marcusii(M.E5DF.3)
Para us marcusii(M.ESDFE.2) fm—

Paracoccus marcusii(M.E3DF.5)
Pseudomonas songnenensis(M.E5DF.6)
Pseudomonas sc M.ESDF.8)
Psychrobacter submarinus(M.E3PF.9) Ll

Psychrobacter celer(M.E1DFE.5) - ——————
Psychrobacter submarinus(M.E1PF.7) —
Psychrobacter submarinus(M.E3PS.15)
Psychrobacter marincola(M.E3DS.21)
Psychrobacter marincola(M.E3PS.8)

Psychrobacter sp.(N.E3PS.4) —
Psychrobacter alimentarius(N.ESPS.1)

‘i: Psychrobacter sp.(N.E1DS.2)
<{ {— Psychrobacter alimentarius(N.E1DS.3)
1 Psychrobacter alimentarius(N.E3PS.6) =

Psychrobacter alimentarius(M.ESDS.4)
Psychrobacter pacificensis(M.E1DS.5)
Psychrobacter pacificensis(M.E1DS.6)
— Psychrobacter pacificensis(M.E1DS.2) e ——
Psychrobacter pacificensis(M.E3DS.1)
_E Psychrobacter piscatorii(M.E5DS.2)
Psychrobacter piscatorii(M.E5DS.3)
Psychrobacter piscatorii(M.E5DS.8)
Psychrobacter piscatorii(M.E5DS.5)
_|: Psychrobacter nivimaris(M.E1DS.3)
| Psychrobacter nivimaris(M.E1DS.4)
'E Psychrobacter nivimaris(M.E1PS.6)

Psychrobacter sp.(M.E3PS.17)

Psychrobacter glacincola(N.E1PF.6)
|: Psychrobacter celer(N.E1DF.10)
| Psychrobacter celer(M.E1DF.1)

Psychrobacter celer(N.E1DF.6)
_|: Psychrobacter celer(N.E1PS.8)
Psychrobacter celer(N.E1PS.9)

— Psychrobacter celer(M.E1PF.4)

— Psychrobacter celer(M.E1DF.2)

| II"'|'|\""|"' FEESE

Psychrobacter celer(M.E1DS.1)

Psychrobacter celer(N.E1DS.1)

-
———
—
-
'

Psychrobacter celer(N.E1PS.6) T —
——
—
-
]

Psychrobacter sp.(M.E1PF.3)

Psychrobacter sp.(N.E1DF.8)



Anexo 9| NMDS

Resultados del andlisis estadistico del NMDS para los dos ejes de la ordenacidon en relacion con las

variables ambientales.

Variable NMDS 1 NMDS 2 r p-value
Arena -0.565 -0.825 0.669 0.005*
Limo 0.560 0.828 0.669 0.005*
Arcilla 0.973 0.230 0.537 0.029*

TCCHO -0.565 0.825 0.336 0.169
Fe(ll) 0.998 -0.069 0.400 0.102
Fe(I11) 0.021 1.000 0.354 0.163

Cor 0.124 0.992 0.631 0.013*
Nt 0.128 0.992 0.590 0.013*
pH -0.223 0.975 0.497 0.032*

Numero de permutaciones: 999; *: p-value < 0.05; TCCHO: Materia orgénica l&bil; C,r: Carbono organico
total; Nt: Nitrogeno total
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