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RESUMEN. La desnitrificacion es la principal via por la cual el nitrégeno fijado se pierde
en los sistemas marinos y consiste en la respiracion secuencial de nitrato a nitrégeno mole-
cular a través de diversos microorganismos heterdtrofos. Ya que los sedimentos estuarinos
representan un nicho importante para la desnitrificacion, este estudio evalud la distribucion y
actividad potencial de bacterias desnitrificantes aerobias aisladas de sedimentos a 2 profun-
didades y en 2 habitats (con pastos de Zostera marina y sin pastos) a lo largo de un tran-
secto en la Bahia de San Quintin (México), asi como su relacion con diferentes parametros
ambientales. Se aislaron 1,611 bacterias, de las cuales 85.1% contuvieron alguno de los genes
desnitrificantes (nirK, nirS o nosZ). Su distribucion fue heterogénea en la bahia y estuvo
influenciada principalmente por la textura, el pH, el carbono organico total y el nitrogeno
total de los sedimentos, encontrandose una mayor abundancia de bacterias desnitrificantes
en los sedimentos superficiales (66.2%). Los aislados desnitrificantes se clasificaron en 23
especies pertenecientes a y-Proteobacteria (82.4% de los aislados), a-Proteobacteria (7.9%),
Bacilli (5.7%) y Actinobacteria (4%). Se comprobo la actividad desnitrificante en condi-
ciones aerobias en 7 especies de bacterias portadoras de genes desnitrificantes: Paracoccus
marcusii, Planococcus maritimus, Planococcus rifietoensis, Pseudomonas songnenensis,
Psychrobacter alimentarius, Psychrobacter celer y Psychrobacter piscatorii. Los resultados
sugieren que estos sedimentos presentan una elevada abundancia de bacterias cultivables con
genes nirK, nirS o nosZ; sin embargo, en la mayoria no se pudo comprobar la actividad desni-
trificante en condiciones aerobias, posiblemente debido a la inactividad de estos genes o de
aquellos involucrados en la reduccion de nitrato (nas, nar o nap). Este estudio representa el
primer paso hacia el entendimiento de la ecologia de los microorganismos involucrados en
la desnitrificacion aerobia en la Bahia de San Quintin y en las lagunas costeras en general.

Palabras clave: aislamiento, desnitrificacion aerobia, estuario, genes desnitrificantes,
sedimentos.

INTRODUCCION

La desnitrificacion es un proceso importante del ciclo del

reactivo en ambientes limitados en oxigeno (O,), como los
sedimentos marinos (Devol 2015).
Las metaloenzimas involucradas en la desnitrificacion son

nitrogeno (N) marino (Hutchins y Capone 2023). Se trata de
una via respiratoria modular realizada por diversos microorga-
nismos, principalmente anaerobios facultativos heterdtrofos,
y consiste en la reduccion secuencial de nitrato (NO;"), nitrito
(NO,"), 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N,0) a N mole-
cular (N,) en una via completa, o quedandose en N,O en una
via incompleta (Zumft 1997). Este proceso puede producir
N,O, un gas de efecto invernadero 300 veces mas potente
que el dioxido de carbono (Ravishankara et al. 2009), ademas
participa en el reciclaje de la materia organica y elimina el N
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las nitrato reductasas dependientes de molibdeno citoplasma-
ticas (Nas), de membrana (Nar) y periplasmicas (Nap); las
nitrito reductasas con sitio activo de cobre (NirK) o hierro
hemo (NirS); las 6xido nitrico reductasas (Nor); y las 6xido
nitroso reductasas dependientes de cobre (Nos) (Zumft 1997).
Los genes desnitrificantes mas usados como marcadores en
el estudio de las comunidades desnitrificantes son nirK/nirS
porque generan NO, el primer producto gaseoso, asi como el
gen nosZ por participar en la reduccion de N,O (Damashek y
Francis 2017, Pajares y Ramos 2019).
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Ciertos microorganismos también pueden realizar la
desnitrificacion utilizando simultaneamente el O, y el NO;~
como aceptores de electrones (e.g., Lu et al. 2019, Cheng et
al. 2020, Feng et al. 2020). La desnitrificacion aerobia fue
propuesta formalmente por Robertson y Kuenen (1984) y
ha sido reportada en sedimentos costeros permeables (Gao
et al. 2010, Marchant et al. 2017). Esta ruta sigue la misma
secuencia de reducciones que la desnitrificacion anaerobia,
diferenciandose por presentar una cadena de transporte de
electrones mas ramificada y una reduccion de NO;~ domi-
nada por Nap y por facilitar la coocurrencia de la nitrifica-
cion y desnitrificacion (Yang et al. 2020a, Zhang et al. 2023).
Ademas, los microorganismos que realizan la desnitrificacion
aerobia tienen la ventaja de que su actividad metabolica no se
interrumpe por la presencia de O,.

Las zonas costeras sustentan el 44% de la desnitrificacion
global (Seitzinger et al. 2006). En particular, la desnitrifica-
cion en los estuarios inversos influenciados por eventos de
surgencias, como la Bahia de San Quintin (México), contri-
buye a la eliminacion del exceso de NO;™ y materia organica
que llegan del océano (Camacho-Ibar et al. 2003). Ademas,
los principales factores ambientales que regulan la desnitrifi-
cacion en los sedimentos costeros son el O, disuelto, el NO;~
y la materia organica (Devol 2015). Por otra parte, los pastos
marinos tienden a intensificar las tasas de desnitrificacion, ya
que facilitan la disponibilidad de NO,~ y materia organica en
forma de tejidos vegetales (Eyre et al. 2016).

Las proteobacterias son el grupo microbiano mas abundante
en llevar a cabo este metabolismo en los ambientes marinos, en
particular los géneros Pseudomonas, Alcaligenes y Paracoccus
(Sousa y Bhosle 2012). Sin embargo, se desconoce la taxo-
nomia y actividad de bacterias desnitrificantes de sedimentos
de estuarios inversos. Ademas, existen muy pocos estudios
sobre bacterias desnitrificantes aerobias aisladas en sedimentos
marinos (Zheng et al. 2011, Zhang et al. 2023) y ain menos
en sistemas costeros (Chen et al. 2020). Por lo tanto, el obje-
tivo del presente trabajo fue evaluar la distribucion de bacterias
aerobias con genes desnitrificantes aisladas de los sedimentos
de la Bahia de San Quintin y su relacion con diferentes parame-
tros ambientales, asi como la actividad potencial desnitrificante
en condiciones aerobias en aquellos aislados que presentaron
los genes marcadores nirK, nirS o nosZ.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio y muestreo

San Quintin es una laguna costera hipersalina de ~2 m
de profundidad promedio situada en un terreno baséltico de
conos volcanicos cineriticos en la costa noroeste de la Penin-
sula de Baja California, México (Fig. 1). E1 45% del area de
la bahia estd cubierto por praderas de Zostera marina (Ward
et al. 2003). La bahia tiene forma de “Y” y comprende un
brazo oriental pristino conocido como Brazo San Quintin y
un brazo occidental con actividad ostricola conocido como
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Bahia Falsa. Las aportaciones terrestres de agua y nutrientes
a la bahia son minimas; la circulacion estd dominada por los
intercambios mareales con el Océano Pacifico y la surgencia
costera es la principal fuente de nutrientes (Camacho et al.
2003). El tiempo de residencia medio del agua a la entrada
de la bahia es menor a 2 dias, mientras que en la parte mas
interna es mayor a 12 dias (Canu et al. 2016).

En octubre de 2021 se colectaron 4 nucleos de sedimentos
en zonas con praderas de Z. marina (sedimentos con pasto)
y otros 4 nucleos en zonas sin pasto (sedimentos desnudos)
~25 m de los bordes de las praderas en un transecto de 3
estaciones (boca, media y cabeza) en el Brazo San Quintin,
evitando la zona del canal (Fig. 1). Los nucleos se colec-
taron mediante SCUBA con nucleadores de PVC (5 cm de
didmetro y 25 cm de profundidad), los cuales se sellaron en
bolsas de plastico estériles, se almacenaron a 4 °C y se trans-
portaron al laboratorio en un plazo de 5 h. En el laboratorio
de Biogeoquimica de Nutrientes del Instituto de Investiga-
ciones Oceanologicas de la Universidad Auténoma de Baja
California (UABC, Ensenada) se obtuvieron los estratos
superiores (superficie: 0-5 cm) e inferiores (fondo: 15-20 cm)
de 3 nucleos por zona y se caracterizaron sus propiedades
fisicoquimicas. El aislamiento de las bacterias desnitrifi-
cantes se realiz6 a partir de muestras compuestas y homo-
geneizadas procedentes de 3 nucleos por zona, las cuales se
congelaron a —80 °C hasta su procesamiento en el laboratorio
de Ecologia Microbiana Acuatica del Instituto de Ciencias
del Mar y Limnologia de la Universidad Nacional Autéonoma
de México (UNAM, Ciudad de México). En cada estacion
se midi6 in situ la temperatura, salinidad y O, disuelto de
la columna de agua por encima de los sedimentos con una
sonda multiparamétrica YSI 6-Series (Yellow Spring Instru-
ments, Yellow Springs, EE. UU.).

Analisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos se llevaron a cabo por tripli-
cado (excepto los perfiles de O,, que se determinaron en
un nucleo intacto por estacion y habitat) como se describe
en Samperio-Ramos et al. (2024). Brevemente, el perfil del
0, disuelto se mididé con un microsensor Unisense (Aarhus,
Dinamarca) en los nucleos equilibrados por burbujeo cons-
tante durante 6-12 h. La textura de los sedimentos se determind
con un analizador de particulas LA-910 (Horiba Instruments,
Irvine, EE. UU.) y el pH se analiz6 con un pHmetro Starter
2100 (Ohaus, Parsippany, EE. UU.). Las concentraciones de
Fe(IT) y Fe(III) se obtuvieron por el método de extraccion con
HCl y ferrozina (Lovley y Phillips 1987, Samperio-Ramos et
al. 2016) utilizando un espectrofotometro FLAME-S UV-Vis
(Ocean Insight, Orlando, EE. UU.). El carbono orgénico total
(COT) y el N total (NT) se determinaron en un analizador
Elementar Vario (Elementar Americas, Inc., Ronkonkoma,
EE. UU.). El contenido de carbohidratos totales se deter-
mino por hidrélisis acida con H,SO, a 105 °C durante 25 h
(Myklestad et al. 1997). Se extrajeron NO;” y NO, con KCI


https://doi.org/10.7773/cm.y2024.3459
http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

Pefia-Zuiliga et al.: Bacterias desnitrificantes aerobias de una laguna costera

(Wheatley et al. 1989) y se analizaron con un autoanalizador
de flujo segmentado AA3-HR (Seal Analytical Ltd., Mequon,
EE. UU.).

Aislamiento de bacterias desnitrificantes

A partir de 100 mg de 12 muestras compuestas de sedi-
mentos (correspondientes a 3 estaciones, 2 habitats y 2 profun-
didades) procedentes de 3 nucleos por zona de muestreo, se
sembraron alicuotas de 100 pL de diluciones seriadas (107,
102y 103) en 2 medios de cultivo selectivos para bacterias
desnitrificantes (medio marino: 5 g de peptona de caseina,
1 g KNO,, 1.5 g de extracto de carne, 1.5 g de extracto de
levadura, 15 g de agar bacteriologico y 35 g de sales marinas
por litro de agua destilada; medio Braker: 37.35 g de medio
marino comercial, 0.51 g KNO,, 0.5 g de extracto de levadura
y 15 g de agar bacterioldgico por litro de agua destilada), los
cuales fueron incubados en condiciones aerobias durante 2-4
dias a 28 + 1 °C. Las colonias obtenidas se caracterizaron
morfoloégicamente. Posteriormente, se resembro una colonia
representante en el medio de cultivo donde fue aislada y en
condiciones aerobias durante 1-2 dias a 28 + 1 °C para la
obtencion de suficiente biomasa.

Amplificacion de genes desnitrificantes, secuenciacion del
gen ARNr 16S y filogenia

Se extrajo el ADN de cada representante bacteriano con
la técnica de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al
2% (Stewart y Via 1993) y se verifico su calidad y concen-
tracion en un espectrofotoémetro NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.). Se amplificaron los
genes nirK, nirS y nosZ mediante la reaccion en cadena de
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la polimerasa (PCR) usando 2 pares de primers diferentes
por gen (Tabla 1), considerandose una amplificacion positiva
con al menos uno de los pares de primers. Dada la alta varia-
bilidad de los genes desnitrificantes, se emplearon primers
degenerados para poder detectar la mayor parte posible de
la comunidad desnitrificante, que es filogenéticamente muy
diversa (Wei et al. 2015). La concentracion final de los reac-
tivos usados en las PCR fue: Buffer 0.9% suplementado con
2.7 mM de MgCl, y 0.9 mM de dNTPs, 0.2 pg/uL de alba-
mina de suero bovino grado molecular (BioLabs, San Diego,
EE. UU.), 0.3-0.5 uM de cada primer, 0.025 U/uL de MyTaq
(Bioline, Londres, Reino Unido), 1.7 ng/uL de ADN y agua
de grado molecular. Se comprobd la presencia de nirK, nirS o
nosZ por electroforesis en agarosa.

Se amplifico el gen ARNr 16S mediante PCR en el ADN
de los representantes con uno o mas genes desnitrificantes
(Tabla 1) y se secuenci6 por el método de Sanger en el Insti-
tuto de Biologia de la UNAM (Ciudad de México). Las
secuencias se clasificaron taxondmicamente con las herra-
mientas en linea Classifier del Ribosomal Database Project
(Cole et al. 2014) y BLASTn del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (Altschul et al. 1990).
Posteriormente, las secuencias se alinearon con el algoritmo
ClustalW en BioEdit (Hall 1999) y se realiz6 un arbol filo-
genético con el método de neighbor-joining y un bootstrap
de 10,000 repeticiones en MEGA 11 (Tamura et al. 2021),
el cual se edit6 en el programa Tree of Life (Ciccarelli et al.
2006).

Pruebas de reduccion de NO;" y NO,”

Para determinar la actividad potencial desnitrificante
en condiciones aerobias de las bacterias aisladas con los

Bahia
San Quintin, =

Océano Pacifico

116°00"
Longitud (W)

115°55

Figura 1. Localizacion de la Bahia de San Quintin (cuadro rojo) en Baja California (cuadro azul), México (a). Localizacion de las estaciones
de muestreo en la Bahia de San Quintin (cabeza [marcador azul marino], media [marcador turquesa] y boca [marcador coral]) (b).
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Tabla 1. Primers utilizados para amplificar los genes nirK, nirS, nosZ y ARNr 168, y sus condiciones de termociclado. Abreviaturas: touchdown

(TD), ciclo (c) y pares de bases (pb).

Gen Primer Secuencia del primer (5°-3”) Condiciones del termociclado  Longitud Referencia
nirk 1F GG(A/C)ATGGT(G/T)CC(C/G)TGGCA 95 °C> 5 min, 10D 95 °C
x30's, 56-51 °C x 30's, 72 °C Braker
x455),25¢(95°Cx305, 51 s10pb o Tico
nirk SR GCCTCGATCAG(A/G)TT(A/G)TGG °C x 30,72 °C x 45 5), 72 °C '
x 7 min
nirk )
FlaCu ATCATGGT(C/G)CTGCCGCG 95 °C x5 min, 6 TD (95 °C x
15's, 63-58 °C x 30's, 72 °C x Hallin
30's),34¢(95°C x 155,58 °C 473 pb
R3Cu GCCTCGATCAG(A/G)TTGTGGTT x30's, 72 °C x 30's), 72 °C x etal. (1999)
5 min
cd3aF  GT(C/G)AACGT(C/G)AAGGA(A/G)AC(C/G)GG 93 °C > 5 min, 6 TD (95 °C x
30's, 62-57 °C x 20's, 72 °C x Michotey
40's),34 ¢ (95°C x 305,57°C 425 pb
R3cd GA(C/G)TTCGG(A/G)TG(C/G)GTCTTGA x20's,72°C x 40's), 72 °C et al. (2000)
5 min
nirS .
nirS1F CCTA(C/T)TGGCCGCC(A/G)CA(A/G)T 95 °C x 5 min, 10 TD (95 °C x
30's, 57-52 °C x 30's, 72 °C x Braker
I min).30¢(95°C <305,52  890pb FOC
nirS6R CGTTGAACTT(A/G)CCGGT °C x30's, 72 °C x 1 min), 72 :
°C x 7 min
n0sZI1-2F CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 95 °C x 5 min, 35 ¢ (95 °C x Throbiick
30's,60°C x30s,72°C x30 267 pb
n0sZI-2R CAKRTGACKSGCRTGGCAGAA s), 72 °C x 5 min ctal. (2004)
nosZ
Nos661F CGGCTGGGGGCTGACCAA 94 °C x 5 min, 35 ¢ (94 °C x Scala y
305,55°C x I min, 72°C x 1 1,140pb  Kerkhof
Nosl773R  AACGA(A/C/G)CAG(T/C)TGATCGA(T/C)AT min), 72 °C x 10 min (1998)
27F TACCTTGTTACGACTT 94 °C x 5 min, 30 ¢ (94 °C x
ARNr . o . o Lane
16S 1 min, 52 C x 1 min, 72 C x 1,465 pb etal. (1985)
1492R AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1.20 min), 72 °C x 10 min

genes nirk, nirS o nosZ se llevo a cabo la prueba modifi-
cada de Holding y Colle (1971) en tubos con caldo marino
o Braker a 28 £ 1 °C y campana Durham hasta alcanzar su
fase exponencial (~48 h). Se tomaron alicuotas de 5 mL y
se afiadieron 5 gotas de reactivo B (0.4 g de acido sulfa-
nilico y 50 mL de acido acético SN) y 5 gotas de reactivo
o (0.25 g de a-naftilamina y 50 mL de acido acético SN).
En los casos en los que no se produjo un viraje a rojo
(ausencia de NO,"), se afiadio ~0.1 g de zinc en polvo para
comprobar la presencia o ausencia de NO;~. La presencia
de gas en la campana Durham fue indicativo de produc-
cion de N gaseoso.

Analisis de datos
Los datos se analizaron en RStudio v. 2023.3.0 (Posit team

2023). Se calcularon los indices de diversidad o de Chaol,
Simpson y Shannon de la comunidad desnitrificante con el

paquete ‘vegan’ (Oksanen et al. 2021). Con los datos de abun-
dancias por especie se realizé: (1) un analisis de distribucion
de las especies desnitrificantes mediante un mapa de calor con
cladograma usando la matriz de disimilitud de Canberra y el
agrupamiento “average” con el paquete ‘ComplexHeatmap’
(Gu et al. 2016), (2) una matriz de correlacion de Sperman
con los datos fisicoquimicos usando los paquetes ‘corrplot’
(Weiy Simko 2021) y ‘Hmisc’ (Harrell 2021) y (3) un analisis
de la estructura de la comunidad desnitrificante mediante un
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS, por sus
siglas en inglés) usando la matriz de disimilitud de Bray-
Curtis con el paquete ‘vegan’ y graficado con el paquete
‘ggplot2’ (Wickham 2016), donde se integraron los vectores
de datos ambientales significativos (P < 0.05).

Por ultimo, se contrastd la presencia de los genes nirk,
nirS o nosZ encontrados en las especies de los aislados con
la herramienta BLASTn del NCBI. Para ello, se accedio a los
genomas de referencia de las especies con el alineamiento de
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mayor porcentaje de identidad y se busco el locus del gen en
la tabla de proteinas.

RESULTADOS

Propiedades fisicoquimicas del agua y de los sedimentos
muestreados

En la columna de agua de la bahia hubo un aumento de
temperatura (de 20.8 a 22.7 °C), salinidad (de 32.42 a 35.39
%0) y O, disuelto (de 7.02 a 7.59 mg-L"') de la boca a la cabeza
(Tabla 2). Los sedimentos fueron andxicos desde los 2 mm
de profundidad (Fig. 2) y alcalinos (pH de 7.89 a 8.2; Tabla
3). El contenido de arena disminuy6 de la boca a la cabeza
en ambos habitats y profundidades (pasto: de 62.4-70.4% a
21.4-29.6%; desnudo: de 82.9-90.9% a 23.4-37.3%), mien-
tras que el limo aumentd (pasto: de 29.6-37.6% a 70.3-
78.0%; desnudo: de 9.1-17.2% a 62.4-76.4%) (Tabla 3). Las
concentraciones de Fe(IIl) fueron mayores que las de Fe(Il),
y ambas fueron mas altas en la zona media (pasto: 8.0-10.9
mg-g!y 0.2-0.7 mg-g!; desnudo: 5.9-9.1 mg-g' y 0.2-0.6
mg-g !, respectivamente). De la boca a la cabeza aumen-
taron el COT (pasto: de 0.23-0.67% a 1.17-1.45%; desnudo:
de 0.14-0.31% a 0.58-1.03%) y el NT (pasto: de 0.03-0.07%
a 0.11-0.16%; desnudo: de 0.02-0.04% a 0.06-0.10%). Las
concentraciones de carbohidratos totales, NO;~ y NO, no
mostraron un patrén claro de distribucion (Tabla 3).

Distribucién y diversidad de bacterias desnitrificantes
aerobias aisladas de los sedimentos

Se obtuvieron un total de 1,611 aislados en los sedi-
mentos de esta bahia, que fueron agrupados en 155 grupos
morfoldgicos, de los cuales 66 representantes (correspon-
dientes a 1,371 aislados) contuvieron alguno de los genes
nirK, nirS o nosZ (85.1% del total de los aislados).

El gen marcador mas abundante en los aislados fue nirk
(843 aislados), seguido de nosZ (740 aislados) y nirS (573
aislados) (Fig. 3). Las bacterias con solo nosZ (20.3% del
total de los aislados) y nirK (20.1%) fueron las dominantes,
mientras que las bacterias con solo nirS representaron el
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13.1%. Entre los aislados con 2 genes, los que tuvieron nirK
y nosZ fueron los mas abundantes (17.9%), seguidos de los
que tuvieron nirK y nirS (12.8%), mientras que los menos
abundantes fueron los que presentaron nirS y nosZ (5.1%).
El 10.7% de aislados tuvieron los 3 genes (Fig. 3a).

La distribucion de los desnitrificantes aislados en la bahia
fue heterogénea. Por profundidad, los sedimentos superfi-
ciales tuvieron mayor abundancia relativa de desnitrificantes
(66.2%) que los de fondo (33.8%) (Fig. 3b). Sin embargo,
la abundancia relativa de los aislados en estas profundidades
vari6 en funcién del habitat, de manera que en la superficie
fue mayor en los sedimentos con pasto (38.2%) que en los
desnudos (29.4%) y en el fondo fue mayor en los sedimentos
desnudos (24.3%) que en los de pasto (8.1%) (Fig. 3b).
Los aislados con nirS fueron mas abundantes en la cabeza
(45.4%), mientras que los aislados con nirK y nosZ lo fueron
en la boca (44.7 y 38.4%, respectivamente). Los desnitrifi-
cantes fueron aislados en menor proporcion en la estacion
media (nosZ: 27.6%; nirS: 16.9%; nirkK: 15.2%) (Fig. 3¢, d).
Esta distribucién también estuvo influenciada por el habitat,
de manera que la abundancia relativa de estos aislados en
la cabeza fue mayor en los sedimentos desnudos (78.7%),
mientras que en las estaciones media y de la boca lo fue en
el pasto (72.7% y 57.7%, respectivamente) (Fig. 3d).

En general, en estos sedimentos hubo una baja dominancia
(Simpson: 0.83 a 0.88) y una alta diversidad (Shannon: 1.96
a 2.36; cercanos a H,,: 2.71 a 3.04) de aislados desnitri-
ficantes (Tabla 4). Los ambientes con mayor riqueza de
aislados desnitrificantes fueron la estacion media, el estrato
del fondo y el sedimento desnudo (Chaol: 28.2, 31 y 30.1,
respectivamente).

Taxonomia, filogenia y actividad de las bacterias con
genes desnitrificantes

Se construyd un arbol filogenético con las secuencias
de ARNTr 16S de los 62 representantes correspondientes a
1,338 aislados (se descartaron 4 representantes con secuen-
cias de mala calidad, pertenecientes a 33 aislados) clasi-
ficadas en 4 clases (y-Proteobacteria [82.4% de aislados],
a-Proteobacteria [7.9%], Bacilli [5.7%] y Actinobacteria

Tabla 2. Condiciones fisicoquimicas de la columna de agua en las 3 estaciones de muestreo.

Estacion Temperatura (°C) Salinidad (%o) Oxigeno (mg-L™)
Boca 20.8 32.42 7.02
Media 21.7 34.45 7.11
Cabeza 22.7 35.39 7.59
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Figura 2. Perfiles verticales (desde la superficie hasta 5 mm de profundidad) de la concentracion de oxigeno disuelto en los niicleos de sedi-
mentos con pasto (derecha) y desnudos (izquierda) del Brazo San Quintin. El oxigeno disuelto no se pudo medir en los sedimentos desnudos

de la boca.

[4%]) distribuidas en 7 familias, 11 géneros y 23 especies
(Fig. 4). Los géneros con mayor numero de aislados fueron
Psychrobacter (986 aislados), Pseudomonas (117 aislados) y
Paracoccus (106 aislados). Ademas, las especies con mayor
numero de aislados fueron Psychrobacter piscatorii (267
aislados), Psychrobacter celer (193 aislados), Psychrobacter
submarinus (130 aislados), Psychrobacter pacificensis
(124 aislados) y Pseudomonas songnenensis (117 aislados)
(Fig. 4).

De las 23 especies clasificadas, 18 tuvieron repre-
sentacion de su genoma en el NCBI, de los cuales solo
3 contuvieron alguno de los genes marcadores encon-
trados en este estudio: Mesobacillus jeotgali (nosZ; 1D:
WP _102264655.1), Mesobacillus maritimus (nosZ; 1D:
WP _251428094.1) y P. songnenensis (nirK y nosZ; 1D:
WP 239060843.1 y WP_015275732.1, respectivamente).
En este estudio también se encontro6 nirS en P. songnenensis,
aunque en su genoma no aparece reportado (secuencia de
referencia NCBI: NZ_RFFN01000004.1).

Relacion entre la abundancia de especies de bacterias
desnitrificantes y las variables ambientales

Elmapade calormostr6 que P. songnenensisy Paracoccus
marcusii dominaron en el fondo del sedimento desnudo de

la cabeza. Psychrobacter piscatorii'y P. submarinus fueron
abundantes en varias muestras de sedimento, dominando en
la superficie del sedimento desnudo de la cabeza y en el
pasto de la boca. Psychrobacter celer y P. pacifiensis fueron
mas abundantes en el sedimento superficial desnudo de la
boca (Fig. 5a). Las abundancias de las especies desnitrifi-
cantes mostraron pocas correlaciones significativas con las
variables ambientales estudiadas, destacando las correla-
ciones positivas significativas de P. piscatorii con el pH,
Fe(Ill), COT y carbohidratos; Psychrobacter alimentarius
con el NO;~ y NO, y Micrococcus endophyticus con el
pH y Fe(Ill). Las correlaciones negativas significativas
fueron principalmente de P. celer con el contenido de limo,
arcilla y NT; Arthrobacter sp. con el pH, Fe (IlI) y COT;
y P. marcussii con el NO,” y NO,-, aunque éste ultimo
también tuvo una correlacion positiva significativa con el
Fe(Il) (Fig. 5b).

El NMDS (Fig. 6) mostré 3 agrupaciones en funcion de
la abundancia de las especies desnitrificantes aisladas: (1)
las especies de los sedimentos superficiales, excepto las
del sedimento desnudo de la boca, tuvieron una ligera rela-
cion positiva con el pH y estuvieron representadas por
Metabacillus endolithicus, P. alimentarius, Psychobacter
nivimaris, P. piscatorii y P. submarinus. (2) Las especies del


https://doi.org/10.7773/cm.y2024.3459
http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

O

000F €00 LOOFOFO 890FIOF 00F900 O00FS8S0 TOFIEOD €ECOTSH9 €00FSE0 [60F6ET9 SS0OFITLE €00FS0S darezeqe)
m 100F900 9€0FSOT TLPFH9l  00FO0I0 I10FEOT  T'0FET0 OFIFOLS OI'0OFLTO I€OFLEIL IF0FIECET 60°0F 0TS S ezeqe)
o
m 000F 200 €TOFSS0 9CTFHIT T00FIT0 900FLIT 600F650 +ETF6rS OI0FLSO PLOFHO8L ¥90FOVIT SO0OFH0S dd"€zoqe)
ﬂwc PO0OF 600 LEOFOLT LELFESY  00F9I0  TOFSHT  TOFSI0 SITFLOS 000F61°0 LSEFSTOL L8EFIS6T 900FSI'S Sd'ezoqe)
m 000F000 T00FEI0 SSOFOIY 00FSO0 O00FESO TOF6S0 660FLYS 000F91'0 POTF6VOF POTTFSCES HO0OTF86L A eIpoN
wm“ 100F900 vI0FOF0 SLOFVIL TOOFSO0 STOFSLO LOOFSI0O LOTTFLO6 100F000 SyyF¥8Te SYPF9I'LY #00F 808 SAepoN
5
m 100F€00 ITOFOF0 90V F601  00FLOO O00FILO TOFHL0 SECIFEOS SOOFLOO SOTFHI9E 66TF6LEY 90°0F96°L dd BIPAN
.m 100F120 9TOFI¥T  ISEF6'ST  O00FII0 CTOFS60  [0FO0TO TSTFSSOl 000F 100 ILLFILTY ILLFLTLS 60°0F608 Sd'EIPAN
m [00F €00 ITOFSSO E€C0FO8T  00F200 O00FHI'0 TOFIEO ISOFTISE 000F000 I[E€TFIULL I€TFSYT8 600F 6L da-edog
m SO0FOI0 STOFTHIT S60FIS9  O00FH00 OO0FIEO TOF9I0 CEIFHTS 000F000 LFIFOI'6 LYTIF0606 €£€00FI08 Saeoog
m €00F900 00FO0L0 POTIF98Y  00FE00 00FECO  TOFLKFO +TOFVIY 000F 100 OUTF¥96T LI'TFICOL LOOTFO6SL dd eoog
<
W €00F800 EI'0F860 LVIFOLZ TOOFLOO 9I'0FL90 OI'0F600 OITFOI'S T100F000 LYOFTYLE LYOTF6ETY +0°0FH0'S Sd'eoog
m p‘wwé p‘wwé (-8-p0wr) (%) IN (%) LOO (;-3-3uw) (-8.8w)  (%)eory  (%)owr] (%) eudry ad SENSONA
& “ON “ON OHDOL (IDed (IIDed
5
(=W

“(“ON) ot £ ((FON) orentu ‘(OHDD.L) $2[8103 SOIeIpIyoqreo ‘(LN [e301 N “(LOD) [101 001uedio ) (4) opuoy (S) aoyradns () opnusap (d)
ojsed :senjeIAd1qy ‘unum) ueg ozelg [9p SOJUIWIPIS SO Ip sensanw se| ud opedrjdiy 1od sopezijeue soorwmbooisy sonawered so] op (1BPUB)SS UOIOBIASIP F OIpawoId) SaI0[eA ¢ B[qeL,


http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

Ciencias Marinas, Vol. 50, 2024

W<O

a b
nirk nirS nosZ
o Superficie
g | B OB [
= Habitat
% Pasto
= |7 Desnudo
B N
0 100200300 O 100200300 0 100 200 300
Abundancia de aislados
c ) ) d . .
nirk nirS nosZ nirk nirS noszZ
Cabeza - Cabeza 4
_ I I | . _ I EE -
o Ve Profundidad tg Vedi Habitat
[&] edia s edla
=] Superficie S Pasto
@ I | l Il Fondo G I I . [ Desnudo
Boca - Boca
H || | = o m
0 100 200 300 O 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300 O 100 200 300 0 100 200 300
Abundancia de aislados Abundancia de aislados

Figura 3. Distribucion de la abundancia de los genes marcadores (nirK, nirS o nosZ) en los aislados obtenidos de los sedimentos del Brazo
San Quintin (a), por profundidad y hébitat (b), por estacion y profundidad (¢) y por estacion y habitat (d).

fondo de las estaciones media y cabeza tuvieron una rela-
cion positiva con la textura arcillosa y una alta abundancia
de Psychrobacter sp., P. celer, P. songnenensis, Planococcus
maritimus 'y Planococcus rifietoensis. (3) Las especies de la
boca (excepto las de la de superficie con Z. marina) se relacio-
naron positivamente con la textura arenosa y negativamente
con el COT y NT, y estuvieron asociadas principalmente con
M. maritimus y Arthrobacter enclensis.

Verificacion de actividad desnitrificante en las especies
aisladas

Se comprobd la actividad desnitrificante en condiciones
aerobias en 7 especies (Tabla 5): P marcusii (2 represen-
tantes con nirK, 1 con nirS'y 1 con nirK/nirS y nosZ activos),
P. maritimus (2 representantes con nirS activo), P. rifietoensis
(1 representante con nirS activo), P. songnenensis (1 repre-
sentante con nirS'y nosZ activos y 1 con nirK/nirS'y nosZ
activos), P. alimentarius (1 representante con nirK/nirS
activos), P. celer (4 representantes con nirK y 1 con nirS
activos) y P. piscatorii (1 representante con nirK/nirS'y nosZ
activos).

DISCUSION

Distribucion de bacterias desnitrificantes aerobias

aisladas del Brazo San Quintin

Hasta la fecha se han aislado desnitrificantes aerobios en
diferentes sistemas marinos (e.g., Zheng et al. 2011, Chen et
al. 2020, Zhang et al. 2023), excepto en estuarios inversos.
Los sedimentos costeros permeables, como los de la Bahia
de San Quintin, son ambientes propicios para el desarrollo de
bacterias aerobias desnitrificantes (Gao et al. 2010, Marchant
et al. 2017). Ademas, la proliferacion de Z. marina y el estado
somero de esta bahia promueven grandes aportes de materia
orgénica para las bacterias desnitrificantes en estos sedimentos
(Eyre et al. 2016). Asimismo, las altas concentraciones de Fe
en el sedimento de la bahia, derivadas de la erosion de rocas
basalticas del campo volcanico de San Quintin (Navarro et al.
2006), pueden estimular el desarrollo de bacterias con nirS
(Zumft 1997). En este estudio se aisla por primera vez una
gran cantidad de bacterias desnitrificantes en condiciones
aerobias en los sedimentos del Brazo San Quintin (85.1% de
1,611 aislados presentaron genes desnitrificantes).
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Los aislados con genes nirK, nirS o nosZ pertenecieron
a las clases Actinobacteria, Bacilli, y-Proteobacteria y
o-Proteobacteria, las cuales se han asociado con la desnitri-
ficacion en sedimentos costeros (Zhu et al. 2018, Ming et al.
2021). Los 3 géneros mas abundantes fueron Psychrobacter,
Pseudomonas y Paracoccus. Pseudomonas y Paracoccus
son considerados los géneros bacterianos desnitrificantes
mas abundantes en sedimentos marinos (Sousa y Bhosle
2012) y también se han asociado con la desnitrificacion
aerobia (Chen et al. 2020, Zhang et al. 2023). Asimismo,
Psychrobacter se ha relacionado con la desnitrificacion
anaerobia (Zhu et al. 2018, Cabezas et al. 2022) y aerobia
(Zheng et al. 2011) en ambientes marinos; ademas, su
genoma revela afinidad por la ruta de la desnitrificacion
aerobia (Lasek et al. 2017).

Hubo especies bacterianas que presentaron simulta-
neamente los genes nirK y nirS, como P. songnenensis,
Psychrobacter sp., P. alimentarius, P. celer y P. piscatorii
(Fig. 4). Estos resultados contradicen la idea tradicional
de que dichos genes son mutuamente excluyentes en
genomas de organismos desnitrificantes (Zumft 1997,
Jones et al. 2008), pero estan en linea con las observa-
ciones de coocurrencia nirK/nirS encontrados en genomas
del NCBI (Graf et al. 2014), cultivos anaerobios y microae-
robios de Bradyrhizobium oligotrophicum S58 (Sanchez y
Minamisawa 2018) y cultivos aerobios de Pseudomonas
stutzeri (Wittorf et al. 2018). Por lo tanto, se necesita
profundizar en el estudio de la fisiologia y el metabolismo
de bacterias con nirK/nirS en sus genomas.

W<O

A lo largo del Brazo San Quintin se producen fuertes
gradientes fisicoquimicos (Canu et al. 2016, Samperio—
Ramos et al. 2024), que podrian influir en la distribucion
de las bacterias desnitrificantes. Sin embargo, la distribu-
cion de estos aislados fue heterogénea en este brazo, siendo
mas abundantes en la boca y la cabeza que en la zona
media, y sin diferencias claras entre sedimentos desnudos
o con Z. marina. Se ha demostrado actividad desnitrifi-
cante aerobia en sedimentos costeros permeables (Gao et al.
2010, Marchant et al. 2017). Por lo tanto, la mayor permea-
bilidad de los sedimentos arenosos en la boca y la llegada de
nutrientes por las surgencias costeras asociadas a la corriente
de California (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. Ademas, los mayores
contenidos de COT en los sedimentos de la cabeza, debido a
su contenido limoso y al mayor tiempo de confinamiento del
agua (Ribas-Ribas et al. 2011, Canu et al. 2016), pudieron
promover también una alta abundancia de bacterias desni-
trificantes aerobias en esta zona de la bahia. En general, los
sedimentos superficiales tuvieron mayor abundancia rela-
tiva de bacterias desnitrificantes aerobias que los de fondo,
posiblemente debido a la difusion de O,y nutrientes del agua
a los sedimentos superficiales (Ribas-Ribas et al. 2011) y a
sus mayores contenidos de materia orgénica con respecto
a los sedimentos mas profundos. Por otro lado, las bacte-
rias con nirS fueron las menos abundantes en estos sedi-
mentos, a pesar de la afinidad de la enzima cdl de nirS

Tabla 4. indices de diversidad alpha: Riqueza especifica (nimero de especies presentes por muestra), Chaol, Simpson y Shannon, calculados a
partir de las abundancias de los aislados bacterianos con genes desnitrificantes por ambiente estudiado. H,,,,: méximo valor teérico del indice

de Shannon.
Ambiente Riqueza especifica Chaol Simpson Shannon H, .
Boca 14.0 14.5 0.833 2.067 2.639
Media 20.0 28.2 0.856 2.171 2.996
Cabeza 15.0 17.3 0.831 1.957 2.708
Superficie 17.0 18.0 0.854 2.169 2.833
Fondo 22.0 31.0 0.858 2.259 3.091
Desnudo 24.0 30.1 0.878 2.310 3.178
Pasto 21.0 214 0.882 2.355 3.045
Media 19.0 22.93 0.856 2.184 2.927
Desviacion estandar 3.74 6.75 0.02 0.14 0.20
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Figura 4. Arbol filogenético de las secuencias de ARNr 16S de los representantes bacterianos desnitrificantes aislados en los sedimentos

del Brazo San Quintin. El valor del bootstrap se muestra en circulos azules en los nodos. El color de las ramas representa la clase a la que

pertenece cada representante: o—Proteobacteria (—), y—Proteobacteria (=), Actinobacteria (==) o Bacilli (=). En paréntesis se indica la

procedencia del representante: medio de cultivo (marino [M] o nutritivo [N]), estacién (boca [B], media [M] o cabeza [C]), hébitat (pasto

[P] o desnudo [D]) y profundidad (superficie [S] o fondo [F]). La grafica de barras del arbol presenta la abundancia relativa de los aislados
asociados a cada representante en cada estacion: boca (m), media (=) o cabeza (m). En el sistema binario se muestra la presencia (m) o ausencia

(o) de los genes nirK, nirS o nosZ.
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Los dendrogramas muestran la agrupacion jerarquica entre las especies (columnas) y las muestras (filas), respectivamente. Matriz de corre-
lacion de Spearman entre las abundancias de especies desnitrificantes y los parametros fisicoquimicos de los sedimentos (b). El gradiente
de color corresponde a los valores del coeficiente de correlacion y el tamaiio del circulo a su valor absoluto. Las correlaciones significativas
se representan con asteriscos blancos dentro de los circulos (* P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001). Abreviaturas: pasto (P), desnudo (D),
superficie (S), fondo (F), C organico total (COT), N total (NT) y carbohidratos totales (TCCHO).
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Figura 6. Grafica NMDS de la distribucion de las muestras (simbolos) en funcién de la matriz de distancia de Bray-Curtis de las especies
desnitrificantes aisladas y su relacion con los vectores ambientales significativos (P < 0.05). Nivel de estrés: 0.069. Abreviaturas: C organico
total (C) y N total (N).

con el Fe (Zumft 1997) y a las elevadas concentraciones de de COT y NT de estos sedimentos, resultados que coinciden
este metal en la Bahia de San Quintin (Navarro et al. 2006, con los obtenidos mediante PCR cuantitativa en sedimentos
Samperio-Ramos et al. 2024). Por lo tanto, no es descartable de diversos estuarios de China (Wang et al. 2014, Zhu et al.
una posible subestimacion de la abundancia real de bacte- 2018, Ming et al. 2021).
rias portadoras de nirS debido a la técnica de aislamiento
(Stewart 2012). Actividad desnitrificante en las bacterias aisladas con
La diversidad de las bacterias desnitrificantes aisladas en genes desnitrificantes
San Quintin fue menor que la encontrada en sedimentos de
otros estuarios en donde se usaron técnicas de secuenciacion Pese a que la desnitrificacion es un proceso modular (Zumft
masiva (Ming et al. 2021) y librerias de clonas (Zheng et al. 1997), lo que dificulta observar la reduccion completa de NO,~
2015). Por tanto, esto pudo ser consecuencia de la técnica de a N, en monocultivos, se logré confirmar una desnitrificacion
estudio, ya que el aislamiento en agar no permite el creci- aerobia completa en 3 especies (P. marcusii, P. songnenensis
miento de la mayoria de las bacterias presentes en un deter- y P. piscatorii). También se confirm¢ la reduccion de NO; ™ y
minado ambiente, las cuales se han podido identificar, sin NO, en condiciones aerobias en otras 4 especies (P. maritimus,
necesidad de cultivar, por medio de la amplificacion por PCR P, rifietoensis, P. alimentarius y P. celer).
y la secuenciacion de genes marcadores como el ARNr 16S La comprobacion de la actividad desnitrificante en condi-
(Stewart 2012). Ademas, la distribucion heterogénea de las ciones aerobias en 3 especies de Psychrobacter apoya la
bacterias desnitrificantes en esta bahia, junto con la escasa propuesta de que este género puede realizar la desnitrifica-
correlacion significativa encontrada entre las especies desni- cion aerobia (Lasek et al. 2017). La capacidad de realizar este
trificantes y los pardmetros ambientales, podria deberse proceso en presencia de O, podria explicar la dominancia
también al aislamiento en agar. Por otra parte, de acuerdo de Psychrobacter en los aislados obtenidos en San Quintin,
al NMDS, la distribucion de estos aislados estuvo condicio- ya que las condiciones de aislamiento también fueron aero-
nada principalmente por la textura, el pH y la concentracion bias. Por otro lado, la actividad desnitrificante observada en

12


https://doi.org/10.7773/cm.y2024.3459
http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

Pefia-Zuiliga et al.: Bacterias desnitrificantes aerobias de una laguna costera

W<O

Tabla 5. Aislados representantes cuya actividad de sus genes desnitrificantes identificados por PCR pudo ser comprobada en condiciones aero-
bias. Procedencia del representante: medio de cultivo (marino [M] o nutritivo [N]), estacion (boca [B], media [M] o cabeza [C]), hébitat (pasto
[P] o desnudo [D]), profundidad (superficie [S] o fondo [F]) y nlimero asignado en el aislamiento (abundancia de aislados para cada represen-

tante [N]).
Genes encontrados por PCR
Principal morfologia Genes
Especie Representante (color, elevacion, borde) N nirk nirS noZ comprobados
M.M.D.F.5 Crema, achatada, liso 1 + - + nirk
M.C.D.F2 Crema, elevada, liso 37 - + - nirS
Paracoccus
marcusii MCD.F3 Café claro, achatada, 30 . . . nirK/nirsS,
ondulado nosZ
M.C.D.F4 Naranja, achatada, liso 30 + — — nirk
M.B.D.F.7 Naranja, elevada, lobulado 3 — + — nirS
Planococcus
marttimus N.B.P.S.7 Naranja, achatada, liso 4 — + — nirS
Planococcus . . .
. . N.C.PS.2 Naranja, elevada, liso 3 — + — nirS
rifietoensis
M.C.D.F.6 Naranja, elevada, ondulado 30 - + + nirS, nosZ
Pseudomonas
songnenensis M.C.D.F.8 Naranja, elevada, liso 87 + + + nirK/nirs,
nosZ
PS.yChmquter N.B.D.S.3 Naranja, achatada, ondulado 4 + + - nirK/nirS
alimentarius
N.B.P.S.6 Blanco, achatada, liso 30 + — + nirk
N.B.P.S.8 Crema, protuberante, liso 4 + — + nirk
Psychrobacter N.B.P.S.9 Amarillo, achatada, liso 1 + - + nirk
celer
N.B.D.F.6 Crema, achatada, lobulado 1 + — + nirk
N.B.D.F.10 Crema, elevada, lobulado 1 - + + nirS
Pfy chrol').a cter M.C.D.S.3 Incoloro, achatada, ondulado 30 + + + nirK/nirs,
piscatorii nosZ

P. marcusii y P. songnenensis podria seguir una ruta de desni-
trificacion completa (con produccion de N,), ya que se ha
descrito la presencia del gen nosZ en ambos géneros (Jones et
al. 2013) y el genoma de P. songnenensis contiene los genes
nirK y nosZ (NCBI: NZ_RFFN01000004.1). En cuanto a la
reduccién de NO;~ y NO,” comprobada en P. maritimus y
P. rifietoensis, no hay registros previos de dicha actividad en
este género; sin embargo, se sabe que su clase (Bacilli) puede
llevar a cabo la desnitrificacion aerobia (Yang et al. 2020b).

CONCLUSIONES

En los sedimentos del Brazo San Quintin hay
una alta abundancia de bacterias aerobias con genes

desnitrificantes, de las cuales en al menos 7 especies se
pudo comprobar su capacidad para llevar a cabo la desni-
trificacion en presencia de O,. A pesar de que la técnica
de aislamiento en agar no permite hacer una estimacion
real de la abundancia y diversidad de bacterias desnitrifi-
cantes presentes en esta bahia, se trata del primer trabajo
en aislar bacterias aerobias con potencial desnitrificante
en sedimentos de un estuario de tipo lagunar costero. En
futuros estudios seria interesante comparar la comunidad
desnitrificante entre el brazo pristino (Brazo San Quintin)
y el influenciado por actividad ostricola (Bahia Falsa)
para analizar los efectos de este tipo de actividades antro-
picas en la comunidad desnitrificante de la Bahia de San
Quintin.
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