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Resumen

1 RESUMEN

La costa Patagonica se encuentra expuesta a la contaminacion por hidrocarburos de origen
antrdpico, los cuales pueden persistir en los sedimentos costeros, sobre todo en regiones frias. La
biodegradacion mediada por bacterias autoctonas constituye un mecanismo importante de
eliminacién de estos contaminantes del medio ambiente. El objetivo general de esta Tesis fue
incrementar nuestro conocimiento sobre las poblaciones bacterianas degradadoras de
hidrocarburos alifaticos en sedimentos costeros cronicamente contaminados de ambientes
subantarticos (Bahia Ushuaia, Tierra del Fuego). Para ello, se emplearon diferentes técnicas
moleculares independientes del cultivo de microorganismos, basadas tanto en el analisis de genes
marcadores funcionales, marcadores filogenéticos, asi como también estrategias metagendmicas.
Como marcador funcional se utilizaron los genes alkB, que codifican para la subunidad catalitica
del complejo enzimatico Alcano hidroxilasa AIkB, una familia de enzimas clave en el
metabolismo aerdbico de alcanos. Se observd la existencia de una gran diversidad de variantes
de genes alkB en los sedimentos de Bahia Ushuaia, con una predominancia de secuencias
relacionadas al filo Proteobacteria, y Actinobacteria en segundo lugar. Al analizar una muestra
representativa de sedimentos por secuenciacion en gran escala de amplicones del gen para el
ARN ribosomal 16S, se observé una comunidad dominada por géneros bacterianos conocidos
por su capacidad de degradar hidrocarburos o que se han visto asociadas a la biodegradacion a
bajas temperaturas: Oleispira, Pseudoalteromonas, Glaciecola, y Psychrobacter. Asimismo,
miembros del clado Roseobacter (Alphaproteobacteria), y del género Nocardioides
(Actinobacteria) también fueron abundantes. Evaluamos la respuesta de la comunidad bacteriana
frente a una exposicion experimental a petréleo crudo con y sin el agregado de nutrientes. La
comunidad bacteriana del sedimento respondié rapidamente, observandose cambios tanto a nivel
funcional como estructural. A nivel funcional, se identificaron secuencias de genes alkB que
pueden ser consideradas relevantes ecoldgicamente, y que pueden ser utilizadas para el
desarrollo de herramientas moleculares de diagndstico ambiental. A nivel estructural, sugerimos
que los miembros del clado Roseobacter, Maribius (Alphaproteobacteria), junto con
Nocardioides (Actinobacteria), serian importantes en los procesos de atenuacion natural de
hidrocarburos alifaticos en este ambiente. Luego del tratamiento con petréleo crudo y nutrientes,
se produce un cambio drastico en la estructura de la comunidad bacteriana, seleccionandose
predominantemente los generos Alcanivorax (Gammaproteobacteria) y Thalassospira

(Alphaproteobacteria). Asimismo, observamos el enriquecimiento de varios géneros que no
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habian sido reportados asociados a la biodegradacion de hidrocarburos, en particular de los

ordenes Caulobacterales y Flavobacteriales.

La utilizacion de dos estrategias metagenomicas nos permitio seguir ampliando el espectro
de diversidad de los genes alkB caracteristicos de sedimentos de Bahia Ushuaia, y estudiar
aspectos de la organizacién génica. En conjunto, nuestros resultados indican que la importancia
de miembros del filo Bacteroidetes con respecto al potencial de biodegradacion de hidrocarburos
en ambientes costeros de zonas rias podria haber sido subestimada. Mediante la construccion y el
analisis de una biblioteca metagendmica en fésmidos, se identificaron dos fragmentos gendmicos
(de longitud 33 kb y 38 kb), conteniendo secuencias AIkB de longitud completa y novedosas,
como asi también genes contiguos potencialmente involucrados en el metabolismo de alcanos y
lipidos. Ambos fragmentos genomicos se encontraron relacionados con los genomas de
miembros del filo Planctomycetes. No existian hasta el momento reportes de la presencia de
genes que codifican para la degradacion de alcanos en este grupo filogenético, el cual se

encuentra ain muy poco estudiado.

En resumen, el estudio mediante métodos independientes del cultivo de las comunidades
microbianas de un ambientes frio cronicamente contaminado de la Patagonia, nos permitio la
identificacion de genes biomarcadores y microorganismos indicadores para la biodegradacion de
alcanos en estos ambientes, inferir su posible respuesta a la exposicién a petroleo crudo y su
comportamiento frente a la bioestimulacién con nutrientes, asi como también avanzar en el
analisis del contexto gendmico de algunos de estos genes en grupos microbianos ecolégicamente

relevantes pero aln poco conocidos.
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2 INTRODUCCION

2.1 LOS HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos son compuestos organicos de una gran diversidad estructural,
producidos mediante biosintesis por organismos vivos en la bidsfera, o como resultado de
procesos de transformacion geoldgica de biomasa en sistemas sedimentarios (gedsfera). Los
hidrocarburos estan formados exclusivamente por carbono (C) e hidrégeno (H), y se clasifican
como aromaticos o alifaticos. Los hidrocarburos aromaticos son moléculas planas y ciclicas con
un sistema de enlaces dobles conjugados (dos 0 méas enlaces dobles que no estan separados por
un grupo CH, u otra estructura) (Figura 2.1). Los hidrocarburos alifaticos formados
exclusivamente por enlaces C-H simples se denominan hidrocarburos saturados o alcanos, y
pueden ocurrir formando cadenas lineales (n-alcanos), cadenas ramificadas, o estructuras ciclicas
(cicloalcanos) (Figura 2.1). Los hidrocarburos alifaticos insaturados contienen al menos un
enlace C-C doble (alquenos), o un enlace C-C triple (alquinos) (Figura 2.1) (Wilkes and
Schwarzbauer 2010).

AROMATICOS ALIFATICOS

Q ~ A O A
n-butano 2-metilpentano  ciclopentano  isopreno

benceno fenantreno

Figura 2.1. Estructuras de algunos hidrocarburos aromaticos, alifaticos saturados e insaturados.

2.1.1 FUENTES DE HIDROCARBUROS EN EL AMBIENTE MARINO

Los hidrocarburos derivados del petréleo pueden ingresar en el ambiente marino mediante
dos procesos principales. Un proceso involucra las filtraciones naturales de petréleo proveniente
de los estratos geoldgicos bajo el fondo marino. EIl segundo proceso involucra las actividades
humanas relacionadas con la extraccion, el transporte, almacenamiento, y la utilizacion del
petréleo y gas natural (Kvenvolden and Cooper 2003; NRC National Research Council 2003).
Debido a la naturaleza hidrofébica de los hidrocarburos, los sedimentos marinos constituyen
repositorios principales de estos compuestos, desde donde pueden acceder las redes troficas

adyacentes. Los invertebrados bentonicos, por ejemplo, acumulan hidrocarburos que luego
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pueden estar disponibles para las especies de niveles troficos superiores (Harris, Yunker et al.
2011). Ciertos organismos marinos son capaces de producir hidrocarburos alifaticos. En
sedimentos marinos ocurre la produccion de metano por arqueas metanogénicas, y de otros
alcanos volatiles de cadena corta (por ejemplo, etano, propano, butano) por una amplia gama de
microorganismos incluyendo bacterias aerdbicas y anaerobicas, arqueas, cianobacterias, Yy
levaduras (Formolo 2010). La biosintesis de isopreno se encuentra ampliamente distribuida,
siendo producido por plantas terrestres, plancton marino, y bacterias. Algunos alcanos de cadena
mas larga son producidos por microbios eucariotas y procariotas, en particular en ambientes
marinos. Por ejemplo, las algas marrones producen n-pentadecano, y las algas rojas producen n-
heptadecano (Wackett 2010). El pristano es una sustancia ubicua en el agua de mar, y los
microorganismos del zooplancton de los géneros Calanus y Neocalanus producen pristano
(Avigan and Blumer 1968).

2.1.2 FUENTES DE HIDROCARBUROS EN LA COSTA PATAGONICA

Las costa Patagbnica se extiende a lo largo de méas de 2000 km entre 40°S y 54°S
(Commendatore, Esteves et al. 2000). Debido a su gran productividad y excepcional diversidad,
su conservacion se ha reconocido como prioritaria tanto a nivel local como global (Olson and
Dinerstein 2002; Foro para la Conservacion del Mar Patagonico y Areas de Influencia 2008). Las
fuentes de contaminacién detectadas son el vertido de efluentes urbanos, metales pesados,
basurales a cielo abierto, y los hidrocarburos derivados del petréleo (Foro para la Conservacién
del Mar Patagénico y Areas de Influencia 2008). El transporte de petroleo crudo desde las
terminales petroleras, localizadas en las costas de Tierra del Fuego, Santa Cruz y Chubut, hasta
los sitios de procesamiento en la provincia de Buenos Aires, o hacia el mercado externo, se
realiza exclusivamente por mar. Asimismo, parte del combustible refinado que se produce en las
zonas de procesamiento también retorna por via maritima. Por lo tanto, la costa Patagonica se
encuentra potencialmente expuesta a la contaminacion por hidrocarburos, ya sea como
consecuencia de maniobras operacionales (deslastre, vaciado de sentinas, etcétera) como por
accidentes. Los derrames también ocurren durante la carga y la explotacion costa afuera
(offshore) (Nievas and Esteves 2007; Foro para la Conservacion del Mar Patagonico y Areas de
Influencia 2008). La costa patagonica muestra niveles variables de hidrocarburos derivados del
petrdleo, lo que refleja diferentes grados de exposicion a las actividades humanas. Los sitios con
niveles de contaminacién moderada a alta corresponden a los puertos de San Antonio Oeste (Rio

Negro), Rawson, Caleta Cérdova, y Comodoro Rivadavia (Chubut). Estos puertos presentan
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principalmente actividades pesqueras, dos ademas constituyen estaciones de carga de petréleo
crudo (Caleta Cérdova), y de descarga de combustibles livianos (Comodoro Rivadavia).
También se han detectado zonas de acumulacion de hidrocarburos, debido a las acciones de las
corrientes marinas y los vientos predominantes, como es el caso de Faro Aristizabal (Chubut)
(Commendatore, Esteves et al. 2000; Commendatore and Esteves 2007). La ciudad de Ushuaia
también se encuentra afectada por la contaminacion con hidrocarburos, producto de la suma de
las actividades desarrolladas en los muelles (Esteves and Amin 2005; Esteves, Commendatore et
al. ; Commendatore, Nievas et al. 2012). En particular, en un estudio donde se analizaron los
niveles de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en sedimentos de diferentes sitios a lo largo de
la Bahia Ushuaia, se concluyé que la zona central de la Bahia, que comprende el Muelle
Combustible, el Muelle Comercial, y el Muelle Nautico, constituye una zona de acumulacion de
hidrocarburos, favorecida por las caracteristicas de los sedimentos (Commendatore, Nievas et al.
2012).

2.2 BIODEGRADACION DE ALCANOS

Los alcanos son los componentes mayoritarios del petrleo crudo, pero también son
producidos por varios organismos como ser plantas, algas, bacterias y arqueas, como productos
de desecho, elementos estructurales, mecanismos de defensa, o atrayentes quimicos (van Beilen,
Z. et al. 2003). Los alcanos, al ser moléculas altamente reducidas con un gran contenido de
carbono, pueden ser potencialmente una buena fuente de carbono y energia. Sin embargo, su
utilizacion presenta dos grandes impedimentos para los microorganismos. Por un lado, la
hidrofobicidad de estos compuestos presenta un desafio en cuanto a su mecanismo de acceso y
entrada a la célula (Rojo 2010). Por otro lado, debido a la naturaleza quimica del enlace C-H, los
alcanos son poco reactivos o inertes. Las reacciones principales involucran la ruptura hemolitica
de un enlace C-H o C-C, con la formacion de radicales libres alquilo como intermediarios. Este
proceso requiere una cantidad significativa de energia, que esta relacionada con la estabilidad del
radical formado, siendo los radicales terciarios los mas estables, seguido por los secundarios, y
siendo los mas inestables los primarios (Wilkes and Schwarzbauer 2010). A pesar de estos
factores, varios microorganismos han adquirido la habilidad de degradar alcanos y utilizarlos

como fuente de carbono y energia (van Beilen, Z. et al. 2003).
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2.2.1 MECANISMOS DE ACCESO

Los hidrocarburos en el medio ambiente ocurren predominantemente como liquidos o
solidos inmiscibles en agua, disueltos en solventes no acuosos, en estado gaseoso, o adsorbidos a
matrices sélidas, mientras que una pequefia fraccién se encuentra disuelta en la fase acuosa
(Harms, Smith et al. 2010). La solubilidad en agua de la serie de n-alcanos disminuye
exponencialmente a medida que su peso molecular aumenta (Eastcott, Shiu et al. 1988).
Asimismo, a medida que la temperatura disminuye también disminuye la solubilidad de los
alcanos de més de diez carbonos, y pueden llegar a ser s6lidos (Whyte, Slagman et al. 1999). Por
lo tanto, los microorganismos degradadores utilizan diferentes estrategias para facilitar la
interaccion con estos compuestos poco solubles o insolubles en agua. Una estrategia es la
produccion de biosurfactantes, compuestos anfipaticos que acttan en las interfases alterando sus
propiedades: reducen la tension superficial de los fluidos y promueven la mezcla de fases
hidrofobicas e hidrofilicas. Los biosurfactantes y los bioemulsificadores promueven la
emulsificacion de los hidrocarburos en agua, aumentan la superficie expuesta al agua de los
mismos y su biodisponibilidad, y por lo tanto aceleran su metabolismo. La bacteria marina
Alcanivorax borkumensis SK2 produce dos formas de un glucolipido biosurfactante: una forma
precursora que contiene glicina, unida a la superficie celular, y la forma sin glicina que es
liberada al medio extracelular. La presencia de la forma precursora en la superficie celular
aumenta la hidrofobicidad de la misma y su afinidad a la superficie del hidrocarburo. Por otro
lado, la forma extracelular promueve la formacion de micelas de hidrocarburo en agua,
aumentando la biodisponibilidad de estos compuestos (Golyshin, Martins Dos Santos et al.
2003). En Pseudomonas aeruginosa, se observo que a bajas concentraciones de biosurfactante
ocurria la liberacion del lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa, y como resultado la
superficie celular se volvia mas hidrofébica (Al-Tahhan, Sandrin et al. 2000). Otra estrategia es
la adhesion a la superficie del hidrocarburo, observada en Acinetobacter, mediante la produccion
de apéndices extracelulares como las fimbrias (Rosenberg, Bayer et al. 1982; Bihari, Pettko-
Szandtner et al. 2007). La tercer estrategia de acceso observada es el desarrollo de biofilms en la
interfase agua-hidrocarburo (Klein, Grossi et al. 2008). Los biofilms son estructuras
multicelulares fisiologica y genéticamente heterogéneas, altamente organizadas. La
particularidad de este tipo de biofilms es que el hidrocarburo actua a la vez como superficie para

el desarrollo del biofilm y como sustrato para el crecimiento bacteriano (Grimaud 2010).

Debido a las diferencias estructurales entre la membrana citoplasmatica y la membrana
externa, se deberian presentar diferentes requerimientos para el transporte de hidrocarburos a

través de las mismas. En bacterias Gram-positivas, la entrada a la célula podria ocurrir por
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difusion pasiva a través de la membrana citoplasmatica, o mediante el uso de sistemas de
transporte activo, si bien hasta el momento no se han identificado los genes o las proteinas
responsables del transporte de hidrocarburos. Las bacterias Gram-negativas se caracterizan por
poseer una membrana externa que actla principalmente como una barrera de permeabilidad
selectiva, por lo que los hidrocarburos no pueden difundir libremente a través de ella (Parales
and Ditty 2010). El pasaje de moléculas a través de la membrana externa entonces ocurre a
través de diferentes clases de proteinas transportadoras. Por ejemplo, se han identificado
proteinas de membrana externa especificas e inducibles para la entrada de hidrocarburos
aromaticos como el tolueno (Wang, Rawlings et al. 1995; Kahng, Byrne et al. 2000), m-xileno
(Kasai, Inoue et al. 2001), y estireno (Mooney, O'Leary et al. 2006).

Con respecto al transporte de alcanos, la proteina AlkL se propuso inicialmente como
posible transportadora debido a su localizacion en la membrana externa, y a su similitud con las
proteinas de membrana externa OmpW de Escherichia coli y OprG de Pseudomonas aeruginosa,
las cuales estarian involucradas en el transporte de moléculas hidrofobicas a través de la
membrana externa (van Beilen, Eggink et al. 1992; Hong, Patel et al. 2006; Touw, Patel et al.
2010). Existen evidencias indirectas de la posible funcion transportadora de AIKL. En un estudio
reciente, en Escherichia coli se observd que al aumentar la expresion de AIkL también
aumentaba la reaccion de oxigenacion inicial de compuestos hidrofébicos (entre ellos los alcanos
octano y nonano), y los autores sugirieron que este aumento en la actividad de oxigenacion se
debia a un aumento del transporte de los sustratos hidrofébicos a través de la membrana externa,
mediado por AIKL (Julsing, Schrewe et al. 2012). Sin embargo, ain no se ha confirmado el rol de
la proteina AIKL en el metabolismo de alcanos. En otro estudio donde se analizd el perfil
transcripcional de Alcanivorax borkumensis SK2 durante el crecimiento en n-hexadecano, se
identificd a la lipoproteina de membrana externa Blc como posible transportadora de alcanos, ya
que pertenece a una familia de proteinas transportadoras de pequefias moléculas hidrofobas, tales

como lipidos y hormonas esteroides (Sabirova, Becker et al. 2011).

2.2.2 ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA ACTIVACION AEROBICA DE ALCANOS

En general, la degradacion aerobica de alcanos en bacterias procede a traves de la
oxidacion secuencial del metilo terminal, generando primero un alcohol primario, luego un
aldehido, y finalmente un &cido carboxilico. Los acidos grasos obtenidos entran en el
metabolismo general a través de la B-oxidacion (Rojo 2010). En algunos microorganismos se han

reportado vias de oxidacion subterminal (Whyte, Hawari et al. 1998; Kotani, Yamamoto et al.



Introduccion

2003), y biterminal (Broadway, Dickinson et al. 1993; Scheller, Zimmer et al. 1998). Asimismo,
existen vias de activacion anaerdbica de alcanos (Boll and Heider 2010). Mientras que las
enzimas para la oxidacion de alcoholes grasos y de acidos grasos son comiunmente halladas entre
los microorganismos, el paso inicial de activacion del alcano requiere de sistemas enzimaticos
especificos. En esta seccion, se describiran las enzimas responsables de la activacion aerébica de
alcanos, divididas segun el rango de los sustratos utilizados: metano monooxigenasas (C),
enzimas relacionadas con las metano monooxigenasas (C,—C,), alcano hidroxilasas tipo AIkB y
citocromos P450 (Cs—Csg), y enzimas para la degradacion de alcanos mayores a Cy6 (van Beilen
and Funhoff 2007).

2.2.2.1 Metano monooxigenasas (MMO)

Las bacterias metanotroficas (o metanotrofos) son tnicas en su habilidad de utilizar metano
como unica fuente de carbono y energia. Constituyen un subgrupo de las bacterias metilotroficas,
las cuales pueden crecer a expensas de compuestos de un dtomo de carbono (metano, metanol,
metilaminas, formiato, formamida, mondxido de carbono, entre otros), y poseen vias para la
asimilacion de formaldehido, el cual es un intermediario importante en el metabolismo de las
bacterias metilotroficas en general. La enzima metano monooxigenasa (MMO) es la responsable
de la oxidacion inicial del metano a metanol. Existen dos formas de metano monooxigenasas,
diferentes estructuralmente y bioquimicamente, una forma soluble (SMMO) y una forma
particulada (pMMO). EI complejo enzimatico pMMO contiene cobre y se encuentra asociado a
membranas intracelulares especiales caracteristicas de los metanotrofos. La SMMO es un
complejo enzimatico de localizacion citoplasmatica, con dos dtomos de hierro en su centro
activo. Pertenece a un grupo grande de oxigenases de hidrocarburos bacterianas denominadas
monooxigenasas solubles bi-hierro (soluble diiron monooxygenases, SDIMOs). Estas dos
familias de MMOs no comparten similitud al nivel de su secuencia de aminoacidos o en su
estructura tridimensional, como tampoco se encuentran relacionadas evolutivamente. Ambas
formas enzimaticas pueden co-oxidar un rango de hidrocarburos y compuestos clorados ademas
de su sustrato natural, por lo que tienen un gran potencial biotecnolégico (Murrell and Smith
2010).

El metanol es posteriormente oxidado a formaldehido por una metanol deshidrogenasa
(MD) dependiente de pirrologuinolina quinona (PQQ), de localizacion periplasmatica. En los
metanotrofos, existen multiples vias para la oxidacion de formaldehido a formato. La oxidacion

de formato a dioxido de carbono mediante la enzima formato deshidrogenasa (FD) dependiente
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de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) es el Gltimo paso en la via de oxidacion del
metano. Los metanotrofos también tienen la capacidad de fijar el formaldehido producido
mediante la utilizacion de la via de la ribulosa monofosfato (metanotrofos Tipo 1) o de la serina
(metanotrofos Tipo I1) (Smith, Trotsenko et al. 2010).

2.2.2.2 Enzimas relacionadas a la familia MMO

Las enzimas involucradas en la degradacion de etano, propano y butano se encuentran
relacionadas con la familia de enzimas MMO. Thauera butanivorans (llamada anteriormente
Pseudomonas butanovora (Dubbels, Sayavedra-Soto et al. 2009)) posee una butano
monooxigenasa multicomponente soluble (sSBMO) formada por una monooxigenasa propiamente
dicha que contiene hierro, una NADH-oxidoreductasa, y una proteina regulatoria pequefia. Las
caracteristicas fisicas de sSBMO son similares a la familia de monooxigenasas solubles bi-hierro
(SMMO) de los metanotrofos. Sin embargo, ambos sistemas enzimaticos presentan diferencias en
cuanto a sus propiedades cataliticas. Pseudomonas butanovora es capaz de crecer en presencia
de alcanos C,-Cy, pero no con metano (Sluis, Sayavedra-Soto et al. 2002; Dubbels, Sayavedra-
Soto et al. 2007). Gordonia sp. TY-5 posee una propano monooxigenasa multicomponente
similar a SMMO, capaz de oxidar propano en la posicion subterminal, generando 2-propanol
(Kotani, Yamamoto et al. 2003). Este alcohol secundario luego es oxidado a acetona, la cual es
transformada en acetato de metilo, y finalmente se genera acido acético y metanol (Kotani,
Yurimoto et al. 2007). Se han identificado homodlogos a los genes codificantes para la propano
monooxigenasa de Gordonia sp. TY-5 en otras dos cepas capaces de crecer con propano:
Mycobacterium sp. TY-6 y Pseudonocardia sp. TY-7 (Kotani, Kawashima et al. 2006).
Nocardioides sp. CF8 posee una butano monooxigenasa asociada a membrana (pBMO) que
estaria representando un linaje nuevo dentro de la familia de monooxigenases particuladas (Rojo

2010; Sayavedra-Soto, Hamamura et al. 2011).

2.2.2.3 Alcano hidroxilasas de la familia AIkB

La via de degradacion de alcanos méas extensamente caracterizada se encuentra codificada
en el plasmido OCT de Pseudomonas putida GPol (previamente conocida como Pseudomonas
oleovorans) (van Beilen, Wubbolts et al. 1994). La primera enzima de esta via es la Alcano
hidroxilasa, formada por tres componentes: una monooxigenasa integral de membrana (AlkB), y
dos proteinas solubles asociadas, rubredoxina (AIkG) y rubredoxina reductasa (AIKT) (Figura 2.2

A). AlkB hidroxila a los alcanos en la posicion terminal. La reaccion procede a través de un

10
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intermediario radical, uno de los atomos de oxigeno es transferido al metilo terminal del alcano
mientras que el otro &tomo de oxigeno es reducido a H,O mediante los electrones transferidos
por la rubredoxina (Rojo 2010). Las rubredoxinas son proteinas redox con hierro y azufre, que
median el transporte de electrones desde la rubredoxina reductasa, una proteina que reduce su
flavin adenin dinucledtido (FAD) a expensas de NADH (van Beilen, Neuenschwander et al.
2002). El plasmido OCT de la cepa GPol contiene dos rubredoxinas, AIKF y AIKG (Kok,
Oldenhuis et al. 1989). La estructura de AIkG es inusual, ya su tamafio es mas de tres veces el de
otras rubredoxinas bacterianas. Contiene dos dominios, AIKG1 y AIkG2, conectados por un
segmento de 70 amino&cidos, mientras que las rubredoxinas de otros microorganismos contienen
s6lo uno de estos dominios. Analisis de las secuencias y estudios de complementacion mostraron
que las rubredoxinas pueden dividirse en dos grupos: un grupo relacionado a AIkG1 y otro
relacionado a AlkG2. Sélo las rubredoxinas del grupo AlkG2 fueron capaces de restablecer el
crecimiento con n-octano de una cepa de Escherichia coli recombinante sin una rubredoxina
activa (van Beilen, Neuenschwander et al. 2002). Por otro lado, los sistemas rubredoxina-
rubredoxina reductasa estan presentes en muchos microorganismos que no degradan alcanos,

donde sirven otras funciones (Rojo 2010).

Si bien no se ha determinado la estructura cristalizada de AIkB, se ha deducido que tiene
seis segmentos transmembrana (van Beilen, Penninga et al. 1992), y un centro activo con dos
atomos de hierro (Shanklin, Achim et al. 1997). Asimismo, en su secuencia hay ocho residuos de
histidina que son esenciales para su actividad enzimatica (Shanklin and Whittle 2003). Estos
residuos de histidina se encuentran formando parte de tres motivos conservados no sélo en las
alcano monooxigenasas, sino también en otras enzimas oxidativas de membrana con un centro
de hierro como las acido graso desaturasas (eucariotas) y la xileno monooxigenasa de
Pseudomonas putida (Shanklin, Whittle et al. 1994). Asimismo, hay un cuarto motivo de
histidina exclusivo de las alcano monooxigenasas [NYXEHYG(L/M)] (Smits, Réthlisberger et
al. 1999), cuya histidina también es esencial para la actividad enzimatica (van Beilen, Smits et al.
2005). Se supone que los cuatro motivos conservados de histidina estarian actuando como
guelantes de los dos atomos de hierro involucrados en el centro activo (Shanklin and Whittle
2003; van Beilen, Smits et al. 2005). La enzima AIkB de Pseudomonas putida puede oxidar
propano, n-butano (Johnson and Hyman 2006), y alcanos Cs-C;3 (van Beilen, Smits et al. 2005),
otorgando la capacidad de crecimiento en presencia de estos compuestos. Sin embargo esta
enzima no presenta la capacidad de oxidar metano, etano o alcanos de longitud mayor a 13
carbonos. En un estudio de mutagénesis dirigida, se identificd que el residuo de Triptofano en la

posicion 55 (AIkB Pseudomonas putida) o 58 (AIkB1 Alcanivorax borkumensis) determina la
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longitud méxima del alcano hidroxilado (van Beilen, Smits et al. 2005). Se han identificado
homdlogos a AIkB de Pseudomonas putida, tanto en organismos Gram-positivos como Gram-
negativos, mostrando una gran diversidad al nivel de las secuencias (Smits, Rothlisberger et al.
1999; Marin, Smits et al. 2001; Smits, Balada et al. ; van Beilen, Smits et al. ; Marin, Yuste et al.

; van Beilen, Z. et al. ; van Beilen, Marin et al.).

2.2.2.4 Monooxigenasas citocromo P450

Las monooxigenasas tipo citocromo P450 son hemoproteinas que catalizan la oxigenacion
de una gran variedad de compuestos como ser &cidos grasos, terpenos, esteroides,
prostaglandinas, compuestos poliarométicos, como también la oxigenacion de numerosas drogas,
solventes organicos, antibioticos, pesticidas, carcindgenos, y toxinas (Urlacher and Girhard
2012). Se encuentran distribuidas en los tres dominios filogenéticos (archaea, bacteria, eukarya).
La mayoria de los citocromos P450 eucariotas son enzimas unidas a membrana, mientras que los
citocromos P450 procariotas son solubles (Maier, Forster et al. 2001). Varias cepas bacterianas
capaces de degradar alcanos de cadena media (Cs-Cyp) contienen monooxigenasas solubles
pertenecientes a una clase particular de la superfamilia P450, denominada clase CYP153, cuya
primera enzima fue caracterizada en Acinetobacter sp. EB104 (Maier, Forster et al. 2001). Se
han encontrado enzimas de esta clase en cepas de los géneros Mycobacterium, Rhodococcus,
Sphingomonas y Alcanivorax (Funhoff, Bauer et al. 2006; van Beilen, Funhoff et al. 2006; Liu,
Wang et al. 2011; Wang and Shao 2012). La transferencia de electrones esta mediada por una
ferredoxina reductasa que contiene FAD y acepta los electrones desde el NADH, y una
ferredoxina, que contiene hierro-azufre y transfiere los electrones a la monooxigenasa P450 (van
Beilen, Z. et al. 2003).

2.2.2.5 Alcano hidroxilasas para alcanos de cadena larga

El crecimiento en presencia de alcanos de longitud mayor a Cis Se ha reportado para
diferentes cepas tanto Gram-positivas (Rhodococcus, Mycobacterium, Dietzia, Geobacillus)
como Gram-negativas (Marinobacter, Alcanivorax, Acinetobacter, Pseudomonas) (Wentzel,
Ellingsen et al. 2007), y en algunos casos se han caracterizado las enzimas responsables. Por
ejemplo, Acinetobacter sp. M1, capaz de crecer en presencia de alcanos Ci3-Cy4 (Sakai, Maeng
et al. 1994), posee al menos tres enzimas para oxidar alcanos. La primera enzima caracterizada
es una dioxigenasa soluble que requiere FAD y Cu®" para su actividad frente a alcanos C1o a Cso

(Maeng, Sakai et al. 1996). Posteriormente, se identificaron las enzimas AIkM, relacionadas a la
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familia AlkB, tanto en Acinetobacter sp. M1 (AlkMa y AlkMDb) (Tani, Ishige et al. 2001), como
en Acinetobacter calcoaceticus EB104 (Smits, Rothlisberger et al. 1999), Acinetobacter sp.
ADP1 (Ratajczak, Geissdorfer et al. 1998), y Acinetobacter sp. DSM 17874 (Throne-Holst,
Markussen et al. 2006). Asimismo, en este ultimo microorganismo, se identifico un gen
novedoso (almA), que codifica para una monooxigenasa de unién a FAD (putativa) involucrada
en la utilizacién de alcanos Csz, y Css (Throne-Holst, Wentzel et al. 2007). En el mismo trabajo,
se identificaron genes homologos a almA en otras dos cepas de Acinetobacter (Acinetobacter sp.
RAG-1 y Acinetobacter sp. M-1) (Throne-Holst, Wentzel et al. 2007). Los genes almA también
fueron estudiados en dos cepas de Alcanivorax, A. hongdengensis A-11-3 y A. dieselolei B-5,
donde se observo que su expresion es inducida por la presencia de alcanos de cadena larga (>
Cig) (Liu, Wang et al. 2011; Wang and Shao 2012). Recientemente, se observo que los genes
almA se encontraban ampliamente distribuidos en bacterias marinas degradadoras de
hidrocarburos de cadena larga, como ser Alcanivorax, Marinobacter, Acinetobacter,
Salinisphaera y Parvibaculum (Wang and Shao 2012).

Otra clase de monooxigenasa, denominada LadA, fue aislada de la bacteria termofila
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2, es de localizacién extracelular y realiza la oxidacion
terminal de alcanos C15-C3s (Feng, Wang et al. 2007). El andlisis de su estructura cristalizada
permitié su clasificacion dentro de la familia de luciferasas bacterianas, las cuales son

oxigenasas de dos componentes dependientes de FAD (Li, Liu et al. 2008).

2.2.3 ORGANIZACION GENICA Y MECANISMOS DE REGULACION

Frecuentemente, las bacterias degradadoras de alcanos poseen multiples genes divergentes
para la oxidacién de estos compuestos. Las enzimas en algunos casos se diferencian en el rango
de los sustratos utilizados, aunque pueden ocurrir superposiciones, o ser activados en diferentes
fases del crecimiento. La presencia de un regulador especifico da como consecuencia que los
genes de la via solo se expresen en presencia del compuesto que va a ser asimilado. Asimismo,
superpuestos a los mecanismos de regulacion especifica, actian mecanismos de regulacion
globales, de manera que estas vias solo se inducen en las condiciones fisiol6gicas 0 ambientales
adecuadas. Por ejemplo, cuando las células se enfrentan a una mezcla de compuestos
potencialmente asimilables, el mecanismo de control denominado represion por catabolito

determina la asimilacion jerarquica de las fuentes de carbono disponibles (Rojo 2010).

Los genes para la degradacién de alcanos pueden estar organizados en operones, 0

encontrarse separados a lo largo del genoma (Figura 2.3), lo cual ha dificultado el estudio de los
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reguladores especificos. La Tabla 2.1 contiene algunos ejemplos de reguladores estudiados
(Wang and Shao 2013). A continuacion, se describira la organizacion genética y los mecanismos
de regulacion estudiados en Pseudomonas putida, que posee un metabolismo versatil capaz de
crecer en presencia de diferentes fuentes de carbono, entre las cuales los alcanos no son sustratos
preferenciales; y en Alcanivorax borkumensis, que como veremos mas adelante, utiliza casi

exclusivamente alcanos como fuente de carbono y energia.

Tabla 2.1. Ejemplos de reguladores transcripcionales estudiados o que se presume que
controlan la expresion de rutas degradativas de alcanos.

Bacteria Gen Familia Efector Evidencia Referencia
(Sticher,
Jaspers et
Pseudomonas . al. 1997,
outida GPo1 alkS LuxR/MalT  n-alcanos Cg-Cip Directa Panke.
Meyer et
al. 1999)
...................................... : (Kurth
Pseudomonas bMoR Dependéfnte _Al_coholes Directa  Doughty et
butanovora de d alifaticos C,-Cg
al. 2008)
Alcanivorax Similitud (S:/lhar:r?ilrl:s "
borkumensis alkS LuxR/MalT Sin estudios de dos Santos
SK2 secuencia
et al. 2006)
Alcanivorax Slmllltud(Wanand
hongdengensis tetR TetR Sin estudios de Shgo)
A-11-3 secuencia
e (Tam
Acinetobacter alkRa AraC/XylS .A,‘I.COhOIES Indirecta  Ishige et al.
sp. M1 alifaticos > Cy,
2001)
e (Tan|
Acn;etoht;lzicter alkRb OruR ali féAtilgggges:C Indirecta  Ishige et al.
p. 16722 2001)
U " (Ratajczak,
ACS' nef:ga;)clter alkR AraC/XylS ali féAtIi((::?)QOCI:e?C Directa  Geissdorfer
P- 18 et al. 1998)

2.2.3.1 Pseudomonas putida

Los genes de la via de degradacion de alcanos de Pseudomonas putida GPol se encuentran
formando dos operones en el plasmido OCT: alkBFGHJKL y alkST. Como se menciono
anteriormente, la primer enzima de la via es una alcano hidroxilasa de tres componentes: AlkB

(monooxigenasa), AIKG (rubredoxina), y AIKT (rubredoxina reductasa). El operon alkBFGHJKL

14



Introduccion

codifica para dos de los tres componentes de la alcano hidroxilasa (AIkB y AIkG), y para las
enzimas involucradas en las reacciones subsiguientes: AlkJ (alcohol deshidrogenasa), AlkH
(aldehido deshidrogenasa), y AIkKK (acyl-CoA-sintetasa). EI operon alkST codifica para el
regulador transcripcional AIKS (que pertenece a la familia de reguladores LuxR (Panke, Meyer et
al. 1999)), vy la rubredoxina reductasa AIKT (Figura 2.2) (van Beilen, Wubbolts et al. 1994). El
operdn alkBFGHJKL se transcribe a partir del promotor PalkB, cuya expresion requiere el
regulador transcripcional AIKS y la presencia de alcanos (Grund, Shapiro et al. 1975; Eggink,
Engel et al. 1988; Kok, Oldenhuis et al. 1989). A su vez, la proteina AIKS regula la expresion de
su propio gen tanto de manera negativo como positiva. En ausencia de alcanos, alkS se expresa a
partir del promotor PalkS1, el cual es reconocido por la ARN polimerasa unida al factor sigma

alternativo o°, y cuya actividad es muy baja en la fase exponencial de crecimiento y aumenta en

la fase estacionaria (Canosa, Yuste et al. 1999). El factor " dirige la expresién de genes

inducidos en fase estacionaria o en condiciones de estrés (Loewen and Hengge-Aronis 1994). El
promotor PalkS1 es regulado negativamente por la union de AIkS, limitando la expresion de alkS
en la fase estacionaria. En presencia de alcanos, AIKkS reprime mas eficientemente a PalkS1, a la
vez que activa un segundo promotor, denominado PalkS2, localizado 38 nt corriente abajo de
PalkS1. La activacion de PalkS2 permite la expresion eficiente de alkS (Figura 2.2 B). En
resumen, la expresion de alkS esta regulada por un mecanismo de retroalimentacion positiva,
produciéndose un aumento rapido de la transcripcion de alkS en presencia de alcanos. Este
mecanismo permite una induccién rapida de la via de degradacién, como asi también una

terminacion rapida cuando los alcanos se agotan (Canosa, Sanchez-Romero et al. 2000).

Asimismo, la expresion de los promotores PalkB y PalkS2 se encuentra reprimida cuando
las células crecen en un medio rico como LB o en presencia de fuentes de carbono alternativas,
como ser acidos organicos (Yuste, Canosa et al. 1998; Staijen, Marcionelli et al. 1999; Canosa,
Sanchez-Romero et al. 2000). Cuando las células crecen en medio rico, el control negativo
depende del efecto aditivo de dos redes de regulacion globales (Figura 2.2 B) (Dinamarca,
Aranda-Olmedo et al. 2003). Una de ellas involucra a la proteina reguladora global Crc
(catabolite repression control) (Yuste and Rojo 2001), mientras que la otra involucra a un
componente de la cadena de transporte de electrones, la citocromo o ubiquinol oxidasa (Cyo)
(Dinamarca, Aranda-Olmedo et al. 2003). Crc es una proteina de unién a ARN que al unirse a
los ARNm de alkS y alkB inhibe su traduccion (Moreno, Marzi et al. 2009; Hernandez-Arranz,
Moreno et al. 2013). Asimismo, Crc tambien es capaz de unirse a los ARNm de alkG y alkH
(Hernandez-Arranz, Moreno et al. 2013). El mecanismo mediante el cual Cyo reprime la
expresion de la via de degradacion de alcanos ain no se ha dilucidado. La inactivacién de Cyo
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afecta la expresion de muchos otros genes ademas de los de la via de degradacion alk, por lo que
se ha propuesto que Cyo participa en el control global de la expresién génica al coordinar el
metabolismo de compuestos de carbono con la actividad de la cadena de transporte de electrones
(Petruschka, Burchhardt et al. 2001; Morales, Ugidos et al. 2006).

A
citosol CHO AlkH COOH  AIKK
K, AAANY T TR A AANS SO
fB—oxidacién
B AW
AlkS
Regulacion global——| m
egulacion globa
PalkB 9 9 PalkS2 PalkS1
_______________ %5:’@? e ___________..?’_k_T__.___?'_’fS__(LHXB/_M?';).-_‘_.__.__.
G ....................................................................................... <:} ..................... / //GC} ..............

7,5kb l
AkS J

Figura 2.2. A. Via alk de oxidacion de alcanos de cadena media en Pseudomonas putida
GPol. La primer enzima de la via, Alcano hidroxilasa, esta formada por las subunidades AlkB
(Alcano monooxigenasa), AlkG (Rubredoxina), y AIKT (Rubredoxina reductasa). Las siguientes
enzimas involucradas son: AlkJ (Alcohol deshidrogenasa), AlkH (Aldehido deshidrogenasa), y
AIKK (Acil-CoA sintetasa) que activa a los &cidos grasos generados para su entrada en el ciclo
de p-oxidacion. B. Regulacion en Pseudomonas putida GPol. La expresion de la ruta esta
controlada por el regulador AIKS. En ausencia de alcanos, se producen niveles muy bajos de
AIKS a partir del promotor PalkS1 dependiente del factor os. En la fase estacionaria, la actividad
de PalkS1 aumenta, pero la transcripcion se mantiene baja debido al efecto inhibitorio de AIKS.
En ausencia de alcanos, el promotor PalkS2 permanece inactivo. Cuando los alcanos entran a la
celula, AIKS activa a los promotores PalkB y PalkS2, mientras que continua la represion de
PalkS1. A su vez, existen mecanismos de regulacién global que actian en presencia de una
fuente de carbono preferencial, impidiendo la activacion de la via mediada por AIKS (figura
adaptada de (van Beilen, Wubbolts et al. 1994; Canosa, Sanchez-Romero et al. 2000)). El gen
codificante para la subunidad Alcano monooxigenasa se muestra en fucsia, el resto de los genes
codificantes para enzimas de la via alk se muestran en rosa. El gen codificante para el regulador
se indica en verde, y la familia a la cual pertenecen se indica entre paréntesis. Los genes que
corresponden a transposasas se muestran en amarillo.
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2.2.3.2 Alcanivorax borkumensis

Alcanivorax borkumensis es una Gammaproteobacteria marina cosmopolita, oligotrofica,
especializada en la degradacion de un amplio rango de alcanos (n-alcanos hasta Cs,, alcanos
ramificados, alquilcicloalcanos, isoprenoides como fitano y pristano), pero incapaz de crecer en
la mayoria de los sustratos comunes como azlcares y aminoacidos (Yakimov, Golyshin et al.
1998; Schneiker, Martins dos Santos et al. 2006). Posee dos enzimas de la familia AIkB
involucradas en la oxidacion de alcanos Cs-Cy¢ divergentes entre si (AlkB1 y AIkB2). Los genes
alkB1 y alkB2 son inducidos en la fase exponencial de crecimiento cuando las células crecen en
presencia de alcanos C,0—Cys (Hara, Baik et al. 2004; van Beilen, Marin et al. 2004), y su
expresion disminuye en la fase estacionaria (van Beilen, Marin et al. 2004; Schneiker, Martins
dos Santos et al. 2006). AIkB1 esta relacionada filogenéticamente con AIkB de Pseudomonas
putida GPol, mientras que AlkB2 se encuentra relacionada con las dos alcano monooxigenasas
de localizacion cromosomal de Pseudomonas aeruginosa PAOL. La organizacién genética de la
region correspondiente a alkB1 (alkSB;GJH) es similar a la encontrada en Pseudomonas putida
(Figura 2.3), y ademas, las proteinas codificadas por este operon (a excepcion de AIKS)
presentan mas del 80% de similitud a nivel de aminoacidos con las proteinas correspondientes de
Pseudomonas putida (van Beilen, Marin et al. 2004). En un estudio protedmico, se determin6
que las proteinas AlkB1, AIkG, AlkH, AlkJ, y AIkKS de Alcanivorax borkumensis SK2 se
encontraban asociadas a la fraccion de membrana y se expresaban diferencialmente en presencia

de hexadecano (Sabirova, Ferrer et al. 2006).

El gen que codifica para AIkS se encuentra corriente arriba y en orientacion opuesta del
operon alkB1GHJ (Figura 2.3). Las proteinas AIKS de Alcanivorax borkumensis APl y
Alcanivorax borkumensis SK2 presentan 30% y 48% de identidad al nivel de la secuencia de
aminoéacidos con AIKS de Pseudomonas putida GPol, respectivamente (van Beilen, Marin et al.
2004; Schneiker, Martins dos Santos et al. 2006). Corriente arriba del gen alkB1 de Alcanivorax
borkumensis AP1 se encuentra una secuencia de repeticion invertida similar al sitio de unién de
AIKkS en Pseudomonas putida Gpol; y se observo que AIKS de Pseudomonas putida Gpol es
capaz de activar la expresion del gen alkB1 de Alcanivorax borkumensis AP1 en presencia de

octano (van Beilen, Marin et al. 2004).
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Alcanivorax borkumensis SK2
alkB1 alkG alkH alkd
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Figura 2.3. Organizacién de genes alk en diferentes microorganismos. Los nombres de las
bacterias degradadoras de origen marino se muestran en azul. Los genes unidos por una linea de
puntos se encuentran contiguos en la secuencia. Si los genes no estan unidos por una linea, se
localizan en otra parte del genoma. Referencias: alkB, alkM, alcano monooxigenasa; alkF,
rubredoxina-1; alkG, rubA, rubredoxina-2; alkH, aldehido deshidrogenasa; alkJ, alcohol
deshidrogenasa; alkK, acyl-CoA sintetasa; alkL, proteina de la familia OmpW:; alkN, receptor
quimiotaxis; alkT, rubB, rubredoxina reductasa; alkS, alkR, alkU, reguladores de las familias
LuxR/MalT, AraC/XylS, y TetR, respectivamente.

2.2.4 EVOLUCION MOLECULAR Y TRANSFERENCIA HORIZONTAL

En varios microorganismos degradadores de alcanos, el grupo de genes alk se caracteriza
por poseer un contenido de G+C menor que el del resto del genoma, y/o por estar flanqueados
por secuencias involucradas en eventos de transposicion de ADN. Tal es el caso por ejemplo de
Pseudomonas putida Gpol y P1 (van Beilen, Panke et al. 2001), Oceanicaulis alexandrii,
Alcanivorax borkumensis, y Marinobacter aquaeolei (Yakimov, Timmis et al. 2007). Esto ocurre
frecuentemente en los genes catabolicos, y se han descripto muchos transposones catabdlicos
(Tan 1999; van Beilen, Panke et al. 2001). Mediante un estudio genémico comparativo se
observo que la region alk de Pseudomonas putida exhibe el patrén de uso de tetranucleétidos

tipico del genoma de Alcanivorax borkumensis. A su vez, el analisis de las regiones alkBl y
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alkB2 de Alcanivorax borkumensis SK2 sugirio que este grupo de genes fue adquirido a partir de
un ancestro del linaje Yersinia (Reva, Hallin et al. 2008). Los autores concluyen que la
transferencia horizontal fue relevante para conferirle a Alcanivorax borkumensis su rasgo
metabolico probablemente mas importante, pero aparentemente, el habitat estable de agua de
mar no favorecid la mezcla y el intercambio de genes con otros taxa. En su lugar, evoluciond un
cromosoma simétrico y estructuralmente homogéneo, que carece de nUMeErosos rasgos
metabolicos (Yakimov, Golyshin et al. 1998; Schneiker, Martins dos Santos et al. 2006)
encontrados en Pseudomonas, sus parientes versatiles que poseen un cromosoma de un tamafio

dos veces mayor (Stover, Pham et al. 2000; Nelson, Weinel et al. 2002; Reva, Hallin et al. 2008).

2.2.5 BIODEGRADACION EN EL AMBIENTE MARINO

Las bacterias en el medio ambiente no se encuentran aisladas sino todo lo contrario,
forman comunidades microbianas. Las comunidades se definen como ensambles de multiples
especies que ocupan un area dada al mismo tiempo, e interactian entre si y con el medio
ambiente (Little, Robinson et al. 2008; Konopka 2009). Existen diferentes tipos de interacciones
qgue pueden influir sobre los procesos de degradacion de manera positiva 0 negativa. Por
ejemplo, la produccion de biosurfactantes, ya sea por microorganismos degradadoras o no,
promueve los procesos degradativos al aumentar la biodisponibilidad de los hidrocarburos poco
solubles o adsorbidos. Asimismo, la presencia de protozoos se ha asociado tanto al aumento
como a la disminucion de las velocidades de biodegradacion (Head, Jones et al. 2006; McGenity,
Folwell et al. 2012).

2.2.5.1 Bacterias marinas degradadoras

En el ambiente marino se desarroll6 un grupo de bacterias globalmente distribuidas que
utilizan casi exclusivamente hidrocarburos como fuente de carbono, por lo que se denominan
bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas (OHCB). Normalmente se encuentran en niveles bajos
0 no detectables en ambientes marinos no contaminados, y aumentan luego de la introduccion de
petréleo o de sus constituyentes en el agua de mar. Las OHCB pertenecen principalmente a la
clase Gammaproteobacteria, a los géneros Alcanivorax, Marinobacter, Thallassolituus,
Cycloclasticus, Neptunomonas, Oleiphilus, y Oleispira. Presentan adaptaciones especificas para
la degradacion de hidrocarburos tanto alifaticos como aromaticos, por lo que también se las
denomina degradadoras “especialistas” o “profesionales” (Golyshin, Martins Dos Santos et al.

2003; Harayama, Kasai et al. 2004; Yakimov, Timmis et al. 2007). Por ejemplo, el analisis del
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genoma de Alcanivorax borkumensis SK2 revel6 que posee multiples sistemas enzimaticos para
la degradacién de un amplio rango de alcanos (dos alcano hidroxilasas de la familia AIkB vy tres
de la familia citocromo P450) (Sabirova, Ferrer et al. 2006), acompafiados de la produccion de
biosurfactante (Yakimov, Golyshin et al. 1998) y la formacion de biofilm en la interfase agua-
hidrocarburo lo cual facilita el acceso a los mismos. Asimismo, contiene multiples sistemas de
transporte para nutrientes minerales (Nitrogeno, Fosforo, Azufre) y oligoelementos (Molibdeno,
Zinc, Magnesio, Cobalto), que compensan el desbalance carbono/nutrientes que se produce
luego de un aumento de la fuente de carbono como puede ser un derrame de hidrocarburos. Por
ultimo, presenta sistemas de respuesta a varios factores de estrés relacionados al habitat marino,
como ser las radiaciones ultravioleta y bajas temperaturas (Schneiker, Martins dos Santos et al.
2006; Sabirova, Chernikova et al. 2008).

Si bien las bacterias del grupo OHCB han sido muy estudiadas y se consideran importantes
globalmente en la remocion de hidrocarburos en ambientes marinos (Head, Jones et al. 2006), se
han identificado muchas otras bacterias marinas degradadoras no obligadas (Prince, Gramain et
al. 2010). Entre las Gammaproteobacterias podemos nombrar a los géneros Acinetobacter,
Vibrio, Pseudoalteromonas y Halomonas. También se han descripto bacterias marinas
pertenecientes a las clases Alphaproteobacteria y Actinobacteria, por ejemplo los géneros
Erythrobacter, Maribius, Tranquillimonas, Jannaschia (Alphaproteobacteria), y Micrococcus,
Rhodococcus, Dietza, Nocardioides (Actinobacteria) (Harwati, Kasai et al. 2007; Kampfer 2010;
Kim and Kwon 2010).

2.2.5.2 Biodegradacion en zonas frias

La temperatura afecta las velocidades de degradacién bacterianas y las propiedades
fisicoquimicas de los hidrocarburos, como la viscosidad, difusion y volatilizacién, produciendo
cambios en la composicion del petroleo, y en la biodisponibilidad de los componentes del
mismo. No obstante, se han aislado bacterias degradadoras de hidrocarburos autdctonas de
ambientes polares (agua de mar y hielo marino). Pertenecen mayoritariamente a las clases
Gammaproteobacteria (por ejemplo, los géneros Pseudoalteromonas, Pseudomonas,
Psychrobacter, Marinobacter, Marinomonas, Oleispira, y Shewanella), Alphaproteobacteria
(Sphingomonas), y también se han aislado bacterias del filo Actinobacteria (géneros
Arthrobacter, Rhodococcus, y Agreia) (Brakstad 2008; Lo Giudice, Bruni et al. 2010). Por otro
lado, en estudios independientes del cultivo — microcosmos con agua de mar y petréleo crudo —

Coulon y colaboradores observaron biodegradacion a 4 °C, asociada a una dominancia de clones
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relacionados a un psicréfilo especialista (Oleispira), junto con otros clones relacionados a
bacterias tolerantes al frio, incluyendo bacterias hidrocarbonoclasticas conocidas como
Thalassolituus y Cycloclasticus, asi como también Roseobacter (familia Rhodobacteraceae, clase
Alphaproteobacteria) (Coulon, McKew et al. 2007). Los clones relacionados a la familia
Rhodobacteraceae (Roseobacter y Sulfitobacter) fueron dominantes en otros estudios
independientes del cultivo con agua de mar y petroleo crudo (Brakstad and Lodeng 2005;

Prabagaran, Manorama et al. 2007).

2.3 ELESTUDIO DE MICROORGANISMOS AMBIENTALES MEDIANTE TECNICAS

INDEPENDIENTES DEL CULTIVO

La mayor parte de la diversidad microbiana del planeta no puede ser cultivada en el
laboratorio (Amann, Ludwig et al. 1995; Rappé and Giovannoni 2003). Por un lado, a fin de
mejorar el porcentaje de microorganismos recuperados del medio ambiente, en la Gltima década
los microbidlogos han introducido una serie de innovaciones para imitar mejor las condiciones
naturales de crecimiento. Esto dio lugar a un aumento significativo de la recuperacion
microbiana. Sin embargo, aun no se comprenden del todo las razones por las que los
microorganismos ambientales no crecen en medios artificiales (Epstein 2013). Algunas
explicaciones son discutidas por Epstein (Epstein 2013) y en otras referencias dentro de ese

trabajo.

Por otro lado, también se impulsé el desarrollo de una serie de técnicas moleculares
independientes del cultivo, con el fin de estudiar en profundidad las comunidades microbianas
ambientales sin tener que pasar por una etapa de cultivo en el laboratorio. Estas técnicas
comienzan con el procesamiento de la muestra ambiental en estudio, realizando un paso de
extraccion de sus biomoléculas. Lo més frecuente es extraer el ADN metagenomico, es decir, el
conjunto de todos los genomas contenidos en la muestra (metagenoma). Este paso es el mas
crucial, ya que se debe obtener suficiente cantidad de ADN de alta calidad, y debe ser
representativo de todas las células presentes en la muestra, por lo cual se ponen a punto
protocolos adecuados al tipo de muestra. Por ejemplo, si la comunidad en estudio estd asociada
con un hospedador, seria recomendable realizar un fraccionamiento o lisis selectiva para
minimizar la extraccién del ADN del hospedador (Thomas, Gilbert et al. 2012). A grandes
rasgos, se distinguen dos estrategias de extraccion de ADN: la extraccion directa donde la lisis se
realiza directamente a partir de la muestra (Ogram, Sayler et al. 1987; Tsai and Olson 1991); o la

extraccion indirecta donde las células primero se separan de la muestra y luego se realiza el paso
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de lisis (Jacobsen and Rasmussen 1992). Con el método indirecto, hasta cierto punto se pueden
separar las células procariotas de las eucariotas (utilizando un gradiente de densidad) (Courtois,
Frostegard et al. 2001), se evita la co-extraccion de inhibidores enzimaticos (tales como los
acidos humicos), aunque el procedimiento lleva mas tiempo. Por otro lado, con el método directo
se obtiene un mayor rendimiento (en términos de masa de ADN por masa de suelo), aunque con
una pureza menor (Steffan, Goksoyr et al. 1988; Leff, Dana et al. 1995). Asimismo, se han
observado algunas diferencias significativas en cuanto a las especies bacterianas y las funciones

identificadas al comparar ambos métodos de extraccion (Delmont, Robe et al. 2011).

2.3.1 ESTRATEGIAS BASADAS EN EL ESTUDIO DE UNA FAMILIA DE GENES
2.3.1.1 Genes marcadores filogenéticos y funcionales

Los genes marcadores filogenéticos permiten obtener informacion de la identidad de los
microorganismos que integran una comunidad microbiana. Los marcadores filogenéticos méas
estudiados y utilizados corresponden a los genes codificantes para los ARN ribosomales (ARNT),
en particular el ARNr 16S, y en menor medida, el ARNr 23S. Las secuencias de los ARNr
alternan regiones de conservacion variable, desde regiones conservadas (que evolucionan
lentamente) a hipervariables (que evolucionan rapidamente), lo cual permite obtener informacion
sobre distintos niveles de resolucion filogenética (Ludwig, Strunk et al. 1998). Por ejemplo, el
gen ARNTr 16S contiene nueve regiones hipervariables (V1-V9) que permiten la identificacion al
nivel de género o en algunos casos a nivel de especie (Gutell, Larsen et al. 1994; Van de Peer,
Chapelle et al. 1996).

Los genes marcadores funcionales corresponden a los genes codificantes para proteinas, y
permiten obtener informacion sobre el potencial metabdlico de una comunidad microbiana, ya
sea sobre una ruta metabdlica particular (Powell, Ferguson et al. 2006), varios procesos
relacionados (Rhee , Liu et al. 2004), o sobre el perfil completo de proteinas de una muestra

ambiental (Tringe, von Mering et al. 2005).

2.3.1.2 Construccion de bibliotecas de productos de amplificacion

Los genes marcadores de interés pueden ser amplificados por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de una muestra ambiental en estudio, utilizando cebadores
especialmente disefiados. Se obtiene una mezcla de fragmentos diferentes del mismo gen, que se
originaron a partir de las diferentes miembros de la comunidad microbiana. Los fragmentos son

clonados y secuenciados para su analisis (Abed 2009). El uso de bibliotecas del gen ARNr 16S
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permitio avances importantes en la identificacion de nuevos grupos bacterianos, como el género
Pelagibacter (previamente denominado clado SAR11) que representa mas de un tercio de las
células procariotas en la superficie del océano (Giovannoni, Britschgi et al. 1990; Morris, Rappe
et al. 2002), arqueas en ambientes marinos (DeLong 1992; DelLong, Wu et al.), y permitio
reconocer la abundancia de miembros del filo Acidobacteria en el suelo (Kuske, Barns et al.
1997). Esta técnica también se ha utilizado para estudiar los cambios en las comunidades
microbianas en experimentos de biorremediacién (Ogino, Koshikawa et al. 2001; Réling, Milner
et al. 2002). La diversidad de genes involucrados en la biodegradacion de hidrocarburos también
ha sido estudiada con esta estrategia, por ejemplo, dioxigenasas de hidrocarburos aromaticos
(Lozada, Riva Mercadal et al. 2008; Marcos, Lozada et al. 2009) y oxigenasas de hidrocarburos
alifaticos (Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et al. 2009), permitiendo la

identificacion de nuevas variantes asociadas a microorganismos no cultivados hasta el momento.

Las limitaciones de esta técnica son aquellas derivadas de la reaccion de PCR y del paso de
clonado (Palatinszky, Nikolausz et al. 2011). Por ejemplo, el disefio de los cebadores depende de
la informacion presente en las bases de datos de secuencias, por lo tanto, a medida que aumentan
las secuencias conocidas, se deberd re-evaluar la especificidad y utilidad de los cebadores
desarrollados previamente con un conjunto de datos menor. Asimismo, es evidente que sera
dificil desarrollar cebadores universales (complementarios a todos los genes ARNr 16S del
dominio Bacteria, por ejemplo) para los grupos poco representados o directamente inexistentes
en las bases de datos (Baker, Smith et al. 2003; Forney, Zhou et al. 2004). En segundo lugar, esta
técnica no permite cuantificar las abundancias relativas de las distintas variantes génicas
presentes en la muestra, debido a los desvios que presentan la PCR multitemplado (Suzuki and
Giovannoni 1996).

2.3.1.3 Secuenciacion en gran escala

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento (High Throughput
Sequencing Technologies, o Next Generation Sequencing) marcé un salto en el estudio de los
microorganismos ambientales, ya que permiten el procesamiento de varias muestras en paralelo,
y generan grandes cantidades de secuencias por muestra (Tabla 2.2). Esto permitio estudiar las
comunidades microbianas con mayor resolucion y la secuenciacion de genomas completos en
menos tiempo respecto a los métodos anteriores (Di Bella, Bao et al. 2013). En la Tabla 2.2 se
resumen las caracteristicas principales de dos plataformas comerciales ampliamente utilizadas:

Roche 454 (http://www.454.com/), e lllumina (http://www.illumina.com/). Dado que se obtienen
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lecturas (secuencias) largas, el sistema de Roche 454 es Util para resolver secuencias repetitivas o
palindromicas, como asi también en analisis metagenomicos basados en las lecturas sin
ensamblar (seccion 2.3.2.2) (Luo, Tsementzi et al. 2012). Los tipos de errores mas comunes son
las inserciones y las deleciones en las regiones homopoliméricas (repeticiones de un mismo
nucleétido), debido a la manera en que se detecta la incorporacion de nucleétidos durante la
secuenciacion. Por otro lado, la plataforma de Illumina genera la mayor cantidad de informacion
por corrida, a un menor costo de reactivos. Las desventajas son que se obtienen lecturas cortas y

los tiempos de corrida pueden ser mas largos (Tabla 2.2) (Di Bella, Bao et al. 2013).

Tabla 2.2. Caracteristicas principales de las plataformas comerciales Roche 454 e Illumina.

Roche 454 GS FLX Titanium IHlumina HiSeq 2500
Plataformas - : —
XLR70 XL+ Corrida rapida Alto rendimiento
Tecnologia Pirosecuenciacion Terminacion reversible ciclica
Informacién
generada por 450 Mb 700 Mb 10-180 Gb 50-1000 Gb
corrida
T‘e”?po de 10 horas 23 horas 7-40 horas 1 dia - 6 dias
corrida
Longitud de 600 pb 1000 pb 2 x 150 pb® 2 x 125 ph®
las lecturas®
""" ~1 millén: shotgun®
Lecturas por J ~1 millén 300 millones® 2 billones®”
corrida ~700.000: amplicones

@ longitud maxima

@ 1os fragmentos son secuenciados desde ambos extremos (paired-reads)

®) secuenciacion al azar del metagenoma

“ por placa de secuenciacion, se pueden procesar una o dos placas por corrida

Una de las aplicaciones de estas tecnologias es la secuenciacion en gran escala de genes
marcadores (filogenéticos o funcionales), previa amplificacion por PCR (generacion de los
amplicones) y sin realizar un paso de clonado. Dado la gran cantidad de secuencias generadas,
las mismas son procesados a través de paquetes de software especializados, siendo Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME) (Caporaso, Kuczynski et al. 2010) y mothur (Schloss,
Westcott et al. 2009) dos de los mas utilizados.
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2.3.2 METAGENOMICA: TECNICAS BASADAS EN EL ESTUDIO CONJUNTO DEL METAGENOMA

La metagenomica se basa en el estudio del conjunto de la informacion genomica de
(tedricamente) todos los microorganismos de una muestra ambiental (el metagenoma)
(Handelsman, Rondon et al. 1998; Riesenfeld, Schloss et al. 2004). Comenz6 con el objetivo de
clonar directamente el ADN extraido de una muestra ambiental (Handelsman, Rondon et al.
1998), y continu6 avanzando con la secuenciacion directa de ese ADN sin un paso de clonado
(Tyson, Chapman et al. 2004; Venter, Remington et al. 2004; Thomas, Gilbert et al. 2012). A
continuacioén, se describiran dos estrategias metagenodmicas: la construccion de bibliotecas

metagendmicas y la secuenciacion al azar del metagenoma.

2.3.2.1 Bibliotecas metagen6micas

La construccion de este tipo de bibliotecas involucra los mismos pasos utilizados durante
el clonado del ADN gendémico de un microorganismo individual, es decir, fragmentacion del
ADN, insercion en un vector adecuado, y transformacién de los vectores recombinantes en un
hospedador adecuado. Segun el tamafio promedio del inserto, los vectores utilizados pueden ser
plasmidos (menos de 15 kb), cosmidos y fosmidos (hasta 40 kb), o BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes, mas de 40 kb). Las bibliotecas metagendmicas construidas en plasmidos son
adecuadas para la identificacion de genes individuales u operones pequefios, mientras que las
bibliotecas construidas en los vectores de mayor capacidad son preferibles para la identificacién
de grupos de genes mas grandes, como ser una via metabdlica compleja (Daniel 2005). Ademas,
los vectores del tipo BAC y fésmidos, al estar presentes en una sola copia en la célula huésped,
no presentan los problemas de inestabilidad del ADN clonado caracteristicos de los vectores

multicopia (plasmidos, cosmidos).

Las principales ventajas de construir una biblioteca metagenomica son: disponer de un
reservorio del metagenoma en estudio, la posibilidad de identificar grupos de genes relacionados
con la via metabdlica de estudio (por ejemplo operones), y la posibilidad de realizar ensayos
funcionales con las enzimas clonadas (Simon and Daniel 2010). Una vez obtenida la biblioteca,
la busqueda de los clones de interés puede realizarse utilizando técnicas moleculares basadas en
la similitud a nivel de la secuencia de ADN, como ensayos de hibridacion o PCR. Este enfoque
se ha utilizado para analizar fragmentos genémicos de microorganismos de un grupo filogenético
en particular, a través de la busqueda del gen ARNr 16S (Quaiser, Ochsenreiter et al. 2003;
Woebken, Teeling et al. 2007; Gomez-Pereira, Schuler et al. 2012); y para la basqueda de nuevas

enzimas teniendo como blanco un dominio conservado (Ginolhac, Jarrin et al. 2004; Xu, Xiao et
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al. 2008). Si bien existe la posibilidad de recuperar genes parciales, si se identifica el gen
completo es posible realizar un subclonado en un vector de expresion adecuado y realizar una
caracterizacion bioquimica de la enzima (Schleper, Swanson et al. 1997; Béja, Aravind et al.
2000; Xu, Xiao et al. 2008). Otras estrategias de busqueda estan basadas en la expresion del gen
de interés, para lo cual se utilizan ensayos que permitan visualizar las actividades enzimaticas
correspondientes (Cottrell, Moore et al. 1999; Kim, Kim et al. 2007; Suenaga, Ohnuki et al.
2007; Kim, Lee et al. 2008). Con estas estrategias, al no depender de la similitud entre
secuencias, aumenta la probabilidad de recuperar genes novedosos y de longitud completa. Sin
embargo tienen la limitacion de que no todas las actividades enzimaticas poseen un ensayo de
visualizacion simple de realizar a gran escala, y ademas puede ocurrir que no haya una correcta
expresion de todos los genes en el hospedador, especialmente si los genes del metagenoma no

estan filogenéticamente relacionados con éste (Daniel 2005).

La construccion de una biblioteca también presenta sus desafios y limitaciones. La
complejidad de ciertas comunidades derivadas de ambientes diversos (como suelos o
sedimentos) implica la obtencion de un gran nimero de clones a fin de obtener una cobertura
adecuada (Daniel 2004; Riesenfeld, Schloss et al. 2004). El laboratorio debera estar preparado
para la manipulacion y almacenamiento de los mismos. Ademas, el proceso de busqueda de los
clones de interés se vuelve muy laborioso si la proporcion de los mismos dentro de la biblioteca
es baja. La eficiencia se puede mejorar utilizando técnicas de busqueda disefiadas para procesar
un alto namero de clones a la vez (HTS, High Throughput Screening) (Robertson and Steer
2004; Park, Jeon et al. ; Uchiyama and Watanabe 2008), y/o realizando un paso de
enriquecimiento de la muestra previo a la construccién de la biblioteca (Schloss and Handelsman
2003).

2.3.2.2 Secuenciacion al azar del metagenoma

El ADN metagenomico en estudio puede ser secuenciado directamente utilizando las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, obteniéndose un muestreo al azar de la
informacidn genética. Esta estrategia se ha utilizado en numerosos estudios ecol6gicos para
obtener una vision global de las comunidades microbianas ambientales, incluyendo la
caracterizacion de las propiedades estructurales (quiénes son sus miembros) y funcionales (cuél
es su potencial metabolico) (Venter, Remington et al. 2004). Asimismo, se ha empleado para
realizar analisis comparativos entre metagenomas (DelLong, Preston et al. 2006; Eisen 2007). Las
secuencias obtenidas (lecturas) pueden tener una longitud aproximada entre 150 y 700 pb,
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dependiendo de la plataforma comercial utilizada (Tabla 2.2), por lo que a menudo se suelen
combinar las lecturas que se superponen con el objetivo de formar regiones contiguas (contigs).
Este proceso se denomina ensamblado (assembly). Los softwares de ensamblado metagenomico
estan especialmente disefiados para trabajar con datos que provienen de mas de una poblacion, es
decir, deben ser capaces de discriminar entre las secuencias de diferentes poblaciones para
disminuir la probabilidad de generar contigs quiméricos (en teoria formados por fragmentos de
distintas especies). La obtencion de fragmentos mas largos mediante el ensamblado facilita los
pasos siguientes del analisis que consisten en la busqueda de genes y la asignacion de las
posibles funciones (anotacion funcional) (Di Bella, Bao et al. 2013). Otra aplicacion del
ensamblado es la reconstruccion de genomas completos a partir de las lecturas metagenémicas
(Tyson, Chapman et al. 2004; Iverson, Morris et al. 2012; Herlemann, Lundin et al. 2013;
McLean, Lombardo et al. 2013), para lo cual generalmente se requerira de una muestra con baja

diversidad y de una alta cobertura de secuenciacion (Di Bella, Bao et al. 2013).

2.4 OBJETIVOS DE ESTA TESIS

Desde el afio 2004, en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Centro Nacional
Patagdnico, se ha estudiado la ecologia microbiana de la biodegradacion de hidrocarburos en
ambientes costeros de Patagonia (Lozada, Riva Mercadal et al. 2008; Marcos, Lozada et al.
2009; Dionisi, Lozada et al. 2011; Marcos ; Marcos, Lozada et al. 2012). Con un enfoque
ecolégico y empleando técnicas independientes del cultivo de microorganismos, se han
caracterizado las poblaciones degradadoras de hidrocarburos, especialmente de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), como asi también la estructura y diversidad de las comunidades
bacterianas que habitan los sedimentos intermareales de Patagonia (Lozada, Riva Mercadal et al.
2008; Marcos, Lozada et al. 2009; Marcos). En particular, en el ambiente subantartico
cronicamente contaminado de Bahia Ushuaia se ha encontrado gran diversidad de genes
novedosos para la biodegradacion de HAPs (Lozada, Riva Mercadal et al. 2008; Marcos, Lozada
et al. 2009). Con respecto a la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos, no existen estudios
moleculares realizados en este sitio, y es poca la informacion disponible sobre otros ambientes

costeros de zonas frias (Sotsky, Greer et al. 1994; Kuhn, Bellicanta et al. 2009).

El objetivo general de esta Tesis es incrementar nuestro conocimiento sobre las
poblaciones bacterianas degradadoras de hidrocarburos alifaticos que habitan ecosistemas
marinos cronicamente contaminados de ambientes subantarticos. Para el desarrollo de esta Tesis,

se plantearon los siguientes objetivos especificos:
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1. Caracterizar la diversidad de poblaciones bacterianas con el potencial de degradar
hidrocarburos alifaticos presentes en sedimentos costeros de Bahia Ushuaia, mediante la
construccién de bibliotecas de productos de amplificacion de fragmentos del gen alkB,

que codifica para la enzima Alcano monooxigenasa.

2. Evaluar la respuesta de estas poblaciones autdctonas y de la comunidad en general frente
a una exposicion a petréleo crudo, en condiciones controladas de laboratorio, mediante
estrategias basadas en genes biomarcadores tanto filogenéticos (ARNr 16S) como

funcionales (alkB).

3. Conocer aspectos de diversidad y organizacion génica de los genes alkB caracteristicos
de sedimentos marinos de Bahia Ushuaia, mediante la bUsqueda de fragmentos
gendmicos conteniendo genes alkB en el metagenoma clonado (biblioteca metagenémica)

y en el metagenoma secuenciado (secuenciacion al azar).
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 SOLUCIONES
Solucion amortiguadora de extraccion (Zhou, Bruns et al. 1996)

Tris-HCI pH 8 100 mM, EDTA 100 mM, NazPO, 100 mM, NaCl 1,5 M, CTAB 1%

Solucién de transformacion Inoue

Pipes 10 mM, CaCl; 15 mM, KCI 250 mM, MnCl, 55 mM

Solucion A (cuantificacién de ADN)

TNE filtrado (0,45 um): NaCl 0,2 M; Tris-Cl 10 mM; EDTA 1mM
Hoechst 0,1 pg/ml
Llevar al volumen final con agua destilada filtrada (0,45 um).

TBE

Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM

3.2 CEPAS BACTERIANAS, VECTORES DE CLONADO Y OLIGONUCLEOTIDOS

En las siguientes tablas se detallan las cepas bacterianas (Tabla 3.1), vectores de clonado

(Tabla 3.2) y cebadores (Tabla 3.3) empleados durante el desarrollo de esta Tesis.

Tabla 3.1. Cepas bacterianas

Cepa Utilizacion Descripcion Referencia
F $80dlacZAM15 A(lacZY A-
Bibliotecas de productos argF)u169 recAl endAl (Hanahan

Escherichia coli DHSa de amplificacion hsdR17 phoA supE44 thi-1 1983)

gyrA96 relAl

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) (Str") ¢80dlacZAM15
E. coli EPI300™-T1% Clonado en fésmidos AlacX74 recAl endAl araD139  (Epicentre)
A(ara, leu)7697 galU galK A’
rpsL nupG trfA tonA dhfr
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Tabla 3.2. Vectores de clonado

Vector Utilizacion Referencia
pCR™ 4-TOPO® Plasmido para clonado de productos de PCR (Invitrogen)
(Epicentre ;
Fdsmido para clonado de fragmentos de ADN de Wild,
CopyControl™ pCC2FOS™ ~30-40 kb Hradecna et
al. 2002)

Tabla 3.3. Cebadores

Oligonucledtido Utilizacion Secuencia (5"-3") Referencia
AlkB484F Amplificacion de GGKCAYTTCTWCRTYGARCA Nggll ;\s/eer?éll
AIkB824R genes alkB CCGTAGTGYTCRABRTARTT 2009)

16S rDNA-27F Controlar que las AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  (Weisburg
preparaciones de ADN Barns et aly
metagenomico son 1991) '
16S rDNA-1492R amplificables TACCTTGTTACGACTT
16S-1055F ATGGCTGTCGTCAGCT (LaF”; rliggl?
aPCR Muyzer et
165-1392R ACGGGCGGTGTGTAC al. 1996)
520F AYTGGGYDTAAAGNG
Obtencidn de )
amplicones del gen http://pyro.c
ARNr 16S TACCRGGGTHTCTAATCC, me.msu.edu
S0IR TACCAGAGTATCTAATTC,
CTACDSRGGTMTCTAATC,
TACNVGGGTATCTAATCC

K=G+T,Y=C+T,W=A+T,R=A+G,B=G+T+C,M=A+C,H=A+T+C,D=
G+A+T,S=G+C,N=A+C+G+T,V=G+A+C

3.3 MEDIOS DE CULTIVO
Los medios fueron preparados en agua destilada y ajustados al pH correspondiente con
HCI en los casos necesarios. Los medios solidos fueron preparados por agregado de 1,5% p/v de

agar al medio liquido correspondiente.

Lysogeny broth (Luria-Bertani, LB) (Sambrook and Russell 2001)

Triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/I, NaCl 10 g/l
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SOB

Triptona 2%; extracto de levadura 0,5%; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM;
MgSO, 10 mM

3.4 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Se siguié el método descripto por Inoue y colaboradores (Inoue, Nojima et al. 1990;
Sambrook and Russell 2001). Brevemente, se cultivaron células de E. coli DH5a a 18-22°C en
medio SOB (0,5% extracto de levadura, 2% triptona, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCly,
10 mM MgSO,) hasta llegar a una DOgy de aproximadamente 0,40-0,55. Se colectaron las
células por centrifugacion y se resuspendieron en solucion de transformacion Inoue (10 mM
Pipes, 15 mM CacCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl,) previamente enfriada en hielo. Luego, las
celulas se incubaron durante 10 min en hielo, se centrifugaron y se resuspendieron en solucion
de transformacion Inoue suplementada con DMSO, para su almacenamiento a -80 °C hasta su

uso.

3.5 MUESTREO DE SEDIMENTOS MARINOS

Se utilizaron muestras de sedimentos marinos obtenidas en abril del 2006, junio del 2007 y
diciembre de 2008 en las costas de la ciudad de Ushuaia (Tierra del Fuego). ElI muestreo de
sedimentos intermareales fue llevado a cabo manualmente durante la marea baja a lo largo de la
linea de marea, utilizando tubos de acrilico de 4,4 cm de didmetro interno, del cual sélo se
conservo la fraccion superior del sedimento (0-3 cm de profundidad). Con el fin de obtener una
muestra mas representativa del ambiente a estudiar, en cada sitio de muestreo se obtuvieron
sedimentos de 7 a 10 puntos al azar, los cuales fueron mezclados antes de ser analizados
(muestra compuesta). Las muestras submareales fueron tomadas a 11-12 m de profundidad por
medio de buceo utilizando la misma metodologia; en este caso se utilizé la fraccion 0-5 cm
superior del sedimento y las muestras fueron procesadas individualmente. Todas las muestras
fueron conservadas a 4 °C durante su transporte al laboratorio. Para el armado de los sistemas
experimentales se utilizaron las muestras inmediatamente (sin dejar pasar mas de 48 hs desde la
llegada al laboratorio, periodo durante el cual se mantuvieron a 4 °C). Las muestras fueron
conservadas a -80 °C para realizar la extraccion de ADN metagenomico, 0 a -20 °C para realizar

los estudios fisicoquimicos y los anlisis de hidrocarburos.
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3.6 CONSTRUCCION DE SISTEMAS EXPERIMENTALES DE SEDIMENTO Y AGUA DE MAR

La muestra utilizada para la construccion de los experimentos (OR08) se tomd el 18 de
diciembre de 2008. La temperatura del sedimento en el momento que se realizo el muestreo fue
de 8,2°C. Se construyeron sistemas experimentales combinando una parte de sedimento fresco
con dos partes de agua de mar proveniente de un sitio no contaminado, y filtrada (0,45 um). La
mezcla de agua y sedimento se mezcld vigorosamente, se dejo decantar, y luego se dividio en 3
recipientes de 500 ml, cada uno conteniendo 40 g de sedimento y 80 ml de agua de mar. Cada
uno de los recipientes correspondia a una condicion experimental: (1) un sistema experimental
sin agregado de ninguna sustancia externa (expORO08); (2) un sistema experimental con agregado
de 0,46 ml de petréleo crudo liviano (Comodoro Rivadavia, donado gentilmente por la Dra.
Marina Nievas, Laboratorio de Oceanografia Quimica y Contaminacion de Aguas, CENPAT-
CONICET) en 115 ml de mezcla de sedimento y agua de mar (0,4 % v/v, expOR08-0); y (3) un
sistema experimental 0,4 % (v/v) petréleo crudo liviano con la adicion de cloruro de amonio 5
mM vy fosfato de sodio 0,25 mM (expORO08-ON). Los tres sistemas se mantuvieron a 15 °C con
agitacion constante (150 rpm) por 20 dias en la oscuridad, luego de los cuales se tomaron

muestras para realizar analisis moleculares y de contenido de hidrocarburos.

3.7 ANALISIS FISICOQUIMICOS Y AMBIENTALES

Para todas las muestras se determiné la temperatura y el pH in situ durante el muestreo,
utilizando un equipo portatil SG8 SevenGo pro™ (Mettler-Toledo, Columbus, OH). En los casos
en que se midio la salinidad, el oxigeno disuelto y la turbidez de la interfase entre el agua y el
sedimento, se utilizd un equipo portatil de medicion de calidad de agua DKK- WQC-24 (DKK-
TOA Corporation, Tokio).

3.7.1 DETERMINACION DE HIDROCARBUROS ALIFATICOS

La determinacién de los hidrocarburos alifaticos en sedimentos y sistemas experimentales
fue realizada en colaboracion con la Lic. Marta Commendatore, en el Laboratorio de
Oceanografia Quimica y Contaminacion de Aguas, CENPAT-CONICET. El procesamiento de
las muestras y los analisis de hidrocarburos se realizaron siguiendo los procedimientos descriptos
por Commendatore y colaboradores (Commendatore, Esteves et al. 2000) y Esteves y
colaboradores (Esteves, Commendatore et al. 2006). La medicion de los hidrocarburos alifaticos

se efectud por cromatografia de gases de alta resolucién con las siguientes caracteristicas:
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cromatégrafo Thermo Trace con autoanalizador TriPlus (Thermo Electron Corporation),
columna de silica J & W DB5 (30 x 0,25 x 25), sistema de inyeccidn capilar split-splitlesss, y
detector de ionizacion en Ilama. La identificacion de hidrocarburos alifaticos resueltos se realizo
por comparacion de los tiempos de retencién con los estandares correspondientes, y fueron
cuantificados utilizando el factor de respuesta de los n-alcanos y el area integrada (Esteves,
Amin et al. 2006). Para cada muestra, se calcularon las concentraciones individuales de n-
alcanos desde n-C10 hasta n-C35, los niveles de los isoprenoides pristano (Pr) y fitano (Fi), los
n-alcanos resueltos totales (Xnalk), alifaticos resueltos totales (ART), la mezcla compleja no
resuelta (MCNR), y los hidrocarburos alifaticos totales (AT = ART + MCNR). La MCNR
comprende una serie de compuestos como cicloalcanos, alcanos ramificados y otros compuestos
no resueltos por la columna capilar y eluyen como una montafia por debajo de los compuestos
resueltos. Los valores de concentracion de hidrocarburos se expresaron como pg/g peso seco,

luego de corregir segun el contenido humedo del sedimento.

Para cada muestra, se calcularon los siguientes indices de evaluacion (Commendatore and
Esteves 2004):

n-C17/Pr y n-C18/Fi: indican el grado relativo de biodegradacion de n-alcanos. Valores
bajos de estos indices sugieren la presencia de petréleo degradado, y valores altos sugieren poca
degradacién. Cuando las concentraciones de hidrocarburos también son altas, altos valores del

indice sugieren aportes recientes de hidrocarburos.

ART/MCNR: se utiliza para estimar el grado de degradacion relativa de los hidrocarburos.
Valores bajos indican la presencia de un proceso de degradacion, mientras que valores altos
sugieren aportes de petroleo fresco. La presencia de la MCNR usualmente se asocia con

hidrocarburos derivados del petréleo.

Y~BPM/ZAPM: relacion entre la suma de los n-alcanos < C20 (BPM, bajo peso molecular),
y la suma de los n-alcanos > C21 (APM, alto peso molecular). Estimacion de la biodegradacion

relativa de compuestos mas livianos durante los experimentos.

3.8 MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.8.1 CUANTIFICACION DE ADN
El ADN se cuantific6 mediante el colorante Hoechst 33258 (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) en un fluorometro Hoefer DyNA quant 2000 (Hoefer Pharmacia Biotech, San

Francisco, CA), o en el fluorometro QuantiFluor™-ST (Promega, Madison, WI), de acuerdo al
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protocolo del manual correspondiente a cada equipo. Se utilizé una solucién amortiguadora
(solucién A, seccion 3.1) como blanco y medio de dilucion del estandar y de las muestras
incognitas en los ensayos. Se utiliz6 ADN de timo de ternero como estandar (100 pg/ml,

Promega, Madison, WI).

3.8.2 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La técnica de separacion de fragmentos de ADN por electroforesis se llevd a cabo
siguiendo las indicaciones descriptas por Sambrook et. al (Sambrook and Russell 2001).
Brevemente, se emplearon geles horizontales de concentraciones de agarosa variables segin el
tamafio de las moléculas de ADN que se deseaban separar. Los geles se prepararon en solucion
amortiguadora TBE (seccién 3.1). Las muestras a analizar se mezclaron con la solucién de
siembra 1X (solucién concentrada 6X: 0,25% azul de bromofenol y 40% p/v de sacarosa en
agua). Luego de la corrida electroforética, los geles se sumergieron 30 min en bromuro de etidio
(0,5 pg/ml), luego se colocaron 20 min en agua destilada, y finalmente se visualizaron

empleando un transiluminador de luz UV (Bio-Vision, Francia).

Para aislar fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa, se cortd con un bisturi la
porcidon del gel conteniendo la banda de interés y luego se utilizo el kit de purificacion comercial
Wizard® SV GEL and PCR Clean-Up System (Promega), segun las especificaciones del

fabricante.

3.8.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Cada reaccion de amplificacion por PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl de
mezcla de reaccion conteniendo: 50 mM de KCI; 10 mM de solucion amortiguadora Tris-HCI
pH 9; 0,1% (v/v) del detergente Triton X-100; 1,5 mM de MgCly; 0,2 uM de dNTPs; 0,5 uM de
los cebadores correspondientes (Tabla 3.3), 1 U ADN polimerasa Taq (T-Free o T-Plus, Inbio-
Highway), y 5 ul de templado a amplificar. Para cada muestra se optimiz6 la concentracion de
templado (1-5 ng/reaccidn). Se utilizo el siguiente programa: 5 min a 94 °C, 40 ciclos de 30 s a
94 °C, 30 s a 45 °C (para el par de cebadores AlkB484F-AlkB824R) o a 50 °C (para el par de
cebadores 16S rDNA-27F-16S rDNA-1492R) y 30 s a 72 °C; y un paso de elongacion final de 15
min a 72 °C.
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3.9 CONSTRUCCION Y ANALISIS DE BIBLIOTECAS DE FRAGMENTOS DE GENES ALKB

3.9.1 EXTRACCION DE ADN METAGENOMICO

Las extracciones se realizaron a partir de 0,5 a 0,8 g de sedimento humedo, utilizando el
FastDNA® SPIN kit for Soil (MP Biochemicals, Solon, OH), siguiendo las instrucciones del
fabricante, con las siguientes modificaciones: las muestras se homogeneizaron 3 veces durante
50 s a aproximadamente 5000 rpm, con intervalos de 1 min (en hielo) utilizando un
minibeadbeater Biospec (Bartlesville, OK). El ADN se eluy6 en 150 pl de Tris-HCI 10 mM pH
8, preparado en agua destilada de calidad para biologia molecular (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se

combinaron dos extracciones de ADN por muestra para su posterior analisis.

3.9.2 AMPLIFICACION Y CLONADO DE FRAGMENTOS DE GENES ALKB

Para cada muestra se realizaron 4 reacciones de PCR por separado, utilizando el par de
cebadores AlkB484F-AlkB824R (Tabla 3.3), y los productos de amplificacion se combinaron y
purificaron a partir de un gel de agarosa 1,5% (p/v). Previo al clonado, se agregd adenina a los
extremos de los fragmentos amplificados realizando una incubacién de 30 min a 72°C, en
presencia de solucion amortiguadora de reaccion, dATP, MgCI2, y ADN polimerasa T-Plus
(Inbio-Highway, Tandil, Argentina), en las mismas concentraciones usadas en las reacciones de
amplificacion previas. Esto se realizd para permitir la ligacion posterior con los extremos
conteniendo residuos de timina del plasmido. El clonado se realizé utilizando el TOPO-TA
Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante y de
(Sambrook and Russell 2001). Brevemente, la mezcla de reaccion conteniendo 1 ul del vector, 1
pl de solucion de sales y 4 ul de la solucion del producto de amplificacion, se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min. Luego, se tomaron 2 alicuotas de 3 pl para mezclar con
200 pl de células competentes cada una. Se realizé una incubacion de 40 min-1 h en hielo. A
continuacion, las células se colocaron en un bafio de agua a 42 °C durante 90 s, y luego se
transfirieron nuevamente al hielo por 1-2 min. Finalmente, se les adicioné 800 ul de medio SOC
(medio SOB suplementado con glucosa 20 mM) y se las incubd durante 1,5 h a 37 °C con
agitacion suave (~50 rpm). Para la seleccién de las células transformantes, se sembraron distintas
alicuotas de esta preparacion en medio LB sdlido suplementado con kanamicina (50 pg/ml). La
presencia del inserto en las colonias obtenidas se confirmé mediante reacciones de amplificacion
a partir de preparaciones de los plasmidos correspondientes (Sambrook and Russell 2001),
utilizando el par de cebadores AlkB484F-AlkB824R (Tabla 3.3).
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3.9.3 SECUENCIACION

Para su secuenciacion, los plasmidos fueron purificados utilizando el QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen). Se realiz6 un corte con la enzima de restriccion EcoRlI a fin de verificar
la liberacion del inserto correspondiente. Esta reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl,
conteniendo 90 mM de Tris-HCI pH 7,5; 50 mM de NaCl; 10 mM de MgCly; 0,1 ug/ml de BSA;
1 U de enzima, y 1 ug de ADN plasmidico. Las reacciones de corte fueron incubadas a 37 °C
durante 4 horas. El resultado del corte se visualizd6 mediante electroforesis en geles de agarosa
(1,5 % p/v). La secuenciacion fue realizada a través del servicio de secuenciacion de Macrogen
Korea (Seoul, Corea) o del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Unidad de

Genomica, Instituto de Biotecnologia, Hurlingham, Buenos Aires).

3.9.4 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE FRAGMENTOS DE GENES ALKB

Las secuencias obtenidas de fragmentos de genes alkB fueron inicialmente visualizadas y
editadas (picos dobles o mal asignados) con el programa FinchTV 1.4.0 (Geospiza Inc.). Las
secuencias en nucle6tidos fueron traducidas a sus correspondientes aminoacidos utilizando el
programa BioEdit (Hall 1999). La busqueda en la base de datos GenBank del NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) se realiz6 por medio del algoritmo blastp (Altschul, Gish
et al. 1990). El programa mothur v.1.14.0 (Schloss, Westcott et al. 2009) se utiliz6 para el
agrupamiento de las secuencias deducidas de aminoéacidos en Unidades Operacionales
Taxondmicas (Operational Taxonomic Units: OTUSs), y para el calculo de los siguientes indices:

a) estimadores no paramétricos de la riqueza de especies Chaol (Chao 1984), y ACE (Chao, Ma
etal. 1993)

n (g — 1)

Chaol = S
0L = Sobs ¥ 2D

donde Sobs = nimero de OTUs observados; n1 = nimero de OTUs representados por una sola
secuencia; n2 = numero de OTUs con sdlo dos secuencias

Srare F 1

+
CACE CACE

)/2 = max {Srare 21121 L(l - 1)Fi -1 0}
ACE CACE (Nrare)(Nrare - 1) ’

donde Sapung = NUmMero de OTUs abundantes, definidos como aquellos con més de 5 secuencias;
Srare = NUMero de OTUs raros, definidos como aquellos con 5 secuencias 0 menos; F; = el

ACE = Sapuna + + VXCE
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numero de OTUs con i secuencias (F; = el numero de OTUs con una secuencia); Cace = 1-
F1/Nrare; Nrare = €l total de secuencias de todos los OTUs raros; y y?ace estima el coeficiente de la
variacion de los F; (Magurran 2004)

b) indice de cobertura de Good (C) (Good 1953)

=1——
¢ N

donde n; = nimero de OTUs con una sola secuencia; N = nuUmero total de secuencias
muestreadas

Para cada OTU, se seleccion0 una secuencia representativa de cada biblioteca para realizar
el andlisis filogenético. Las secuencias fueron alineadas utilizando la herramienta ClustalX
(Thompson, Gibson et al. 1997) dentro del programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA 5.0) (Tamura, Peterson et al. 2011). Se obtuvo una matriz de distancias utilizando el
modelo de sustitucion de Dayhoff, con un tratamiento de supresién de a pares de los espacios y
datos ausentes (opcion “pairwise deletion of gaps and missing data’’). Esta matriz se utiliz6 para
generar un arbol filogenético con el algoritmo Neighbor-Joining (NJ). Como prueba de

confianza de la estructura del arbol se realizaron tests de bootstrap con 1000 replicaciones.

3.10 ANALISIS BASADOS EN LA SECUENCIACION EN GRAN ESCALA DE AMPLICONES DEL GEN
ARNR 16S

3.10.1 PIROSECUENCIACION DE AMPLICONES DEL GEN ARNR 16S

La amplificacion y pirosecuenciacion del fragmento V4 del gen ARNr 16S, a partir del
ADN metagenomico correspondiente a las muestras de sedimentos intermareales y sus sistemas
experimentales, se realizé a través de la Plataforma de Secuenciacion Gendmica del Instituto de
Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR, Rosario, Santa Fe). Se utilizaron los cebadores
bacterianos conservados 520F y 802R, obtenidos del Protocolo de Pirosecuenciaciéon del
Proyecto de Base de Datos Ribosomales (Ribosomal Database Project's Pyrosequencing
Pipeline, http://pyro.cme.msu.edu). Cada cebador contenia los adaptadores de secuenciacion
Roche 454 A 'y B, y el cebador 520F también contenia una secuencia de identificacion maltiple
de 10 nucleétidos (MID, multiple identifier sequence) para diferenciar las muestras. Para cada
muestra, se realizaron 4 reacciones de amplificacion independientes, en un volumen final de 25
ul de mezcla de reaccion conteniendo: 2,5 ul de FastStart High Fidelity 10X soluciéon
amortiguadora (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania), 20 ng de ADN templado, 0,4
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uM de cada cebador, 1,25 U FastStart High Fidelity Enzyme Blend (Roche Applied Science)
ADN polimerasa, y 0,2 mM de dNTPs. Se utilizd el siguiente programa: un paso de
desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 45sa 95 °C,45sa57 °Cy
60 s a 72 °C, y un paso final de elongacién de 4 min a 72 °C. Los productos de PCR purificados
se combinaron en cantidades equimolares, fueron inmovilizados en perlas de captura de ADN,
amplificados mediante amplificacion clonal en emulsion y secuenciados en conjunto en una
placa picotituladora en un Secuenciador Genomico FLX (Roche Applied Science) utilizando

reactivos quimicos Titanium.

La amplificacion y secuenciacion del fragmento V4 del gen ARNr 16S también se realizo6 a
partir del ADN metagendmico correspondiente a las muestras de sedimentos submareales de
Bahia Ushuaia (sitios Orion y Muelle Comercial, Capitulo 3 Resultados y Discusion). Este

trabajo se realizo en las instalaciones del DOE Joint Genome Institute (JGI; Walnut Creek, CA).

3.10.2 ANALISIS BIOINFORMATICOS Y ESTADISTICOS DE LAS SECUENCIAS

3.10.2.1 Tratamiento previo de las secuencias de fragmentos de genes ARNr
16S

Las secuencias obtenidas de fragmentos de genes ARNr 16S fueron analizadas mediante el
programa mothur v.1.22.2 (Schloss, Westcott et al. 2009), de acuerdo al procedimiento descripto
por Schloss y colaboradores (http://www.mothur.org/wiki/454_SOP) (Schloss and Westcott
2011), con modificaciones menores. En primer lugar, a fin de disminuir el nimero de secuencias
de baja calidad generados durante el proceso de secuenciacion, se eliminaron aquellas secuencias
que contenian alguna de estas condiciones: al menos un error en el MID, al menos dos errores en
los cebadores, al menos una base ambigua (N) en algln sitio de la secuencia, u homopolimeros
(bases idénticas consecutivas) de longitud mayor a 6. Asimismo, se recortaron los extremos de
las secuencias a partir del sitio en que su valor de calidad promedio (QC) disminuia a menos de
25 (tomando como ventana para el promedio fragmentos de 50 pb). Los fragmentos
correspondientes a los cebadores y MID de cada muestra se eliminaron de las secuencias. Las
secuencias que pasaron estos filtros fueron alineadas contra el alineamiento de referencia de la
base de datos SILVA (http://arb-silva.de). Se conservaron aquellas secuencias que se
encontraban dentro del mismo espacio en el alineamiento que el 85% del total de secuencias.
Como ultimo paso para reducir los errores provenientes de la secuenciacion, se utilizd un
algoritmo de pre-agrupamiento: las secuencias fueron primero ordenadas de acuerdo a su
abundancia, y luego aquellas secuencias raras (menos abundantes) que tuvieran como maximo

dos diferencias con alguna secuencia mas abundante se agruparon con dicha secuencia
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abundante como referencia. Esto se llevo a cabo porque estos errores inflan artificialmente la
diversidad de OTUs. Las secuencias muy abundantes generan secuencias poco abundantes que
difieren de la secuencia dominante aproximadamente en una base cada 100 bases (Huse, Welch
et al. 2010). En el set de datos de este trabajo, cuya longitud promedio se encontraba en 250
nucledtidos, esto corresponde aproximadamente a 2 diferencias. Las quimeras fueron
identificadas con la herramienta UCHIME (Edgar, Haas et al. 2011) y eliminadas.

3.10.2.2 Analisis basados en OTUs

Se calculé una matriz de distancia genética para agrupar las secuencias en OTUSs, en este
caso, grupos de secuencias con 97% de identidad (distancia 3%), utilizando el método del
“vecino promedio” (average neighbor). En este método, para que una secuencia nueva sea
agregada a un OTU preexistente, el promedio de las distancias entre la secuencia nueva y las
secuencias ya definidas dentro del OTU debera ser menor al 3%, de lo contrario dicha secuencia
iniciara un OTU nuevo (Huse, Welch et al. 2010). A partir de la tabla de OTUs, se calcularon las
siguiente métricas de diversidad para las comunidades correspondientes a cada muestra: niUmero
de OTUs observados (Sqps), indice Chaol (seccion 3.9.4), indice de cobertura de Good (seccion

3.9.4), y el indice de Simpson (D) (Simpson 1949) segun:

b= 2[7683_1)

donde Sqps = NUmero de OTUs observados; nj = nimero de individuos en el OTU i; N = niimero
total de individuos en la comunidad

La similitud entre la estructura de las comunidades bacterianas de las diferentes muestras

se analizd mediante el indice de Bray-Curtis (Bray and Curtis 1957):

Z min(SA,i,SB,i)
X Sait Sp

Bray — Curtis =1 —

donde Sa; = numero de secuencias en el OTU i de la comunidad A; Sg; = numero de secuencias
en el OTU i de la comunidad B ; min se refiere al valor minimo entre los dos anteriores

3.10.2.3 Analisis basados en la asignacion taxonémica de las secuencias
Las secuencias fueron clasificadas taxondmicamente con el programa mothur mediante

comparacion con la Base de Datos SILVA (http://arb-silva.de), utilizando el método de Wang et
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al. (Wang, Garrity et al. 2007), con 60% de bootstrap como valor de confianza. Este valor
representa el consenso minimo necesario para clasificar una secuencia dentro de un nivel
taxondmico dado. Cada secuencia fue asignada, de acuerdo a su clasificacion, al nivel
taxondmico mas bajo posible (que cumpliera con el valor de confianza minimo). De esta manera,
algunas secuencias pudieron ser asignadas a nivel de género, mientras que otras sélo pudieron
ser asignadas a nivel de orden ¢ filo (por ejemplo “Flavobacteriales no clasificadas”;
“Proteobacteria no clasificadas™) y otras quedaron completamente sin clasificar (por ejemplo,

“Bacteria no clasificadas™). Las secuencias clasificadas como cloroplastos fueron eliminadas.

3.11 CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA METAGENOMICA ORO7-BM

3.11.1 EXTRACCION DE ADN METAGENOMICO

Se realiz6 una extraccion directa del ADN del sedimento a partir del protocolo
desarrollado por Zhou et al. (Zhou, Bruns et al. 1996). Para ello, se resuspendieron 5 g de
sedimento himedo en solucion amortiguadora de extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM
EDTA, 100 mM NasPO4, 1,5 M NaCl, 1% CTAB). Se realiz6 una digestion con proteinasa K a
37 °C, durante 30 min con agitacion (225 rpm). A continuacion, se realizé una incubacion (2
horas, 50 rpm) a 65 °C en presencia de 20% SDS. La preparacion se centrifug6 a 6000 g por 10
min, se recuper0 el sobrenadante, y a partir del precipitado se realizaron dos extracciones mas,
incubando nuevamente con SDS a 65 °C (10 min). Los tres sobrenadantes obtenidos se
combinaron y se mezclaron por inversién con el mismo volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1 v/v). Se realiz6 una centrifugacion a 10.000 g durante 5 min, recuperandose el
sobrenadante. EI ADN se precipitd con 0,6 V de isopropanol (a temperatura ambiente durante
toda la noche), se recupero por centrifugacion a 16.000 g durante 20 min, y se lavé con etanol 70
% (centrifugacion a 16.000 g, 10 min). EI ADN se eluy6 en solucion amortiguadora Tris-HCI pH
8. El tamafio y calidad del ADN purificado se determind por medio de electroforesis en geles de

agarosa (0,7 % p/v) de 20 cm de largo, siendo las condiciones de corrida: 16 horas a 45 V.

3.11.2 OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE LOS CLONES

Se utiliz6 el CopyControl™ HTP Fosmid Library Production Kit (Epicentre), de acuerdo a
las indicaciones del fabricante, con modificaciones menores. El protocolo detallado se encuentra
en (Loviso 2014). Brevemente, luego de la purificacion, cuantificacion y verificacion de la

calidad del ADN metagendmico correspondiente a la muestra de sedimentos ORO07, se realizo la
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reparacion de los extremos del ADN de manera de generar extremos romos 5’ fosforilados. A
continuacidn, se realizé una seleccion por tamafio del ADN. Para ello, la muestra se sembro6 en
un gel de 20 cm de largo preparado con agarosa de baja temperatura (0,85% p/v), y se realizo
una electroforesis (16 horas, 45 V). Al finalizar se escindio la banda comprendida entre ~30-40
kb, tomando la precaucion de no tefiir con bromuro de etidio y exponer a la luz UV esa parte del
gel. Para esto en el gel también se sembraron como guias el marcador de peso molecular 1 Kb
DNA Extension Ladder (Invitrogen) y el Fosmid Control DNA provisto en el CopyControl™
HTP Fosmid Library Production Kit, el cual consta de un solo fragmento de 42 Kb. EI ADN del
tamanio seleccionado fue luego purificado a partir de la banda de agarosa escindida, de acuerdo
al protocolo del CopyControl™ HTP Fosmid Library Production Kit. Luego se realizd la
reaccion de ligacion del ADN con el vector de clonado CopyControl pCC2FOS. EI ADN ligado
fue empaquetado utilizando los extractos de empaquetamiento del fago lambda provistos en el
kit (MaxPlax Lambda Packaging Extracts). Se realizaron diluciones seriadas de la mezcla de
empaquetado y se usaron para infectar células de E. coli EPI300-T1%. Las células infectadas se
sembraron en placas de LB suplementadas con cloranfenicol y se incubaron a 37°C durante toda
la noche. Se contaron las unidades formadoras de colonias (ufc) en cada placa a fin de calcular el
titulo de los clones empaquetados (ufc/ml). Esta informacion se utiliz6 al momento de infectar y
sembrar la totalidad de los clones de la biblioteca, a fin de obtener alrededor de 100 colonias por
placa. Cada placa de ~100 colonias fue lavada con 1 ml de LB con 20% glicerol a fin de obtener

una suspension de los clones, la cual fue almacenada a -80°C para su conservacion.

3.11.3 BUSQUEDA DE LOS CLONES CONTENIENDO GENES ALKB

La basqueda de los clones de interés se dividid en tres etapas:

1. Busqueda de grupo positivo: se centrifugaron 50 ul de cada stock de células guardado a -
80°C. Las células recolectadas se resuspendieron en 25 pl de agua destilada, para luego
utilizar 5 pl de esta suspension como templado en las reacciones de PCR (volumen final
25 ul). Los cebadores utilizados fueron AIkB484F y AlkB824R (Tabla 3.3). Se modifico
el primer paso del programa de PCR para incluir un paso mas largo de desnaturalizacion
a 95 °C (15 minutos).

2. Busqueda de grupo positivo: una vez identificado un stock positivo, se realizaron
diluciones seriadas del mismo a fin de sembrar alicuotas de aproximadamente 25-50
colonias por placa. Se obtuvo un duplicado de cada placa y luego la placa original se lavd

con 1 ml de solucion fisiologica. Se centrifugaron 50 ul de esta suspension, las células
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recolectadas se lavaron con agua destilada y finalmente se resuspendieron en 10 pl de

agua destilada. Se utilizaron 5 pl de esta suspension como templado en las reacciones de
PCR.

3. Busqueda de clon individual positivo: al encontrar un subgrupo positivo, se prepararon
cultivos liquidos (2,5 ml LB con cloranfenicol) de todas las colonias correspondientes a
la placa positiva duplicada. Los cultivos se incubaron durante toda la noche a 37 °C. Se
recolectaron por centrifugacion 50 pl de cada cultivo, las células recolectadas se lavaron
y resuspendieron en 10 pl de agua destilada, y se usaron 5 pl como templado en las
reacciones de PCR. Una vez identificado el clon individual que dio origen a la sefial
positiva, a modo de confirmacién se repite la reaccién de PCR utilizando como templado
una preparacion del fésmido correspondiente obtenida mediante el QIAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen).

3.11.4 PREPARACION DE LOS FOSMIDOS SELECCIONADOS PARA SU SECUENCIACION

Se realizaron extracciones de los fésmidos utilizando el QlAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen), a partir de 10 ml de cultivo en medio LB suplementado con cloranfenicol y solucién
autoinductora (Epicentre). La solucion autoinductora induce a que el fésmido pase de estar en
una sola copia a ser multicopia, de manera de aumentar el rendimiento al momento de su
purificacion. Los cultivos se crecieron durante 15 horas a 37 °C con agitacion vigorosa. La
calidad de las preparaciones se evalud calculando la relacién de absorbancias a 260 nm y a 280
nm (Azso/Azso). Asimismo, se realizaron dos digestiones enzimaticas, una con Notl y otra con
EcoRlI, en un volumen final de 20 pl conteniendo: 0,1 pg/ml BSA, 1 U de cada enzima, 1 ug de
ADN fosmidico, y la solucién amortiguadora de reaccion correspondiente. Para la enzima Notl
la solucion amortiguadora utilizado esta formado por: 6 mM Tris-HCI (pH 7,9), 0,15 M NacCl, 6
mM MgCl, y 1 mM DTT. Para la enzima EcoRI la solucion amortiguadora utilizado esta
formado por: 90 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM NaCl y 10 mM MgCl,. Las reacciones se
incubaron a 37 °C durante 4 horas, y los patrones de restriccién se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa (0,7 % p/v, 44 V, 14 horas). A fin de determinar el grado de
contaminacion de las preparaciones de fésmidos con ADN genomico de la célula huésped E.
coli, se realizaron reacciones de PCR en tiempo real (QPCR) con cebadores correspondientes al
gen ARNr 16S (16S-1055F y 16S-1392R) (Lane 1991; Ferris, Muyzer et al. 1996). Estas
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Chromo4 (BioRad) en un volumen final de 20
ul, conteniendo: 10 pl PerfeCTa® SYBR® Green FastMix (Quanta Biosciences), 500 nM
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cebadores (2 pl), y 10 0 25 ng de ADN fésmidico. El programa de amplificacion consistié en un
paso inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95°C, seguido por 45 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a
50°C, 30 s a 72°C y un paso de deteccion de la fluorescencia. Como estandar se utilizaron
plasmidos linealizados conteniendo el gen ARNr 16S de E. coli DH5-a. El nimero de copias del
estandar fue calculado en base a la siguiente férmula, considerando un peso molecular de 660 Da

por cada par de bases:

N de copias ul-! = [estandar] g ul~! X 6,022 x 10?3 mol~?
umero de copias pl™" = longitud del standard (pb) x 660 Da (g mol~! pb~1)

Se prepar6 una solucién stock del estandar a una concentracion de 10° copias/pl, a partir de
la cual se realizaron diluciones seriadas conteniendo 10°, 10° y 10* copias por reaccién de qPCR.
Estas diluciones se utilizaron para construir la curva de calibracion del ensayo para obtener el
namero de copias del gen ARNr 16S de las preparaciones de fésmidos (muestras incgnitas).
Asumiendo que toda cuantificacion del gen ARNr 16S provenia de la presencia de ADN
gendémico de E. coli y considerando 7 copias del gen por cromosoma y un peso molecular del
cromosoma de 5 x 10 pg (Blattner, Plunkett et al. 1997), se calculé la masa correspondiente a

ADN gendmico con la siguiente formula:
ADN genémico de E. coli/reaccién = 5x10° x niimero de copias del gen ARNr 16S/ 7

Finalmente, para cada preparacién de ADN fosmidico se calcul6 la relacion entre la masa

de fésmido y la masa de ADN gendmico contaminante con la siguiente formula:

ADN foésmido masa preparacion fosmidica agregada — masa ADN E. coli
ADN E.coli masa ADN E.coli

3.11.5 SECUENCIACION Y ENSAMBLADO

Los fosmidos fueron secuenciados y ensamblados en su totalidad en la Plataforma de
Secuenciacion Genomica del Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR, Rosario,
Santa Fe), utilizando la tecnologia Roche 454 GS-FLX Titanium, y el programa Newbler 2.6
(Margulies, Egholm et al. 2005).
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3.11.6 PREDICCION DE GENES Y ANOTACION

En primer lugar, se removio la secuencia correspondiente al vector utilizando el programa
Artemis comparison tool (ACT) (Carver, Rutherford et al. 2005). Se utilizaron los servicios de
anotacion automatica para procariotas Integrative Services for Genomic Analysis (ISGA, The
Prokaryotic Annotation Pipeline) (Hemmerich, Buechlein et al. 2010), y Rapid Annotations
using Subsystems Technology (RAST: http://rast.nmpdr.org/) (Aziz, Bartels et al. 2008).
Ademés se utilizd la wversion en linea del programa FGENESB (Softberry,
http://linux1.softberry.com/) (Solovyev V. and Salamov A. 2011) para hacer una prediccion
basica de operones y localizacién de genes. La anotacion final se realiz6 manualmente
combinando los resultados de los tres métodos, mas los resultados de las basquedas en la base de
datos de proteinas del NCBI mediante el algoritmo blastp (Altschul, Madden et al. 1997).
Téambién se verifico la ausencia de marcos abiertos de lectura (Open Reading frames, ORFs) en
las regiones intergénicas mediante la comparacion con las bases de datos del NCBI utilizando los
algoritmos blastn (Zhang, Schwartz et al. 2000) y blastx (Altschul, Madden et al. 1997). Para la
anotacion final también se utilizaron bases de datos de familias de proteinas y herramientas en
linea como ser Pfam (http://pfam.janelia.org/) (Punta, Coggill et al. 2012), KAAS
(http://www.genome.jp/tools/kaas/)  (Moriya, Itoh et al. 2007) e InterProScan
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Quevillon, Silventoinen et al. 2005). El programa PolyPhobius

(http://phobius.sbc.su.se/poly.html) se utiliz6 para la prediccion de segmentos transmembrana.

3.11.7 ASIGNACION TAXONOMICA

Se realiz6 combinando los resultados de los siguientes métodos: clasificacion de los ORFs
individuales con el software MEGAN4 (Huson, Mitra et al. 2011); y realizando una busqueda
contra la base de datos de genomas del NCBI con el algoritmo blastn y la secuencia completa de
los insertos como entrada (query) (Zhang, Schwartz et al. 2000). Los parametros utlizados en el
MEGAN4 fueron: min support 1; min complexity 0; min score 100; top-percent filter 20%; win

score 0. Los resultados obtenidos con el MEGAN4 fueron reportados al nivel de filo.

Ademas, se realizaron analisis filogenéticos de un fragmento del gen ARNr 23S (976 pb)
relacionado con Planctomycetes, que fue encontrado en uno de los fosmidos. Para ello, se
obtuvieron secuencias relacionadas correspondientes a la subunidad mayor del ARNr de la base
de datos SILVA (http://www.arb-silva.de/) (Quast, Pruesse et al. 2013). Para las secuencias del
filo Planctomycetes, se conservaron aquellas secuencias con longitud mayor a 2000 pb. Como

grupo externo se utilizaron secuencias representativas de los filos Verrucomicrobia (nUmeros de
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acceso de Genbank: CP001032, CP001998, CP001071, AM905425, ABIZ01000001,
AF245378), Chlamydia (nimeros de acceso de Genbank: CP001928, FR872580,
ACTJ01000001, ABYD01000001, AE001363, AE015925, AEZDO01000003) y Lentisphaera
(ndmero de acceso de Genbank: ABCKO01000018). En los andlisis también se incluyeron
secuencias representativas del filo Bacteroidetes (numeros de acceso de Genbank:
AHHE02000109, ABIB01000002, AAMZ01000003, AANA01000001, CP003156, CP002691,
CP002542, ALW001000053, AMZY01000031, CP003191) con fines comparativos. Todas las
secuencias fueron alineadas utilizando el programa ClustalX 2.1 (Larkin, Blackshields et al.
2007), y este alineamiento fue recortado para conservar la region correspondiente a la secuencia
del fragmento del ARNr 23 del fésmido. Los analisis filogenéticos se realizaron con el software
MEGA 5 (Tamura, Peterson et al. 2011), utilizando el algoritmo Neighbor Joining (modelo de
dos parametros de Kimura, tasa de variacion uniforme entre sitios), el algoritmo Maxima
Parsimonia (método Subtree-Pruning-Regrafting), y el algoritmo Méaxima Verosimilitud (modelo
de dos parametros de Kimura, método Subtree-Pruning-Regrafting). En los tres métodos, se
realizd una supresion parcial de los sitios con espacios (gaps) y datos ausentes, eliminando
aquellos sitios con posiciones ambiguas en mas del 95% de las secuencias totales. Como prueba

de confianza, se realiz0 la prueba de bootstrap con 1000 replicaciones.

3.11.8 COMPARACION CON OTROS GENOMAS

Se utilizo el programa Artemis (Rutherford, Parkhill et al. 2000) para la visualizacion de la
organizacion génica de los fésmidos. Los analisis comparativos con otros genomas se realizaron
mediante las herramientas en linea de la base de datos SEED (http://rast.nmpdr.org/) (Aziz,
Bartels et al. 2008).

3.12 ANALISIS DE SECUENCIAS ALKB DEL SET DE DATOS DE SECUENCIACION AL AZAR DEL
METAGENOMA DE SEDIMENTOS DE BAHIA USHUAIA
En el marco de un proyecto de colaboracion internacional con iniciativa del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental del CENPAT-CONICET, se realizo la secuenciacion en gran escala
del metagenoma de sedimentos submareales provenientes de dos sitios de Bahia Ushuaia: la
Planta Orién (OR, analizado en otros puntos de este trabajo) y el Muelle Comercial (MC, a 500
m de OR). Se secuenciaron 3 muestras por sitio (separadas entre si por 3-5 m), dando un total de

6 muestras. La secuenciacion fue realizada en un secuenciador Illumina HiSeqTM 1000,
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utilizando una calle por muestra, en las facilidades del Instituto DOE Joint Genome Institute
(Walnut Creek, CA).

3.12.1 BUSQUEDA IN SILICO DE SECUENCIAS ALKB

El set de datos resultante, formado por un total de 3.65E+08 secuencias, provenientes de
datos ensamblados y no ensamblados, se encuentra disponible en el sitio Integrated Microbial
Genomes with Microbiome Samples (IMG/M, http://img.jgi.doe.gov/) con los siguientes nimeros
de identificacién (IMG genome IDs): 3300000122 (OR), 3300000242 (OR), 3300000118 (OR),
3300000121 (MC), 3300000131 (MC), 3300000125 (MC). Mediante el sistema IMG
(Markowitz, Chen et al. 2013), se realiz6 una busqueda de secuencias AlkB, utilizando como
filtro de busqueda el nimero de EC correspondiente a esta enzima (1.14.15.3). Se conservaron
solo aquellas secuencias de longitud mayor a 80 aminoacidos y que contuvieran al menos uno de
los motivos conservados de histidina de la familia AIkB (Histidine box 1, Histidine box 2,
Histidine box 3, y HYG) (Smits, Roéthlisberger et al. 1999).

3.12.2 CLASIFICACION DE LAS SECUENCIAS ALKB

La clasificacion de las secuencias se realiz6 utilizando dos métodos. Por un lado, se utilizd
el software MEGAN4 (Huson, Mitra et al. 2011). Por otro lado, se construyeron arboles
filogenéticos y las secuencias metagendmicas se clasificaron en grupos previamente definidos,

de acuerdo a los valores de bootstrap observados.

3.12.3 CLASIFICACION CON MEGAN4

Las secuencias AlkB se enfrentaron con la base de datos no redundante de secuencias de
proteinas (NCBI) mediante el algoritmo standalone blastp (Tao T. 2010), y los resultados fueron
procesados con el software MEGAN4 (Huson, Mitra et al. 2011). Los pardmetros utilizados
fueron: min support 1; min complexity O; min score 100; top-percent filter 20%; win score 0. Los

resultados obtenidos fueron reportados al nivel de filo.

3.12.3.1 Construccion de arboles filogenéticos
En todos los casos, se utilizo el software ClustalX 2.1 para construir los alineamientos. Se

obtuvo una matriz de distancias utilizando el modelo de sustitucién de Dayhoff, con un
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tratamiento de supresion de a pares de los espacios y datos ausentes. Esta matriz se utilizé para
generar un arbol filogenético con el algoritmo NJ, utilizando el software MEGA 5 (Tamura,
Peterson et al. 2011). Como prueba de confianza se realizo el test de bootstrap con 1000

replicaciones.

En primer lugar, se llevé a cabo un alineamiento de referencia a partir de secuencias AlkB
completas obtenidas de la base de datos del NCBI, y se definieron los grupos para la
clasificacion de las secuencias AlkB, de acuerdo a los valores de bootstrap observados. Luego,
las secuencias obtenidas del metagenoma (seccion 3.12.1) se dividieron en cuatro grupos de
acuerdo a la presencia de cada uno de los cuatro motivos de histidina conservados para esta
familia de enzimas (Smits, Rothlisberger et al. 1999). Ademas, se establecié un quinto grupo
conteniendo las secuencias AIkB de longitud completa. Las secuencias de estos grupos se
alinearon por separado, y luego cada sub-alineamiento fue alineado al alineamiento de referencia
utilizando el modo “alineamiento de perfiles” (profile alignment mode) del software ClustalX
2.1. Los cinco alineamientos resultantes se utilizaron para construir arboles filogenéticos tal

como se describi6 anteriormente.

3.12.4 ANALISIS DE LOS SEGMENTOS CONTIGUOS (CONTIGS)

Se analiz6 el contexto gendmico de las secuencias AIkB de longitud completa. Los
fragmentos gendmicos correspondientes (contigs) se compararon contra la base de datos de
genomas del NCBI utilizando el algoritmo blastn. Asimismo, la visualizacion de la organizacion
génica y la comparacion con otros genomas se realizaron a través del sistema IMG (Markowitz,
Chen et al. 2013).

3.13 NUMEROS DE ACCESO

Las secuencias de fragmentos de genes alkB obtenidas en este trabajo (seccién 3.9) fueron
depositadas en la base de datos del GenBank con los nimeros de acceso: JQ437615-JQ437743.
Las secuencias de fragmentos de genes ARNr 16S obtenidas en este trabajo (seccion 3.10)
fueron depositadas en la base de datos SRA del NCBI con el nimero de acceso SRA049611. Las
secuencias completas de los fésmidos obtenidas en este trabajo (seccién 3.11) fueron depositadas
en la base de datos del GenBamk con los numeros de acceso KP216408 (fésmido #401), y
KP216409 (fésmido #964). Las secuencias de fragmentos de genes alkB obtenidas del set de

datos de secuenciacion al azar del metagenoma se encuentran en el Apéndice como Figura Al.
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Los cuatro contigs utilizados en este trabajo también se encuentran disponibles en el sitio
IMG/M con las identificaciones (IDs/names) TDF _MC_ARGO01_113mDRAFT_c1004147,
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT _c1000452, TDF_OR_ARG03_113mDRAFT c1007828,
TDF_OR_ARGO05 123mDRAFT_1008004.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CAPITULO 1: DIVERSIDAD DE POBLACIONES BACTERIANAS CON POTENCIAL DE
DEGRADACION DE ALCANOS EN SEDIMENTOS COSTEROS DE BAHIA USHUAIA

4.1.1 INTRODUCCION

Los alcanos ingresan en los ambientes marinos como resultado de actividades humanas
relacionadas con la utilizacion del petrdleo y gas natural, como asi también mediante filtraciones
naturales, o biosintesis mediada por diferentes organismos (Kvenvolden and Cooper 2003; NRC
National Research Council 2003; Formolo 2010; Wackett 2010). Los sedimentos marinos
constituyen los repositorios principales de estos compuestos, desde donde pueden acceder los
organismos que forman las redes troficas adyacentes (Harris, Yunker et al. 2011; Sammarco,
Kolian et al.). Las bacterias comprenden la mayor parte de la biomasa de los sedimentos,
cumpliendo importantes roles en los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrogeno, fosforo,
azufre, y metales diversos, como asi también en la degradacion de contaminantes (Nealson 1997;
Wu, Kellogg et al. 2008; Cravo-Laureau and Duran). Una gran variedad de bacterias presentan la
capacidad de utilizar los alcanos como fuente de carbono y energia. En el ambiente marino,
bacterias de los géneros Alcanivorax (Yakimov, Golyshin et al. 1998), Thalassolituus (Yakimov,
Giuliano et al. 2004), Oleiphilus (Golyshin, Chernikova et al. 2002), y Oleispira (Yakimov,
Giuliano et al. 2003), denominadas hidrocarbonclasticas, se han propuesto como ecoldgicamente
relevantes para la remocion aerébica de alcanos (Head, Jones et al. 2006; Yakimov, Timmis et
al. 2007). Las bacterias hidrocarbonclasticas se encuentran altamente especializadas en la
utilizacion de hidrocarburos (aromaticos y alifaticos) como Unica fuente de carbono y energia,
mientras que son incapaces de utilizar otras fuentes de carbono “tradicionales” como azlicares 0
aminoacidos (Gauthier, Lafay et al. 1992; Yakimov, Golyshin et al. 1998; Huu, Denner et al.
1999; Yakimov, Giuliano et al.). Por otro lado, el clado Roseobacter (familia Rhodobacteraceae,
clase Alphaproteobacteria) constituye uno de los linajes méas representados en diversos
ambientes marinos, donde llevan a cabo importantes porcesos biogeoquimicos (Buchan,
Gonzalez et al. 2005; Wagner-Dobler and Biebl 2006). Recientemente, varios estudios han
relacionado a los miembros de este clado con la biodegradaciéon de hidrocarburos. Se observo
gue son uno de los grupos que proliferan en experimentos controlados de exposicion a
hidrocarburos (Brakstad and Lodeng 2005; Coulon, McKew et al. 2007; McKew, Coulon et al.
2007; Lanfranconi, Bosch et al. 2010). Asimismo, en los genomas secuenciados de miembros de

este grupo se identificaron genes codificantes para enzimas involucradas en la degradacion de
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alcanos, asi como también vias para la degradacion aerdbica de compuestos arométicos (Buchan
and Gonzélez 2010).

El primer paso en el metabolismo aerobico de alcanos requiere de una alta energia de
activacion, y para ello existen diferentes sistemas enzimaticos de acuerdo a la longitud de la
cadena carbonada del sustrato (van Beilen and Funhoff 2007). El sistema alcano hidroxilasa
AIkB, el cual oxida alcanos de longitud Cs-Ci6, Se encuentra ampliamente distribuido en
bacterias degradadoras aerdbicas. Esta formado por una monooxigenasa integral de membrana
(alcano monooxigenasa, AlkB), y dos proteinas solubles encargadas del transporte de electrones
rubredoxina (AlkG) y rubredoxina reductasa (AIKT) (Rojo). Los sistemas AlkB también tienen
propiedades interesantes para su uso en la produccién de compuestos de relevancia industrial
(Schrewe, Magnusson et al. 2011; Julsing, Schrewe et al. 2012). Los genes alkB han sido
ampliamente utilizados como biomarcadores funcionales para la caracterizacion de poblaciones
bacterianas degradadoras de alcanos en diferentes ambientes, incluyendo suelos (Pérez-de-Mora,
Engel et al. 2010; Jurelevicius, Alvarez et al. 2013), sedimentos marinos costeros y profundos
(Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et al. 2009), y agua de mar (Wang, Wang et al.
2010). Recientemente también se han utilizado como indicadores en la prospeccion microbiana

de petréleo y gas (Xu, Tang et al. 2013).

El sitio de estudio correspondiente a esta Tesis se encuentra en las costas de la ciudad de
Ushuaia. La ciudad de Ushuaia esta ubicada a orillas del Canal de Beagle, en el extremo sur de la
Isla Grande de Tierra del Fuego, rodeada por los Montes Martial (Figura 4.1.1). El clima es
himedo y templado-frio, con una temperatura promedio de 2,4 °C entre junio y agosto, y de 9,6
°C entre diciembre y febrero (Dionisi, Lozada et al. 2011). Las precipitaciones, 600 mm/afio, se
distribuyen a lo largo de todo el afio, y las nevadas son frecuentes entre mayo y agosto (23
mm/mes) (Gil, Torres et al. 2011). Este ambiente costero esta definido desde un punto de vista
biogeografico como regién Andina, subregion Subantartica (Morrone 2000). EI mismo no so6lo
estd expuesto a bajas temperaturas durante todo el afio, sino que en primavera registra altos
niveles de radiacion UV-B como consecuencia de la disminucion de la capa de 0zono que ocurre
sobre la Antartida (Diaz, Camilion et al. 2006). Bahia Ushuaia es la mas grande de las tres bahias
sobre las cuales tiene influencia la ciudad de Ushuaia, siendo las otras dos Bahia Encerrada y
Bahia Golondrina (Dionisi, Lozada et al. 2011). Bahia Ushuaia recibe cantidades significativas
de agua dulce desde el continente, que cambian temporalmente sus caracteristicas
fisicoquimicas, e influyen en la distribucién de nutrientes (Amin, Comoglio et al. 2010). Todas

estas caracteristicas ambientales resultan en una presion de seleccién particular para las
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poblaciones microbianas autdctonas, las cuales deben adaptarse a fluctuaciones importantes en

su ambiente.

El puerto de Ushuaia es un puerto de uso publico con destino comercial cuyas principales
actividades son la pesca, el turismo y el manejo de cargas generales en bultos y contenedores.
Consta de dos muelles, ambos ubicados sobre Bahia Ushuaia: el Muelle Comercial (dependiente
de la Direccién Provincial de Puertos) y el Muelle Combustible-Planta Orion. En el Muelle
Comercial operan buques de diferentes caracteristicas, como ser buques de pasajeros y
cientificos de diferentes banderas, los que efectlan la travesia Antartida y Canales Fueguinos,
buques dedicados a la actividad pesquera, y los de transporte de carga general. Por otro lado, la
operatoria del Muelle Combustible-Planta Oridn consiste en cargas y descargas de buques
tanques, embarcaciones medianas (pesqueros, catamaranes, etc.), y embarcaciones menores
(veleros y lanchas). Esta terminal opera con derivados pesados del petroleo, gas oil, fuel oil, y
nafta (http://www.nuestromar.org/servicios/puertos/puertos_maritimos/pto_ushuaia). Debido a la
importancia de la conservacion de su calidad ambiental, Bahia Ushuaia constituye una de las
Zona de Proteccion Especial designadas por la Prefectura Naval Argentina (Prefectura Naval
Argentina 1998). Sin embargo, se encuentra expuesta al vertido de efluentes cloacales e
industriales, a la contaminacién con residuos urbanos, y a la contaminaciéon crénica con
hidrocarburos de origen antropogénico, debido principalmente a una intensa actividad portuaria
(Esteves and Amin 2005; Esteves, Commendatore et al. ; Commendatore and Esteves 2007;
Lozada, Riva Mercadal et al. 2008; Commendatore, Nievas et al. 2012; Marcos, Lozada et al.
2012).

Previamente a la realizacion de esta Tesis, en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental
(LMA) del CENPAT se estudiaron aspectos ecologicos y moleculares de la biodegradacion de
hidrocarburos arématicos policiclicos (HAPs) en sedimentos costeros de Patagonia, y en
particular de Bahia Ushuaia. Mediante estudios independientes del cultivo, se identificaron en
muestras de sedimentos en las cercanias de Planta Orion un total de 22 variantes de genes
codificantes para dioxigenasas de HAPs, la gran mayoria de ellas novedosas con respecto a las
secuencias disponibles en las bases de datos (Lozada, Riva Mercadal et al. 2008; Marcos, Lozada
et al. 2009). Tres de estas variantes novedosas demostraron ser abundantes y estables en el
tiempo en un lapso de 6 afios, lo cual sugiere que las poblaciones bacterianas portadoras podrian
ser miembros ecologicamente relevantes de esta comunidad microbiana (Marcos, Lozada et al.
2012). Asimismo, mediante cromatografia gaseosa de alta resolucion, se detect6 la presencia de
HAPs en el rango de 151-4.127 pg/kg sedimento seco, en las muestras de Planta Orion obtenidas

durante el periodo 2004-2010 (Marcos 2012). La mayoria de los diferentes HAPs (~74%) se
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observaron en niveles por encima de los limites establecidos para la calidad ambiental de los
sedimentos, y algunos de ellos (~17%) presentaron concentraciones por encima de los valores
donde es frecuente que ocurran efectos biolégicos adversos (Marcos 2012). Mas adn, los
sedimentos de este sitio presentaron un incremento en los niveles de hidrocarburos alifaticos
totales en el periodo 2001-2006 (Commendatore M, Esteves JL et al. 2008). En base a estos
antecedentes, con este trabajo de Tesis iniciamos los estudios sobre las comunidades microbianas
asociadas a la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos en sedimentos costeros de Bahia

Ushuaia.

En este capitulo, nuestro objetivo fue caracterizar la diversidad de grupos bacterianas con
el potencial de degradar alcanos presentes en sedimentos costeros de Bahia Ushuaia. Para ello,
utilizamos dos técnicas independientes del cultivo de microorganismos: el andlisis de bibliotecas
de fragmentos de genes alkB amplificados por PCR (marcador funcional), y el analisis de
fragmentos de genes ARNr 16S obtenidos mediante secuenciacion en gran escala (marcador
filogenético).

4.1.2 RESULTADOS
4.1.2.1 Sitio de estudio

Trabajamos con muestras de sedimentos costeros de dos sitios dentro de la Bahia Ushuaia:
EM y OR (Figura 4.1.1, Tabla 4.1.1). El sitio OR se encuentra contiguo a la Planta Orion de
almacenaje de combustibles; y el sitio EM se encuentra en una zona urbana a 300 m al oeste de
la Planta Oridn, en un &rea expuesta a un alto trafico maritimo al encontrarse entre dos muelles
(el Muelle Comercial y el Muelle de la Planta Orion). En un estudio donde se analizaron los
niveles de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en sedimentos de diferentes sitios a lo largo de
la Bahia Ushuaia, se concluyd que la zona central de la Bahia — que comprende el Muelle
Combustible-Planta Oriédn, el Muelle Comercial, y el Muelle Nadtico — constituye una zona de
acumulacién de hidrocarburos, favorecida por las caracteristicas de los sedimentos

(Commendatore, Nievas et al. 2012).

Cuatro de las muestras utilizadas (OR06, OR07, OR08 y EMO06) fueron tomadas en la zona
intermareal baja. El intermareal es el sector de la costa que queda comprendido entre la bajamar
y la pleamar. Esta zona representa un lugar de transicion entre los ambientes marinos y terrestres,
caracterizado por fluctuaciones periddicas en las condiciones ambientales, como ser cambios en

la temperatura y concentracion de sales, desecacion durante la bajamar, exposicion a la radiacion

54



Resultados y Discusion. Capitulo 1

UV, y oleaje (Decho 2000). La quinta muestra utilizada (OR08s) corresponde a un sedimento

submareal y fue tomada a 12,3 m de profundidad (Tabla 4.1.1).

Figura 4.1.1. A. Ubicacién de los sitios de muestro de sedimentos costeros en Bahia
Ushuaia. Las muestras se nombraron de acuerdo a las iniciales de los sitios (OR, EM), y los
ultimos dos digitos del afio de muestreo. La muestra submareal se indica con una “s” al final
(ORO08s). B. Iméagenes de Bahia Ushuaia (izquierda) y la Planta de almacenamiento de
combustibles Orién (derecha).

4.1.2.2 Caracterzacion de los sedimentos costeros de Bahia Ushuaia

La granulometria observada para las muestras de sedimentos comprende el rango arena—
grava. La materia organica de los sedimentos deriva de restos de plantas y animales, bacterias o
plancton, 0 de fuentes antropogénicas
(http://www.ozcoasts.gov.au/indicators/sediment_org_matter.jsp). Se compone de carbono y
nutrientes en forma de hidratos de carbono, proteinas, grasas y acidos nucleicos. Las bacterias

rapidamente consumen las moléculas menos resistentes, tales como los acidos nucleicos y
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muchas de las proteinas. El contenido de materia organica observado para las cuatro muestras
intermareales fue similar, mientras que la muestra submareal OR08s present6 un valor cinco
veces mayor, lo que podria deberse a una menor exposicion al oxigeno, entre otros factores
(Tabla 4.1.1) (Sobek S., Durisch-Kaiser E. et al. 2009).

Tabla 4.1.1. Caracteristicas de las muestras de sedimentos costeros utilizadas en este
trabajo.

Muestra  Localizacion Tipo Fecha de ph Temp. (°C) Materia
muestreo® organica
EMO06 54°48' 19" S  intermareal 04/06 n.d. n.d. 0,71%
68°17'39" O
ORO06 54°48' 16" S  intermareal 04/06 n.d. n.d. 0,71%
ORO07 68°17'23" 0 intermareal 06/07 n.d. n.d. 0,84%
ORO08 intermareal 12/08 7,36 6,8 (0,04) 0,80%
(0,03)
ORO08s submareal 12/08 7,68 8,74 (0,05) 3,98%
(12,3 m) (0,05)

@Se indican los nimeros correspondientes al mes y a los dos Gltimos digitos del afio (MM/AA).
Los valores de desvio estandar se indican entre paréntesis. n.d.: no determinado

4.1.2.2.1 Contenido de hidrocarburos alifdticos

Los sedimentos presentaron valores de hidrocarburos alifaticos totales (AT) en el rango de
19,7 a 347,2 ng/g de sedimento seco. En general, el contenido de hidrocarburos alifaticos de las
muestras OR de diferentes afios fue bastante estable, mientras que el valor mas alto se observo
para la muestra EMO06 (Tabla 4.1.2). Estos valores se encontraron en el rango considerado por
UNEP (United Nations Environment Programme) como caracteristico de sedimentos portuarios
de areas urbanas o industriales (United Nations Environment Programme 1992). Segin un
estudio previo realizado en la costa Patagonica (Commendatore, Nievas et al. 2012), los niveles
de AT de las muestras OR corresponden a una contaminacion baja, mientras que el valor
observado para EMO06 corresponde a una contaminaciébn moderada. Todas las muestras
presentaron caracteristicas que indican un origen petrogénico de los hidrocarburos: la serie
homologa de n-alcanos, los isoprenoides pristano y fitano, y la mezcla compleja no resuelta
(MCNR) (Figura 4.1.2) (United Nations Environment Programme 1992). Los dos picos
observados en la distribucion de la MCNR en estas muestras sugieren una contribucién mixta de

petréleo crudo liviano y fracciones mas pesadas de hidrocarburos, que podria resultar de la
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degradacion bacteriana o de otras fuentes de materia organica (Voudrias and Smith 1986;
Commendatore, Esteves et al. 2000).

4000
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Figura 4.1.2. Perfil obtenido por cromatografia de gases de alta resolucion de la fraccion de
hidrocarburos alifaticos correspondiente a la muestra de sedimento OR08 de Bahia de
Ushuaia. MCNR: mezcla compleja no resuelta. La MCNR comprende una serie de compuestos
como cicloalcanos, alcanos ramificados y otros compuestos no resueltos por la columna capilar y
eluyen como una montafia por debajo de los compuestos resueltos.

4.1.2.2.2 Indices de diagndstico

A fin de evaluar si existen procesos de biodegradacion en marcha en los sedimentos, se
utilizaron diferentes indices de diagnéstico para n-alcanos. El efecto temprano de la degradacion
microbiana se puede monitorear mediante las relaciones entre los compuestos biodegradables y
aquellos menos degradables como los indices n-C17/Pristano y n-C18/Fitano (n-C17/Pr y n-
C18/Fi). Asi, valores bajos de estos indices sugieren la presencia de petrdleo degradado y valores
altos sugieren poca degradacion. Los indices n-C17/Pr y n-C18/Fi estuvieron en el rango 1,13-
1,48 (Tabla 4.1.2) lo que sugiere que existen procesos de biodegradacion en marcha
(Commendatore, Esteves et al. 2000; Wang and Fingas 2003). Otro indice utilizado para estimar
la biodegradacion relativa es la relacion entre el contenido de alifaticos resueltos totales y la
mezcla compleja no resuelta (ART/MCNR). Este indice presentd valores bajos (desde 0,12 a
0,21) (Tabla 4.1.2), lo que también sugiere que existen procesos de biodegradacion en marcha
(Commendatore, Nievas et al. 2012).
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Tabla 4.1.2. Contenido de hidrocarburos alifaticos en las muestras de sedimentos de Bahia
Ushuaia, e indices de diagnostico calculados a partir de los mismos.

Hidrocarburos alifaticos (ng/g de indices de diagnéstico

Muestra sedimento seco)
ART®  MCNR® ATO n-C17/Pr n-Cl18/Fi ART/MCNR
EMO06 38,78 308,40 347,20 1,32 1,13 0,13
OR06 5,09 28,03 33,12 1,27 1,48 0,18
OR07 8,74 68,26 77,00 1,27 1,34 0,13
OR08 4,06 19,44 23,50 1,19 1,43 0,21
OR08s 2,06 17,64 19,70 1,35 1,34 0,12

2Alifaticos resueltos totales. "Mezcla compleja no resuelta. cAlifticos totales = ART + MCNR

4.1.2.3 Diversidad de secuencias de genes alkB
4.1.2.3.1 Construccién y andlisis de bibliotecas de fragmentos de genes alkB

Se realizaron extracciones de ADN metagendmico a partir de las muestras de sedimentos
utilizando un conjunto de reactivos comerciales especifico para suelos y otras muestras
ambientales (FastDNA SPINKit for Soil, MP Biomedicals, Estados Unidos). Este es un método
de extraccion directa con una ruptura mecanica de las células (se utiliza un homogeneizador de
alta velocidad y matrices de lisis con esferas de ceramica y silice), disefiado para una ruptura
eficiente de células resistentes, como por ejemplo las bacterias Gram positivas (Maarit Niemi,
Heiskanen et al. 2001).

En la figura 4.1.3 A se muestra una corrida electroforética de dos extracciones
correspondientes a la muestra de sedimento OR07, una realizada con el kit comercial , y la otra
realizada con el método manual desarrollado por Zhou y colaboradores (Zhou, Bruns et al.
1996). Brevemente, el método de Zhou es una técnica clasica utilizada en suelos y consiste en
una extraccion directa con una ruptura enzimatica (proteinasa K) y quimica (detergente SDS) de
las células, y posterior precipitacion del ADN con isopropanol (Seccion 3.11.1, Materiales y
Métodos). ElI método de kit demostrd ser apropiado para esta parte del trabajo ya que es un
método rapido de extraccion con un rendimiento y tamafio del ADN que si bien son menores a
los obtenidos mediante el método manual, son adecuados para las reacciones de PCR (Tabla
4.1.3 y Figura 4.1.3 A). A esto se le suma el alto grado de purificacion, el cual es necesario para

la remocion de inhibidores de las reacciones de amplificacion.

Para la amplificacion de los fragmentos de genes alkB se utilizaron cebadores con un alto
grado de degeneracion, y una baja temperatura de hibridacién (annealing), con el objetivo de
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cubrir la mayor cantidad posible de variantes de estos genes en la comunidad de bacterias que
habitan los sedimentos. Los cebadores fueron disefiados por nuestro grupo a partir de las
secuencias disponibles en las bases de datos, y fueron utilizados anteriormente para identificar
genes alkB en microorganismos aislados de consorcios obtenidos a partir de sedimentos marinos
de la Patagonia (Olivera, Nievas et al. 2009). Se optimizé la cantidad de ADN templado
utilizado para cada muestra (Figura 4.1.3 B), y la concentracion de ADN que mostro el producto
de amplificacion de mayor intensidad y del tamafio adecuado en electroforesis en geles de
agarosa se utilizo para la construccion de la biblioteca correspondiente. Como se puede observar
en la Figura 4.1.3 B, se logr6 una buena amplificacion del fragmento de interés, si se tiene en
cuenta que se trabajo con ADN extraido de una muestra ambiental, donde los genes buscados
pueden encontrarse en baja proporcion respecto al ADN total y se arrastran contaminantes que
pueden inhibir la reaccion de PCR a pesar de los métodos de purificacion que normalmente se
emplean. EI ADN purificado a partir de la banda escindida del gel (Figura 4.1.3 C) fue clonado
en el plasmido pCR4-TOPO (Invitrogen).

Se secuenciaron un total de 202 insertos. Utilizando el software mothur (Schloss, Westcott
et al. 2009) en su version 1.14.0 que es capaz de analizar secuencias de proteinas, las secuencias
fueron agrupadas en Unidades Operacionales Taxonomicas (Operational Taxonomic Units,
OTUs), definidos a un punto de corte de 80% de identidad al nivel de aminoacidos entre sus
integrantes (Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et al. 2009). En general, a partir de
las bibliotecas construidas se observaron diferentes variantes de genes degradativos, con buena
cobertura (mayor al 85% en todos los casos, Tabla 4.1.4). Las bibliotecas correspondientes a las
muestras EM06 y ORO07 presentaron la mayor cantidad de OTUs observados (Sqps), mientras que
en la biblioteca correspondiente a la muestra OR06 se observo solo un OTU (Tabla 4.1.4). Se
utlizaron dos estimadores no paramétricos de riqueza, los indices Chaol (Chao 1984) y ACE.
Ambos estiman el nimero minimo de especies presentes en la muestra, estimando el nimero de
especies no observadas a partir de las especies observadas con baja frecuencia (Magurran 2004).
De acuerdo a los indices calculados, las muestras con mayor riqueza de secuencias AIkB fueron
EMO06 y ORO07 (Tabla 4.1.4).
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Tabla 4.1.3.Concentraciones obtenidas y rendimiento calculado a partir de las extracciones
de ADN de las muestras de sedimentos costeros de Bahia Ushuaia, realizadas con un kit
comercial (FastDNA SPINKit for Soil).

ORO06 ORO7 ORO08 ORO08s
[ADN] (ng/pl) 4,6 6,3 2,5 75
Rendlmlel_lto (ng ADN/g 0.7 0.6 0.4 17
sedimento)
A B C
Kb 1 2 3 4 1. 2 -3 ORI 7 1502 ERORDT
40
o= W N - ‘i
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- i .
= ’
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Figura 4.1.3. Geles de agarosa correspondientes a: (A) extraccion de ADN de la muestra
ORO07. Calles: (1) marcador 1 Kb DNA Extension Ladder (Invitrogen), (2) 150 ng de ADN
extraido mediante el método desarrollado por Zhou y colaboradores (Zhou, Bruns et al. 1996),
(3) 150 ng ADN extraido mediante el kit comercial FastDNA SPINkit for Soil, (4) marcador A
Hindlll (Productos Bio-LO6gicos); (B) puesta a punto de la reaccién de amplificacién de
fragmentos de genes alkB a partir del ADN extraido de la muestra ORO07. Calles: (1)
marcador Ladder 50 pb (Productos Bio-Lo6gicos), (2) control negativo, (3) amplificacion a partir
de 0,6 ng de ADN, (4) amplificacion a partir de 1,2 ng de ADN, (5) amplificacion a partir de 3
ng de ADN, (6) amplificacion a partir de 6 ng de ADN, (7) control positivo. (C) PCR
preparativa para el clonado. Calles (1) control negativo, (2) marcador Ladder 50 pb, (ORQ7)
corresponde a 4 calles donde se sembraron 3 reacciones de PCR de 25 pl cada una. Como
templado de cada reaccion se utilizaron 3 ng de ADN correspondiente a la muestra OR07. A la
izquierda de cada gel se indican los tamafios de algunas bandas de los marcadores de peso
molecular utilizados (en kilobases para 1 Kb DNA Extension Ladder y en pares de bases para
marcador Ladder 50 pb).
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Tabla 4.1.4. Informacion de las bibliotecas de productos de amplificacion de fragmentos de
genes alkB.

Biblioteca N® Sops ®  Cobertura © Chaol ACE
EMO6 50 14 90% 19 (15-46) 17 (15-32)
ORO06 30 1 - - -
OR07 46 12 87% 20 (13-55) 39 (20-99)
OR08 41 5 95% 6 (5-13) 8 (6-21)
ORO8s 35 8 94% 9 (8-16) 9 (8-19)

®@ntmero de secuencias analizadas. ®nimero de OTUs observados con un agrupamiento del
80% de identidad al nivel de la secuencia de aminoacidos. ©indice de cobertura de Good (Good
1953). Los limites superior e inferior del intervalo de confianza al 95% se indican entre
paréntesis.

El andlisis conjunto de las secuencias de las cinco bibliotecas permitio identificar un total
de 30 OTUs, y estimar una cobertura del 95% para la diversidad general del gen alkB en este
sitio, limitado sin embargo a lo que se puede amplificar con nuestro par de cebadores (Tabla
4.1.5). La riqueza estimada por los indices Chaol y ACE — calculados teniendo en cuenta las
secuencias de las cinco bibliotecas de productos de amplificacion — fue de 48 y 39 OTUs,
respectivamente (Tabla 4.1.5). Observamos una variabilidad interna en cada OTU, ya que los
mismos contenian secuencias con una distancia promedio hasta 0,14 y el nimero de OTUs
aumentaba al disminuir la distancia de corte:de 48 OTUs cuando éstos eran definidos a una
distancia de 0,2 (correspondiente a 80% de identidad a nivel de aminoacidos) a 72 OTUs cuando
eran definidos a una distancia de 0,02; Tabla 4.1.5. Por lo tanto, nuestras estimaciones pueden
ser consideradas como una medida conservadora de la riqueza alkB en este ambiente

crénicamente contaminado.

Tabla 4.1.5. Diversidad de secuencias de genes alkB en sedimentos costeros de Bahia
Ushuaia.

Numero de Distancia de

muestras corte® Sobs Chaol ACE Cobertura
5 202 0,20 30 48 (34-105) 39 (32-61) 95%
0,02 46 72 (55-119) 71 (56-109) 89%

Los limites superior e inferior del intervalo de confianza al 95% se indican entre paréntesis.
“Distancia genética utilizada para definir los OTUs.
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Todas las secuencias proteicas deducidas a partir de las secuencias de fragmentos de genes
alkB obtenidas en las bibliotecas mostraron relaciones significativas con fragmentos de Alcano
monooxigenasas presentes en la base de datos GenBank. En general, los valores de identidad
observados estuvieron en el rango entre 50 y 100% (Tabla 4.1.6). Asimismo, a excepcion de una
secuencia, presentaron las histidinas terminales del motivo Il de histidina (EHXXGHH), uno de
los cuatro motivos de histidina conservados en esta familia de enzimas, esenciales para la
actividad (Figura 4.1.4) (van Beilen, Smits et al. 2005).

Se tomd una secuencia representativa de cada OTU vy se realizo un analisis filogenético con
secuencias relacionadas de la base de datos Genbank, tanto de microorganismos aislados como
de secuencias ambientales de organismos no cultivados. Observamos que las secuencias de genes
alkB recuperadas presentaron una amplia diversidad filogenética (Figura 4.1.5). La mayoria de
las variantes encontradas en las bibliotecas de sedimentos subantarticos estuvieron relacionadas
con genes descriptos en bacterias del filo Proteobacteria (165 secuencias, 82 %). Un total de 99
de estas secuencias formaron parte de un grupo monofilético amplio y diverso, donde por
ejemplo se encuentran Alcano monooxigenasas de diferentes bacterias marinas
hidrocarbonoclasticas como ser Alcanivorax borkumensis SK2, Thalassolituus oleivorans MIL-
1, Marinobacter sp., y Oleiphilus messinenis ME102 (Figura 4.1.5). Dentro de este grupo se
observd un subgrupo formados por varios OTUs relacionados entre si y con secuencias
provenientes exclusivamente de otros estudios independientes del cultivo basados en sedimentos
marinos (OTUs #2, 7-10, 12-14, 16-18, y 30, Figura 4.1.5). Una secuencia de la biblioteca EM06
(OTU #31) estuvo relacionada con el grupo de Alcano monooxigenasas AlkM descriptas en
bacterias del género Acinetobacter (Ratajczak, Geissdorfer et al. 1998; Tani, Ishige et al.), las
cuales son activas frente a alcanos C19-C1g (Throne-Holst, Markussen et al. 2006). EI OTU #6
presentd un 85% de identidad (a nivel de la secuencia de aminoacidos) con Marinobacter sp.
S17-4 (ACT31523), mientras que el resto de los OTUs relacionados a secuencias AlkB de
Proteobacteria mostraron identidades en el rango de 51 % a 74 % con secuencias de
microorganismos aislados (Tabla 4.1.6). Mas aun, las secuencias de las bibliotecas se
encontraron mas relacionadas con secuencias AIkB provenientes de otros estudios
independientes del cultivo (microorganismos aun no cultivados) a partir de sedimentos marinos

frios o suelos de regiones de altas latitudes (Tabla 4.1.6, Figura 4.1.5).
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Rhodococcus sp. 28/19 (ABD36392)
messinensis ME102 (CAC17734)
tuberculosis H37Rv (CAB08323)
borkumensis SK2 (CAL18155)
putida GPol (CAB54050)
oleivorans MIL-1 (CAD24434)
dieselolei S9-7 (ACJ22690)
hydrossis DSM (AEE51162)
Consenso
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Figura 4.1.4. Alineamiento de las secuencias AlkB deducidas a partir de las bibliotecas, y secuencias relacionadas obtenidas de las bases de
datos publicas. Se muestra una secuencia representativa por cada OTU. El sitio correspondiente al motivo conservado de histidina Il se encuentra
subrayado. EI comienzo de este motivo no se observa en las secuencias de las bibliotecas, ya que se encuentra en el cebador directo. Los residuos
con una identidad y similitud >50% se encuentran sombreados en negro y gris, respectivamente.
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Las secuencias relacionadas con los genes alkB descriptos en bacterias del filo
Actinobacteria constituyeron el segundo grupo mas abundante (33 secuencias, Figura 4.1.5).
Dentro de ellas, el OTU maés abundante (#24), agrupd con una secuencia proveniente de un clon
no cultivado (de una muestra de suelo del Artico), sin un representante cultivado cercano (Figura
4.1.5). Los otros tres OTUs minoritarios (#23, 25 y 26) mostraron valores altos de identidad con
secuencias AIKB descriptas en bacterias de los géneros Rhodococcus y Arthrobacter (Tabla
4.1.6). Ademas, se observaron cuatro secuencias provenientes de la biblioteca de la muestra
EMO6 que agruparon con secuencias provenientes de miembros del filo Bacteroidetes, formando

ramas profundas pero bien soportadas en el arbol filogenético (OTUs 19 y 20, Figura 4.1.5).

Tabla 4.1.6. Resultados de la comparacion, mediante el algoritmo blastp, de las variantes
de genes alkB identificadas en este estudio, contra la base de datos de proteinas del NCBI.
Los OTUs se ordenaron de acuerdo a su abundancia relativa. Para cada OTU, se indica la
secuencia mas cercana, y la secuencia mas cercana proveniente de un microorganismo aislado,
con los nimeros de acceso de la base de datos GenBank entre paréntesis. También se indica el %
de identidad (I, al nivel de la secuencia de aminoacidos), el numero de secuencias en cada OTU
(N), y las muestras donde fue observado el OTU correspondiente.

OTU N Muestra Secuencia significativamente mas similar % I

alkB Clon alkB22CB, suelo de bosque, Baviera,

29 4 EMO6, OR07,  Alemania (ADO21661) 67
OR08 alkB Alcanivorax dieselolei NO1A (AAT91719) 64
8 38 ORO06, OR08s alkB Clon SRE-19, sedimento antartico (ACT91224) 73
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55801) 57
24 26 OR08, OR07  alkB Clon GOOVNXF0O71IMIO, suelo arctico (JF407716) 80
alkB Gordonia soli DSM 44995 (ACZ17528) 66
17 16 EMO06, ORO08s ?Kguilggz(;)ﬂ, sedimento profundo del mar de Timor 70
alkB Kordiimonas gwangyangensis S20-13 (ACJ22725) 58
7 10 ORO07, OR08  alkB Clon SRE-19, sedimento antértico (ACT91224) 67
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55801) 62
5 9 EMO06, OR07  alkB Alcanivorax hongdengensis A-11-3 (ACD47155) 74
6 7 ORO07 alkB Clon OTU28, suelo (ACB11552) 93
alkB Marinobacter sp. S17-4 (ACT31523) 85
2 5 ORO08s alkB Clon SRE-19, sedimento antartico (ACT91224) 84
alkB Alcanivorax borkumensis s17-15 (ACJ22718) 62

23 4 EMO06, OR07  alkB Rhodococcus sp. 28/19 (ABD36392) 100
11 4 ORO7 alkB Alcanivorax dieselolei S9-7 (ACJ22690) 62
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14 ORO08s alkB Clon SRE_F11, sedimento antarctico (ACT91241) 68
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55798) 55
alkB Clon G17, sedimento profundo del mar de Timor

18 EMO6 (ACU43522) 72
alkB2 Salinisphaeraceae bacterium PC39 (ADE05603) 62
alkB Clon SAO08, suelo de bosque, Uiwang, Corea del Sur

21 EMO06, OR07 (ABA55775) 67
alkB Alcanivorax dieselolei 6-D-6 (ACJ22764) 59
alkB Clon F33, sedimento profundo del mar de Timor

13 ORO08s (ACU43488) 73
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55802) 58
alkB Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100

20 EMO06 (AEE51162) 50

28 ORO07, OR08  alkB2 Alcanivorax dieselolei Qtet3 (ADN21388) 66

32 EMO6 alkB Clon alkB36mpn, suelo, Alemania (ACZ64725) 73
alkB Alcanivorax dieselolei S9-7 (ACJ22690) 71

12 ORO08s alkB Clon 9E7, sedimento del Pacifico (CAJ01370) 64
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55798) 51

26 EMO06 alkB Rhodococcus sp. H1 (ACR56750) 82
alkB Clon alkG4-12, suelo, Baviera, Alemania

3 ORO07 (ABB90688) 83
alkB Ralstonia sp. PT11 (ABA55799) 65

4 EMO6 alkB Alcanivorax hongdengensis A-11-3 (ACD47155) 71
alkB Clon F33, sedimento profundo del mar de Timor

9 OR07 (ACU43488) 70
alkB Alcanivorax sp. PA3 (ACD63080) 55

10 ORO08s alkB Clon SRE-19, sedimento antarctico (ACT91224) 65
Pseudomonas aeruginosa SL1 (ACJ65013) 57

16 ORO08s alkB Clon SRE-19, sedimento antérctico (ACT91224) 73
alkB Marinobacter sp. S17-4 (ACT31523) 66
alkB Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100

19 EMO06 (AEE51162) >4

22 EMO06 alkB Clon GOOVNXFO7IG6EW, suelo artico (JF408383) 69
alkB Alcanivorax borkumensis s17-15 (ACJ22718) 59

25 ORO7 alkB Arthrobacter sp. 7.19-Vpa (AEH76916) 96

27 ORO08 alkB Alcanivorax venustensis 1ISO4 (AAT91720) 71

30 EMO6 alkB Clon H6, sedimento profundo del mar de Timor 72

(ACU43509)

alkB1 Salinisphaeraceae bacterium PC39 (ADE05602) 59
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alkB Clon alkB15XB2, suelo de bosque, Baviera,
31 1 EM06 Alemania (AD021745) 87
alkB Acinetobacter venetianus 1-D-2 (ACJ22758) 73
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Figura 4.1.5. Arbol filogenético construido utilizando las secuencias AIKB traducidas de las
bibliotecas de productos y secuencias representativas de las bases de datos. Los nimeros de
acceso correspondientes a la base de datos Genbank se indican al comienzo de cada secuencia.
Para construir el arbol se utilizé una secuencia representativa por OTU y por cada biblioteca. Los
OTUs se muestran en negrita como: numero de OTU-biblioteca (nGmero de secuencias). Se
utilizo el algoritmo neighbor-joining y el modelo Dayhoff en el software MEGA 5 (Tamura,
Peterson et al. 2011). Los circulos negros en los nodos indican valores de bootstrap >60% (1000
replicaciones). Como grupo externo se utilizd la secuencia correspondiente a la enzima Xileno
monooxigenasa (XylM) de Pseudomonas putida (AAA26026). La longitud de la barra mostrada

corresponde a 20 % de distancia en aminoacidos.
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4.1.2.4 Descripcion de la comunidad bacteriana proveniente de la muestra OR08
4.1.2.4.1 Anadlisis de amplicones del gen ARNr 16S

Gracias al desarrollo de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento hoy en dia es
posible estudiar la estructura de las comunidades microbianas con una profundidad de analisis
antes inalcanzable (Sogin, Morrison et al. 2006; Roesch, Fulthorpe et al. 2007). El procedimiento
comienza con un paso de amplificacion por PCR de un gen biomarcador filogenético. En general
se utilizan fragmentos correspondientes a alguna de las regiones hipervariables del gen ARNr
16S, de manera de obtener la maxima informacién filogenética en un fragmento corto. Luego
estos amplicones son secuenciados en forma masiva y en paralelo mediante algunas de las
plataformas comerciales de secuenciacion de alto rendimiento (454 Roche, Illumina, Life
Technologies). Existen dos estrategias ampliamente utilizadas para analizar las secuencias
parciales del gen ARNr obtenidas. Una de ellas se basa en la clasificacion de las secuencias en
grupos taxondmicos, siguiendo una taxonomia de referencia basada en genes ARNr 16S de
microorganismos conocidos (Wang, Garrity et al. 2007; Huse, Dethlefsen et al. 2008; Liu,
DeSantis et al. 2008). La principal limitacion de este método reside en que las taxonomias de
referencia no pueden resolver adecuadamente la clasificacion de secuencias novedosas de
microorganismos no cultivados, o de grupos poco representados en las bases de datos, sumado al
hecho de que tampoco existe una definicién consensuada de especie bacteriana (Schloss and
Westcott 2011).

La segunda estrategia, en cambio, se basa en dejar que los datos “hablen por si mismos”, y
consiste en agrupar las secuencias en Unidades Operacionales Taxondémicas (OTUs) de acuerdo
a un dado grado de identidad entre ellas (Schloss and Handelsman 2005; Schloss, Westcott et al.
2009; Sun, Cai et al. 2009; Schloss and Westcott 2011). En la mayoria de los trabajos con
secuencias parciales del gen ARNr 16S, se utiliza un 97% de identidad como criterio de
agrupamiento (distancia 0,03). De acuerdo a los valores de identidad promedio compartida entre
microorganismos del mismo género, los OTUs definidos a esta distancia podrian ser
considerados como indicativos de poblaciones bacterianas al nivel de género y/o sub-género
(Schloss and Westcott 2011).

En este trabajo, se realizo la pirosecuenciacion por 454 Roche de la region variable V4 del
gen ARNr 16S (Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario, INDEAR), a partir de la muestra
ORO08, con el fin de obtener un perfil en profundidad de la estructura general de la comunidad
bacteriana caracteristica de un ambiente costero subantartico, y evaluar la presencia de géneros
asociados a la degradacion de alcanos. Se obtuvieron un total de 16.837 secuencias, de las cuales

se conservaron 15.344 luego de los filtros aplicados (secuencias de baja calidad, quimeras, y
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secuencias no asignadas al dominio Bacteria; ver Seccion 3.10, Materiales y Métodos). Estas
secuencias presentaron una longitud de 225 pb en promedio. El anélisis mediante agrupamiento
en OTUs al 97% de identidad mostro una alta diversidad bacteriana, con 1.829 OTUs observados
(Sobs), ¥ 3.011 OTUs estimados mediante el indice Chaol (intervalo de confianza del 95%:
2.817-3.243). Se observa una mayor proporcion de OTUs formados por menos de 10 secuencias,
y muchos de ellos formados por una secuencia (singletons) (Figura 4.1.6). Asimismo, se obtuvo
una cobertura del 94%, la cual si bien es alta y nos permite una gran profundidad de analisis,
sugiere que de seguir muestreando (con el andlisis de mas secuencias) probablemente se

observarian nuevos OTUs.

10000

1000+

100+

10 +

Nro. de secuencias

0.1

0 500 1000 1500 2000

OTUs observados

Figura 4.1.6. Numero de secuencias para cada OTU observado en ORO08. El eje vertical (y) se
encuentra en escala logaritmica. Se observa una mayor proporcion de OTUs formados por menos
de 10 secuencias, y muchos de ellos formados por una secuencia (singletons).

Mediante la comparacion de las lecturas obtenidas con la base de datos de genes ARN
ribosomales SILVA (Quast, Pruesse et al. 2013), se pudieron identificar 26 filos bacterianos en
ORO08, siendo algunos filos predominantes, y la mayoria de ellos (18) con frecuencias observadas
menores al 1%. Los tres filos mas abundantes fueron Proteobacteria (36,1% del total de
secuencias), Acidobacteria (35,4% del total de secuencias), y Actinobacteria (8,9% del total de
secuencias); mientras que un 4,6% de las secuencias no pudieron ser asignadas al nivel de filo
(Figura 4.1.7 A). Las secuencias no clasificadas probablemente correspondan a organismos aun
no cultivados y no representados en la base de datos utilizada. Estos resultados agregan

evidencia al hecho de que gran parte de la diversidad microbiana se encuentra aun inexplorada, y
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se necesitan estudios en esta direccion para dilucidar el rol que juegan estos grupos en el
ecosistema (Wang, Liu et al. 2013).

Las clases Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria fueron las mas abundantes dentro
del filo Proteobacteria (21,0% y 10,5%, respectivamente). La clase Acidobacteria fue dominante
entre las Acidobacterias (34,5%), mientras que la clase Actinobacteria fue la méas abundante
dentro del filo Actinobacteria (8,9%) (Figura 4.1.7 B).

Analizamos los principales géneros observados en OR08 y su relacion con la
biodegradacion de hidrocarburos. Se observaron varios géneros abundantes para los cuales se
conocen sus capacidades degradativas, como ser Oleispira (3,0%) (Yakimov, Giuliano et al.
2003), y Pseudoalteromonas (2,4%) (Hedlund and Staley 2006). Dentro de la clase
Alphaproteobacteria, un 3,4% de las secuencias fueron clasificadas como pertenecientes al clado
Roseobacter, donde se encuentran bacterias con la capacidad de utilizar compuestos aromaticos
(Buchan, Gonzalez et al. 2005). Ademas, dentro de la clase Actinobacteria (suborden
Propionibacterineae), se observé el género Nocardioides (1,8%), el cual posee cepas con la
capacidad para degradar alcanos y compuestos poliaroméaticos de bajo peso molecular
(Hamamura and Arp 2000). Otros géneros abundantes fueron Glaciecola (2,1%), vy
Psychrobacter (1,3%), microorganismos psicrofilos que han sido reportados asociados a la
biodegradacion de hidrocarburos en estudios independientes del cultivo (Deppe, Richnow et al.
2005; Harwati, Kasai et al. 2007; Prabagaran, Manorama et al. 2007; Brakstad, Nonstad et al.
2008), si bien hasta el momento no se han caracterizado aislamientos que presenten dicha
capacidad (Figura 4.1.7 C).

Por otro lado, un 1,3% de las secuencias fueron clasificadas como pertenecientes al género
Blastopirellula (clase Planctomycetacia). Dentro del filo Acidobacteria, las secuencias

clasficadas como Candidatus Chloroacidobacterium fueron muy abundantes en OR08 (34,33%).
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Figura 4.1.7. Frecuencias relativas de los
la comunidad bacteriana de ORO08, observados mediante el analisis de amplicones del gen
ARNr 16S. La longitud de las barras
clasificadas en cada categoria. Se indican
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>1%. La categoria “Otros” corresponde a la suma de los valores observadas de las categorias con
abundancias relativas < 1%. La categoria “No clasificadas” corresponde a las secuencias no
clasificadas al nivel de filo.

Recientemente, en un trabajo realizado en el LMA, se definié un indice ecologico de
exposicion a hidrocarburos (EIHE, ecological index of hydrocarbon exposure), el cual reflejaria
en teoria la proporcion de la comunidad bacteriana con el potencial de degradar hidrocarburos.
Este indice se obtiene mediante el calculo de la sumatoria de las abundancias relativas de los
diferentes géneros asociados a la biodegradacion, seleccionados a priori, basandose en datos de
secuenciacion en gran escala de amplicones del gen ARNr 16S (Lozada, Marcos et al. 2014). A
partir de los datos de secuenciacion presentados en este capitulo, calculamos el valor de este
indice para la muestra OR08 (Tabla 4.1.7). EI mismo fue de 13,9, lo cual se interpreta en el
sentido de que mas de un 10% de la comunidad bacteriana de estos sedimentos estd compuesta

por géneros potencialmente asociados a la biodegradacion de hidrocarburos.

Tabla 4.1.7. Célculo del indice EIHE para la muestra OR08. Se indican los géneros y sus
abundancias relativas utilizados para el céalculo del indice.

Género Abundancia relativa Género Abundancia relativa (% de
(% de lecturas totales) lecturas totales)
Mycobacterium 0,01 Marinobacter 0,05
Nocardioides 1,85 Microbulbifer 0,01
Flavobacterium 0,02 Pseudoalteromonas 2,38
Roseobacter 3,36 Shewanella 0,05
Sulfitobacter 0,48 Alcanivorax 0,07
Roseovarius 0,94 Oleispira 3,04
Sulfitobacter 0,05 Oleiphilus 0,20
Novosphingobium 0,19 Acinetobacter 0,06
Sphingopyxis 0,61 Pseudomonas 0,35
Comamonas 0,01 Vibrio 0,2
Polaromonas 0,01 indice EIHE 13,94

4.1.3 DISCUSION
En este capitulo utilizamos dos enfoques para caracterizar la diversidad de poblaciones
bacterianas con el potencial de degradar hidrocarburos alifaticos presentes en sedimentos

costeros de Bahia Ushuaia. Por un lado, utilizamos el marcador funcional alkB, que codifica para
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el componente catalitico del complejo Alcano hidroxilasa. Este complejo multienzimético es
responsable de iniciar una de las vias de degradacién aerdbica de alcanos de cadena media (Cs-
Ci6) Y se encuentra ampliamente distribuido en bacterias degradadoras de ambientes terrestres,
de agua dulce y marinos (Wang and Shao 2013; Nie, Chi et al. 2014). El uso de genes
marcadores funcionales presenta la ventaja de proporcionar informacion directa sobre el
potencial de la comunidad microbiana para degradar los compuestos de interés. Por otro lado,
mediante el uso de marcadores filogenéticos se pueden detectar géneros para los cuales ain no se
conocen los genes degradativos (Lozada, Marcos et al. 2014). Como marcador filogenético

utilizamos fragmentos del gen ARNr 16S, obtenidos mediante secuenciacion en gran escala.

Los resultados de este estudio muestran la existencia de una gran diversidad de genes alkB
en los sedimentos del ambiente cronicamente contaminado de Bahia Ushuaia, los cuales reciben
aportes pequefios y constantes de derivados refinados del petréleo (Esteves, Commendatore et al.
2006; Commendatore, Nievas et al. 2012). Los OTUs mas abundantes se observaron en muestras
de diferentes sitios u obtenidas a lo largo de diferentes afios, lo que sugiere la relevancia
ecologica de las poblaciones bacterianas que contienen estas variantes alkB (OTUs #29, 8, 24 y
17, Figura 4.1.5). En general, las variantes alkB observadas fueron mas similares a secuencias
provenientes de organismos no cultivados, en concordancia con otros estudios de ambientes
costeros y marinos profundos poco explorados (Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et
al. 2009). Las secuencias mas frecuentemente encontradas en las busquedas de similitud (blastp)
fueron detectadas en sedimentos marinos de la Antartida contaminados con diesel (nimero de
acceso de Genbank ACT91224 y secuencias relacionadas), muestras de suelos del Artico
contaminados con combustible (Bell, Yergeau et al. 2011), y sedimentos marinos profundos bajo
la influencia de filtraciones naturales de petréleo (Wasmund, Burns et al. 2009). Una excepcién
fueron los OTUs #23, 25 y 26, que presentaron altos valores de identidad con aislamientos del
filo Actinobacteria (Figura 4.1.5). Varias de las secuencias amplificadas a partir de sedimentos
de Bahia Ushuaia formaron parte de un grupo monofilético amplio y diverso, donde por ejemplo
se encuentran  Alcano  monooxigenasas de  diferentes = Gammaproteobacterias
hidrocarbonoclésticas, como ser Alcanivorax borkumensis SK2, Thalassolituus oleivorans MIL-
1, Marinobacter sp., y Oleiphilus messinenis ME102 (Yakimov, Golyshin et al. 1998; Golyshin,
Chernikova et al. 2002; Yakimov, Giuliano et al. 2004) (Figura 4.1.5).

La pirosecuenciacion 454 de amplicones del gen ARNr 16S nos permitio determinar en
profundidad la estructura de la comunidad bacteriana de la muestra de sedimento intermareal
ORO08, observandose la presencia de algunos grupos dominantes y una gran cantidad de

poblaciones poco abundantes (Figuras 4.1.6 y 4.1.7). En concordancia con la deteccion de
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secuencias alkB relacionadas con miembros del filo Proteobacteria, los miembros de las clases
Alpha-, Beta-, Delta-, y Gammaproteobacteria estuvieron dentro de los grupos predominantes
mediante el andlisis de los resultados de la pirosecuenciacion 454 (Figura 4.1.7). Los filos
observados en ORO08 (Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Planctomycetes,
Chloroflexi y Bacteroidetes) son los reportados cominmente como dominantes en ambientes
marinos (Li, Yu et al. ; Zinger, Amaral-Zettler et al. 2011; Wang, Liu et al. 2013; Zhu, Tanabe et
al. 2013). Sin embargo, existen diferencias con respecto a las abundancias relativas observadas.
Por ejemplo, mientras la predominancia del filo Proteobacteria se ha observado en comunidades
bacterianas marinas provenientes de sedimentos de diferentes profundidades, las Acidobacterias
se han observado en menor proporcion (Zinger, Amaral-Zettler et al. 2011; Wang, Liu et al.
2013; Zhu, Tanabe et al. 2013), por lo cual resulta llamativo que para OR08 el filo Acidobacteria
se observo en una proporcién similar al filo Proteobacteria. Las Acidobacterias son miembros
ubicuos y abundantes de las comunidades bacterianas del suelo, con unas pocas cepas descriptas,
y también se han reportado en sedimentos de aguas dulces (freshwater sediments) (Quaiser,
Ochsenreiter et al. 2003). Por lo tanto, la presencia de Acidobacterias podria deberse a los
aportes de agua dulce que reciben los sedimentos de Bahia Ushuaia desde el continente (Amin,
Comoglio et al. 2010).

En este trabajo se detectd la presencia de concentraciones moderadas de hidrocarburos
alifaticos en los sedimentos de Bahia Ushuaia. Asimismo, los indices de diagndstico analizados
evidenciaron que existen procesos de biodegradacion de hidrocarburos en marcha en estos
sedimentos. Interesantemente, varios de los géneros predominantes observados en ORO08
corresponden a microorganismos con la capacidad de degradar hidrocarburos a bajas
temperaturas, 0 que se han visto asociados (en estudios independientes del cultivo) a la
biodegradacion. Por ejemplo, dentro de la clase Gammaproteobacteria, se observaron los géneros
Oleispira, Pseudoalteromonas, Glaciecola y Psychrobacter (Figura 4.1.7 C). Los miembros del
género Oleispira pertenecen al grupo de bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas. Fueron
considerados solo psicrofilos inicialmente (Yakimov, Giuliano et al. 2003), aunque luego se
identificd un aislamiento con una temperatura 6ptima de crecimiento de 28 °C (Wang, Yu et al.
2012). Poseen la capacidad de degradar alcanos, y recientemente se secuencid el genoma de
Oleispira antarctica, donde se identificaron tres genes codificantes para alcano monooxigenasas
AlkB (Kube, Chernikova et al. 2013). Ninguna de las secuencias alkb identificadas en los
sedimentos de Bahia Ushuaia se encontrd relacionada con dichas alcano monooxigenasas de
Oleispira antarctica (resultados no mostrados), por lo tanto, el tipo de Oleispira observado en

ORO08 podria ser diferente a los aislamientos de Oleispira antarctica caracterizados hasta el
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momento. Alternativamente, las secuencias alkB de Oleispira podrian no haber sido recuperadas
en las bibliotecas alkB construidas en nuestro estudio, debido a desvios asociados a los cebadores

utilizados, y/o al paso de clonado, entre otros (Forney, Zhou et al. 2004).

Las bacterias del género Pseudoalteromonas frecuentemente se encuentran en asociacion
con huéspedes eucariotas en el ambiente marino, y ademés muestran diferentes actividades
bioldgicas extracelulares, como ser actividades anti-bacterianas, bacterioliticas, agaroliticas y
alguicidas (Holmstrém and Kjelleberg 1999). Asimismo, se han obtenido aislamientos de este
género a partir de ambientes marinos frios (Bozal, Tudela et al. 1997; Al Khudary, Stosser et al.
2008; Piette, D'Amico et al. 2012). Poseen la capacidad de degradar hidrocarburos
poliarométicos de bajo peso molecular (Hedlund and Staley 2006), y representantes de este
género también se observaron como parte de un consorcio microbiano con la capacidad de
degradar petréleo crudo a 4 °C (Deppe, Richnow et al. 2005). Las bacterias de los géneros
Glaciecola y Psychrobacter son microorganismos psicrofilos que han sido reportados asociados
a la biodegradacion de hidrocarburos en estudios independientes del cultivo (Deppe, Richnow et
al. 2005; Harwati, Kasai et al. 2007; Prabagaran, Manorama et al. 2007; Brakstad, Nonstad et al.
2008), incluyendo un estudio con agua de mar de Ushuaia y agua de mar contaminada con la
fraccion hidrosoluble del petréleo crudo (Prabagaran, Manorama et al. 2007). Prabagaran y
colaboradores también reportaron la abundancia de clones con secuencias de genes para el ARNr
16S relacionados al clado Roseobacter (Alphaproteobacteria), otro grupo abundante observado
en OR08 (Figura 4.1.7 C). El clado Roseobacter es un linaje frecuentemente encontrado en
diversos ambientes marinos, donde llevan a cabo procesos biogeoquimicos criticos (Buchan and
Gonzéalez 2010). Mediante técnicas independientes del cultivo, se observé que es uno de los
grupos que proliferan en experimentos controlados de exposicion a hidrocarburos
(enriguecimientos con petroleo crudo (Brakstad and Lodeng 2005; Coulon, McKew et al. 2007),

gasoil (Lanfranconi, Bosch et al. 2010), o alcanos (McKew, Coulon et al. 2007)).

Dentro de la clase Actinobacteria, se observo el género Nocardioides, el cual posee cepas
con la capacidad para degradar alcanos y compuestos poliaromaticos de bajo peso molecular
(Hamamura and Arp 2000). Las poblaciones bacterianas del género Nocardioides, junto con
otras Actinobacterias que no pudieron ser clasificadas hasta el nivel de género (Figura 4.1.7 C)
podrian estar hospedando las variantes alkB correspondientes a los OTUs #24 y 25, relacionadas
con miembros del filo Actinobacteria (Figura 4.1.5).

Otro de los géneros observados fue Blastopirellula, dentro del filo Planctomycetes (Figura
4.1.7 C). Los miembros de este filo se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente
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marino, donde se ha sugerido que utilizan heteropolisacaridos sulfatados complejos como fuente
de carbono y energia (Glockner, Kube et al. 2003; Woebken, Teeling et al. 2007). En cuanto a su
relacién con la degradacién de hidrocarburos, el Unico estudio corresponde al trabajo de Pereira
y colaboradores, donde observaron que siete aislamientos del filo Planctomycetes fueron capaces
de crecer en presencia de diferentes mezclas de hidrocarburos (diesel, gasolina sin plomo,
petroleo, aceite de turbinas, fueloil y tolueno) (Pereira, Terenziani et al. 2010).

A partir de los datos de asignacion taxondmica de las secuencias se calculo el Indice
Ecoldgico de Exposicion a Hidrocarburos (Ecological Index of Hydrocarbon exposure, EIHE,
(Lozada, Marcos et al. 2014)) para la muestra OR08. Este indice se compone de las abundancias
relativas de los diferentes géneros asociados a la biodegradacion (seleccionados a priori en base
a la literatura). Dada la enorme complejidad de las comunidades naturales, estos valores muchas
veces son pequefios, y solo pueden ser calculados a partir de datos basados en técnicas de alta
cobertura como la secuenciacion en gran escala. EI EIHE es indicativo del grado de exposicion a
hidrocarburos de la muestra en estudio, ya que se observo una relacion directa entre el valor del
indice y el estado ambiental de las muestras analizadas, para muestras del ambiente marino
incluyendo agua, y sedimentos tanto a campo como en sistemas experimentales. Las muestras
contaminadas presentaban valores altos del indice (> 5), mientras que los sitios no impactados
presentaban valores no mayores a 1-2 (Lozada, Marcos et al. 2014). Nuestros resultados, con un
indice mayor a 10, sugieren que en los sedimentos de Planta Orion se establecié una comunidad
altamente adaptada a la contaminacion, y por lo tanto capaz de responder rapidamente a la

exposicién a estos contaminantes.

En conclusion, varios componentes, incluyendo el tipo de contaminacion y factores
ambientales como la temperatura estarian ejerciendo una influencia en las poblaciones
bacterianas con el potencial de degradar hidrocarburos alifaticos. Se necesitan estudios en esta
direccién con el fin de evaluar cuantitativamente la contribucion relativa de los diferentes
factores ambientales a la estructuracion de los grupos bacterianos degradadores de hidrocarburos
en el ambiente marino. Los indices de diagnostico analizados evidenciaron que existen procesos
de biodegradacion de hidrocarburos en marcha en los sedimentos de Bahia Ushuaia, y los dos
enfoques independientes del cultivo utilizados nos permitieron identificar poblaciones
bacterianas potencialmente involucradas, y construir hipotesis a partir de su estructura. En el
capitulo siguiente evaluaremos la hipoétesis propuesta, analizando la respuesta de estas
poblaciones autdctonas y de la comunidad en general, luego de una exposicion a petréleo crudo
en condiciones controladas de laboratorio.
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4.2 CAPITULO 2: CAMBIOS EN LA COMUNIDAD BACTERIANA PROVENIENTE DE UNA
MUESTRA DE SEDIMENTO COSTERO DE BAHiA USHUAIA FRENTE A LA EXPOSICION A
PETROLEO CRUDO

4.2.1 INTRODUCCION

El petrdleo crudo es quizés una de las mezclas méas complejas de compuestos organicos,
pudiendo contener entre 10.000 y 100.000 compuestos quimicos diferentes dependiendo de su
tipo u origen (Marshall and Rodgers 2004). Dentro de esta complejidad, los componentes
quimicos pueden clasificarse en cuatro grupos principales: los hidrocarburos saturados, los
hidrocarburos aromaticos, y los componentes mas polares, la resinas y los asfaltenos (Head,
Jones et al. 2006).

El petroleo liberado en el medio ambiente pasa por una serie de procesos fisicos, quimicos
y bioldgicos, que en conjunto se denominan intemperizacion (weathering). Durante la etapa
temprana de un derrame, los procesos mas significativos son la difusion, evaporacion,
dispersion, emulsificacion y disolucion. Luego, actGan los procesos a largo plazo que
determinaran el destino final del petroleo derramado: fotooxidacion, sedimentacion vy
biodegradacion (Lozada, Marcos et al. 2014). La biodegradacion por poblaciones naturales de
microorganismos es en ultima instancia el principal mecanismo de eliminacién de estos
contaminantes del medio ambiente (Prince, Gramain et al. 2010). Por lo tanto, el conocimiento
de los microorganismos con estas capacidades metabolicas puede ser aplicado en el desarrollo de
estrategias de monitoreo ambiental, y también a lo largo de todas las instancias de un proceso de
biorremediacion. La biorremediacién, definida como la utilizacion de sistemas biol6gicos para la
detoxificacion o remocion de contaminantes del medio ambiente, es considerada de gran
potencial por su bajo costo relativo y menor impacto para el ecosistema en comparacion con
otros métodos. Existen dos enfoques principales con el fin de acelerar las velocidades naturales
de degradacion: (a) el agregado de bacterias degradadoras conocidas (bioaumentacion), y (b) el
agregado de nutrientes o de otros co-sustratos limitantes del crecimiento a fin de promover el
desarrollo de los microorganismos degradadores autdctonos (bioestimulacion) (Das and
Chandran 2011). Por ejemplo, se han desarrollado fertilizantes de liberacion progresiva de
nitrogeno (N) y fosforo (P), con propiedades hidrofobicas para adherirse a la superficie del
petréleo, que han sido aplicados exitosamente en la limpieza de playas contaminadas
(Rosenberg, Legman et al. 1996; Atlas and Hazen 2011). Sin embargo ain queda mucho por
conocer con respecto a la biorremediacion de hidrocarburos en el medio ambiente marino (Ron

and Rosenberg).
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Asimismo, es importante tener presente que las bacterias degradadoras de hidrocarburos no
actian de manera aislada en la naturaleza, sino que forman parte de una red ecoldgica que
involucra diferentes interacciones directas e indirectas con otros miembros de la comunidad vy el
medio ambiente. Estas interacciones incluyen, por ejemplo, la competencia por los nutrientes
limitantes, predacion por protozoos, lisis por fagos, e interacciones cooperativas que favorecen la
degradacidn, tal como la liberacion de biosurfactantes por algunas poblaciones los cuales son
aprovechados por otras (Head, Jones et al. 2006; McGenity, Folwell et al. 2012). Por otro lado,
los sedimentos constituyen un sistema con sus particularidades, derivadas de la interaccion de
microorganismos Y sustancias con la matriz, y de la presencia de micronichos con disponibilidad
de diferentes aceptores de electrones (Cravo-Laureau and Duran 2014). Las herramientas
moleculares estdn demostrando ser fundamentales para el avance de la comprension del rol de
los diferentes microorganismos en el proceso de biodegradacion, por ejemplo a partir del
derrame ocurrido en el golfo de México (Yang, Nigro et al. 2014). El estudio de los ecosistemas
marinos con herramientas apropiadas para su nivel de complejidad permitira llegar en Gltima
instancia a un manejo de los mismos que permita optimizar sus capacidades degradativas

(Rolling and van Bodegom 2014).

Los resultados del capitulo anterior sugerian que los sedimentos de Planta Orion (Bahia
Ushuaia) poseen una comunidad bacteriana adaptada a la presencia de hidrocarburos derivados
del pétroleo, y por lo tanto, con la capacidad de responder rapidamente frente a una nueva
exposicion a estos contaminantes. En este capitulo nos propusimos evaluar la respuesta a corto
plazo de la comunidad bacteriana de ORO08 y de las poblaciones portadoras de genes alkB, frente
a una exposicion a petréleo crudo en condiciones controladas de laboratorio. Estos sistemas
experimentales, a pesar de ser representaciones altamente simplificadas de la realidad, son
necesarios durante las primeras etapas de estudios ambientales o ecoldgicos ya que al poder
controlar las variables que afectan la respuesta del objeto de estudio, es posible realizar
inferencias sobre procesos altamente complejos, como es el caso de la biodegradacion de

mezclas de hidrocarburos por comunidades bacterianas naturales.

4.2.2 RESULTADOS
4.2.2.1 Experimentos de exposicion a petréleo crudo y de bioestimulacion

Se construyeron sistemas experimentales a escala de laboratorio utilizando una parte de
sedimento intermareal (muestra de Planta Orion del afio 2008, OR08) y dos partes de agua de

mar (Seccion 3.6 Materiales y Métodos). Las tres condiciones fueron:
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(1) expORO08: condicion sin el agregado de petroleo crudo o nutrientes,
(2) expORO08-0: agregado de petroleo crudo,
(3) expORO8-ON: agregado de petroleo crudo junto con nitrogeno y fosforo.

Estos experimentos fueron incubados en oscuridad con agitacion (150 rpm) a una
temperatura constante de 15° C durante 20 dias, luego de lo cual se tomaron muestras que fueron
almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis. El efecto de los distintos tratamientos se evalu6
a nivel de la estructura de la comunidad bacteriana mediante secuenciacion en gran escala de la
region hipervariable V4 del gen ARNr 16S (Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario).
Ademas, se analizaron los cambios en las poblaciones degradadoras de alcanos mediante la
construccion de bibliotecas de fragmentos de amplificacion de genes alkB (Figura 4.2.1).

gregado de petréleo crudo
/' expOR08-0
—_—>

Agregado de petréleo crudo| |—3 | Incubacion: | [ Extraccion de ADN
y nutrientes: expOR08-ON 20/dias, 15°C

\ T \ =
Suspension de [Sin agregados: expOROB] / \

sedimento (OR08)
y agua de mar 4 Pirosecuenciacion
Construccion de :
o de amplicones
bibliotecas alkB del gen ARNr 16S

Figura 4.2.1. Construccion y analisis de sistemas experimentales de sedimento y agua de
mar.

4.2.2.1.1 Biodegradacion de alcanos

Al analizar los perfiles cromatogréficos correspondientes al petroleo crudo agregado y al
sistema experimental expORO08-O, observamos que luego de 20 dias de tratamiento, ocurrié una
disminucion en la concentracion relativa de n-alcanos de longitud menor a 20 carbonos (Figura
4.2.2). Esta disminucion se extendi6 a la mayoria de los alcanos resueltos en el caso del sistema
con petréleo crudo y nutrientes (expOR08-ON), observandose en el perfil cromatografico el
aumento de la “joroba” correspondiente a la mezcla compleja no resuelta (MCNR), y la
disminucion de los picos correspondientes a los alcanos de diferentes pesos moleculares (Figura
4.2.2 C). Estos resultados también se evidencian en la disminucién de los valores de los indices
n-C17/Pr, n-C18/Fi, y ART/MCNR, al comparar los sistemas experimentales expOR08-O y
expORO08-ON con el petroleo crudo agregado (Tabla 4.2.1). Los valores mas bajos de estos

indices se observaron en el sistema experimental expOR08-ON (Tabla 4.2.1). Estos indices se
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utlizan para evaluar el grado relativo de biodegradacion de n-alcanos, y valores bajos de los
mismos indican la presencia de un proceso de degradacién (Commendatore and Esteves 2004).
Otro indice utilizado fue la relacion entre los alcanos de bajo peso molecular y los alcanos de
alto peso molecular (BPM/APM), como estimacién de la biodegradacion relativa de compuestos
mas livianos durante los experimentos. También observamos que este indice disminuye para los
sistemas experimentales expOR08-O y expOR08-ON con respecto al petréleo crudo agregado
(Tabla 4.2.1). Estos resultados indican que, luego de 20 dias de exposicion, ocurridé un cierto
grado de biodegradacion en el sistema expOR08-0, y que este proceso fue mas eficiente con el

agregado de nutrientes (expOR08-ON).

Tabla 4.2.1 indices de diagndstico calculados para el sedimento original OR08 y los
sistemas experimentales correspondientes.

Muestra Indices de diagnéstico
Tipo Nombre n-C17/Pr n-C18/Fi | ART/MCNR | BPM/APM
Sedimento ORO08 1,19 1,43 0,21 na
Petrdleo crudo 0] 2,17 3,18 0,76 4,09
expOR08 1,00 1,20 0,16 na
sistemas expOR08-O 1,99 2,82 0,41 2,34
experimentales
expOR08-ON 0,02 0,20 0,12 0,78

na: no aplicable. Pr: pristano. Fi: fitano. ART: Alifaticos resueltos totales. MCNR: Mezcla
compleja no resuelta. BPM: n-alcanos de bajo peso molecular (de longitud menor o igual a 20
carbonos). APM: n-alcanos de alto peso molecular (de longitud mayor o igual a 21 carbonos).
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Figura 4.2.2. Perfiles obtenidos mediante cromatografia de gases de alta resolucion de la
fraccion de hidrocarburos alifaticos correspondientes al petréleo crudo agregado (A), y a
los sistemas experimentales luego de 20 dias de tratamiento (B-D). Se indican los picos
correspondientes a los alcanos de 17 (nC17) y 18 (nC18) carbonos, y los isoprenoides pristano
(Pr) y fitano (Fi). MCNR: mezcla compleja no resuelta. La MCNR comprende una serie de
compuestos como cicloalcanos, alcanos ramificados y otros compuestos no resueltos por la
columna capilar y eluyen como una montafia por debajo de los compuestos resueltos.

4.2.2.1.2 Cambios en la estructura de la comunidad bacteriana

Conocer la estructura de una comunidad bacteriana significa conocer la identidad de los
miembros individuales que la componen y su abundancia (Little, Robinson et al. 2008). Otra
propiedad de las comunidades bacterianas es la diversidad, un concepto proveniente de la
macroecologia, y que comprende dos aspectos: la riqueza de especies (nimero de especies
presentes), y la equitatividad de especies (relacion entre las abundancias relativas de cada
especie) (Magurran 2004). Existen diferentes maneras de calcular estos parametros, que también
han sido adaptadas para su uso en estudios de ecologia microbiana. Por ejemplo, el indice de
Simpson (D) (Simpson 1949) es una de las medidas mas significativas y robustas de diversidad
disponibles. A medida que D aumenta, la diversidad disminuye, y por lo general este indice se

expresa como 1-D o 1/D (Magurran 2004).

La similitud entre comunidades tiene en cuenta el grado en que se parecen en su
estructura, por ejemplo en base a que comparten ciertos atributos (especies, OTUs). A fin de
evaluar el grado de similitud entre las comunidades bacterianas de las cuatro condiciones, se
calculd el indice de Bray-Curtis (Bray and Curtis 1957). El indice de Bray-Curtis es ampliamente
utilizado, ya que tiene en cuenta la abundancia relativa de los atributos compartidos y no solo su
presencia o0 ausencia. Esto es porque la contribucion al indice de las especies o los OTUs

abundantes es mayor que la de los raros. Esto significa que si dos comunidades comparten OTUs
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que son abundantes se pareceran mas entre si que si comparten OTUs que no son abundantes, o
son abundantes en s6lo una de ellas. Ademas, el indice de Bray-Curtis cumple con varios
criterios practicos deseables en un indice, como por ejemplo, que el valor del indice sea uno (1)
cuando dos muestras son idénticas, y cero (0) cuando las muestras no tienen ningun atributo en

comun (Magurran 2004).

Se analizaron un total de 44.380 secuencias de la region variable V4 del gen ARNr 16S,
correspondientes a los tres sistemas experimentales (expORO08, expOR08-0O, y expOR08-ON), y
a la muestra de sedimento original ORO08, la cual también se incluye en este capitulo como
referencia. Se obtuvo una cobertura de al menos el 94% en todos los casos (Tabla 4.2.2). El
andlisis mediante agrupamiento en OTUs al 97% mostré una alta riqueza bacteriana (Sops Y
Chaol), junto con valores altos de diversidad (1/D), tanto para OR08 como para los sistemas
experimentales expOR08 y expOR08-O (Tabla 4.2.2). OR08 presentd la mayor riqueza
bacteriana, con aproximadamente 1800 y 3000 OTUs observados y estimados, respectivamente
(Tabla 4.2.2). El sistema experimental expOR08 mostré una disminucién en los OTUs
observados (Seps) del 38% respecto al sedimento original OR08, lo que puede atribuirse al efecto
del pasaje a las condiciones de laboratorio (Tabla 4.2.2). Sin embargo, el sistema experimental
expORO08 fue el mas similar al sedimento original, siendo el indice de Bray-Curtis calculado de
0,48 (Figura 4.2.3 A). Esta similitud también se observa al analizar las abundancias relativas de
los filos observados (Figura 4.2.3 C), calculadas en base a la clasificacidn de las secuencias de

acuerdo a la taxonomia de la base de datos SILVA (Materiales y Métodos, Seccion 3.10.2.3).

En el sistema experimental expOR08-O se observé una cantidad de OTUs menor con
respecto a expOR08 y OR08 (Tabla 4.2.2), y los valores del indice de Bray-Curtis fueron de 0,47
con expORO08, y de 0,34 con ORO08 (Figura 4.2.3 A). Al analizar las abundancias relativas de los
filos observados, se observa principalmente un aumento de las Proteobacterias (58,7% del total
de secuencias), y una disminucion de las Acidobacterias (14,7% del total de secuencias),

respecto al sedimento original ORO08 y al sistema expORO08 (Figura 4.2.3 C).

La mayor simplificacion de la comunidad bacteriana se observo en el sistema expORO08-
ON, con solamente 163 y 288 OTUs observados y estimados, respectivamente, y un valor de 1/D
un orden de magnitud menor (Tabla 4.2.2). Esta también fue la Gnica muestra donde se observé
que la curva de rarefaccion de OTUs observados a distintos esfuerzos de muestreo mostraba un
comportamiento asintético (Figura 4.2.3 B). La estructura de la comunidad bacteriana luego de
la exposicidn a petroleo crudo y nutrientes fue muy diferente a la del sedimento original y a la de
las otras dos condiciones experimentales, siendo los valores del indice de Bray-Curtis calculados
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entre 0,03 y 0,07 (Figura 4.2.3 A). Esta gran simplificacion de la comunidad bacteriana también
es evidente al analizar las abundancias relativas de los filos observados, donde solamente dos
filos (Proteobacteria y Bacteroidetes) comprenden el 99% del total de secuencias (Figura 4.2.3
C). Estos resultados indican un importante enriquecimiento de determinados microorganismos en

estas condiciones.

Tabla 4.2.2. Diversidad bacteriana en la muestra de sedimento OR08 y en los sistemas
experimentales derivados, estimada mediante la pirosecuenciacion de amplicones del gen
ARNTr 168S.

Muestra N® Sobs”  CO© Chaol 1/D@
ORO08 15.344 1829 94% 3011 (2817-3243) 23,17 (22,08-24,39)
expORO08 9357 1128 94% 1961 (1788-2179) 29,44 (27,77-31,33)
expORO08-0 11.636 896 96% 1503 (1366-1680) 30,10 (28,98-31,31)
expORO08-ON 8043 163 99% 288 (230-398) 4,05 (3,91-4,20)

@Nuamero de secuencias obtenidas luego de descartar secuencias de baja calidad, quimeras, y secuencias
no asignadas al dominio Bacteria.

®Numero de OTUs observados, definidos a una distancia de corte de 0,03.
©Estimador de cobertura de Good (Good 1953).

@nversa del indice de diversidad de Simpson (Simpson 1949). Para los indices Chaol y 1/D, los
intervalos de confianza del 95% se indican entre paréntesis.

En el capitulo anterior se observé que en OR08 eran abundantes varios géneros bacterianos
cuyas cepas han sido tipicamente relacionadas con la biodegradacion de hidrocarburos
(Oleispira, Pseudoalteromonas, Nocardioides, y bacterias del clado Roseobacter), como asi
también microorganismos psicréfilos como Glaciecola y Psychrobacter los cuales se han visto
asociados a la biodegradacion en estudios independientes del cultivo. De estos grupos,
Nocardioides, Glaciecola y el clado Roseobacter también fueron abundantes luego del agregado
de petroleo crudo (expOR08-O) (Figura 4.2.4). La clase Alphaproteobacteria fue la clase
mayoritaria en el sistema expOR08-O (34,6% del total de secuencias), observandose varios
grupos enriquecidos con respecto a ORO08: los géneros Brevundimonas, Hellea, y Hirschia del
orden Caulobacterales; el género Maribuis del orden Rhodobacterales; y el género Sphingopyxis

del orden Spingomonadales (Figura 4.2.4).

En el sistema expOR08-ON, se observo un gran enriquecimiento del género Alcanivorax
(Gammaproteobacteria), llegando casi a la mitad del total de secuencias (46%), seguido de
Thalassospira (17,6% del total de secuencias) y el clado Roseobacter (8,4%) (Figura 4.2.4).
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Varios grupos de la clase Flavobacteria también fueron enriquecidos: Flavobacterium,

Gaetbulibacter, Gillisia, Sediminibacter, y Tenacibaculum (Figura 4.2.4).
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Figura 4.2.3. A. Agrupamiento de las muestras de acuerdo al nivel de disimilitud entre
ellas. Dendograma construido a partir de la matriz de disimilitud (1-indice de Bray Curtis)
utilizando el algoritmo UPGMA en el software mothur (Schloss, Westcott et al. 2009). El indice
de Bray-Curtis fue calculado teniendo en cuenta los OTUs compartidos (definidos al 97% de
identidad). B. Curvas de rarefaccion de OTUs observados (definidos al 97% de identidad)
versus el esfuerzo de muestreo (nUmero de secuencias). Puede observarse que la curva
correspondiente al sistema expORO08-ON es la Unica que muestra un comportamiento asintético,
mientras que para las demas muestras (OR08, expOR08 y expOR08-0), probablemente se
observarian nuevos OTUs con la obtencion de mas secuencias. C. Frecuencias relativas de los
filos de la comunidad bacteriana de OR08 y de los sistemas experimentales expORO08,
expORO08-0O, y expOR08-ON, observados mediante el analisis de amplicones del gen ARNr
16S. La longitud de las barras mostradas corresponde al porcentaje de lecturas clasificadas en
cada categoria. Se indican solamente las categorias con abundancias relativas > 1% en al menos
una de las muestras. La categoria “Otros” corresponde a la suma de los valores observadas de las
categorias con abundancias relativas < 1% en todas las muestras.
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Figura 4.2.4. Frecuencias relativas de géneros seleccionados de la comunidad bacteriana de
ORO08 y de los sistemas experimentales expORO08, expORO08-0O, y expOR08-ON, observados
mediante el analisis de amplicones del gen ARNr 16S. Los géneros para los cuales se conocen
bacterias degradadoras de hidrocarburos se encuentran marcados con una estrella. La longitud de
las barras mostradas corresponde al porcentaje de lecturas clasificadas en cada categoria. Se
indican solamente las categorias que pudieron ser clasificadas hasta el nivel de género, con
abundancias relativas > 1% en al menos una de las muestras. La suma de las secuencias no
clasificadas al nivel de género se muestra en la categoria “No clasificadas”.

4.2.2.1.3 Cambios observados en la diversidad de secuencias de genes alkB

Las secuencias parciales AlkB obtenidas a partir de las bibliotecas correspondientes a los
sistemas experimentales fueron agrupadas en Unidades Operacionales Taxondémicas (OTUSs)
definidos a un punto de corte de 80% de identidad al nivel de aminoacidos entre sus integrantes

(Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et al. 2009). Se observaron cinco OTUs en la
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biblioteca correspondiente al sistema expOR08-O (Tabla 4.2.3). Cuatro de estos OTUs también
habian sido observados en las muestras de sedimentos de Bahia Ushuaia (OTUs #6, 7, 23, 24;
Figura 4.2.5). EI OTU maés abundante (#24, 42% del total de secuencias) se encontro relacionado
con una secuencia de un clon proveniente de una muestra de suelo Artico (Bell, Yergeau et al.
2011), sin un representante cultivado conocido cercano (Figura 4.2.5). Los OTUs #1 y 7
siguieron en abundancia (23% del total de secuencias cada uno). EI OTU #1 agrupd con una
secuencia AIkB proveniente de una bacteria marina de la familia Salinisphaeraceae (Clase
Gammaproteobacteria, nro. de acceso Genbank ADE08461). Por otro lado, el OTU #7 se
encontrd6 mas relacionado con un grupo de secuencias provenientes exclusivamente de otros
estudios independientes del cultivo basados en sedimentos marinos, junto con varios OTUs de
los sedimentos de Bahia Ushuaia (Figura 4.2.5). Los dos OTUs minoritarios fueron el OTU #6,
claramente relacionado con clones no cultivados del Artico y de sedimentos marinos profundos,
y el OTU #23 que presentd un 100% de identidad con la secuencia AlkB de Rhodococccus sp.
28/19 (ABD36392) (Figura 4.2.5).

En la biblioteca correspondiente al sistema expOR08-ON, se observaron tres OTUs, dos de
los cuales comprendieron el 96% del total de secuencias (#6 y 23). Como se describid
anteriormente, los OTUs #6 y 23 también fueron observados en la biblioteca del sistema
experimental expORO08-O, si bien fueron minoritarios. Sin embargo, en este caso la secuencia
obtenida de esta muestra se encontraba en otro subgrupo dentro del OTU #6, relacionado con la
secuencia AlkB de Kordiimonas gwangyangensis S20-13 (ACJ22725) (Figura 4.2.5). EI OTU
#23 presentd un 100% de identidad con la secuencia AIkB de Rhodococccus sp. 28/19
(ABD36392) (Figura 4.2.5).

Para el sistema expORO08 (correspondiente a la condicion sin agregado de petrleo o
nutrientes), se obtuvieron amplificaciones por PCR de bajo rendimiento, junto con el clonado de

una alta proporcién de fragmentos de ADN inespecificos.

Tabla 4.2.3. Estimadores de diversidad de las bibliotecas alkB construidas a partir de los
sistemas experimentales, y comparacion con la biblioteca alkB de ORO08.

Biblioteca N Sobs Cobertura Chaol

OR08 41 5 95% 6 (5-13)
expORO08-O 26 5 96% 5
expOR08-ON 25 3 96% 3

86



Resultados y Discusién. Capitulo 2

©w o
% s § F
‘% £3 F
2y v = 5
%, %% S -Sz2s5 &
<, 2. o % o n L o © & <
% e BB R anBsfad
5% 5% %3 8gNEgfed
o, % Ny © © Tode S %09
> [ZER S )Y S e L2E D > £
% % H et e S52888 8o
> 5o e B % SSSEe N 2F
% % 9% 23 % T3 8554 26
%%ﬁa%_%ao%‘?}x c28838%qg 3¢ S
s, o 233 B =8 Qa0 SS &
3 R AL 83583588800 &
%, ESALLLLR R PRI A
> < ‘2 TOod =Py O > )
W, %%ua33%% 8828385 s o8 se S O
%, B %% 50 %% % 290RRoPIS LT FE L S £
% 0,5, B2 % S D =y IDm‘L,\g),\V;“: 060 2 e
SR RO A OLIUSTUOS IV e I TS & &
e %0 %, 0,% % \ %% 0% \ & 2SO0/ FORILNF P L &
85 RAINANGCECAE 02 IROE LV C Lo O
e %0, 0,5 % <, 67>\ 8 3 ' O S\
65, 2% (NN SE ) SRS RS (o \
07 ) 6. %, %, %% % » SO NLE N P P 13
% % A4 €\ S 3
Ay S0y, @6, o005 s % R E AR g0 e o ¥®
Ao Vogs o, 05, ¥ 6 R050 5 %) & RGNS io?™ e
CaL 1. CT3752.95 4, 25 52, O, 0 Yo% %Q%mﬁ’b’o ORroieO N\ 0D e ¥
Capy, 787554/ 3 oy X0 1 G i “0"«\\&@291“0‘*“2% N pere%_ pd
9434 Cany,  og, 'P6p, Py O Ogbienn ot® of | act® W ens
Thepy oz, b 525 507 K oD 9324008 00027 yerit™ o oresC
504, X borg, or - Cro7 \ PR Fon el YO0 pacte™ o fiu0™Cor0
S0 «C79 \ L2016 N co! n ja ®
ACJ22725K U 0/9,%27@,,&/&877%7 \ 00(\)0%%'5315 Wpseudomo acia
ool ©XpORarS ML \ %h‘a%s\()“saurkho‘de
19y ange CON (1 CP%a350 “008 (2)
9ensis gl 12) CRCo28-0R
ADE05602 Salinigphag, alstonia 2‘%113 %TTU %g-0R07 (1)
raceae b, Vri 1 1 :
ACUA3521 Clon sedimento mar qery-C39 Tg‘ﬁ%%ﬁci\‘f{::m@vgrax venustensis 1SO%
[o]g d ;
ABB90688 Clon alkG4-12 suelo Alemania RATS1719 Alcanivorax dieselolei NOTA
oTu 3~0an B(‘})7 | QB&ZZ%—{B%% zziromonas media 9-C-4
) JEl 1 canivorax dieselolej Qt
98470 Marinobacter Sp: Ehry \ EF4 et3
EAT nivorax dieselolei |\ D1 \ CU-»;67097 Clon Sedimento Arti
ACJ22770 Alca & oROa’ON (‘% \ oTy 29 3518 Clon sedi Antartida
oTU 15-eXxPOF . feqT- OT( 50-0R08 (21, >°UMento mar g, 7.
ensiS > op% o7y -29-E) ) el Timor
x b x SP- "o\ SUE U 29 Mog (1
anivord nivord” 2a del e o1y 5-OR07 £15)
poI22T1B A a0e0 A e COGue0 (ol 2002 3-gg'
COBZ " 1o b5 cron SRS Ay 49,7950, 5(1)
060 O (@382 100 08 NAY ¥ C
165000 ° A0 N S Y o oS8y 0745 7 Suey,
hssT oo’ 0‘\)\')11,\,06@6\9%'% 4 o &962"6096749 Yy, € bog
) . 7N O, Q
60\0“\)\\ ‘«\)1\ o\a?f\*@\'\:\\ Vgo‘é@z":f"&os%q %e’%ac’e”peue%'"an-
A 0 ol ? O RG R 00y i, g Cloy, 0 q
<o\ DR 0OREH 76, 8y, O Us,, 06, 95 T, Py,
pC B A S N N 2029, %0 Yy 05 % e, O S ey, 4S8,
&% 2%\ P N TA\CC e o % CRCT %y, CA2
S S S S BB ORI G001 ey Yo, oy, O,
N 53 O AP P B D PRNS2 LR %D % % s,
2\ AP N QNS L Lo PR [ o D #C % 0.0 s, 0. % 3 o,y
$°,0% S S FE LTSO8 15| | & 22D 2% 2% s, O Yoy, Pog, @
FP F S RS 0§ O SRS Seasia| S\ aBe0 53507 e i,
S R 5 FRO IO PSS oTBSES| T 22T 5202 B % % D0,
¢ S N I T R T g L RO S SRR 2, % %
o QS SRR O L e EeeS8 e 88033, %4, %, o Ty
7 TIIXSECL wEFBS S22 % 8 & ¢
o &OOSQEBB" TE52D000%0=2 2 X% %, S
o DS S oZWITNE8506225 23 % 9
~ OKITLEONR2E 2 e® - ) S+ >
& OFFF - Fo8859333%% %,
S FEETREFLARESDRRER D %,
& £FFR0FEES5°225 3 0%% =
o Fon0 23TB 85 3LV g
¥ o O Te © & ) )
N ol c -
) ~ N w S o 2 @
& 058 x o e ? 2
B S 2 o S . =
9 e 2 :
f\SJ ) S 8 © @ @
N o S 95 2 >
L 53 > %
s a R 2 ¢
g9 2 2
[3)
<

Figura 4.2.5. Arbol filogenético construido utilizando las secuencias AlkB traducidas de las
bibliotecas de clones de este trabajo y secuencias representativas de las bases de datos. Los
numeros de acceso correspondientes a la base de datos Genbank se indican al comienzo de cada
secuencia. Para construir el arbol, se utilizdé una secuencia representativa por OTU y por cada
biblioteca. Los OTUs se muestran en negrita como: numero de OTU-biblioteca (nimero de
secuencias). Los clones correspondientes a los sistemas experimentales con agregado de
petroleo crudo (expOR08-0), y de petroleo méas nutrientes (expOR08-ON) se encuentran
marcados en azul y rojo, respectivamente. Se utilizé el algoritmo neighbor-joining y el modelo
Dayhoff en el software MEGA 5 (Tamura, Peterson et al. 2011). Los circulos negros en los
nodos indican valores de bootstrap >60% (1000 replicaciones). Como grupo externo se utilizo la
secuencia correspondiente a la enzima Xileno monooxigenasa (XylM) de Pseudomonas putida
(AAA26026). La longitud de la barra mostrada corresponde a 20 % de distancia en aminoacidos.
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4.2.3 DISCUSION

En este capitulo, mediante la construccion de sistemas experimentales de exposicion a
petroleo crudo con y sin el agregado de nutrientes, observamos una rapida degradacion de los n-
alcanos (20 dias), acompafiada de cambios en la comunidad bacteriana, resultando en el
enriquecimiento de grupos bacterianos diferentes en cada condicidn experimental. Otros estudios
también han reportado que las comunidades bacterianas de sitios con una historia de exposicion
a hidrocarburos son capaces de responder rapidamente y eficientemente a una nueva exposicion
a los contaminantes, por ejemplo en comparacion con comunidades bacterianas de sitios
pristinos (Greenwood, Wibrow et al. 2009; Kauppi, Romantschuk et al. 2012 2010). Teniendo en
cuenta la simplificacién de los sistemas experimentales utilizados, el efecto del laboratorio
propiamente dicho no fue drastico, observandose que en la condicion sin el agregado de petrdleo
crudo o nutrientes (expOR08) se mantuvo una alta proporcion de la diversidad original durante
el experimento, y también se observd una relativa similitud entre las comunidades de OR08 y
expORO08 (Figuras 4.2.3 y 4.2.4). Este tipo de sistemas experimentales presentan las ventajas de
la simplicidad a la hora de controlar las condiciones experimentales. Sin embargo, es importante
tener presente que obviamente en su simplificacion se excluyen variables ambientales que
influyen en los procesos de biodegradacion en sedimentos intermareales, como por ejemplo, la
influencia de las mareas, y los mecanismos de bioturbacion, y al respecto se han desarrollado
otros estrategias que tratan de imitar las condiciones ambientales (Cravo-Laureau and Duran
2014). Por otro lado, estos experimentos no pudieron analizarse estadisticamente debido a la
falta de réplicas, por lo cual los resultados aqui descriptos deben considerarse simplemente como

punto de partida para construir hipotesis a evaluar en nuevos estudios.

Analizamos los cambios en las comunidades bacterianas luego de 20 dias de exposicion, en
las tres condiciones experimentales (expOR08, expOR08-0O, expOR08-ON). Analizamos estos
cambios por medio de un gen marcador filogenético (el gen para el ARNr 16S) y un gen
funcional (alkB). En el caso de los sistemas expOR08-O y expOR08-ON, se observé una buena
amplificacion y seleccion de secuencias de genes alkB especificas. Por el contrario, se obtuvo
una amplificacion pobre junto con el clonado de productos inespecificos para el sistema sin el
agregado de petréleo crudo o nutrientes (expORO08). Esto sugiere la falta de seleccion de
poblaciones bacterianas portadoras de genes alkB, luego de la dilucién de los alcanos presentes
en el sedimento original OR08 por el agregado de agua de mar no contaminada al sistema

experimental.

En concordancia con la deteccion de secuencias alkB relacionadas con miembros del filo

Proteobacteria en el sistema expOR08-O (OTUs #1, 7, y 6), los miembros de las clases
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Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria fueron muy abundantes mediante el analisis de
amplicones del gen ARNr 16S (34,6% y 7% del total de secuencias, respectivamente). En otros
estudios, los miembros de estas clases también fueron predominantes en las comunidades
bacterianas de sedimentos marinos luego de una exposicién a hidrocarburos, y se ha sugerido
que tienen un rol importante en la degradacion de hidrocarburos en el ambiente marino (Head,
Jones et al. ; Yakimov, Timmis et al. 2007; Kostka, Prakash et al. 2011). Entre estas poblaciones,
fue notable el enriquecimiento de los géneros Sphingopyxis (8%), Hellea (6,7%) y Maribius
(6%) con respecto al sedimento original y al sistema experimental expORO08
(Alphaproteobacteria, Figura 4.2.4). Sphingopyxis y otros miembros de la familia
Sphingomonadaceae (Sphingomonas, Sphingobium, Novosphingobium) poseen la capacidad de
degradar una amplia variedad de hidrocarburos aromaticos mono- y policiclicos, y se ha sugerido
su importancia en la degradacion de compuestos aromaticos en varios ambientes, incluyendo el
ambiente marino (Kertesz and Kawasaki 2010). Las bacterias de esta familia podrian ser mas
competitivas en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes, ya que se han identificado
cepas del género Spingomonas (cercanamente relacionado a Sphingopyxis) capaces de degradar
hidrocarburos aromaticos a bajas concentraciones de nutrientes (Baraniecki, Aislabie et al. 2002;
Leys, Bastiaens et al. 2005). Por otro lado, se conoce muy poco de los géneros Maribius (familia
Rhodobacteraceae) (Choi, Cho et al. 2007) o Hellea (familia Hyphomonadaceae) (Alain, Tindall
et al. 2008). Harwati y colaboradores caracterizaron diversos aislamientos marinos segun su
capacidad de degradar hidrocarburos, y entre ellos un aislamiento identificado como Maribius
bermudensis fue capaz de degradar n-alcanos de longitud C10-C35 (Harwati, Kasai et al. 2007).
No encontramos al momento de la redaccién de esta Tesis estudios sobre las capacidades

degradativas de hidrocarburos de miembros del género Hellea.

Las secuencias del gen ARNr 16S clasificadas como Nocardioides (y otras
Actinobacterias) también fueron abundantes en el sistema expORO08-O (Figuras 4.2.3 y 4.2.4).
En el capitulo anterior sugerimos que las poblaciones bacterianas del genero Nocardioides, u
otras Actinobacterias que no pudieron ser clasificadas hasta el nivel de género (Figura 4.1.7 C)
podrian estar hospedando la variante alkB correspondiente al OTU #24. En concordancia, este
OTU también fue fuertemente seleccionado en la condicién expOR08-O (Figura 4.2.5). Es
interesante el hecho de que varias de las poblaciones microbianas que se encontraron en este
sistema experimental ya estaban presentes en relativa alta abundancia en los sedimentos de
ORO08. Esto se observd tanto en los andlisis basados en genes biomarcadores filogenéticos como
en los funcionales. Esto estaria indicando que los genes seleccionados con la exposicion a

hidrocarburos serian apropiados para ser utilizadas como biomarcadores ya que estarian
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detectando poblaciones que participan normalmente en la atenuacién natural de estos
compuestos en el medio ambiente. Se necesitarian estudios en esta direccion para confirmar esta
hipdtesis, involucrando estos biomarcadores en ensayos cuantitativos (por ejemplo gPCR,

(Marcos, Lozada et al.)).

En el sistema expOR08-ON, se observé una alta abundancia de secuencias alkB
relacionadas con genes de miembros del filo Proteobacteria (OTUs #6 y 15). En concordancia,
los generos Alcanivorax (Gammaproteobacteria) y Thalassospira (Alphaproteobacteria) fueron
dominantes mediante el analisis de amplicones del gen ARNr 16S, y en conjunto representaron
el 63,5% del total de secuencias (Figura 4.2.5). Las bacterias del género Alcanivorax son
cosmopolitas en el ambiente marino, y degradan eficientemente (y casi exclusivamente) alcanos
lineales y ramificados. Pertenecen al grupo de bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas,
importantes globalmente en la remocién de hidrocarburos en ambientes marinos contaminados
(Yakimov, Timmis et al. 2007). Nuestros resultados concuerdan con otros estudios donde se
observd que Alcanivorax es un colonizador temprano y dominante en experimentos de
exposicion a hidrocarburos con el agregado de nutrientes (bioestimulacion) (S. and M. 2010).
Alcanivorax presenta varias capacidades que le otorgan una ventaja competitiva frente a otros
microorganismos degradadores, como la capacidad de transportar nutrientes y oligoelementos
eficientemente (que suelen ser escasos en el ambiente marino), la produccion de biosurfactantes,
y la presencia de varios sistemas enzimaticos para la degradacion de alcanos (S. and M. 2010).
Por otro lado, las bacterias del género Thalassospira también se encuentran ampliamente
distribuidas en el ambiente marino (Lai, Liu et al. 2014), originalmente reconocidas por su
capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (Kodama, Stiknowati et al.
2008; Zhao, Wang et al. 2010), aunque recientemente han sido relacionadas también con la
biodegradacion de alcanos (Jiménez, Vifias et al. 2011). Sin embargo, no encontramos
informacidn de genes de la familia alkB reportados para Thalassospira, tanto en la base de datos
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), como en los cuatro genomas secuenciados de
Thalassospira (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi). Esto, sumado a que en el sistema
experimental se encontraba en alta proporcion junto con Alcanivorax, sugiere que probablemente
estos dos géneros bacterianos estén participando cooperativamente de la biodegradacion del
petréleo crudo, siendo Thalassospira la responsable de la biodegradacion de la fraccion de
aromaticos. Este tipo de interacciones entre microorganismos se han observado en varias
oportunidades en experimentos de biodegradacion de hidrocarburos (McGenity, Folwell et al.
2012).
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La otra variante alkB abundante en el sistema expOR08-ON fue idéntica al nivel de su
secuencia de aminoacidos con una secuencia AIkB de Rhodococcus (OTU #23, Figura 4.2.3).
Este resultado no coincidio con lo observado mediante el analisis de amplicones del gen ARNr
16S, donde sélo un 0,25% de las secuencias fueron clasificadas como Rhodococcus para este
sistema. De hecho, los miembros del filo Actinobacteria en general fueron poco abundantes
luego de la exposicion a petroleo crudo y nutrientes (0,73%, Figura 4.2.4 C). Esta falta de
concordancia podria deberse a un desvio introducido por el par de cebadores utilizados en la
construccién de las bibliotecas alkB, los cuales fueron disefiados utilizando una mayoria de
secuencias de Rhodococcus, de acuerdo a lo que se encontraba disponible en las bases de datos al
momento del disefio de los primers (Olivera, Nievas et al. 2009). Alternativamente, es posible
que otras bacterias distintas a Rhodococcus estén hospedando este gen (OTU #23), habiéndolo
adquirido por transferencia horizontal. Interesantemente, esta misma discrepancia entre las
abundancias de los genes de Rhodococcus fue observada recientemente en un estudio
metagenémico de biorremediacion de suelos del Artico contaminados con diesel (Yergeau,
Sanschagrin et al. 2012).

Por otro lado, fue notable el incremento de la proporcidon de secuencias de genes ARNr
16S clasificadas como pertenecientes al filo Bacteroidetes luego de la exposicion a petrdleo
crudo y nutrientes, en particular de la familia Flavobacteriaceae (orden Flavobacteriales, Figuras
4.2.4 C vy 4.2.5). En general, los clones o aislamientos del filo Bacteroidetes reportados en
ambientes marinos contaminados con hidrocarburos pertenecen a esta familia (Kim and Kwon
2010). Las Flavobacterias han sido relacionadas méas frecuentemente con la degradacion de
PAHs de alto peso molecular (Juhasz and Naidu 2000). Recientemente, en un estudio de
comunidades costeras del Golfo de Mexico, se observd que miembros de este grupo
incrementaron su abundancia en mesocosmos construido a partir de arena de playas
suplementados con PAHSs (Kappell, Wei et al. 2014).

En conclusion, la complementacion de la informacion basada en los genes marcadores
funcionales (bibliotecas alkB) con un enfoque filogenético (secuenciacion en gran escala de
fragmentos del gen ARNr 16S) nos permitié construir una imagen mas completa de las
comunidades bacterianas que habitan los sedimentos subantérticos, asi como también su
respuesta frente a una exposicion a petrdéleo crudo con y sin el agregado de nutrientes. Por un
lado, se logro la identificacion de genes alkB pertenecientes a poblaciones bacterianas claves en
este sitio, los cuales pueden ser utilizados como biomarcadores funcionales en futuros estudios
moleculares basicos y aplicados. Por otro lado, la secuenciacion en gran escala fue fundamental

para la deteccion de géneros para los cuales no hay informacién de los genes alkB, y/o que no
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habian sido asociados previamente a la degradacion de hidrocarburos. Por ejemplo, en los
sistemas experimentales, las Alphaproteobacteria de los géneros Brevundimonas, Hellea,
Hirschia, Maribius, y Thalassospira, y las Flavobacteria de los géneros Flavobacterium,
Gaetbulibacter, Gillisia, y Sediminibacter, se detectaron en relativamente altas abundancias con
respecto al sedimento original y al sistema expORO08. Estos géneros constituyen candidatos para

futuros trabajos que involucren estudios gendmicos y/o de las capacidades degradativas.
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4.3 CAPITULO 3: ANALISIS METAGENOMICO DE ALCANO MONOOXIGENASAS ALKB:
IDENTIFICACION Y ANALISIS DE FRAGMENTOS GENOMICOS CONTENIENDO SECUENCIAS
DE GENES ALKB EN SEDIMENTOS COSTEROS DE BAHIA USHUAIA

4.3.1 INTRODUCCION

La metagendmica se basa en el estudio del conjunto de la informacion gendémica de
(tedricamente) todos los microorganismos de una muestra ambiental (el metagenoma)
(Handelsman, Rondon et al. 1998; Riesenfeld, Schloss et al. 2004). Una de estas estrategias es la
secuenciacion al azar del metagenoma, donde la muestra de ADN metagendémico se fragmenta, y
estos fragmentos son secuenciados (mediante el uso de tecnologias de secuenciacion de alto
rendimiento), obteniéndose una muestra aleatoria de datos de los miembros totales de la
comunidad en estudio. La gran ventaja de esta técnica es que ha permitido independizarse de los
desvios relacionados con la amplificacion por PCR o el clonado, y ha proporcionado
informacion sobre genes y microorganismos previamente inaccesibles por otras técnicas (Eisen
2007). Las secuencias parciales resultantes (lecturas) se intentan unir buscando reconstruir la
secuencia original, en un proceso denominado ensamblado (assembly). Sin embargo, debido a la
complejidad de las comunidades microbianas naturales y la corta longitud de las lecturas
provenientes de las plataformas de secuenciacion de alto rendimiento, en muchos casos este
proceso es altamente ineficiente, y se trabaja con una coleccion de fragmentos de diferentes
longitudes, en su mayoria cortos (Wooley and Ye 2009). En estos casos, el uso de otra estrategia
metagendmica complementaria tal como el clonado de insertos grandes del metagenoma en
vectores apropiados, puede ayudar en la recuperacién de secuencias de genes de longitud
completa, con la ventaja adicional de que las enzimas correspondientes se encuentran disponibles
para futuros estudios bioquimicos o aplicaciones biotecnolégicas (Kim, Kim et al. 2007). Mas
aun, el analisis del contexto gendmico de los genes de interés puede ayudar a dilucidar la posible
fisiologia y ecologia del microorganismo hospedador (Woebken, Teeling et al. 2007; Gomez-
Pereira, Schuler et al.).

Una vez obtenidas las secuencias de interés, el siguiente paso es la prediccion de genes y
elementos gendmicos, Yy la asignacion de las posibles funciones (anotacion funcional). Para ello,
se han desarrollado plataformas bioinformaticas con rutinas de trabajo (pipelines) compuestas
por softwares especializados en secuencias genémicas 0 metagenomicas. Por ejemplo, el sistema
IMG (Integrated Microbial Genomes, http://img.jgi.doe.gov/) (Markowitz, Chen et al. 2013)
desarrollado para la anotacion de genomas y metagenomas; y los sistemas RAST (Rapid
Annotation using Subsystems Technology, http://rast.nmpdr.org/) (Overbeek, Olson et al. 2014) y

MG-RAST (Metagenomics analysis server, http://metagenomics.anl.gov/) (Meyer, Paarmann et
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al. 2008), desarrollados para la anotacién de genomas y metagenomas, respectivamente.
Asimismo, estas plataformas bioinformaticas constituyen repositorios de datos y permiten
realizar diferentes tipos de analisis, como la visualizacién de la organizacion génica, y la
comparacion con otros genomas o metagenomas. La asignacion de las posibles funciones de las
proteinas predichas se basa en realizar comparaciones con bases de datos disponibles, las cuales
son manualmente curadas, como ser la enciclopedia KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, http://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa and Goto 2000), COG (Clusters of
orthologous groups) (Tatusov, Galperin et al. 2000), Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) (Punta,
Coggill et al. 2012), y TIGRFAMs (Selengut, Haft et al. 2007). Por ejemplo, la base de datos
COG fue generada comparando las proteinas de todos los genomas microbianos secuenciados
con el fin de inferir grupos de genes ortélogos. Cada COG se define como un grupo de genes
ortdlogos provenientes al menos de tres linajes diferentes. Como los ortélogos normalmente
conservan la funcién a lo largo de la evolucion, la identificacion de grupos de ortélogos es de
gran ayuda para realizar predicciones de las funciones de proteinas nuevas (Tatusov, Galperin et
al. 2000). Por otro lado, Pfam es una base de datos de familias de proteinas, donde las familias
son grupos de regiones de proteinas que comparten un alto grado de similitud de secuencias

(dominios) , de donde surge la inferencia de que son homologas (Punta, Coggill et al. 2012).

Las secuencias que no pueden ser comparadas con la informacion disponible en las bases
de datos permanecen sin identificar y se denominan ORFans (secuencias huérfanas). Se estima
que sdlo entre el 20% y el 50% de las secuencias metagendmicas pueden ser anotadas (Gilbert,
Field et al. 2010), con lo cual surge la pregunta de la importancia y de la funcion del resto de los
genes predichos. Las secuencias huérfanas pueden simplemente ser errores producidos durante la
prediccién de marcos abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORFs), pueden ser genes reales
que codifican para funciones bioquimicas desconocidas, o podrian tener homologia estructural
con proteinas conocidas (Godzik 2011). A fin de dilucidar las funciones de las secuencias
huérfanas, son necesarios estudios de la estructura de proteinas y caracterizaciones bioquimicas,
lo que a su vez ayudara a completar la informacion de las bases de datos de proteinas (Thomas,
Gilbert et al. 2012).

Otro punto importante para el analisis de secuencias provenientes del metagenoma es su
asignacion taxonomica, esto es la identificacion del microorganismo o grupo filogenético al que
podria pertenecer. Para ello, se han desarrollado varios algoritmos que emplean dos tipos de
informacion contenida en una secuencia de ADN. Por un lado, los métodos basados en la
composicion de nucledtidos utilizan las propiedades intrinsecas de las secuencias de ADN, como

ser el porcentaje de guanina-citosina (%GC), o la distribucion de abundancias de k-mers
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(subcadenas de longitud k en una secuencia de ADN) (Thomas, Gilbert et al. 2012). Por otro
lado, los métodos basados en la similitud entre secuencias realizan comparaciones con
secuencias conocidas disponibles en las bases de datos de referencia. En consecuencia, su poder
de resolucion dependerad de la informacion disponible en las mismas (Thomas, Gilbert et al.
2012). Algunos ejemplos de software basados en similitud son: IMG/M (Markowitz,
Korzeniewski et al. 2006), MEGAN (Huson, Mitra et al. 2011), CARMA (Krause, Diaz et al.
2008). Asimismo, también se han desarrollado algoritmos “mixtos” que tienen en cuenta tanto la

composicion como la similitud, como ser PhymmBL y MetaCluster.

En este capitulo se utilizaron dos estrategias metagendmicas a fin de estudiar las variantes
de genes alcano monooxigenasas (alkB) y su contexto gendémico, presentes en sedimentos
costeros de Bahia Ushuaia. Este estudio involucré la busqueda de fragmentos gendémicos
conteniendo genes alkB en el metagenoma clonado (biblioteca metagenomica) y en el
metagenoma secuenciado (secuenciacion al azar) de muestras de sedimentos del mismo
ambiente. Asimismo, se realizd una clasificacion filogenética actualizada del gen alkB,
utilizando secuencias recientemente incorporadas a la base de datos del NCBI. Este arbol se
utiliz6 como referencia para la clasificacion de las secuencias AIkB provenientes del

metagenoma de los sedimentos de Bahia Ushuaia.

4.3.2 RESULTADOS
4.3.2.1 Construccion de un arbol AIkB de referencia

Se realizé una basqueda bibliogréfica de clasificaciones de Alcano monooxigenasas de la
familia AlkB, para usar como referencia para la clasificacion filogenética de las secuencias AlkB
obtenidas del metagenoma de sedimentos de Bahia Ushuaia. La mayoria de los trabajos previos
fueron realizados con secuencias pertenecientes a los grupos descriptos en los filos
Proteobacteria (Heiss-Blanquet, Benoit et al. 2005; Hamamura, Fukui et al. 2008; Wang, Wang
et al. 2010; Liu, Wang et al. 2011) y Actinobacteria (Heiss-Blanquet, Benoit et al. 2005; Shen,
Young et al. 2010), provenientes de aislamientos (Giebler, Wick et al. 2013) y muestras
ambientales (Paisse, Duran et al. 2011; Jurelevicius, Alvarez et al. 2013), incluyendo ambientes
marinos (Kuhn, Bellicanta et al. 2009; Wasmund, Burns et al. 2009; Wang, Wang et al. 2010).

Al comparar las secuencias AIkB del metagenoma de sedimentos Bahia Ushuaia con la
base de datos de proteinas del NCBI (mediante el algoritmo blastp), observamos que una
cantidad importante se encontraba relacionada con secuencias AlkB provenientes de genomas

recientemente secuenciados de microorganismos de los filos Bacteroidetes y Proteobacteria, no
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incluidas en los trabajos publicados anteriormente. Debido a este hecho, sumado al crecimiento
continuo de las bases de datos de genes, decidimos construir un &rbol AIKB de referencia
actualizado al momento de nuestros analisis. Para ello, se realiz6 un analisis filogenético a partir
de 105 secuencias AIkB de longitud completa, descriptas en las bacterias pertenecientes a los
grupos filogenéticos donde el gen alkB se ha reportado en las bases de datos hasta el momento
(segun nuestro conocimiento). En base a la estructura del arbol obtenido, se definieron 15 grupos
de secuencias AlkB con un valor de bootstrap > 77% (Figura 4.3.1). Los promedios de los
valores de identidad entre los miembros de dichos grupos estuvieron entre 52% y 73%, a
excepcion del Grupo VIII-A, que present6 un valor de identidad promedio del 39% entre sus
miembros. Los Grupos | a V y el Grupo A+B fueron asignados siguiendo la clasificacion
propuesta por Wang et al. (Wang, Wang et al. 2010), con modificaciones menores para incluir

secuencias nuevas. Los Grupos VI a XIII fueron definidos en este trabajo.

El Grupo A+B incluye secuencias reportadas en bacterias de la clase
Gammaproteobacteria, relacionadas a las dos AlkBs de Pseudomonas aeruginosa PAO1
(AAG04914 y AAG05962) (Smits, Balada et al. 2002; Smits, Witholt et al.), y a la Alcano
monooxigenasa AlkB2 de Alcanivorax borkumensis SK2 (CAL15570) (Hara, Baik et al. 2004).
Las hidroxilasas estudiadas de este grupo degradan alcanos desde Cg, Cg, ¥ C1, hasta Ci6 (Smits,
Balada et al. 2002; Smits, Witholt et al. 2003; van Beilen, Marin et al. 2004; Wang and Shao
2012). El Grupo | esta formado por las secuencias AlkB de Alcanivorax dieselolei B-5
(ACZ62808) (Liu, Wang et al. 2011), Alcanivorax hongdengensis A-11-3 (EKF76058), y
Marinobacter sp. ELB17 (EAZ98470). Solo se ha caracterizado bioquimicamente la enzima de
Alcanivorax dieselolei B-5 (ACZ62808) y se observo que degrada alcanos Cs—Cie (Liu, Wang et
al. 2011). EI Grupo Il incluye secuencias reportadas en bacterias de las clases
Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria, relacionadas a las Alcano monooxigenasas de
Alcanivorax borkumensis SK2 (AlkB1, CAL18155) (Hara, Baik et al. 2004) y Pseudomonas
putida GPol (CAB54050) (van Beilen, Smits et al. 2005). Las enzimas estudiadas de este grupo
degradan alcanos desde Cs hasta C1» 0 C13 (van Beilen, Marin et al. 2004; van Beilen, Smits et
al. 2005). El Grupo |11 esta formado por dos subgrupos: el primero con secuencias reportadas en
bacterias de la clase Gammaproteobacteria, relacionadas a la Alcano monooxigenasa de
Pseudomonas protegens CHAO (CAB51045) (Smits, Balada et al. 2002); y el segundo con
secuencias reportadas en bacterias de la clase Betaproteobacteria, como por ejemplo Ralstonia y
Burkholderia (Marin, Smits et al. 2001). Las enzimas estudiadas del Grupo Ill degradan alcanos
hasta Ci, en el rango Cs—Cj para la enzima de Alcanivorax dieselolei BS (AFT72652), y en el

rango de C;,-Cy6 para la enzima de Pseudomonas protegens CHAO (Smits, Balada et al. 2002;
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Liu, Wang et al. 2011); como asi también alcanos de cadena mas larga, en el rango C1,-C,; para
la enzima de Burkholderia cepacia (Marin, Smits et al. 2001). EI Grupo IV esta formado por las
Alcano monooxigenasas tipicamente descriptas en Actinobacteria, como por ejemplo aquellas
caracterizadas en Rhodococcus, Mycobacterium, Nocardia y Gordonia (Hamamura, Yeager et
al. 2001; Smits, Balada et al. 2002; Whyte, Smits et al. 2002; Fujii, Narikawa et al. 2004). Las
enzimas estudiadas de este grupo degradan alcanos desde Cy 6 C;, hasta C16, cOmo es el caso de
las enzimas de Prauserella rugosa NRRL B-2295, Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Smits,
Balada et al. 2002), y Rhodococcus sp. Q15 (AAK97454) (Whyte, Smits et al. 2002). En cambio,
la enzima de Gordonia sp.TF6 degrada alcanos Cs-Ci3 (Fujii, Narikawa et al. 2004). ElI Grupo V
esta formado por las Alcano monooxigenasas denominadas AlkM, inicialmente caracterizadas en
Acinetobacter (Ratajczak, Geissdorfer et al. 1998; Smits, Rothlisberger et al. 1999; Tani, Ishige
et al. 2001; Throne-Holst, Markussen et al. 2006), y su homologo reportado en Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (CCG96199) (Grimaud, Ghiglione et al. 2012). Las enzimas estudiadas
de este grupo utilizan alcanos C10-C1g (Throne-Holst, Markussen et al. 2006) (Figura 4.3.1).

Con respecto a los grupos definidos en este trabajo, el Grupo VI estd compuesto por
secuencias AlkBs anotadas en proyectos gendmicos recientemente publicados de miembros de la
clase Gammaproteobacteria, como por ejemplo Alcanivorax pacificus W11-5 (EKE34662) (Lai
and Shao 2012) y Simiduia agarivorans SA1 (AFV00742) (Lin, Shieh et al. 2013). De hecho, las
secuencias pertenecientes a los Grupos I, 11y VI estan relacionadas filogenéticamente, formando
un grupo monofilético con un buen soporte (Figura 4.3.1). El Grupo VII esta formado por las
AlkBs de una gammaproteobacteria identificada como HTCC5015 (EDY86525), Alcanivorax
hongdengensis A-11-3 (EKF76059) (Wang and Shao 2012), y Alcanivorax sp. DG881
(WP_007149480). Este grupo se encuentra relacionado filogenéticamente con el Grupo V
(Monooxigenasas AlkM). La unica enzima estudiada del grupo VII corresponde a la de
Alcanivorax hongdengensis A-11-3, y utiliza alcanos Cs-Cis (Wang and Shao 2012). Los
Grupos VIII-A y VIII-B contienen AlkBs provenientes de proyectos de secuenciacion
gendémica de miembros de la familia Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria), en su mayoria
pertenecientes al clado Roseobacter (Brinkhoff, Giebel et al. 2008), como por ejemplo
Maritimibacter alkaliphilus (EAQ14831), Ruegeria pomeroyi (AAV94629), y Octadecabacter
antarcticus (AGI70059). Los Grupos IX a XIII estan compuestos por AlkBs provenientes de
proyectos de secuenciacion genomica de miembros del filo Bacteroidetes. En particular, los
Grupos IX y X contienen AlkBs descriptas en miembros del orden Cytophagales. EI Grupo XI
es mas extenso y contiene AlkBs descriptas en miembros de la clase Flavobacteriia. EI Grupo
XI1 esta formado por las AlkBs de Aquimarina agarilytica (WP_010178519) y Polaribacter sp.
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MED152 (EAQ42349). El Grupo XIII esta formado por las secuencias AIkB de Lewinella
persica (clase Sphingobacteriia, WP_020569124) y Flavobacterium sp. SCGC AAA160-P02

(clase Flavobacteriia, WP_020080071) (Figura 4.3.1). Segun nuestro conocimiento, no se han

reportado estudios moleculares o bioquimicos sobre los genes alkB de los grupos VIl a XIII.

(eanBiy ugoENURUOD)

EKF76058 Alcanivorax hongdengensis A-11-3
ACZ62808 Alcanivorax dieselolei B-5 A
EAZ98470 Marinobacter sp. ELB17
GAD61294 Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159
EDM65390 Moritella sp. PE36
EDM82509 Limnobacter sp. MED105
—— WP_018272075 Bradyrhizobium elkanii
AFV00742 Simiduia agarivorans SA1=DSM 21679
WP_020032225 gamma proteobacterium SCGC
EAS46111 gamma proteobacterium HTCC2207
EKE34662 Alcanivorax pacificus W11-5
EED32103 gamma proteobacterium NORS5-3
ABZ74553 Caulobacter sp. K31
CCU71848 Thalassolituus oleivorans MIL-1
CAB54050 Pseudomonas putida GPo1 A
YP_957898 Marinobacter aquaeolei VT8
CAL18155 Alcanivorax borkumensis SK2 A
WP_009506508 Citreicella sp. 357
EAP89335 Oceanicaulis sp. HTCC2633
AFT72652 Alcanivorax dieselolei B5 A
EKE33818 Alcanivorax pacificus W11-5
CAB51045 Pseudomonas protegens CHAO A
AAC36353 Pseudomonas fluorescens DSM50106
ACD29210 Ralstonia pickettii 12J
YP_554098 Burkholderia xenovorans LB400
CAC36356 Burkholderia cepacia RR10 A
AGK47896 Burkholderia thailandensis MSMB121
AAK97447 Rhodococcus sp. Q15
EME21115 Rhodococcus qgingshengii EME21115
AAK97446 Rhodococcus sp. Q15
BAD58168 Nocardia farcinica IFM 10152
CAB51024 Prauserella rugosa NRRL B-2295 A
AAK31348 Nocardioides sp. CF8
ACY23364 Gordonia bronchialis DSM 43247
AAK97448 Rhodococcus sp. Q15
BAD59469 Nocardia farcinica IFM 10152
EJZ11383 Mycobacterium vaccae ATCC 25954
CCP46071 Mycobacterium tuberculosis H37Rv A
BAD67020 Gordonia sp.TF6 A
CCF63494 Nocardia cyriacigeorgica GUH-2
AAK97454 Rhodococcus sp. Q15 A
BAB33284 Acinetobacter sp. M-1 A
CAB51020 Acinetobacter calcoaceticus EB104 A
CAG68276 Acinetobacter sp. ADP1A
BAB33287 Acinetobacter sp. M-1 A
GAB02670 Acinetobacter sp. NBRC 100985
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CCG96199 Marinobacter hydrocarbonoclasticus
WP_008247792 gamma proteobacterium BDW918
EDY86525 gamma proteobacterium HTCC5015
EKF76059 Alcanivorax hongdengensis A-11-3 A
WP_007149480 Alcanivorax sp. DG881

IIA odnug

1 odnig

Al odnug

A odnig

IA odnug
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——WP_020409442 Hahella ganghwensis
EDM46538 Marinobacter algicola DG893
_+:AAGO4914 Pseudomonas aeruginosa PAO1 A
AAG05962 Pseudomonas aeruginosa PAO1 A
EKF74618 Alcanivorax hongdengensis A-11-3
EKE35767 Alcanivorax pacificus W11-5
EKE35787 Alcanivorax pacificus W11-5
AFT68392 Alcanivorax dieselolei BS
CAL15570 Alcanivorax borkumensis SK2 A

EKF74584 Alcanivorax hongdengensis A-11-3 A

EEW24102 Rhodobacter sp.

WP_017998165 Paracoccus sp. NS
EAQ14831 Maritimibacter alkaliphilus
EKE73385 Celeribacter baekdonensis B30

——EBA03899 Rhodobacteraceae bacterium
—— ABD54130 Jannaschia sp. CCS1
EAP84770 Sulfitobacter sp. EE-36

AAV94629 Ruegeria pomeroyi DSS-3
WP_005980415 Ruegeria lacuscaerulensis
PX77785 Thalassobacter arenae DSM 19593

EET48120 Thalassiobium sp. R2A62

AGI70059 Octadecabacter antarcticus 307
CCD10385 Legionella pneumophila subsp. pneumophila

CCH56772 Fibrisoma limi BUZ 3
ELR69606 Fulvivirga imtechensis AK7
ADR20882 Marivirga tractuosa DSM 4126

WP_019597985 Rhodonellum psychrophilum
EOQZ95853 Indibacter alkaliphilus LW1
WP_020536325 Lewinella cohaerens
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila
EKB49167 Cecembia lonarensis LW9
EMS33689 Mariniradius saccharolyticus AK6 3
AFL86103 Belliella baltica DSM 15883 x
AEES51162 Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100
EEG43761 Flavobacteria bacterium MS024-3C
EEG41437 Flavobacteria bacterium MS024-2A
CCG00406 uncultured Flavobacteriia bacterium
WP_019038478 Psychroflexus tropicus
EAS20668 Flavobacteria bacterium BBFL7
EAQ39674 Dokdonia donghaensis MED134
EAR02799 Maribacter sp. HTCC2170
WP_019670872 Eudoraea adriatica
EDP96833 Kordia algicida OT-1
WP_019387982 Arenitalea lutea
EMQ95934 Formosa sp. AK20
EDP69519 Flavobacteriales bacterium ALC-1
AEV31566 Owenweeksia hongkongensis
WP_017732889 Nafulsella turpanensis
WP_020526648 Flexithrix dorotheae
WP_010178519 Aquimarina agarilytica
EAQ42349 Polaribacter sp. MED152

X1 odnug
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_CWP_0205691 24 Lewinella persica
WP_020080071 Flavobacterium sp. SCGC AAA160-P02
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Figura 4.3.1. Clasificacion de secuencias AIkB de referencia. Arbol filogenético construido a
partir de secuencias AIkB representativas de longitud completa, disponibles en la base de datos
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del NCBI. El arbol fue construido utilizando el algoritmo Neighbor Joining en el software
MEGA 5. Los nombres de las secuencias comienzan con el nimero de acceso de Genbank. Las
Alcano hidroxilasas que poseen estudios de evidencia funcional (mediante expresion heteréloga
0 inactivacion génica) se indican con triangulos grises. Los grupos filogenéticos identificados
(Grupos I a XIIl 'y A+B) se muestran en negrita. Los nodos donde se observaron valores de
bootstrap > 70 (1000 replicaciones) se indican con circulos negros. Como grupo externo se
utiliz6 la secuencia correspondiente a la subunidad catalitica de la enzima Xileno
monooxigenasa (XylM) de Pseudomonas putida (AAA26026). La barra de escala representa 0,2
sustituciones por sitio (20% de distancia) a nivel de aminoacidos.

4.3.2.2 Clasificacion de las secuencias AlIkB obtenidas del metagenoma de
sedimentos costeros de Bahia Ushuaia
4.3.2.2.1 Busqueda de secuencias AlkB en el set de datos de secuenciacion al azar del
metagenoma (identificacion in silico)

En 2011, el Joint Genome Institute de Estados Unidos (Department of Energy, Joint
Genome Institute, USA, http://jgi.doe.gov/) financié un proyecto internacional de secuenciacion
de comunidades microbianas originado y liderado por el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental del CENPAT (Community Sequencing Program N°321 “Microbial Community
Structure and Metabolic Potential of Chronically Polluted Marine Sediments from Cold Regions
of the Northern and Southern Hemispheres”). El objetivo general de este proyecto es analizar la
estructura y funcion de las comunidades microbianas de sedimentos marinos provenientes de
cuatro ambientes frios cronicamente contaminados con hidrocarburos y otros compuestos. En el
marco de este proyecto se realizo la secuenciacion al azar del metagenoma de seis muestras de
sedimentos submareales de Bahia Ushuaia, mediante la plataforma Illumina HiSeq 1500. Las
muestras secuenciadas fueron tomadas en dos sitios separados 500 m entre si: el muelle
comercial (MC), y la planta de almacenamiento Orién (OR). Se tomaron tres muestras en cada
sitio (Tabla 4.3.1).

Tabla 4.3.1. Caracteristicas de las muestras de sedimentos de Bahia Ushuaia utilizadas en
la secuenciacion al azar del metagenoma.

Nombre Sitio Profundidad oH Tempoeratura Salinidad
(m) (°C)
ARGO01 Muelle Comercial (MC) 11,3 8,00 8,52 29,42
ARGO02 540 48,656' S - 68° 11,3 8,01 8,66 29,34
ARGO03 17,7310 11,3 7,99 8,50 29,42
ARG04 Planta Ori6n (OR) 12,3 7,68 8,74 29,24
ARGO05 54° 48 256" S - 68° 12,3 7,79 8,60 29,30
ARGO06 17,296°0 12,3 7,84 8,60 29,30
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Mediante el sistema IMG (Markowitz, Chen et al. 2013), se realiz6 una busqueda in silico
de secuencias anotadas como Alcano-1-monooxigenasa (EC 1.14.15.3) en el set de datos
resultante. Obtuvimos una gran cantidad de secuencias AIkB (columna 5, Tabla 4.3.2), pero para
tener mayor calidad de analisis sélo se conservaron aquellas secuencias de longitud mayor a 80
amino&cidos, y que contuvieran al menos uno de los cuatro motivos de Histidina caracteristicos
de la familia AIKkB: Histidina 1 (HEXXHK], Histidina 2 (EHXXGHH), Histidina 3
(LQRHXDHHA), y HYG (NYXEHYG) (Smits, Roéthlisberger et al. 1999; Whyte, Smits et al.
2002). Esta seleccion dio como resultado un total de 116 secuencias, donde cuatro eran de
longitud completa, mientras que el resto tenian una longitud entre 80 y 236 aminoéacidos (Tabla
4.3.2).

Tabla 4.3.2. Caracteristicas del set de datos de secuenciacion al azar del metagenoma
utilizado para la busqueda de secuencias AlkB.

Genes Secuencias  Longitudes

Muestra  IMG Genome IDY)  Genes totales®  codificantes para ) grs

proteinas® AlkB (aa)
ARGO1 3300000125 23.901.811 23('2%63(2?3 592 (6) 85-334
ARG02 3300000131 76.956.367 7?'2%335/30)23 2170 (23) 80-139
ARGO3 3300000121 70.057.838 6?1'24525%0 1023 (8) 85-343

46.791.273
ARG04 3300000122 46.868.684 (18 75%) 265 (0) -
ARGO5 3300000242 97.091.948 92?2%%5 1250 (47)  80-350
ARGO6 3300000118 49.217.613 4%30225333 878 (32) 80-127

®NOmero de identificacion de la muestra en la base de datos del IMG/M
(https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi).

@Genes totales = genes codificantes para proteinas + genes ribosomales.

®EI porcentaje de secuencias codificantes para proteinas a las cuales se les pudo asignar una
funcion putativa se indica entre paréntesis.

“Secuencias encontradas luego de realizar una btsqueda por el nimero de EC correspondiente a
las Alcano-1-monooxigenasas (AIkB). ElI numero de secuencias AIkB luego de los filtros
aplicados (longitud >80 aminoacidos y presencia de al menos uno de los motivos de Histidina) se
indica entre paréntesis.

®)Se indican las longitudes minimas y méaximas observadas.
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4.3.2.2.1.1 Clasificacion

No fue posible realizar un alineamiento Unico con las secuencias AlkB de referencia
(Figura 4.3.1) y todas las secuencias AIkB parciales identificadas in silico, ya que estas ultimas
al no haber sido generadas mediante el uso de cebadores, no siempre se encontraban cubriendo la
misma region de la proteina AIkB. Por lo tanto, las secuencias parciales se dividieron en cuatro
“grupos de alineamiento” que cubrian diferentes regiones de la proteina AlkB, de acuerdo a la
presencia de los motivos de Histidina anteriormente mencionados (Figura 4.3.2). Las secuencias
parciales asi divididas pudieron ser alineadas correctamente con las secuencias AlkB de
referencia. A fin de no perder informacién y mantener en el mayor grado posible la estructura del
arbol original, los alineamientos mdultiples no se recortaron en los extremos, y las distancias se
calcularon con un tratamiento de supresion de a pares de los espacios y datos ausentes (pairwise
deletion of gaps and missing data). Los arboles filogenéticos resultantes se muestran en las
Figuras 4.3.3 a 4.3.7. Pudimos observar que al trabajar con las secuencias parciales, la estructura
general de la mayoria de los grupos filogenéticos se mantuvo, aunque presentaron valores de
bootstrap menores en comparacién con el arbol de referencia, debido al menor nimero de

posiciones analizadas.

His1 His2 HYG His 3
[ ] [ - HYG
[ | | - HE T ]
His 1 [ ] [ | - ]
— — ]
- — ]
His 2 I ]
[ - -
—— N -
His 3 | I )

Figura 4.3.2. Esquema que ilustra como se alinearon las secuencias parciales AlkB (abajo)
con el alineamiento de secuencias completas de referencia (arriba). Las secuencias parciales
se dividieron en cuatro regiones de alineamiento (recuadros) de acuerdo a la presencia de los
motivos de Histidina (en gris, His 1, His 2, HYG e His 3) caracteristicos de esta familia de
enzimas.

Las secuencias del metagenoma de sedimentos de Bahia Ushuaia mostraron gran
diversidad, pudiendo ser relacionadas con varios grupos filogenéticos conocidos y también con

aquellos definidos en este trabajo. Por ejemplo, los genes descriptos en miembros del filo
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Proteobacteria (Grupos I+I1+VI, Figuras 4.3.3, 4.3.5 y 4.3.6). No observamos secuencias
relacionadas con los Grupos 1V (AlkBs caracterizadas en Actinobacterias) y VII, y sélo una de
las secuencias agrup6 con las secuencias AIkM (Grupo V, Figura 4.3.4). Asimismo, observamos
algunas secuencias que pudieron ser asignadas a los grupos de Monooxigenasas AlkB descriptos
en miembros de la familia Rhodobacteraceae (Alphaproteobacteria, Grupos VIII-A y VIII-B,
Figuras 4.3.3, 4.3.4 y 4.3.5). Las secuencias relacionadas con Monooxigenasas AlkB reportadas
en miembros del filo Bacteroidetes (Grupos IX-XII1) estuvieron entre las mas abundantes de los
sedimentos. Sin embargo, muchas no pudieron ser estrictamente clasificadas en los Grupos
filogenéticos definidos, debido a la falta de un buen soporte de los mismos. Por ejemplo,
secuencias cerca del Grupo XIlI en la Figura 4.3.3; y cerca de los Grupos XI, XII, y XIII en las
Figuras 4.3.5 y 4.3.6. Las cuatro secuencias de longitud completa identificadas in silico también
estuvieron relacionadas filogenéticamente con secuencias AlkB reportadas en miembros del filo
Bacteroidetes (orden Flavobacteriales) (Grupos X1y XII) con altos valores de bootstrap (Figura
4.3.7). En particular, la secuencia 10080042_ARGO05 (Grupo XI) estaba relacionada con la
Monooxigenasa AlkB proveniente del genoma secuenciado de Eudoraea adriatica, presentando
un 80% de identidad, un 88% de similitud, y 100% como valor de boostrap (Figura 4.3.7).
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Grupo |
GADG61294 Pseudomonas alcaligenes
EDM82509 Limnobacter sp. et L5 e I

EDM65390 Moritella sp.
WP_018272075 Bradyrhizobium elkanii
CAL18155 Alcanivorax borkumensis
YP_957898 Marinobacter aquaeololei
EAP89335 Oceanicaulis sp.
WP_009506508 Citreicella sp.
CAB54050 Pseudomonas putida
CCU71848 Thalassolituus oleivorans
ABZ74553 Caulobacter sp.
30788412271_ARGO05
EED32103 gamma proteobacterium
3212381241_ARGO06
12452191_ARG05
10820641_ARGO01
12627171_ARGO03
AFV00742 Simiduia agarivorans
EAS46111 gamma proteobacterium
EKE34662 Alcanivorax pacificus
WP_020032225 gamma proteobacterium
30866622931_ARGO05
30033411 541_ARGO05
30866285361_ARG02

IA+11+] sodnig

Grupo X
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila

WP_020536325 Lewinella cohaerens

AEE51162 Haliscomenobacter hydrossis
30625140471_ARG05

30124124041_ARG02

30800902951_ARG02

30693799951_ARGO05
EEG43761 Flavobacteria bacterium

EEG41437 Flavobacteria bacterium
EAS20668 Flavobacteria bacterium
WP_019038478 Psychroflexus tropicus
EAQ39674 Dokdonia donghaensis
3375783141_ARGO06
30073388671_ARGOZ
3433052281_ARGO06
WP_019387982 Arenitalea lutea
EDP69519 Flavobacteriales bacterium
EMQ95934 Formosa sp.
EDP96833 Kordia algicida
EAR02799 Maribacter sp.
11320661_ARG02
WP 019670872 Eudoraea adriatica
10620741_A

C CCG00406 uncultured Flavobacteriia bacterium

IX odnug

Grupo lll
30087095271_ARGO05
WP_008247792 gamma proteobacterium
Grupo VIl

L @ Grupo V

Lo~ Grupo IV

——— 30022778261_ARG05

—eo—mm Grupo A+B

30459035471_ARG02
10273413_ARG05

AEV31566 Owenweeksia hongkongensis
WP_020526648 Flexithrix dorotheae
WP_017732889 Nafulsella turpanensis

(eanby uoeNuUUOD)

— CCD10385 Legionella pneumophila

AGI70059 Octadecabacter antarcticus

EET48120 Thalassiobium sp.

EPX77785 Thalassobacter arenae

WP_005980415 Ruegeria lacuscaerulensis

30530482301_ARG05

30052934601_ARG05

AAV94629 Ruegeria pomeroyi
EAP84770 Sulfitobacter sp.

EBA03899 Rhodobacterales bacterium
EKE73385 Celeribacter baekdonensis
EAQ14831 Maritimibacter alkaliphilus

ABD54130 Jannaschia sp.
WP_017998165 Paracoccus sp.
EEW24102 Rhodobacter sp.

| @———= Grupo IX
30264154561_ARGO05

—

0,2

g-1lIA + V-1IIA sodnig

30801490191_ARG02
30623914181_ARG05
11034441_ARG02™
30311946991_ARGO05
13566711_ARGO03

mx odms

WP_020080071 Flavobacterium sp.

WP~020569124 Lewinella persica
30790433561_ARGO05

30221446951_ARG05

3161369221_ARGO06
30424736561_ARG05
11088001_ARG06
30332449271_ARG05

Grupo XII

11027971_ARG02
30023893731_ARG05
3098459131_ARGO06
30035489461_ARG02
11039171_ARG02
10060261_ARGO03
10588651_ARGO01
30350274911_ARGO05
14115521_ARG05
30074876911_ARGO05
30898217101_ARG02
11128001_ARGO05
10149501_ARG03
10355941_ARG02

v
al grupo externo (AAA26026)

Figura 4.3.3. Arbol filogenético construido a partir de secuencias AIkB representativas y
las secuencias AIkB del metagenoma de sedimentos marinos de Bahia Ushuaia identificadas
in silico en este trabajo (en gris), correspondientes a la region de alineamiento Histidina 1
(51 secuencias). Los grupos utilizados en este trabajo (Grupos I a XIIl y A+B) se muestran en
negrita. Aquellos grupos que no poseian secuencias de este trabajo fueron colapsados para
simplificar la figura. Los nombres de las secuencias comienzan con el nimero de acceso de
Genbank (secuencias de referencia) o del IMG (secuencias de este trabajo). Los nodos donde se
observaron valores de bootstrap > 70 (1000 replicaciones) se indican con circulos negros. La
barra de escala representa 0,2 sustituciones por sitio (20% de distancia en aminoacidos).
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Grupos I+11+VI

Grupo lll
Grupo IV

) CAG68276 Acinetobacter sp.
GABO02670 Acinetobacter sp.
BAB33287 Acinetobacter sp.
3038897761_ARG06

Grupo VII
——30390068201_ARGO05

Grupo A+B
CCD10385 Legionella pneumophila

-30238085351_ARG05

CCH56772 Fibrisoma limi
30077850281_ARGO05
ADR20882 Marivirga tractuosa
ELR69606 Fulvivirga imtechensis
WP_019597985 Rhodonellum psychrophilum
EQZ95853 Indibacter alkaliphilus
WP_020536325 Lewinella cohaerens
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila
Grupo X
AEE51162 Haliscomenobacter hydrossis
Grupo XI

AEV31566 Owenweeksia hongkongensis
_,_EWP_OZOSZGMB Flexithrix dorotheae
WP_017732889 Nafulsella turpanensis

&= Grupo XIII

3327289801_ARG06

WP_010178519 Aquimarina agarilytica
EAQ42349 Polaribacter sp.
30526802821_ARG05
3206250991_ARG06
10305721_ARG02
3176884471_ARG06
12152321_ARG05

3192183561_ARG06

11X odnig

v
al grupo externo (AAA26026)

CAB51020 Acinetobacter calcoaceticus
_E BAB33284 Acinetobacter sp.

AGI70059 Octadecabacter antarcticus
EET48120 Thalassiobium sp.
EPX77785 Thalassobacter arenae

WP_005980415 Ruegeria lacuscaerulensis

AAV94629 Ruegeria pomeroyi
EAP84770 Sulfitobacter sp.

EBA03899 Rhodobacterales bacterium
ABD54130 Jannaschia sp.
EKE73385 Celeribacter baekdonensis
EAQ14831 Maritimibacter alkaliphilus
3176557221_ARG06

WP_017998165 Paracoccus sp.
EEW24102 Rhodobacter sp.
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A odnig

CCG96199 Marinobacter hydrocarbonoclasticus.
WP_008247792 gamma proteobacterium

g-llIA + V-lIIA sodnio

X1 odnig

0,2

Figura 4.3.4. Arbol filogenético construido a partir de secuencias AIkB representativas y
las secuencias AlkB del metagenoma de sedimentos marinos de Bahia Ushuaia identificadas
in silico en este trabajo (en gris), correspondientes a la region de alineamiento Histidina 2

(12 secuencias).
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Grupo |
GAD61294 Pseudomonas alcaligenes
EDM65390 Moritella sp.
EDM82509 Limnobacter sp.
WP_018272075 Bradyrhizobium elkanii
WP_020032225 gamma proteobacterium
AFV00742 Simiduia agarivorans
30096184501_ARG05
3232851481_ARGO06
EKE34662 Alcanivorax pacificus
3440710891_ARGO06
EAS46111 gamma proteobacterium
30749378381_ARG05

10842921_ARG02
EED32103 gamma proteobacterium
ABZ74553 Caulobacter sp.
| CCU71848 Thalassolituus oleivorans
CAB54050 Pseudomonas putida
YP_957898 Marinobacter aquaeolei

IA+I1+] sodnio

CAL18155 Alcanivorax borkumensis
WP_009506508 Citreicella sp.
EAP89335 Oceanicaulis sp. o
Grupo lll
Grupo IV
Grupo V
WP_008247792 gamma proteobacterium
Grupo VI

Grupo A+B
——— CCD10385 Legionella pneumophila subsp. pneumophila
AGI70059 Octadecabacter antarcticus 307 1
EET48120 Thalassiobium sp. R2A62

EPX77785 Thalassobacter arenae DSM 19593
| WP_005980415 Ruegeria lacuscaerulensis
——— 3205719791_ARGO06
AAV94629 Ruegeria pomeroyi
EAP84770 Sulfitobacter sp.
EBA03899 Rhodobacterales bacterium
ABD54130 Jannaschia sp.
EKE73385 Celeribacter baekdonensis
EAQ14831 Maritimibacter alkaliphilus
WP_017998165 Paracoccus sp.
EEW24102 Rhodobacter sp. i

g-llIA + V-1IIA sodnig

| ¢ Grupo IX
Grupo X
AEES51162 Haliscomenobacter hydrossis
WP_020536325 Lewinella cohaerens
30520481881_ARG05
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila
30560485871_ARG02
30643337971_ARGO05
3163078571_ARG06 0,2
EEG43761 Flavobacteria bacterium
EEG41437 Flavobacteria bacterium
CCG00406 uncultured Flavobacteriia bacterium
_: WP_019038478 Psychroflexus tropicus
EAS20668 Flavobacteria bacterium

—— EAQ39674 Dokdonia donghaensis
EARO02799 Maribacter sp.

WP_019670872 Eudoraea adriatica
—— EDP96833 Kordia algicida
WP_019387982 Arenitalea lutea

EMQ95934 Formosa sp.

EDP69519 Flavobacteriales bacterium

11008751_ARG01 i

30408730051_ARGO05

AEV31566 Owenweeksia hongkongensis
L—e—— Grupo Xlll

3389576421_ARGO06
—LT:—11_758251_ARG03
Grupo Xl
3437816171_ARGO06
30675080831_ARG02
WP_017732889 Nafulsella turpanensis
WP_020526648 Flexithrix dorotheae

3348037891_ARG06
30288584771_ARG05

Grupo X

AEES51162 Haliscomenobacter hydrossis
WP 020536325 Lewinella cohaerens
AlkB-964

30408730051_ARGO05

AlkB-401

IX odnug

0,2
al grupo externo (AAA26026) '
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Figura 4.3.5. (pagina anterior) Arbol filogenético construido a partir de secuencias AlkB
representativas y las secuencias AlkB del metagenoma de sedimentos marinos de Bahia
Ushuaia identificadas in silico en este trabajo (en gris), correspondientes a la region de

alineamiento HYG (18 secuencias).

Grupo Il

Grupo IV

Grupo V

WP_008247792 gamma proteobacterium
Grupo VI

3280524341_ARG06

Grupo |
GAD61294 Pseudomonas alcaligenes
EDM82509 Limnobacter sp.
EDM65390 Moritella sp.

3204647961_ARG06

AFV00742 Simiduia agarivorans
30009702521_ARGO05
WP_018272075 Bradyrhizobium elkanii
4 30680221271_ARG05
EKE34662 Alcanivorax pacificus
30136803701_ARGO05

Il—— EAS46111 gamma proteobacterium
30008606141_ARGO05

3200477071_ARG06
3448442581_ARG06
M 30265308381_ARGO05

3421361961_ARGO06
WP_020032225 Gamma proteobacterium
30609978961_ARG02
10961231_ARGO05
10340241_ARGO03

EED32103 Gamma proteobacterium
—— ABZ74553 Caulobacter sp.

CCU71848 Thalassolituus oleivorans
CAB54050 Pseudomonas putida
EAP89335 Oceanicaulis sp.
WP_009506508 Citreicella sp.
CAL18155 Alcanivorax borkumensis

YP_957898 Marinobacter aquaeolei
CCD10385 Legionella pneumophila
_Eo-— Grupo A+B

3388026141_ARGO06

30799369881_ARG05
_E—— Grupos VIII-A + VIII-B
L@ Grupo IX

L— 30728552211_ARG05
30677061131_ARG05

]

IA+11+] sodnug

N

4

WP_017732889 Nafulsella turpanensis
WP_020526648 Flexithrix dorotheae
AEV31566 Owenweeksia hongkongensis
3002966991_ARG06

30830537111_ARG05

Grupo Xl

3200602051_ARGO06

10419571_ARGO01

10468551_ARGO06

30536696131_ARGO05

30775495381_ARG02

Grupo Xl

— 3445693031_ARG06

30420011451_ARG02
3289894751_ARG06
30122705731_ARGO05
EEG41437 Flavobacteria bacterium h
CCG00406 uncultured Flavobacteriia bacterium
EEG43761 Flavobacteria bacterium
30721946881_ARG02
WP_019038478 Psychroflexus tropicus
EAS20668 Flavobacteria bacterium
EAQ39674 Dokdonia donghaensis
EARO02799 Maribacter sp.
WP_019670872 Eudoraea adriatica
EDP96833 Kordia algicida
WP_019387982 Arenitalea lutea
EMQ95934 Formosa sp.
EDP69519 Flavobacteriales bacterium
30035755651_ARG02
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila
WP_020536325 Lewinella cohaerens
AEES51162 Haliscomenobacter hydrossis
Group X

IX odnug

3008495401_ARG06

al grupo externo (AAA26026)

(continuacion figura) 0,2

Figura 4.3.6. Arbol filogenético construido a partir de secuencias AIKB representativas y
las secuencias AIkB del metagenoma de sedimentos marinos de Bahia Ushuaia identificadas

in silico en este trabajo (en gris), correspondientes a la region de alineamiento Histidina 3
(31 secuencias).
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Grupos I+lI+VI

Grupo lll
Grupo IV
Grupo V

WP_008247792 gamma proteobacterium BDW918
Grupo VI
L o——mmilill] Grupo A+B
CCD10385 Legionella pneumophila subsp. pneumophila
Grupos VIII-A + VIII-B

— e Grupo IX

AlkB-964

AlkB-401

AEV31566 Owenweeksia hongkongensis DSM 17368
WP_017732889 Nafulsella turpanensis
WP_020526648 Flexithrix dorotheae

_:WP_M 0178519 Aquimarina agarilytica
| EAQ42349 Polaribacter sp. MED152

10004523_ARGO01

_£+:00782827ARG03
10041471_ARGO01

WP_020536325 Lewinella cohaerens
EIM74482 Nitritalea halalkaliphila LW7
Grupo X
AEES51162 Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100
EEG43761 Flavobacteria bacterium MS024-3C
EEG41437 Flavobacteria bacterium MS024-2A
CCG00406 uncultured Flavobacteriia bacterium
WP_019038478 Psychroflexus tropicus
EAS20668 Flavobacteria bacterium BBFL7
EAQ39674 Dokdonia donghaensis MED134
WP_019670872 Eudoraea adriatica
10080042_ARG05
EARO02799 Maribacter sp. HTCC2170
EDP96833 Kordia algicida OT-1
WP_019387982 Arenitalea lutea
EMQ95934 Formosa sp. AK20
EDP69519 Flavobacteriales bacterium ALC-1 o

@ Group XIII

—
AAA26026 Pseudomonas putida XylM 0,2

I1X odnig

IX odnig

Figura 4.3.7. Arbol filogenético construido a partir de secuencias AIKB representativas, las
secuencias AlkB del metagenoma de sedimentos marinos de Bahia Ushuaia identificadas in
silico en este trabajo (en gris), de longitud completa (4 secuencias), y las dos secuencias
identificadas en la biblioteca metegenomica OR07-BM (AlkB-401 y AlkB-964).

Al contabilizar las frecuencias observadas para cada grupo de secuencias AIlKB,
observamos que el 28% de las secuencias identificadas in silico fueron asignadas a los Grupos
formados por AlkBs de miembros del filo Proteobacteria (Grupos | a VI1I), mientras que el 19%
fueron asignadas estrictamente a los Grupos formados por AlkBs de miembros del filo
Bacteroidetes (Grupos IX a XIIl) (Figura 4.3.8). Asimismo, el 53% de las secuencias
identificadas in silico no pudieron ser asignadas a alguno de los Grupos filogeneéticos definidos
(categoria “sin asignar”, Figura 4.3.8). Las secuencias AIkB identificadas in silico también
fueron procesadas mediante el software MEGAN4 (Huson, Mitra et al. 2011), el cual es utilizado
para estimar y explorar interactivamente el contenido taxondémico de un set de datos

metagendmicos. Para ello, en un primer paso las secuencias son comparadas contra alguna base
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de datos de secuencias conocidas mediante BLAST o alguna otra herramienta comparativa.
Luego, en un segundo paso, el software MEGAN4 procesa estos resultados, y los ordena de
acuerdo a la taxonomia del NCBI, asignando cada secuencia al ancestro comun mas bajo (lowest
common ancestor, LCA) del conjunto de secuencias (hits) encontradas al hacer la comparacion
mediante BLAST (Huson, Auch et al. 2007) (Figura 4.3.9). Con este método, aumenté el
porcentaje de secuencias AIKB clasificadas como pertenecientes a miembros del filo
Bacteroidetes (59%, Figura 4.3.8).

Grupos Filogenéticos

Proteobacteria ] | 28%
VIl vV I+11+VI

Bacteroidetes - ] ] H 19%
Xl Xl Xl 1X

no asignados - / / / // / /I 53%

MEGAN

Proteobacteria | 22%

Bacteroidetes - | 59%

otros 1777077 10%
no asignados —m 9%

0 10 20 30 40 50 60

% del total de secuencias (N=116)

Figura 4.3.8. Distribucion de frecuencias de las secuencias AIkB identificadas in silico,
basada en las clasificaciones utilizando los Grupos filogenéticos (arriba), y el software
MEGAN (abajo). La longitud de las barras horizontales representa el porcentaje de las
secuencias asignadas a cada categoria. Los nimeros romanos debajo de las barras horizontales se
refieren a los Grupos filogenéticos definidos en la Figura 4.3.1. La categoria “otros” corresponde
a la suma de secuencias clasificadas como Organismos celulares, Bacteria, y Procariotas no
cultivados. Las categorias “no asignados” corresponden a la suma de secuencias que no pudieron
ser clasificadas por cada método, por no cumplir con los pardametros establecidos. N: nimero de
secuencias analizadas.
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-0

Flavobacteriales [9]

¢ 110087S51_ARGO1 [100]
o~ DATA[length=85, complexity=0.00]
o= Flavobacteriales bacterium ALC-1 score=112.0 Flavobacteriales; unclassified Flavobacteriales
o~ Formosa score=108.0 Flavobacteriales; Flavobacteriaceae; Formosa

o= Flavobacteriaceae bacterium P7-3-5 acore=102.0 Flavobacteriales; Flavobacteriaceae; Arenitalea

Figura 4.3.9. Ejemplo de como el software MEGAN realiza la asignacion taxonomica de las
secuencias metagendémicas. Se muestran los resultados de la comparacion de la secuencia
metagendmica 11008751 ARGO1 contra la base de datos no redundante de proteinas del NCBI.
El software MEGAN realiza un consenso entre la taxonomia de los hits Flavobacteriales
bacterium ALC-1, Formosa y Flavobacteriaceae bacerium P7-3-5 (en negro), y asigna la
secuencia 11008751 ARGO1 al orden Flavobacteriales. A la derecha se indica la taxonomia del
NCBI para estos hits, se puede observar que el nivel taxondmico mas bajo comun a los tres hits
(ancestro comin mas bajo) corresponde al orden Flavobacteriales. Los hits marcados en gris no
cumplen con los parametros especificados (por ejemplo, su score estd por debajo del umbral
fijado), y por lo tanto no son tenidos en cuenta por el software MEGAN al realizar la asignacion
taxonomica.

4.3.2.2.2 Biblioteca metagenémica OR07-BM
4.3.2.2.2.1 Identificacion de fo6smidos conteniendo genes alkB

La biblioteca metagenémica OR07-BM fue construida a partir del ADN metagenomico
extraido de la muestra de sedimentos intermareales OR07 (Tabla 4.1.1, Resultados y discusion,
Capitulo 1). Se obtuvieron un total de 46.000 clones, los cuales fueron almacenados en grupos de
aproximadamente 100 clones, con un titulo de 2 x 10° UFC (Unidades formadoras de
colonias)/ul, es decir, cada clon esta representado ~10* veces en 1 pl. La identificacion de los
clones de interés se realiz6 mediante reacciones de PCR, divididas en tres etapas, y utilizando el
par de cebadores AlkB484F/AIkB824R (Tabla 3.3 y Seccién 3.11.3, Materiales y Métodos). En
la primera etapa, se identificaron los grupos positivos de ~100 UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) mediante reacciones de PCR utilizando como templado los sedimentos celulares
correspondientes. Luego, en una segunda etapa, los grupos positivos fueron sembrados en
subgrupos de ~25-50 UFC, las colonias fueron recolectadas lavando las placas con solucion
fisiologica, y los sedimentos celulares correspondientes fueron sometidos a reacciones de PCR
en las mismas condiciones. Al identificar un subgrupo positivo, se realizaron cultivos liquidos a
partir de cada colonia, y se prepararon nuevamente sedimentos celulares para utilizarlos como

templado en las reacciones de PCR. Finalmente, los clones positivos individuales fueron
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confirmados utilizando como templado extracciones de ADN fosmidico obtenidas con el
QIlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) (Figura 4.3.10).

En la primera etapa se realizaron 352 reacciones de PCR, y se observo el fragmento de
amplificacion del tamafo adecuado en cuatro grupos: #14, #31, #91 y #190. Estos grupos fueron
confirmados como positivos repitiendo las reacciones de PCR a partir de diferentes templados
(nuevos sedimentos celulares y/o preparaciones fosmidicas). Sin embargo, en la segunda etapa
de basqueda, sélo se encontraron subgrupos positivos para dos de los cuatro grupos iniciales:
#14 y #190. Finalmente, se identificaron los clones individuales de los dos subgrupos, y se
denominaron #401 y #964 (los numeros corresponden al nimero de clones que fue necesario
sembrar en los subgrupos hasta su identificacion).
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Etapa 1: Identificacion de grupos positivos de ~100 clones

™

.. Stock -80°C

ﬁ T
.::> Lavado con I:> t:> Q\
0, i »
LB + 20% glicerol 50 pl \\ -

Placas originales o Centrifugacion 5 ul como t.emplado
~100 colonias o Resuspension para reacciones
en 25l de PCR

Etapa 2: Identificacion de subgrupos positivos de ~25-50 clones

==l 7. B

Stock -80°C Diluciones seriadas ~25-50 colonias o Lavado con solucién 5 ul como templado
del grupo positivo fisiologica para reacciones
o Centrifugacion de PCR
o Resuspension
en 10 pl

Duplicadol:

Etapa 3: Identificacion de los clones individuales positivos

~15 horas

Cultivos de cada colonia o Centrifugacion 5 ul como templado
correspondiente al o Resuspension para reacciones
subgrupo positivo en 10 ul de PCR

Figura 4.3.10. Proceso de identificacion de los clones conteniendo genes alkB en la biblioteca
metagendmica OR07-BM.

4.3.2.2.2.2 Analisis preliminares de los fosmidos #401 y #964

Una vez obtenidos los clones positivos, se evaluaron dos kits de purificacion de ADN
plasmidico de la compafiia Qiagen, con diferentes volumenes de cultivo inicial a procesar
(QlAprep Miniprep Kit y QIAGEN Plasmid Maxi Kit), para realizar las extracciones de los
fésmidos seleccionados para secuenciar. De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidid
trabajar con el QIAprep Miniprep Kit, ya que partiendo de un menor volumen inicial de cultivo y

siendo por lo tanto mas simple todo el procedimiento, se obtuvo un mejor rendimiento (Tabla
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4.3.3 y Figura 4.3.11 A). También se realiz6 un corte con la enzima de restriccion Notl a fin de
verificar la liberacion del inserto clonado y estimar su tamafio. A partir del patron observado al
separar los productos de la digestion mediante electroforesis, se estimd que los insertos tendrian
un tamafo aproximado de 27 kb (#401) y 38 kb (#964) (Figura 4.3.11 B). Dado que los fosmidos
iban a ser secuenciados por pirosecuenciacion 454, nos interesaba estimar el grado de
contaminacion con ADN gendmico proveniente de la célula huésped de las preparaciones, a fin
de evaluar cuanto podrian contribuir las lecturas “contaminantes” a las lecturas totales. Para ello,
se realizaron ensayos de gPCR (PCR cuantitativa o en tiempo real) con blanco en el gen ARNr
16S, y se calcul6 que la relacion entre la masa de ADN fosmidico y la masa de ADN genémico
(observada para ocho preparaciones de diferentes foésmidos) estuvo en el rango de 25-44. Esto
indicaria que el nimero de lecturas ‘“contaminantes” que podrian ser obtenidas durante la
secuenciacion no contribuirian significativamente a disminuir la cobertura de la secuencia de los

fésmidos.

Tabla 4.3.3. Comparacion entre los dos kits de purificacion de ADN de la compafia Qiagen
para la obtencion de ADN fosmidico.

QIlAprep Miniprep Kit ~ QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Cultivo inicial de células (ml) 10 250
Concentracion® (ng/pl) 565 (121) 971 (140)
Volumen final (ul) 50 400
ug totales™* 28 (6) 388 (56)
Rendimiento* (ug/ml cultivo) 2,8 (0,6) 1,6 (0,2)
Azsol Asso 1,80 (0,02) 1,80 (0,01)

*Valores promediados entre las extracciones de tres fésmidos diferentes. Las desviaciones estandar se
indican entre paréntesis.
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Figura 4.3.11. A. Comparacion entre las preparaciones de ADN fosmidico realizadas con
los dos Kits de purificacion de QIAGEN: QlAprep Miniprep (Mini) y Plasmid Maxi (Maxi).
Se sembraron 300 ng de cada preparacion. En el extremo izquierdo del gel se indican las pares
de bases correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular (M1). B. Digestion con
Notl a partir de 1 ug de cada preparacion de ADN fosmidico. En el extremo superior del gel se
nombran las calles correspondientes a las digestiones de los fosmidos #964 y #401. El resto de
las calles corresponden a otras digestiones de ADN fosmidico realizadas en el laboratorio.

4.3.2.2.2.3 Secuenciacion de los fosmidos #401 y #964

Los fésmidos #401 y #964 se secuenciaron por pirosecuenciacion 454 en 1/8 de placa,
junto con otros ocho fésmidos también identificados en el laboratorio. Para 1/8 de placa se
estimaba obtener un rendimiento de ~80.000-100.000 lecturas, segun los datos de rendimiento
promedio provistos por INDEAR (Rosario, Argentina). Considerando una longitud promedio de
cada lectura de 300 pb, y una longitud promedio entre los ocho fésmidos (estimada mediante
digestion y electroforesis) de 40.000 pb, la cobertura estimada estaria en el rango de ~60-75X
por fosmido. El rendimiento real de la secuenciacion fue de 95.819 lecturas, con una longitud
promedio de 333 pb, y una longitud promedio de los fosmidos de 42.994 pb. Por lo tanto, la
cobertura real obtenida (74X) estuvo dentro del rango esperado. Todos los fésmidos pudieron ser
ensamblados en su totalidad — utilizando el software Newbler 2.6 (Margulies, Egholm et al.
2005) — vy los insertos correspondientes a los fosmidos #401 y #964 presentaron longitudes de
33,9 kb y 38,3 kb, respectivamente (Tabla 4.3.4). El tamafio del fésmido #964 coincidié con el
valor estimado mediante electroforesis. En cambio, el tamafio del fosmido #401 fue mayor que el
estimado. Como la diferencia observada es aproximadamente el tamafio del vector, posiblemente
lo que sucedio fue que no tuvimos en cuenta la banda de ese tamafio por encontrarse superpuesta

con la banda correspondiente al vector.
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Para la prediccion y anotacion de los genes se utilizaron las plataformas automaticas ISGA
(Integrative Services for Genomics Analysis) (Hemmerich, Buechlein et al. 2010), RAST y
FGENESB (Solovyev V. and Salamov A. 2011), y se realizaron comparaciones contra las bases
de datos del NCBI mediante los algoritmos blastp y blastn. Las anotaciones finales se realizaron
manualmente, considerando el consenso entre estos resultados. En ambos fosmidos se

encontraron genes alkB de longitud completa (Tabla A1, Apéndice).

4.3.2.2.2.4 Clasificacion de las secuencias AlIkB de los fosmidos #401 y #964

Las secuencias AIkB de los fosmidos #401 y #964, denominadas AlkB-401 y AlkB-964,
respectivamente, contenian los cuatro motivos conservados de histidina, y seis segmentos
transmembrana predichos. La ubicacion relativa de estos segmentos transmembrana es igual a la
reportada para las Alcano hidroxilasas de Rhodococcus sp. Q15 y Pseudomonas putida Gpol
(Whyte, Smits et al. 2002; van Beilen, Smits et al. 2005), a excepcion del Gltimo segmento
predicho (Figura 4.3.12). Esto podria ser una diferencia real o podria deberse a un error en la
prediccién, ya que el software no predijo correctamente la posicion del dltimo segmento

transmembrana para la secuencia AIkB de Pseudomonas putida Gpol.

Las secuencias AlkB-401 y AIkB-964 mostraron 47% de identidad y 73% de similitud
entre ellas, al nivel de la secuencia de aminoacidos. Al realizar una comparacion mediante el
algoritmo blastp contra la base de datos del NCBI, las secuencias mas relacionadas
correspondian a Alcano monooxigenasas descriptas en miembros del filo Bacteroidetes, con
identidades similares a las encontradas entre las dos secuencias metagendmicas. Por ejemplo, la
secuencia AlkB-401 presentd 55% de identidad y 75% de similitud con la secuencia AlkB
putativa de Flexithrix dorotheae (WP_020526648), y la secuencia AlkB-964 presentd 51% de
identidad y 70% de similitud con la secuencia AIkB putativa de Nafulsella turpanensis
(WP_017732889) (Tabla A2, Apéndice). Al utilizar el software MEGAN4, la secuencia AlkB-
401 fue asignada al filo Bacteroidetes, mientras que la secuencia AlkB-964 sélo pudo ser
asignada al dominio Bacteria. No fue posible asignar estas secuencias a alguno de los Grupos de

secuencias AlkB del arbol de referencia (Figura 4.3.7).
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Figura 4.3.12. (pagina anterior) Alineamiento de las secuencias AlkB de longitud completa
obtenidas a partir de los fosmidos #401 (AlkB-401) y #964 (AlkB-964), junto con las
secuencias AlkB de Rhodococcus sp. Q15 (AAK97454), y Pseudomonas putida Gpol
(CAB54050). Se indican los cuatro motivos conservados de Histidina (linea continua: His 1, His
2, HYG, His 3), y los seis segmentos transmembrana (linea de puntos, numerados del I al V1), de
acuerdo al trabajo de Whyte y colaboradores (Whyte, Smits et al. 2002). La linea discontinua
muestra la ubicacion del ultimo segmento predicho para las secuencias AlIkB de los fosmidos,
que es diferente a lo reportado para Rhodococcus sp. Q15 y Pseudomonas putida Gpol. Los
residuos conservados en un 80% y 100% en las secuencias mostradas se encuentran sombreados
en gris y negro, respectivamente.

4.3.2.3 Analisis del contexto gendmico de los genes alkB

Se identifico el resto de los genes predichos y se analizd su organizacion, en los seis
fragmentos gendmicos que contienen genes alkB de longitud completa obtenidos en este trabajo:
los dos fragmentos identificados en la biblioteca metagenémica OR07-BM (fésmidos #401 y
#964), y los cuatro fragmentos identificados in silico en el set de datos de secuenciacion al azar
(Tabla 4.3.4). Ademas, con el objetivo de dilucidar la posible identidad de los microorganismos
de los que provenian estos fragmentos gendmicos, se realizé una asignacién taxonémica de los
mismos utilizando métodos basados en la similitud. Por Gltimo, se realizaron comparaciones al
nivel de la organizacion génica con los genomas mas relacionados disponibles en las bases de

datos.

4.3.2.3.1 Asignacidn taxonéomica

Para la asignacion taxonémica de los fragmentos, se integraron los resultados obtenidos
mediante los siguientes métodos: (1) comparacion de las secuencias completas contra la base de
datos de genomas del NCBI (mediante el algoritmo blastn); y clasificacion taxonémica de los

genes individuales predichos mediante el software MEGAN4 (2).

4.3.2.3.1.1 Fragmentos gendémicos identificados in silico

Los cuatro fragmentos gendmicos obtenidos del set de datos de secuenciacion al azar del
metagenoma presentaron longitudes entre 1237 y 4043 pb, y por lo tanto, sélo se obtuvo la
informacién de uno o dos genes acompafiantes a los genes alkB (Tabla 4.3.4). Los fragmentos
fueron clasificados como Familia Flavobacteriaceae (Filo Bacteroidetes) en la plataforma del
IMG/M  (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi, donde se encuentran depositadas las
secuencias), y uno de ellos (ARGO05_1008004) fue clasificado como perteneciente a Maribacter

sp. HTCC2170. Esto concuerda con nuestros resultados obtenidos al realizar la comparacion
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contra la base de datos de genomas del NCBI (Tabla 4.3.4). Asimismo, los resultados obtenidos
con el software MEGAN4 también indicarian que los fragmentos se encuentran relacionados con
miembros del filo Bacteroidetes (Tabla A4, Apéndice).

4.3.2.3.1.2 Biblioteca metagenémica OR07-BM

Los fragmentos gendmicos correspondientes a los fosmidos #401 y #964 presentaron
longitudes de 33,9 kb y 38,3 kb, respectivamente (Tabla 4.3.4). Las secuencias de nucleotidos de
ambos fragmentos estuvieron relacionadas con genomas de microorganismos del filo
Planctomycetes. El fragmento gendmico #401 present6 valores de identidad entre 64 y 92% con
el genoma de Rhodopirellula baltica SH 1 (BX119912). El fragmento gendmico #964 fue mas
divergente con respecto a los genomas disponibles en la base de datos del NCBI, presentando
valores de identidad y cobertura menores que los observados para #401. Las secuencias mas
relacionadas fueron los genomas de Isosphaera pallida ATCC 43644 (NC _014962) (Tabla
4.3.4), Planctomyces brasiliensis DSM 5305 (NC_015174), y Planctomyces limnophilus DSM
3776 (NC_014148). En promedio, la mitad de los genes predichos en el fragmento gendmico
#401 fueron asignados al filo Planctomycetes (52%) mediante el software MEGAN4 (Tabla A2,
Apéndice). Con respecto al fragmento gendmico #964, un 36% de los genes predichos fueron
asignados al filo Planctomycetes mediante el software MEGAN4 (Tabla A2, Apéndice).
Asimismo, se encontrd una secuencia de 976 pb correspondiente al gen ARNr 23S en el
fragmento gendmico #401 (23S ARNr-401), lo cual permitié avanzar mas en la identificacion de
su posible origen. Al realizar el analisis filogenético correspondiente, se observd que esta
secuencia agrupaba con un alto soporte con secuencias del género Rhodopirellula (filo
Planctomycetes), mostrando un 91% de identidad con especies como R. baltica y R. europaea
(Figura 4.3.13). En conjunto, nuestros resultados sugieren que los fragmentos genémicos #401 y
964# podrian pertenecer a microorganismos del filo Planctomycetes, y que el fragmento #401
podria pertenecer a un microorganismo relacionado con miembros del género Rhodopirellula.
No existen registros de Alcano-1-monooxigenasas en miembros del filo Planctomycetes, por lo
cual las secuencias AIkB identificadas en este trabajo podrian constituir las primeras descriptas

para este grupo filogenético.

A la luz de esta informacion, nos preguntamos si algunas de las secuencias AIkB parciales
identificadas in silico (seccién 2.2.1) podrian estar relacionadas con secuencias AIkB del filo
Planctomycetes, y no haber sido ser clasificadas como tales debido a la falta de secuencias AlkB

descriptas en microorganismos de este filo. A fin de evaluar esta posibilidad, repetimos los
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analisis filogenéticos incorporando las secuencias AlkB de los fésmidos en todos los
alineamientos construidos anteriormente. En efecto, una de las secuencias AlkB parciales
identificadas in silico (30408730051 ARGO05) se encontré relacionada filogenéticamente con las
secuencias AlkB de los fosmidos (74% bootstrap, Figura 4.3.5 recuadro). Esta secuencia
presentd un 84% y un 58% de identidad al nivel de aminoécidos con las secuencias AlkB-401 y
AlkB-964, respectivamente. Asimismo, otras dos secuencias AIKB identificadas in silico
(30801490191 ARGO02 y 30623914181 ARGO05) agruparon filogenéticamente con las
secuencias AIkB de los fésmidos, aunque con un valor menor de soporte de bootstrap (< 50%,

datos no mostrados).

Tabla 4.3.4. Caracteristicas generales de los fragmentos gendmicos conteniendo genes alkB
de longitud completa.

Long. GC  Genes Genes ) C  Identidad®
Nombre (pb) (%) predichos asignados® blastn (%) (%)
A ) Rhodopirellula i
Fésmido #401 33.897 54 24 15 baltica SH 1 33 64-92
Isosphaera
Fosmido #964 38.325 55 28 20 pallida ATCC 12 64-74
43644
Polaribacter
@ -
ARGO01_c1000452 4043 35 3 3 sp. MED152 33 68-70
Polaribacter
@
ARGO01 c1004147 1237 33 2 1 sp. MED152 52 68
Polaribacter
@
ARGO03 1007828 1388 34 2 1 sp. MED152 51 68
Maribacter sp.
(@ -
ARGO05_1008004 2824 36 3 2 HTCC2170 70 65-76

Abreviaturas: Long., longitud. C., cobertura: fraccion del fragmento genémico que es cubierto por el
alineamiento con el genoma correspondiente de la base de datos.

@WLos nombres completos de los fragmentos gendémicos identificados in silico son:
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_c1000452, TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_c1004147,
TDF_OR_ARGO03_113mDRAFT_c1007828, y TDF_OR_ARG05_123mDRAFT_1008004.

@secuencias a las cuales se les pudo asignar una funcién putativa.

®Genoma con el mejor alineamiento, de acuerdo al resultado de la comparacién mediante el algoritmo
blastn contra la base de datos de Genomas del NCBI (los resultados fueron ordenados de acuerdo al
porcentaje de cobertura).

“Rango de valores de identidad a nivel de nucle6tidos como resultado de la comparacion mediante el
algoritmo blastn contra la base de datos de Genomas del NCBI.

®Incluyendo dos genes codificantes para ARNts y un fragmento del ARNr 23S.
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BX294148 Rhodopirellula baltica SH 1
ANMOO01000177 Rhodopirellula europaea 6C
100|AMWG01000111 Rhodopirellula baltica SWK14
99| 'AMCWO01000067 Rhodopirellula baltica SH28
AF245372 Planctomycete str. 140 (género Rhodopirellula)
23S ARNr-401
AF245371 Planctomycete str. 139 (género Rhodopirellula)
X07408 Blastopirellula marina
CP001848 Pirellula staleyi DSM 6068
AACY020299484 Marine metagenome (familia Planctomycetaceae)
AF245376 Planctomycete str. 670 (familia Planctomycetaceae)
AF245373 Planctomycete str. 449 (género Rhodopirellula)
AF245374 Planctomycete str. 639 (género Planctomyces)
1OOE AHZR01000091 Schlesneria paludicola DSM 18645
99 CP001744 Planctomyces limnophilus DSM 3776

86 AF245366 Planctomyces maris

99 ﬁEPOOZ&G Planctomyces brasiliensis DSM 5305
69 AF245375 Planctomycete str. 658 (género Planctomyces)

{POOSSM Singulisphaera acidiphila DSM 18658

100 CP002353 Isosphaera pallida ATCC 43644
90 ABGO01000184 Gemmata obscuriglobus UQM 2246

99 AIAB01000371 Zavarzinella formosa DSM 19928

ET795287 Uncultured bacterium OMZ60 11L23 (familia Brocadiaceae)
CT573071 Candidatus Kuenenia stuttgartiensis
BAFH01000003 Planctomycete KSU-1 (Candidatus Jettenia)
100 DQ301513 Candidatus Jettenia asiatica
AF375994 Candidatus Brocadia anammoxidans

100- AB565477 Candidatus Brocadia sinica JPN1
AP012338 Phycisphaera mikurensis NBRC 102666

—
0,05

9 100

al grupo externo

Figura 4.3.13. Andlisis filogenético del fragmento del gen ARNr 23S presente en el fosmido
#401 (23S ARNr-401), y secuencias relacionadas de miembros del filo Planctomycetes. El
arbol fue construido utilizando el algoritmo Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) en el
software MEGA 5. Los nombres de las secuencias comienzan con el nimero de acceso de
Genbank. Se muestran los valores de bootstrap > 70% (1000 replicaciones) debajo de las ramas
correspondientes. Como grupo externo se utilizaron secuencias de miembros de los filos
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chlamydia, y Lentisphaera. La barra de escala representa 0,05
sustituciones por sitio (5% de distancia en nucle6tidos).

4.3.2.3.2 Organizacién génica y comparacion con genomas relacionados
4.3.2.3.2.1 Fragmentos gendmicos identificados in silico

Debido a la corta longitud de los fragmentos gendémicos identificados in silico, se obtuvo
poca informacién del contexto gendmico de los genes alkB identificados mediante esta estrategia
(Figura 4.3.14 A). En los dos fragmentos de menor longitud, ARGO01_c1004147 vy
ARGO03_¢1007828, se predijeron proteinas hipotéticas adyacentes a los genes alkB (Tabla A3,
Apéndice). Estas proteinas hipotéticas presentaron un 84% de identidad y un 88% de similitud
entre ellas. Las proteinas AIKB correspondientes (ARG01 10041471 y ARGO03_10078282)
presentaron un 83% de identidad y un 92% de similitud entre ellas. La misma organizacion
génica del fragmento ARGO05 1008004 se observo en los genomas de Maribacter sp.
HTCC2170 y Eudoraea adriatica DSM 19308, en este Gltimo caso con una inversion en la
orientacion de los genes (Figura 4.3.14 A). Adyacente al gen alkB se observd una glutamil-ARNt
sintetasa (EC: 6.1.1.17) y una proteina hipotética (Tabla A3, Apéndice). Con respecto al
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fragmento de mayor longitud, ARGO01_c1000452, no se encontraron similitudes en la
organizacién génica con ninguna regién de los genomas disponibles en el sitio IMG/M.

4.3.2.3.2.2 Biblioteca metagendémica OR07-BM

En el fragmento gendmico del fosmido #401 se predijeron 21 secuencias codificantes para
proteinas, de las cuales 15 pudieron ser asignadas a un funcion determinada (putativa), con
mayor o menor grado de evidencia, mientras que las restantes permanecieron con la
denominacién de “proteinas hipotéticas” (Tabla 4.3.4 y Tabla Al del Apéndice). Asimismo,
(como ya se menciond) se observo un fragmento correspondiente al gen ARNr 23S, y dos genes
codificantes para ARNt (Tabla A1, Apéndice). En el fragmento gendmico #964 se predijeron 28
secuencias codificantes para proteinas, de las cuales 20 pudieron ser asignadas a un funcion
determinada (putativa), mientras que las restantes permanecieron con la denominacién de
“proteinas hipotéticas” (Tabla Al, Apéndice). En general, las proteinas predichas estarian
involucradas en diferentes procesos celulares. Por ejemplo, 80% de los genes asignados a una
funcién pudieron ser clasificados dentro de categorias funcionales COG (Clusters of
Orthologous Groups) (Tatusov, Galperin et al. 2000). Estas fueron: “Produccion y conversion de
energia” (Energy production and conversion, [C], 2 genes), “Transporte y metabolismo de
carbohidratos” (Carbohydrate transport and metabolism, [G], 3 genes), “Transporte y
metabolismo de aminoacidos” (Amino acid transport and metabolism, [E], 2 genes),
“Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios” (Secondary metabolites
biosynthesis, transport, and catabolism, ([Q], 3 genes), “Mecanismos de transduccion de
sefiales” (Signal transduction mechanisms, ([T], 1 gen), “Biogénesis del envoltorio celular,
membrana externa” (Cell envelope biogenesis, outer membrane, [M], 3 genes), “Traduccion,
estructura ribosomal y biogénesis” (Translation, ribosomal structure and biogenesis, [J], 3
genes), “Transcripcion” (Transcription, [K], 2 genes), “Replicacion, recombinacion y reparacion
del ADN” (DNA replication, recombination, and repair, [L], 2 genes), “Modificacion post-
transcripcional” (Post-translational modification, protein turnover, chaperones, [O], 3 genes),
“Metabolismo de Lipidos” (Lipid metabolism, [I], 2 genes) y “Prediccion general” o “Funcion
desconocida” (General function prediction, Unknown function, [R] y [S], 3 y 1 genes

respectivamente).

Asimismo, tampoco se observd un oper6on completo para los genes posiblemente
involucrados en la degradacion de alcanos, si bien se observaron genes cercanos a los genes alkB

que podrian estar relacionados con esta via. En el fragmento genomico #401, el gen alkB esta
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flanqueado por un regulador transcripcional putativo de la familia tetR (CDS 47), y una acil
coenzima A sintetasa putativa (EC 6.2.1.3, gen fadD2, Figura 4.3.14 B). Debido a su cercania,
alkB vy el regulador tetR podrian estar formando un operdn, de acuerdo a una prediccion hecha
con el software en linea FGENESB (Solovyev V. and Salamov A. 2011). Este mismo software
predijo un operdn en el fragmento gendmico #964 formado por los genes codificantes para la
proteina AIkB, una proteina de la familia de las fosfotransferasas (CDS 0), una aldehido
deshidrogenasa (gen alh), y una proteina hipotética (CDS 3) (Figura 4.3.14 B). Entre estas
proteinas predichas, las enzimas aldehido deshidrogenasa y acil-CoA-sintetasa podrian estar
catalizando, respectivamente, la tercer y cuarta reaccion correspondientes a la via alk de
degradacidn aerdbica de alcanos (Figura 2.2 Introduccidn). Estas reacciones son la oxidacién de
los aldehidos grasos a acidos grasos, y la esterificacion de los acidos grasos en CoA tioésteres
metabolicamente activos (Rojo 2010). La reaccion de activacion de alcanos mediada por AlkB se
encuentra dentro de la categoria “Degradacion de acidos grasos” (Fatty acid degradation), y a su
vez dentro de la categoria mayor “Metabolismo de lipidos™ (Lipid metabolism), de acuerdo a la
base de datos de vias del KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Corriente arriba
del gen alkB-401 se predijeron otros dos genes que podrian estar relacionados con el
metabolismo de lipidos: el CDS 40, una hidrolasa de esteres carboxilicos, y el CDS 43, una
lipasa (Figura 4.3.14 B).

Los resultados de la asignacién taxondémica indican que el fésmido #401 podria provenir
de un microorganismo del género Rhodopirellula (seccion 2.3.1.2), y por lo tanto se realizd una
comparacion al nivel de la organizacion génica con el genoma de Rhodopirellula baltica SH 1
(BX119912), el cual estaba disponible en la base de datos SEED (http://rast.nmpdr.org/, donde
fueron depositadas las secuencias de los fosmidos). Se observaron tres regiones con un orden
conservado, aunque no se encontraban contiguas en el genoma. La primer region abarca el
fragmento del gen ARNr 23S, los dos genes ARNt, y el CDS 39 (tioredoxina putativa). La
segunda regién abarca el gen gnd (6-fosfogluconato deshidrogenasa) y el CDS 57 (proteina
hipotética). La tercer region abarca el CDS 60 (proteina hipotética), el CDS 61 (proteina integral
de membrana posiblemente involucrada en la regulacion de la conductancia de cationes), vy el
CDS 64 (probable ATPasa) (Tabla Al del Apéndice y Figura 4.3.14 B).

La secuencia del fosmido #964 se compard con el genoma de Planctomyces limnophilus
DSM 3776 (NC_014148), también disponible en la base de datos SEED. En este caso, se
observo una region con la misma organizacion génica que abarca el CDS 6 (proteina de division
celular Ftsl), y el CDS 8 (proteina con un dominio lysM, podria estar involucrada en la

degradacion de la pared celular). Ademas, se observo una region con una organizacion génica
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invertida que abarca los genes gatA y gatC (amidotransferasas, subunidades A y C,
respectivamente) (Figura 4.3.14 B).

Para ambos fosmidos, la region correspondiente al gen alkB y genes lindantes no pudo ser
comparada con los genomas disponibles de microorganismos del filo Planctomycetes, algo que

ya veniamos observando en nuestros analisis, ya que hasta el momento no se han reportado los

genes alkB en los pocos genomas secuenciados de miembros de este filo.
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Figura 4.3.14. Organizacion génica de los fragmentos genomicos conteniendo genes alkB de
longitud completa, y comparacion con genomas relacionados. A. Fragmentos identificados
in silico. Los nombres completos de los contigs son:
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_c1004147, TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_c1000452,
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TDF_OR_ARGO03_113mDRAFT_c1007828, y TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT_1008004. B.
Fragmentos obtenidos de la biblioteca metagenémica ORO07-BM. La longitud y la direccion
de las flechas indican el tamafio relativo y la direccién de transcripcién de cada gen predicho.
Por encima de cada flecha, se indican los nombres de los genes correspondientes en los casos
que pudieron ser asignados, 0 en caso contrario, se indican con nimeros consecutivos (para mas
informacion ver Tablas Al-4 del Apéndice). Las regiones donde se observé una organizacion
génica compartida (sintenia) con los genomas mas cercanos fueron sombreadas en gris. Se
indican los valores de identidad (%) al nivel de la secuencia de nucléotidos entre los genes
codificantes para ARN comparados, y los valores de similitud (%) al nivel de la secuencia de
aminoacidos entre las proteinas comparadas. Entre paréntesis se indican las posiciones relativas
de las regiones comparadas en los genomas mas cercanos identificados.

4.3.3 DISCUSION

Las dos técnicas para analizar un metagenoma utilizadas en este capitulo presentan sus
ventajas y limitaciones. La secuenciacion al azar del metagenoma permite generar informacion
de novo, y por lo tanto, es posible obtener informacién de microorganismos que antes no podian
ser muestreados (Eisen 2007). Sin embargo, en comunidades microbianas complejas, el proceso
de ensamblado puede ser ineficiente, y como consecuencia, el set de datos resultante estara
compuesto mayoritariamente por secuencias cortas (Wooley and Ye 2009). Por otro lado,
mediante la construccion de una biblioteca metagenémica en fésmidos es posible obtener
fragmentos grandes del metagenoma, lo cual brinda informacion de los genes y su contexto
genomico. El hecho de tener los fragmentos clonados significa una ventaja, ya que tiene el
potencial de revelar modulos metabdlicos, cuya funcién enzimatica puede ser analizada en
estudios posteriores (Gomez-Pereira, Schuler et al.). Sin embargo, en comunidades complejas la
biblioteca metagendmica deberd contener un gran numero de clones para poder encontrar
aquellos conteniendo los genes de interés (Uchiyama and Miyazaki 2009). Asimismo, se han
observado diferencias respecto a la informacion obtenida mediante la secuenciacion del
metagenoma antes y después del clonado en fésmidos, posiblemente debido al hecho de que
ciertos fragmentos se clonen diferencialmente respecto a otros, afectando la representatividad de
la comunidad natural (Temperton, Field et al. 2009; Ghai, Martin-Cuadrado et al. 2010). Por otro
lado, los métodos de busqueda (screening) tanto moleculares como funcionales de las bibliotecas
metagendmicas presentan sus limitaciones. De hecho, el ensayo molecular utilizado mostré una
muy baja eficiencia de recuperacion (2 clones de 46.000), y no encontramos un ensayo en placa
que nos permitiera visualizar la actividad Alcano monooxigenasa AIkB en placa de manera de

utilizarlo para realizar un screening funcional de la biblioteca metagendmica.

En este trabajo, las secuencias alkB identificadas in silico (secuenciacion al azar del
metagenoma) fueron mas abundantes respecto a aquellas identificadas en la biblioteca
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metagendmica. Ambas secuencias alkB identificadas en la biblioteca metagendmica fueron de
longitud completa, mientras que las secuencias alkB identificadas in silico fueron
mayoritariamente secuencias parciales. La corta longitud de las secuencias identificadas in silico
probablemente se deba a la baja eficiencia en el ensamblado, debido a la alta complejidad de las
comunidades de sedimentos de Bahia Ushuaia. De hecho, el porcentaje de secuencias
ensambladas fue 8,46% en promedio para las seis muestras. Este fue el menor valor en

comparacion con los otros sitios analizados del proyecto.

Realizamos una clasificacion actualizada de la familia de Alcano monooxigenasas AlkB,
incluyendo secuencias derivadas de proyectos gendmicos de miembros de los filos
Proteobacteria y Bacteroidetes, recientemente publicados en las bases de datos. A partir de los
trabajos anteriores, se habian descripto mayormente seis grupos filogenéticos de secuencias
AIKkB, relacionados con microorganismos de los filos Proteobacteria y Actinobacteria (Heiss-
Blanquet, Benoit et al. 2005; Wang, Wang et al. 2010). Luego de nuestro andlisis, fue posible
identificar un total de quince grupos, ampliando a mas del doble el espectro de diversidad
filogenética del gen alkB. Se definieron dos grupos nuevos con AlkBs de miembros de la clase
Gammaproteobacteria (Grupo V1 'y VII), otros dos grupos con AlkBs de miembros de la familia
Rhodobacteraceae (clase Alphaproteobacteria) (Grupos VIII-A y VIII-B), y cinco grupos con
AlkBs de miembros del filo Bacteroidetes (Grupos IX-XIII).

De acuerdo a esta clasificacion, las variantes AIkB identificadas in silico en los
metagenomas de los sedimentos de Bahia Ushuaia pudieron ser relacionadas mayoritariamente
con secuencias descriptas en microorganismos de los filos Proteobacteria (clases
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria) y Bacteroidetes (clase Flavobacteriia). En
particular, el 22% de las secuencias AIKB identificadas in silico agruparon dentro del clado
monofilético denominado Grupos | + Il + VI. Este clado esta formado mayoritariamente por
secuencias reportadas en Gammaproteobacterias, incluyendo bacterias marinas especializadas en
la degradacion de hidrocarburos alifaticos (Alcanivorax, Marinobacter). Se ha determinado el
rango de los sustratos utilizados por tres Alcano hidroxilasas de este clado. Las Alcano
hidroxilasas de Pseudomonas putida y Alcanivorax borkumensis (Grupo Il) son capaces de
degradar alcanos desde Cs hasta Cy2 0 Cy13 (van Beilen, Marin et al. 2004; van Beilen, Smits et
al.). En cambio, las Alcano hidroxilasas del Grupo | podrian ser responsables de la degradacion
de alcanos hasta Ci5, como se observo para una de las enzimas de Alcanivorax dieselolei B-5
(ACZ6280) (Liu, Wang et al. 2011). Asimismo, en este clado se encuentran secuencias derivadas
de proyectos gendmicos de microorganismos sobre los que no se dispone informacion de su

capacidad degradativa de hidrocarburos, o de los genes involucrados (Grupo V1, por ejemplo).
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Por otro lado, el 4% de las secuencias AlkB identificadas in silico fueron clasificadas como
Grupos VIII-A y VII-B. Las secuencias alkB de estos grupos estan reportadas en proyectos
gendmicos, sin estudios funcionales hasta el momento. Es interesante destacar que los
microorganismos hospedadores son mayoritariamente miembros del clado Roseobacter (familia
Rhodobacteraceae, clase Alphaproteobacteria) el cual es ubicuo en el ecosistema marino
(Buchan and Gonzalez 2010; Kim and Kwon 2010). Varios estudios han relacionado a los
miembros de este clado con la biodegradacion de hidrocarburos. Mediante técnicas
independientes del cultivo, se observo que son uno de los grupos que proliferan en experimentos
controlados de exposicion a hidrocarburos (enriquecimientos con petréleo crudo (Brakstad and
Lodeng 2005; Coulon, McKew et al. 2007), gasoil (Lanfranconi, Bosch et al. 2010), o alcanos
(McKew, Coulon et al. 2007)). En los genomas secuenciados de miembros de este grupo de
microorganismos se identifico la presencia de genes codificantes para enzimas involucradas en la
degradacion de alcanos, asi como también vias para la degradacion aerdbica de compuestos
aromaticos (Buchan and Gonzalez 2010). Harwati y colaboradores (Harwati, Kasai et al. 2007)
obtuvieron aislamientos a partir de agua de mar (Puerto Semarang, Isla de Java, Indonesia) y
evaluaron su capacidad para degradar componentes del petréleo crudo (n-alcanos Cio-Css,
alquilnaftalenos, alquilfluorenos, alquilfenantrenos, y alquildibenzotiofenos). Entre los
aislamientos  obtenidos, aquellos identificados como pertenecientes a la clase
Alphaproteobacteria fueron los mas abundantes, y al menos uno de ellos con la capacidad de

degradar alcanos podria estar relacionado con el clado Roseobacter (Roseivivax halodurans).

Los miembros del filo Bacteroidetes son el grupo méas abundante de bacterias marinas
después de los filos Proteobacteria y Cyanobacteria. Se han encontrado principalmente asociados
a particulas marinas (detritos o algas), donde utilizan compuestos de alto peso molecular como
fuente de carbono y energia (Fernandez-Gomez, Richter et al. 2013). Asimismo, se han obtenido
clones (Chang, Stephen et al. 2000; LaMontagne, Leifer et al. 2004) y aislamientos (Alonso-
Gutiérrez, Figueras et al. 2009) a partir de diferentes ambientes marinos con hidrocarburos. De
los aislamientos obtenidos, el mejor caracterizado es Yeosuana aromativorans, una bacteria
marina que degrada hidrocarburos poliaromaticos (Kwon, Lee et al. 2006). Ademas, se han
identificado dos microorganismos capaces de degradar alcanos de cadena larga: Flavobacterium
DS-711 (hasta Cjs) (Moriya and Horikoshi 2002), aislado a partir de sedimentos marinos
profundos, y Weeksella sp. (hasta Cs4) (Yuste, Corbella et al. 2000), aislado a partir de suelos
contaminados con petréleo crudo. Por otro lado, como se menciond anteriormente, existen una
variedad de secuencias alkB identificadas en genomas de microorganismos de este filo, por lo

cual se estima que existen muchos microorganismos capaces de degradar alcanos mediante

126



Resultados y Discusién. Capitulo 3

enzimas AIkB que aln no han sido caracterizados. En este trabajo, un 19% de las variantes AIkB
identificadas in silico fueron clasificadas dentro de grupos que contenian AlkBs de miembros del
filo Bacteroidetes, en su mayoria de la clase Flavobacteriia (Grupos X1y XII). Tal es el caso de
las cuatro variantes AIkB de longitud completa, que estuvieron relacionadas filogenéticamente
con las secuencias AIkB de los genomas de Aquimarina agarilytica ZC1, Polaribacter sp.
MED152 (Grupo XIlI), y Eudoraea adriatica (Grupo XIl). Las AlkBs de los Grupos X1y XII se
encuentran disponibles solo a partir de los proyectos de secuenciacion genémica, y no se han

reportado estudios funcionales sobre las mismas.

Un gran porcentaje de las variantes AIkB identificadas in silico no pudieron ser
clasificadas en los Grupos filogenéticos definidos (53%). Sin embargo, mediante el sistema de
asignacion taxonomica del software MEGAN, muchas de estas secuencias fueron clasificadas
como pertenecientes a microorganismos del filo Bacteroidetes. La asignacion del software
MEGAN se basa en un algoritmo menos estricto que la clasificacion basada en &rboles
filogenéticos, y en ese sentido el analisis filogenético es mas conservador.

Una de las secuencias AIkB identificadas en la biblioteca metagendmica, AlkB-401,
también fue clasificada como perteneciente a un microorganismo del filo Bacteroidetes mediante
el software MEGAN, mientras que AlkB-964 sdlo pudo ser asignada al dominio Bacteria (Tabla
A2, Apendice). En los andlisis filogenéticos, no observamos una relacion clara de estas
secuencias con respecto a las secuencias disponibles en las bases de datos, por lo que no
pudieron ser clasificada dentro de los Grupos filogenéticos definidos. Méas aun, los fragmentos
genoémicos de donde derivan AlkB-401 y AIkB-964 demostraron estar relacionados con los
genomas de microorganismos del filo Planctomycetes. En particular, el fragmento #401 podria
derivar de un microorganismo del género Rhodopirellula, de acuerdo a la presencia de una
secuencia parcial del gen ARNr 23S (Ward, Rainey et al. 2000). Estos resultados sugieren que la
asignacién taxondmica del software MEGAN pudo haber estado desviada por la falta de
secuencias AlkB del filo Planctomycetes en la base de datos del NCBI. De todos modos, también
existe la posibilidad de que la secuencia AIkB-401 haya sido adquirida por transferencia
horizontal desde un miembro del filo Bacteroidetes, ya que se encontrd una secuencia
correspondiente a una transposasa en este fragmento. La transferencia horizontal juega un papel
importante en la distribucion de los genes alkB entre las bacterias y, por lo tanto, los arboles
filogenéticos basados en el gen alkB no siempre reflejan las relaciones filogenéticas entre los
microorganismos portadores de dichos genes (van Beilen, Z. et al. 2003; Giebler, Wick et al.
2013). Sin embargo, de haber sido adquirido por transferencia horizontal, en principio este no

seria un evento reciente ya que las similitudes no son altas. Por otro lado, el contenido de GC
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promedio de las secuencias de los fdsmidos (54-55%) era similar al promedio de los
Planctomycetes segin se deriva de los genomas depositados en IMG (55.64%,
www.img.jgi.doe.gov), y no se encontraron anomalias en el contenido de GC en la region
correspondiente a las secuencias AIkB, lo cual sugiere que no ha habido un evento reciente que

haya impactado sobre las propiedades intrinsecas del ADN esta region génica.

La organizacion de los genes alk involucrados en la oxidacion de alcanos varia
significativamente entre las diferentes bacterias degradadoras. En muchos casos, los genes de la
via de degradacion se encuentran dispersos a lo largo del genoma. Por ejemplo, en Acinetobacter
sp. ADP1 y Pseudomonas aeruginosa PAO1L, los genes codificantes para las otras dos
subunidades del complejo enzimético Alcano hidroxilasa, Rubredoxina y Rubredoxina reductasa,
no se encuentran cerca del gen alkB, probablemente debido a que también participan en otras
vias oxidativas (Figura 2.3, Introduccion) (Tani, Ishige et al. 2001; Smits, Witholt et al. 2003;
van Beilen, Z. et al. 2003). En otros casos se ha observado un agrupamiento de todos los genes
de la via, como es el caso del plasmido OCT de Pseudomonas putida Gpol, donde los genes alk
se encuentran formado dos operones: alkBFGHJKL y alkST (van Beilen, Wubbolts et al. 1994)
(Figura 2.2, Introduccién). Asimismo, se han observado organizaciones similares en bacterias
marinas “especialistas” en la degradacion de hidrocarburos, o hidrocarbonoclasticas, como ser
Alcanivorax borkumensis, Marinobacter aquaeolei, y Thalassolituus oleivorans (Figura 2.3,
Introduccidn). Las bacterias hidrocarbonoclasticas poseen en general un metabolismo limitado,
pudiendo utilizar como fuente de carbono principal los hidrocarburos (aromaticos y alifaticos), y
adicionalmente algunos &cidos organicos de bajo peso molecular y aminoéacidos (Gauthier, Lafay
et al. 1992; Yakimov, Golyshin et al. 1998; Huu, Denner et al. 1999; Yakimov, Gentile et al.
2004).

En general, no observamos una via completa de degradacién de alcanos en los fragmentos
gendémicos analizados conteniendo genes alkB de longitud completa, ya sean los fragmentos
identificados in  silico (ARGO01_c1000452, ARGO01_c1004147, ARGO03 c1007828,
ARGO05_1008004) o los fosmidos de la biblioteca metagenomica (Fosmidos #401 y 964). En la
secuencia del fésmido #401, adyacente al gen alkB observamos un gen codificante para una
proteina reguladora putativa de la familia TetR. Los genes codificantes para reguladores del tipo
TetR —en algunos estudios denominados alkU— se han observado junto a genes alkB mayormente
en bacterias degradadoras de alcanos pertenecientes al filo Actinobacteria, como ser Prauserella
rugosa NRRL B-2295 (Smits, Balada et al. 2002), Nocardioides sp. CF8 (Hamamura, Yeager et
al. 2001), y algunas cepas del género Rhodococcus (Whyte, Smits et al. 2002; Cappelletti, Fedi

et al. 2011), entre otras. Por otro lado, también se ha reportado en una Gammaproteobacteria
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marina, Alcanivorax hongdengensis A-11-3 (Wang and Shao 2012). Sin embargo, son escasos
los estudios sobre el rol de esta familia de reguladores en el metabolismo de alcanos. Mediante
estudios de expresion (por RT-PCR en tiempo real) en Dietzia cinnamea P4 (Actinobacteria),
Procdpio y colaboradores concluyeron que el gen alkU —regulador de la familia TetR putativo—
seria responsable de la induccion de otros dos genes involucrados en el metabolismo de alcanos:
alkB y un gen codificante para un transportador de lipidos putativo (Procopio, de Cassia Pereira
e Silva et al. 2013).

Como ya se menciond, nuestros andlisis de asignacion taxondmica indicarian que las
secuencias de los fosmidos #401 y 964 pertenecerian a microorganismos del filo Planctomycetes.
Los miembros del filo Planctomycetes se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente
marino, donde se ha sugerido que utilizan heteropolisacaridos sulfatados complejos como fuente
de carbono y energia (Glockner, Kube et al. 2003; Woebken, Teeling et al. 2007). En cuanto a su
relacion con la degradacién de hidrocarburos, el Unico estudio corresponde al trabajo de Pereira
y colaboradores, donde observaron que siete aislamientos del filo Planctomycetes fueron capaces
de crecer en presencia de diferentes mezclas de hidrocarburos (diesel, gasolina sin plomo,
petrdleo, aceite de turbinas, fueloil y tolueno) (Pereira, Terenziani et al. 2010). Al comparar las
secuencias de los fosmidos con los genomas més relacionados —Rhodopirellula baltica SH 1y
Planctomyces limnophilus DSM 3776- observamos algunas regiones con la misma organizacion
génica, si bien las regiones encontradas abarcaban menos de la mitad de la longitud total de los
fosmidos (33% de cobertura para #401, y 12% para #964). En particular, la region
correspondiente al gen alkB y genes lindantes no se encontr6 en los genomas de Planctomycetes.
Dado que no encontramos informacion sobre genes alkB para este filo en la bibliografia,
realizamos una busqueda mediante el sitio IMG/M dentro de los genomas de Planctomycetes
disponibles (33 genomas anotados bajo el filo Planctomycetes). Utilizamos como filtro de
busqueda el nimero EC de la enzima, y también realizamos una busqueda mediante blastp,
utilizando como referencia la secuencia AlkB de Alcanivorax borkumensis SK2 (CAL18155). En
ningun caso obtuvimos resultados. Por lo tanto, los fosmidos podrian derivar de un

microorganismo del filo Planctomycetes alin no caracterizado.

En resumen, la gran diversidad microbiana encontrada en los sedimentos de Bahia Ushuaia
(Capitulo 1, Resultados y Discusion), hace necesario el uso de técnicas independientes del
cultivo de alto rendimiento para estudiarlos. Ambas técnicas utilizadas en este capitulo
mostraron ser complementarias con respecto a la informacion obtenida, aportando informacién
de novo sobre la diversidad de estos genes en el ambiente y sobre sus contextos genémicos. Aln

teniendo en cuenta los posibles desvios asociados a los eventos de transferencia horizontal de los
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genes alkB, y los desvios asociados a la falta de informacion en las bases de datos, nuestros
resultados sugieren que los microorganismos del filo Bacteroidetes (en particular de la clase
Flavobacteriia) y Planctomycetes podrian tener un rol tan importante como los microorganismos
del filo Proteobacteria tipicamente asociados a la biodegradacion de alcanos en ambientes
costeros frios, la cual podria haber sido subestimada. Ademas, la identificacién de secuencias
AIkB novedosas en fragmentos genémicos relacionados con miembros no cultivados del filo
Planctomycetes afiade una nueva caracteristica potencial para este grupo filogenético diverso y

poco estudiado.
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5 CONCLUSIONES

El objetivo general de esta Tesis fue incrementar nuestro conocimiento sobre las
poblaciones bacterianas degradadoras de hidrocarburos alifaticos que habitan ecosistemas
marinos cronicamente contaminados de ambientes subantarticos. Para ello se eligié Bahia
Ushuaia como sitio de estudio, la cual presenta sitios puntuales de contaminacién cronica con
hidrocarburos provenientes de combustibles refinados. Los niveles de hidrocarburos alifaticos
totales determinados para sedimentos intermareales de dos sitios cercanos en Bahia Ushuaia
(muestreados durante el periodo 2006-2008) corresponden a una contaminacion baja-moderada
de acuerdo a los niveles encontrados en otros estudios a lo largo de la costa Patagdnica
(Commendatore, Nievas et al. 2012), y corresponden al rango observado para sedimentos
portuarios de areas urbanas o industriales (United Nations Environment Programme 1992). Estos
mismos sedimentos presentaron sin embargo concentraciones relativamente altas de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Marcos, Lozada et al. 2012) probablemente debido a la
acumulacion que estos sufren en la matriz del sedimento y su menor biodegradabilidad. Indices
diagndsticos calculados a partir de los perfiles de hidrocarburos alifaticos de estos sitios
demostraron que los mismos tienen origen petrogénico y estan afectados por procesos de
biodegradacion, lo cual sugiere la presencia de comunidades microbianas adaptadas a la

presencia de estos contaminantes.

Durante el trabajo correspondiente a esta Tesis se utilizaron dos herramientas moleculares
independientes del cultivo de microorganismos, basadas en el analisis de marcadores funcionales
(bibliotecas de productos de amplificacion de alcano monooxigenasas alkB), y filogenéticos
(secuenciacion en gran escala de amplicones del gen para el ARNr 16S). A partir de los
resultados obtenidos, podemos concluir que los sedimentos de zonas costeras urbanas de Bahia
Ushuaia presentan una gran diversidad de variantes de genes alkB, con una predominancia de
secuencias relacionadas al filo Proteobacteria, y Actinobacteria en segundo lugar. La mayoria de
las variantes alkB observadas resultaron mas similares a genes descriptos en microorganismos no
cultivados de zonas frias (sedimentos marinos o suelos), resaltando el rol de la temperatura en la
estructuracion de estas comunidades. Ademas de la temperatura, los aportes pequefios pero
constantes de hidrocarburos refinados también estarian influenciando las comunidades
autoctonas, ya que en al analizar una muestra representativa de sedimentos cronicamente
contaminados (Planta Oridn) por secuenciaciéon en gran escala de amplicones del gen para el
ARN ribosomal 16S se observo una comunidad dominada por géneros bacterianos conocidos por

su capacidad de degradar hidrocarburos o que se han visto asociadas a la biodegradacion a bajas
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temperaturas: Oleispira, Pseudoalteromonas, Glaciecola, y Psychrobacter (Deppe, Richnow et
al. 2005; Harwati, Kasai et al. 2007; Prabagaran, Manorama et al. 2007; Brakstad, Nonstad et al.
2008; Golyshin, Ferrer et al. 2010). Entre ellas, Oleispira se especializa en la biodegradacion de
alcanos, y pertenece al grupo de las bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas (OHCB), de
reconocida importancia global en la remocion de hidrocarburos en ambientes marinos
contaminados (Yakimov, Timmis et al. 2007). Asimismo, miembros del clado Roseobacter

(Alphaproteobacteria), y del género Nocardioides (Actinobacteria) también fueron abundantes.

La respuesta de una comunidad microbiana frente a un evento de contaminacion con
petroleo depende de numerosos factores, entre ellos, la composicién del petréleo y el grado de
intemperizacién, asi como también de las condiciones ambientales, en particular la temperatura y
la concentracion de nutrientes (McGenity, Folwell et al. 2012). En el segundo capitulo de
resultados de esta Tesis, evaluamos la respuesta de la comunidad bacteriana de una muestra de
sedimentos de Planta Orion frente a una exposicion experimental a petréleo crudo con vy sin el
agregado de nutrientes. Se utilizé una temperatura de 15 °C (semejante a la temperatura de la
ciudad de Ushuaia en verano) y se evalud el efecto luego de 20 dias de exposicion. La
comunidad bacteriana del sedimento respondié rapidamente, observandose cambios tanto a nivel
funcional como estructural. A nivel funcional, se observaron cambios rapidos en el perfil de
hidrocarburos por cromatografia, y se identificaron secuencias de genes alkB que pueden ser
consideradas relevantes ecolégicamente por su distribucién a lo largo de diferentes sitios y afios
en el sedimento, y su seleccion en los sistemas experimentales. Esta informacion puede ser
utilizada en futuras aplicaciones, por ejemplo, para el desarrollo de herramientas moleculares de
diagndstico ambiental. En los ultimos afios ha cobrado mayor importancia el uso y la adaptacion
de herramientas moleculares (por ejemplo, PCR, gPCR, microarreglos, medidas de actividad
enzimatica) con el fin de obtener informacion valiosa sobre la presencia y actividad de
microorganismos relacionados con la degradacion, la cual no puede obtenerse por los métodos
tradicionales. Asi, la informacién proporcionada por las herramientas moleculares puede
utilizarse en todas las etapas durante el manejo ambiental de un sitio (caracterizacion,
remediacion, monitoreo, y finalizacion) (ITRC (Interstate Technology & Regulatory Council)
2011). Las herramientas moleculares han mostrado ser determinantes para la comprension de los
procesos ecologicos y de biodegradacion que ocurren como consecuencia de un derrame, por
ejemplo en el caso de los estudios de monitoreo realizados a partir del accidente del Golfo de
México (Kimes, Callaghan et al. 2013). Dada su complejidad, el ambiente costero en especial los
sedimentos, constituyen un desafio importante para la remediacién ambiental, y en donde estas

herramientas llegaran a cumplir un rol preponderante en los préximos afios.
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A nivel estructural, nuestros resultados indicaron que los grupos bacterianos que podrian
estar involucrados en el proceso de atenuacion natural de hidrocarburos corresponderian
principalmente a las clases Alphaproteobacteria y Actinobacteria. Entre las Alphaproteobacteria,
los miembros del clado Roseobacter y del género Maribius, los cuales se han reportado en otros
estudios como asociados a la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos (Hara, Syutsubo et al.
2003; Harwati, Kasai et al. 2007; McKew, Coulon et al. 2007; Jiménez, Vifias et al. 2011) se
sugieren como importantes para la biodegradacion de estos compuestos en este sitio. Entre las
Actinobacterias, los miembros del género Nocardioides, el cual posee cepas con la capacidad
para degradar alcanos (Hamamura and Arp 2000), también se sugieren como relevantes para la
biodegradacion de estos compuestos en este ambiente. A pesar de ser de los microorganismos
mas abundantes en el sedimento, Oleispira no fue seleccionada en los sistemas experimentales.
La temperatura de la muestra del sedimento original fue de 6,8 °C por lo cual probablemente la
cepa correspondiente que habita en estos ambientes subantarticos sea la psicrofilica, cuya
temperatura 6ptima de crecimiento es 2 a 4 °C (Yakimov, Giuliano et al. 2003), bien menor a la

temperatura de los experimentos.

Observamos que luego del tratamiento con petréleo crudo y nutrientes, se produce un
cambio drastico en la estructura de la comunidad bacteriana, seleccionandose
predominantemente los géneros Alcanivorax (Gammaproteobacteria) y Thalassospira
(Alphaproteobacteria).  Alcanivorax, también miembro del grupo de bacterias
hidrocarbonoclésticas obligadas (OHCB) (Yakimov, Timmis et al. 2007), constituye el
paradigma de la biodegradacion de alcanos en el ambiente marino. Nuestros resultados
concuerdan con otros estudios donde se observé que Alcanivorax es un colonizador temprano y
dominante en experimentos de exposicion a hidrocarburos con el agregado de nutrientes
(bioestimulacion) (S. and M. 2010). Las bacterias del género Thalassospira, ampliamente
distribuidas en el ambiente marino (Lai, Liu et al. 2014) y originalmente reconocidas por su
capacidad de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) (Kodama, Stiknowati et al.
2008; Zhao, Wang et al. 2010), podrian estar interaccionando en forma de consorcio con
Alcanivorax. McKew y colaboradores sugirieron una interaccion cooperativa entre Alcanivorax y
microorganismos degradadores de HAPs en microcosmos de agua de mar y petréleo crudo, y lo
atribuyeron a la capacidad de produccion de biosurfactantes por parte de Alcanivorax (McKew,
Coulon et al. 2007). Los biosurfactantes estarian mejorando la accesibilidad de los HAPS,
beneficiando a las bacterias degradadoras de estos compuestos. Asimismo, Alcanivorax podria
beneficiarse de esta situacion al disminuir la concentracion de componentes inductores de estrés

como los HAPs. En base a estas observaciones, sugerimos que en nuestro sistema experimental
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Alcanivorax y Thalassospira podrian estar participando cooperativamente de la biodegradacion
del petréleo crudo, siendo Thalassospira la responsable de la biodegradacion de la fraccion de
hidrocarburos aromaticos, y Alcanivorax la responsable de la fraccién de hidrocarburos
alifaticos. No obstante, se necesitan futuros estudios para confirmar esta hipdtesis, involucrando
multiples aspectos de la interaccion y como ésta afecta la biodegradacion (Olivera, Nievas et al.
2009).

Asimismo, no podemos descartar el posible aporte de otros grupos bacterianos que también
fueron enriquecidos en los sistemas experimentales, para los cuales falta informacion sobre sus
capacidades degradativas, y que por lo tanto fueron reportados por primera vez como asociados a
la biodegradacion de hidrocarburos. Tal es el caso de Brevundimonas, Hellea, Hirschia,
Gaetbulibacter, Gillisia, y Sediminibacter. Es necesario dilucidar el posible rol de estos grupos
en la biodegradacion en este ambiente, asi como también las vias de degradacion utilizadas. Para
ello, se estan planificando estudios metagendémicos a partir de algunos de estos enriquecimientos,
los cuales permitiran el ensamblado de genomas de interés de organismos aun no cultivados,
inclusive algunos que en este trabajo no llegaron a ser clasificados a nivel de género por ser
evolutivamente divergentes con respecto a las secuencias disponibles en las base de datos. Esto
se llevara a cabo mediante una estrategia de “binning” o clasificacion de las secuencias de las
poblaciones de interés en base a diferencias en sus abundancias relativas entre los sedimentos

originales y los enriquecimiento (Albertsen, Hugenholtz et al. 2013).

En el altimo capitulo, utilizamos dos enfoques metagendmicos para seguir ampliando
nuestro conocimiento de la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos en sedimentos
subantérticos. Una de estas estrategias, la secuenciacion al azar y en gran escala del
metagenoma, presenta la gran ventaja de lograr independizarse de los desvios relacionados con
la utilizacién de cebadores (Jurelevicius, Alvarez et al. 2013), y por lo tanto puede proporcionar
informacidn de novo sobre genes y microorganismos previamente inaccesibles por otras técnicas
(Eisen 2007). Gracias a esta estrategia, se determin0 de que en los sedimentos existe una
importante proporcion de genes alkB similares a los descriptos en las Flavobacterias (filo
Bacteroidetes). Ademads, una fraccién de las secuencias AIkB identificadas in silico se
encontraron relacionadas con genes alkB recientemente reportados en genomas de miembros del
clado Roseobacter (familia Rhodobacteraceae). Anteriormente, habiamos sugerido que los
miembros del clado Roseobacter serian importantes para la biodegradacion de hidrocarburos
alifaticos en el ambiente analizado (Capitulos 1y 2), por lo que en conjunto nuestros resultados
sugieren que una de las vias utilizadas por este grupo podria involucrar la activacion de alcanos

mediada por alcano monooxigenasas de la familia AIkB.
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La gran proporcion y diversidad de las secuencias identificadas in silico relacionadas con
genes alkB reportados en miembros del filo Bacteroidetes contrasta con lo observado mediante el
analisis de las bibliotecas de productos de amplificacion, donde las variantes relacionadas con el
filo Bacteroidetes fueron minoritarias (Capitulo 1). Esa diferencia probablemente se deba a la
especificidad de los cebadores utilizados, que presentaron un desvio hacia secuencias de los filos
Proteobacteria y Actinobacteria disponibles al momento del disefio de los mismos (Capitulos 1y
2). Mas aun, los miembros del filo Bacteroidetes, en especial de la clase Flavobacteriia
(Flavobacterium, Gaetbulibacter, Gillisia, y Sediminibacter), también fueron enriquecidos luego
de la exposicion experimental a petrdleo crudo y nutrientes (expOR08-ON, Capitulo 2). En
conjunto, nuestros resultados sugieren que la importancia de miembros del filo Bacteroidetes
para el potencial de biodegradacion de hidrocarburos en ambientes costeros de zonas frias podria
haber sido subestimada, y que podrian tener un rol igual o mayor a los microorganismos del filo
Proteobacteria. Recientemente un trabajo publicado por Nie y colaboradores (Nie, Chi et al.
2014) demostrod la amplia diversidad de secuencias AIkB que existen al momento en genomas
secuenciados de miembros de este filo, y en metagenomas de diferentes ambientes, lo cual esta

en concordancia con nuestros resultados.

Debido a la complejidad de las comunidades microbianas naturales y la corta longitud de
las lecturas provenientes de las plataformas de secuenciacion de alto rendimiento, en muchos
casos el proceso de ensamblado de las lecturas es altamente ineficiente (Wooley and Ye 2009).
De hecho, en el set de datos correspondiente al metagenoma de sedimentos de Bahia Ushuaia, el
porcentaje de secuencias ensambladas fue bajo. El uso de otra estrategia metagendmica
complementaria, tal como el clonado de insertos grandes del metagenoma en fésmidos, puede ser
atil en la recuperacién de secuencias de genes de longitud completa y al analisis de su contexto
gendémico, con la ventaja adicional de que las enzimas correspondientes se encuentran
disponibles para futuros estudios bioguimicos o aplicaciones biotecnoldgicas (Kim, Kim et al.
2007). En nuestro caso, la construccion de una biblioteca metagenomica en fosmidos a partir de
una de las muestras de sedimentos de Bahia Ushuaia (OR07) dio como resultado la obtencién de
46.000 clones, abarcando aproximadamente 1,8 Gb de informacién genética de este ambiente.
Mediante la busqueda por PCR en esta biblioteca, se identificaron dos fragmentos gendmicos (de
longitud 33 kb y 38 kb), conteniendo secuencias AlkB de longitud completa y novedosas, como
asi también genes contiguos potencialmente involucrados en el metabolismo de alcanos y
lipidos. Ambos fragmentos genomicos se encontraron relacionados con los genomas de
miembros del filo Planctomycetes, y uno de ellos pudo ser asignado al género Rhodopirellula,

gracias a la presencia de una secuencia parcial del gen ARNr 23S. Las bacterias del filo
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Planctomycetes fueron uno de los grupos abundantes en este sitio segun el anélisis secuenciacion
en gran escala de amplicones del gen ARNr 16S (2,6%, Capitulo 1), si bien no fueron
seleccionadas en los sistemas experimentales de exposicion a hidrocarburos (Capitulo 2). No
existian hasta el momento reportes de la presencia de genes que codifican para la degradacion de
alcanos en este grupo filogenético, a pesar de cumplir un rol preponderante en el ciclado del
carbono en el ambiente marino, se encuentra ain muy poco estudiado (Wagner and Horn ;

Woebken, Teeling et al.).

Es de destacar que se utilizaron los mismos cebadores tanto para la amplificacion de genes
alkB a partir de los sedimentos (Capitulo 1), como en el screening de la biblioteca metagenémica
(Capitulo 3), y sin embargo, recuperamos genes alkB diferentes en ambas situaciones. Esto
podria deberse a que se utilizaron diferentes extracciones de ADN en cada situacion. Por
ejemplo, en suelos se observd que la diversidad bacteriana revelada puede variar dependiendo
del método de extraccion de ADN utilizado (Inceoglu, Hoogwout et al. 2010). Para la
construccion de las bibliotecas de productos de amplificacion se utilizé un kit comercial
(Materiales y meétodos, seccion 3.9), mientras que para la construccion de la biblioteca
metagendmica se utilizé6 un método de extraccion manual basado en (Zhou, Bruns et al. 1996)
(Materiales y métodos, seccion 3.11). Por otro lado, las bibliotecas de productos de
amplificacion fueron construidas en plasmidos (TOPO-TA Cloning®, Invitrogen), mientras que
para la construccion de la biblioteca metagendmica se utilizaron fésmidos (CopyControl™ HTP
Fosmid Library Production Kit, Epicentre). Incluso diferentes sistemas de clonado basados en
plasmidos (como los sistemas TOPO TA y pGem-T) presentan preferencias en la ligacion de

insertos (Palatinszky, Nikolausz et al. 2011).

Los resultados obtenidos resultaron ser complementarios en cuanto a la informacién
obtenida, por lo que podemos concluir que con cada técnica estamos “observando” a la
comunidad desde una perspectiva particular, cada una con sus ventajas y limitaciones, pero que
en conjunto nos permiten obtener una vision mas completa, al ir sorteando los desvios
correspondientes a cada una. Segun cual sea el objetivo de estudio, algunas estrategias resultaran

mas o menos acordes (Forney, Zhou et al. 2004; Ghai, Martin-Cuadrado et al. 2010).

En resumen, el estudio mediante métodos independientes del cultivo de las comunidades
microbianas de un ambientes frio cronicamente contaminado de la Patagonia, nos permitio la
identificacion de genes biomarcadores y microorganismos indicadores para la biodegradacion de
alcanos en estos ambientes, inferir su posible respuesta a la exposicion a petrdleo crudo y su

comportamiento frente a la bioestimulacién con nutrientes, asi como también avanzar en el
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andlisis del contexto gendmico de algunos de estos genes en grupos microbianos ecolégicamente

relevantes pero aln poco conocidos.
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6 APENDICE

Figura Al. Secuencias AlkB obtenidas de la base de datos de secuenciacién al azar del
metagenoma
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MHFGIEHNS

>30073388671_ARG02

KNKLFDWLLYLNLPVVFGLLFFALKVITNQALETYEIIGFVFSIGIVLAINGINVAHELGHRQSTNERFLGKAL
LLPSFYMHF

>3433052281_ARG06

FTKEAAENRTVNTIFDWLLYLNVPIVFGVLIWALLEVSLSPLETYEFVGFVLTIGMMFSVNGINVAHELGHR
QTTNERFLGKLLLLPS

>11320661_ARGO02

NLNENEHEVKKHKNIFDWLLYLNVPVVYGLLFYAIWFVSTHSISTIEIIGLSLSVGIVLGTNGINVAHELGHRI
KTKERYLGKIL

>30459035471_ARG02

ATNFEGKEREARLKNKLFDWLLYLNIPLVFGLFYFSLHELATSSYETFELVGIIISMGIVLGTNGINVAHELGH
RTKRYE

139



Apéndice

>10273413_ARGO05

MKDLKYLAAFTIPISAFIGIYFKGYWSFITPVYAFLLIPALELLLPVNATNFEGKEREARLKNKLFDWLLYLNI
PLVFGLFYFSLHELATSSYETFELVGIIISMGIVLGTNGINVAHELGHRTKRYERIMGKLLLLPSLYMHFYIEH
NYGHHV

>30693799951_ARGO5

YLNLPLVFSIAIYGLSVVSSNTLQTYEFVGLIFSVGIVLGVNGINVAHELGHRQTTNERFLGKALLLPSFYMHF
YIEHNFGHHLNAAT

>11039171_ARGO02

DSYNFDKETAQLEKENKLYNWILYVTVPIQISMLFFFFYVIQESLTTTEYIGRISAMGLMCGVLGINVGHELG
HRMNKAEVLLGELMLLTS

>10060261_ARGO3

MKRLKYLLVYLLPISVYISFTSEGIITLFPVILFFGIVPILEVFFKADSYNFDKETAQLEKENKLYNWILYVTVPI
QISMLFFFFYVIQESLTTTEYIGRISAMGLMCGVLGINVGHELGHRMDKAEVLLGELMLLT

>10588651_ARGO1

ADSYNFDKETAQLEKENKLYNWILYVTVPIQISMLFFFFYVIQESLTTTEYIGRISAMGLMCGVLGINVGHEL
GHRMDKAEVLLGELMLLTSLNTHFLPYHNGGH

>30623914181_ARGO5

TKEEEKKVKNKSFYDWIIYINVPAQFTLLFFFLWKITSTDLATFELIGKTISMGVACGVLGINVAHELGHRHK
KYEQWMSK

>30311946991_ARGO5

LELMTRPDPRNLSEAESELRRVDRVYDYLLYLMVPMQWGFVIWFLFAISQPGLSWVTLAGRITGMGLMCG
AFGINVAHELG

>30790433561_ARGO5

NLSKTEKELAKEDSIYDFIIHLLVPVHLYVIYYFLTTIGDPLLTTSDLVARIIMMGVALAFLGINMGHELGHKT
NNAFKQI

>30221446951_ARGO5

YYFLITISDPGLTNSDIIARVFMTGTLLGVFGINIGHELGHKTNSLWKQFFAQVLLTTSMQNHFIPYHNGGHH
RDIGTPADL

>30350274911_ARGO5

MLISFFFVIDLTPLNSISFYGKSFAMGLMCGVIGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGH
HREVATPDDAA

>30877795541_ARGO02

LVSSQSLSNTEIIGLTFSLGIVLGTNGINVAHELGHRLKTKERYLGKLLLLPSLYMHFYIEHNFGHHVNAATN
EDPATAKY

>3098459131_ARG06

IDLTPLNSISFYGKSFAMGLMCGVIGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPD
DAATARK

>10355941_ARGO02

MKRLKYIFVFTLPIVVYLSFNSQGVMTFGPVVYAFLIIPAIELFLKPDKRNLDQVTLRKEKDARVYDWILYVA
VFVQLLMVISFLFVIDLTPFMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGHRSS
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>30898217101_ARGO02

KRNLDPDSLQKEKNSKVYDWILYLAVPIQLLMLISFLYVIELTPFMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGH
RSSRMEQFLG

>10820641_ARGO1

DHLLPTDASNPPEEVVPQLEADSYYRVLTYLTVPIHYFTLIYTAYIVGTQNLPWHAVLGLALSVGVVNGLAI
NTGHELGHKKTRLERWLAKI

>12627171_ARGO3

TDASNPPEEVVPQLEADSYYRVLTYLTVPIHYFTLIYTAYIVGTQNLPWHAVLGLALSVGVVNGLAINTGHE
LGHKKTRLERWLAKIALAVV

>14115521_ARGO5

YDWILYLSLPVQVLMLISFLFVIDLTPLDSISFYGKTFSMGLMCGVMGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLT
SLNTHFLPYHNEGHHREV

>30074876911_ARGO5

LNEKKSKVYDWILYLSLPIQFLMLISFFFVIDLTPLNSISFYGKTFAMGLMCGVIGINIGHELGHRSKRWQQFL
GEILLLTSLNTHFLPY

>12452191_ARGO5

LLPTDASNPPEEVVPQLEADSYYRVLTYLTVPIHYFTLIYTAYIVGTQNLPWHAVLGLALSVGVVNGLAINTG
HELGHKKTRLERWLAKIALAVVGYGHFLIEHNRGHHVDVATP

>30530482301_ARGO5

VWVPVQFVMLFGLIWYVSPAEHLNTLEKLAIFFGVGVINGTIGINYSHELMHQKNRLERWLADALLAMVLY
SHFRSEHLLVHHR

>30788412271_ARGO5

VPLHFLILLCGAWFVARHDPGWSGLLALSLTVGAISGFAINTGHELGHKKGRLDRLAARLVLAVPCYGHFSI
EHNAGHHAE

>3212381241_ARGO06

VPIHYFTLIYTAYVVGTQNLPWYAVLGLALSVGVVNGLAINTGHELGHKKTKLERWLAKIVLAVVGYGHFLI
EHNRGHHVD

>30033411541_ARGO5

ENNPPEEIISQLELDPYYRRLTFIAVPLYFISFLGAAAYAATQDLSAAAYACLAITAGLTAGLAINSAHELGHK
NSKPEKL

>30866285361_ARG02

NPPEEIVPQLEEDHYYRRLTWVTVPLHFITLIAVAWFAASQDLSTWSLLLLAITAGAYSGLGVNTAHELGHK
KTALEQYLAKF

>30264154561_ARGO5

AGGLETFEMVGMTWSIGIIVSTIGINVAHELGHRVKKSEQLMSKSLLLSALYMHFFIEHNKGHHKNIATDED
PASSRLNENLYAFWVRST

>30866622931_ARGO5

LGINTAHELGHKKTPEEQLLAKIALMIPAYGHFCVEHNHGHHRYVATPGDPASARMGESIYRFALREIPGAF
RRGWQVES

>30022778261_ARGO5

GVSSDVMGLSAAHELAHRINGKFEPILSKILYGTVLYIHFGMEHVVGHHKRVATPEDPATLRLGESFYAYLP
RSVFGGFNSVWEFE
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>30052934601_ARGO5

GKIILFFGVGIASGTIGINYSHELMHRPGKLQRWLGDLLLASVLYSHFRSEHLLVHHTYVGTPRDAVTARYN
EGFQRFFPRV

>30124124041_ARGO02

THELVGMIISVGIVLGVNGINVAHELGHRQHTNERLIGKALLLPSQYMHFYIEHNFGHHLHAATPEDPATAR
YNQSVYSFWFT

>30800902951_ARG02

VGLIFSVGIVLGVNGINVGHELGHRQATNERFIGKALLLPSLYMHFYIEHNFGHHLHAATKEDPATARYNQS
VYSFWFTS

>13043121_ARGO3

SSQSVSNTEIIGLTFSLGIVLGTNGINVAHELGHRLKNKERYLGKLLLLPSLYMHFYIEHNFGHHVNAATHED
PATAKYNQTVYSFWIT

>3375783141_ARGO06

IVLGTNGINVAHELGHRLTTNERHLGKLMLLPSFYMHFYIEHNFGHHLNAATKEDPATAQYNQTVYSFWF
TSVILQYFGAWK

>30035489461_ARG02

MGLMCGVMGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPNDSATARKGELLFVF
WIRSHFSSYAKA

>11027971_ARG02

AMGLMCGVIGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPADAATARKGELLFVF
WIRSHFSSYAKAWQIENRRM

>30023893731_ARGO05

NSISFYGKTFAMGLMCGVIGINIGHELGHRSKRWQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPDDAATA
RKGELLFVFWIRS

>30332449271_ARGO05

GVLGINIGHELGHRSSRKEQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPKDAATAKKGQWLYSFRITSHFK
SYAKAWKIENNK

>30424736561_ARGO5

IGHELGHRSSRMEQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPDDAATAKKDQWLYSFWISSHFKSYAKA
WKIENNRMQ

>11088001_ARG06

TPXMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGHRSSRMEQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPSDAA
TAKKDQWLYSFWITSHFKSY

>3161369221_ARG06

MCGVTGINIGHELGHRKSRLEQLLGEMLLLSSLNTHFLPYHNEGHHREVATPGDPATAKINQWLFSFWLSS
HFGSYVKAWKIENNRM

>10305721_ARGO02

LPYHNEGHHREVATPSDAATAKKDQWLYSFWITSHFKSYVKAWKIENNRMRRNGKSIFSLSNKMIVYSIA
NLAVLSTIYFLFDLKVFLAFILAAVIGILLLGTVDYIEHYGLLRKLNASGRYERVQHRHSWNSDHQLGR

>30390068201_ARGO5

HKRGKLPQLLAKLTLIPVCYGHFLVEHNRGHHVRVATPEDPASAKLGESFWQFLPRTVIGGILSAWKLEKK
KLQRKQLPTWHWSNE
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>30077850281_ARGO5

FSQLLLMTVGYMHFFIEHNRGHHVKVATPTDPATSRQGESFYFFWVRSVFKGYMSAWSLEKARLTKKKIK
VLSIHNQMIWFSLLPFLFWISI

>30238085351_ARGO5

MHQKPKWERWLGDILLASVLYAHFRSEHLLVHHRYVATPKDPVTARYNEGFHKFFVRVLKGSLLSAFNAE
RAMLARKGKRW

>12152321_ARGO5

EILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPADAATARKGELLFVFWIRSHFSSYAKAWQIENRRMKKTGKSIFSI
SNRMIFYTLANIVLLLSIYYFFNIKVLFAFVLAAVVGILLLETVNYIEHY

>30526802821_ARGO5

LLTSLNTHFLPYHNGGHHFNVATPNDAATARKNEPLYIFWFRSHFSSYREAWQLENKRMKEVGKPLVSLQ
NKMIQYSIANALLL

>3206250991_ARG06

EMLLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPNDPATAMRNQWLIHFWVSSHFGSYIKAWSVEKARMQKQGNSP
YSFKNRMVVYS

>3176884471_ARG06

GHHREVATPSDAATAKKGQSLFTFWITSHFGSYFKAWKIENNRMKRLGKSIFSLSNRMFIYSIANVVLVAGI
YFFFGFKVL

>3176557221_ARG06

QSKYLFTLGEFVYVSLLFGHHTSAHRLVHHRFVATTHDPNSARLGQTAYRFLPRAWIGSFRAGLKAETQRR
LGVKSKGTHP

>3038897761_ARGO06

RLAQVPGFFTYFSIRHPYGHHNLVATPADPATAQRGDNFYSFSTRSIIGQYKMTWDLEKERLDKMDFETW
TWRNEALRGWAME

>3327289801_ARG06

TSLEMHFMPYHNNGHHHNVATPNDLATARKGELVFTFWFRSQIGSYFQAWNLEIKRLKKKGKSPFSFRNK
ALSYTLIQIASIAG

>3192183561_ARGO06

WQQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPADAATARKGELLFVFWIRSHFSSYAKAWQIENRRMKK
TGKSIFSISNRMIFYT

>10961231_ARGO5

VDVATPIDPASAKMGQSIYAFASWEIPGAVRRAWASEKTRLAKSGRGPWTLDNEVLQPTLMTVILYGGLLV
AFGWIMVPYLFIQAMWGWEFGILTSSNYIEHYGLLRQKLENGRYERCQPHHSWNSNHIMSNLILFNLQRHS
DHHANATRRYQCLRNFENLPQLPSGYPLMYVIAMIPPLWFAIMDPRV

>30721946881_ARG02

IRKKLTSGRYERVKEVHSWNSNHVVGRIVLYELTRHSDHHYKSSKKYQILDYHDSSPQMPYGYPTSMVMSF
LPPLWFKVMNPRIPAEMKS

>30008606141_ARGO5

CQPHHSWNANYTFSNIVLFHLERHSDHHANPSRRYQSLRNFDDIPDLPNGYFGTYLIAYVPWLWYKVMDK
RLLALPHINGDLG
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>30799369881_ARGO5

RKKLADGTYEKVTIRHSWNAPHRFTNYILFKLQRHSDHHENAMKPYQTLLSLKESPQLPHGYSLCIAMALN
PPMWFKVMDP

>30136803701_ARGO5

RCQPHHSWNANYTFSNIVLFHLERHSDHHANPSRRYQSLRNFADIPELPNGYFGTYLIAYVPWLWYRVMD
KRLLALPHINGDLS

>30009702521_ARGO5

HIYSNLVLFQLQRHSDHHAHPLRRYQSLRHFEHLPSLPNGYFGAYLLAYVPWLWFRVMDKRLLGLEHIQG
DLTKINIDPDKRDSIHRKY

>3002966991_ARGO06

SWNSNHVLGRLLLFEISRHSDHHYRPARPYQVLRHMEGSPQMPTGYPGMIVLSLFPPLWFAVMHPHIRKF
KEQNEAAMAPA*

>3448442581_ARG06

TFSNIVLFQLERHSDHHANSSRRYQSLRNFDDIPQLPNGYFGTYLIAYIPWLWYRVMDKRLLALPHVNGDL
SKLNIDPEK

>30677061131_ARGO5

ILMLETVNYIEHYGLLRHKNESGRYERVKHWHSWNSDHQIGRLMLFNLSRHSDHHYKASKKYQVLESLPE
SPQMPTGYPGMMMLA

>10419571_ARGO1

VGILLLETVNYIEHYGLLREKNSSGRYERVNRTHSWNSDHQIGRLMLFNLSRHSDHHFKSSKKYQVLESLEE
SPQMPTGYPGMMMLALIQPLWFAIMNKKLENVNKKPAPN*

>30122705731_ARGO5

HYGLLRKKLPSGRYERVKEVHSWNSNHVVGRIVLYELTRHSDHHYKSSKKYQILDYHDISPQMPYGYPTSM
VMSFLPPLWFKVMN

>3008495401_ARGO06

NYIEHYGLIRKKLPSGRYERVREVHSWNSNHVMGRIILYELTRHSDHHYKSSKKYQILDYHDSSPQMPFGYP
TSMVLSFLPPL

>30035755651_ARG02

VVLLESINYIEHYGLRRDKTKNGRYERVAEIHSWNSNHVLGRIMLYELTRHSDHHYKSHKKYQLLDCHETS
PQMPYGYPTSLVLAL

>3388026141_ARG06

VQSVVAFTLLELINYLEHYGLERRKLANGRYETVKQYHSWNSGHVMTNLNLINLGRHSDHHYKASRPYHIL
RYVSDAPQLPYGYST

>30728552211_ARGO5

SIFGVILLETVNYIEHYGLLRSKSPNGNYERVGPKHSWNSDHILARWMLFELSRHSDHHKSASKEYQILDSY
DDSPQMPTGY

>3280524341_ARG06

VEHYGLLREKTAKGRYERCEPHHSWNCNFVVSNLLLFHLERHSDHHAHPLRRYQSLRHFPDLPQLPNGYF
GMYVLAYLPWLWEFK

>3204647961_ARGO06

YIEHYGLLREKTAKGRYERCEPHHSWNCNFIVSNLVLFHLERHSDHHAHPLRRYQSLRHFPDLPQLPNGYF
GMYVIAYLPW
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>30609978961_ARG02

LTSANYIEHYGLLREKTEDGRYERCQPHHSWNANYTFSNIVLFHLERHSDHHANPSRRYQSLRNFADIPEL
PNGYFGTYL

>30830537111_ARGO5

EGMLNFTLIAVLGILLLGSVDYIEHYGLQRKKLDNGKYERVKHTHSWNSNHVLGRLLLFNLSRHSDHHFKA
HKKYQVLDSV

>3200477071_ARGO0O6

GWIMIPFLATHNVWAWEFQLTSANYIEHYGLLREMHADGRFERCKPHHSWNANYIFSNIALFQLERHSDHH
ANSSRRYQSLRN

>30420011451_ARGO02

ASYLIAILLFFGKIGLFFALLSALTGFLLLETVNYIEHYGLLRLKTESGRYERVKEIHSWNSNHVVGRIVLYELT
RHSDHHYKS

>3289894751_ARG06

[AILLFFGKIGLFFALLSALTGFLLLETVNYIEHYGLLRLKTESGRYERVKEIHSWNSNHVVGRIVLYELTRHS
DHHYKSS

>3445693031_ARG06

IVFLLFGKTALFFAILAAITAFLLLETVNYIEHYGLLRLKKTSGRYERVKEIHSWNSNHVIGRILLYELTRHSD
HHYRTSKKYQ

>10468551_ARG06

NIVLLLSIYYFFNIKVLFAFVLAAVVGILLLETVNYIEHYGLLREKNSSGRYERVNRTHSWNSDHQIGRLMLF
NLSRHSDHHFKSSKKYQVLESLEESPQMPTGYPGMMMLALIQPLWFAIMNKKLE

>30536696131_ARGO5

LIYYLFDFKVLFAFILAAIIGILLLGTVDYIEHYGLLRKINKSGRYERVKHHHSWNSDHQIGRLMLFNLSRHSD
HHYKSSRKYQLLES

>30775495381_ARG02

SIYLIFGLKVLFSFLIVASIGILLLETVNYIEHYGLLRKLNENGRYEKVRHYHSWNSDHIIGRCMLFNLSRHSD
HHYNGSKKYQLLKS

>3200602051_ARGO06

YLFFNIETMVAFLSASILGILMLETVNYIEHYGLLREIKKNGKYERVQPYHSWNSDHIVGRSILFELSRHSDH
HYKASKHYQLLDSF

>10340241_ARGO03

LVAFGWIMVPYLFIQAMWGWFGILTSSNYIEHYGLLRQKLENGRYERCQPHHSWNSNHIMSNLILFNLQR
HSDHHANATRRYQCLRNFENLPQLPSGYPLMYVIAMIPPLWFAIMDPRVAAWADGDISKLNVLPSEEERL
ALRYGLRQGLRQAA*

>30680221271_ARGO05

TVILVAHLGWMIAPFILVHHIFGWYGLTQANYVEHYGLLRQKHENGRYETCQPHHSWNTNHIFSNLMTFH
LQRHSDHHANPMRP

>30265308381_ARGO5

YAGSLVLQGGLIYAFGWIMIPFLAIHNVWAWYQLTSANYIEHYGLLREVDKEGRFERCQPHHSWNANYTFS
NIVLFHLERHSDHHANS
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>3421361961_ARGO06

ERHSDHHANSSRRYQSLRNFDDIPQLPNGYFGTYLIAYIPWLWYRVMDKRLLALPHVNGDLSKLNIDPEKR
DLIYAKYGKG

>11008751_ARGO1

FRQYFNAWRIQLDLLRRQGLSFINVKNDMLWYVLFQLGYLISVLILFGNKGFGFMLLSGIVGFLLLESVNYIE
HYGLLRLKTDSG

>10842921_ARG02

RRAWASEKTRLAKSGRGPWTLDNEVLQPTLMTVILYGGLLVAFGWIMVPYLFIQAMWGWEFGILTSSNYIE
HYGLLRQKLENGRYERCQPHHSWNSNH

>30675080831_ARG02

RNSKPAWHWSNAWLQYQLLQVLFLLTIYLVFGLTPLLYFVASAVFGIILLETINYVEHYGLQRNKNNSGVYE
GLKLQHSSNSDHPL

>11758251_ARGO3

HHFNVATPKDAATARKNEALYFFWVRSHFASYLNAWQLENKRLLNENKNVISFHNKMIRYSIANLLVLGT
[FYFFGLIVILSFIAAAVIGILQLETVNYIEHYG

>30749378381_ARGO5

RGKSTWSVHNNILQSYIGSLVLQGGLMIAFGWIMLPFLAVHNVWAWYQLTSANYIEHYGLLREKNDNGRY
ERCQPHHSWNANYTF

>30096184501_ARGO5

FEAWALEKDRLARRGKSIWSTNNQILHSFAISALLAFTLVATFGWIVIPFIVLHHAFAWWQLTSANYVEHY
GLLRQKDASGK

>30288584771_ARGO05

GKSIFSIQNKALIYTLIQLIFIASIYYFYGGKTCLLFIAAATFGILLLETVNYIEHYGLLRKKNEKGRYERVMHYH
SWNSDHPLGR

>30520481881_ARGO5

WNLENEKLKKQGASFFSLKNEMLLFQIIQIAYLVSVGLYFGWFVVPFAIIIAITGFLLLETVNYIEHYGLRRKK
LPSGRYENVT

>30643337971_ARGO05

LKRNNRSFFSFKNDMLWYFIFSCLYLIFLLYFFGTTVLLLAIATGLIGTILLETINYIEHYGLSRIKKKSGRYER
VTDIHSW

>3232851481_ARG06

EKTRLERRGDPVWSLNHNDVLQSYAITLVLHTAVVIAFGWIMLPFLLIHNFLAWWQLTSANYIEHYGLLRA
KKENGKYENC

>3205719791_ARG06

NARLQKRGLPSASLRNPYWQYCLGALATIALTYSLLGFKGVIAYLVLSFYAQSQMLIIDYVQHYGLQRKKMG
NGKYEPVSP

>30560485871_ARG02

LIIQLAYLLGILLIFGQTGLLFALGAALVGFLLLETVNYIEHYGLLRKKLPSGRYERVKEVHSWNSNHVVGRIV
LYELTRH

>3163078571_ARG06

DMFWCLVIEAFYLFATFFFFGQVGFLFSLASAVVGFTLLETVNYIEHYGLLRLKSKSGRYERVKEIHSWNSN
HVIGRIVLYELT

146



Apéndice

>3348037891_ARG06

ALSYTLIQIASIAGIYFLYGGLVATLFVAAAVFGILLLETVNYIEHYGLLRNKNEQGRYERVRHHHSWNSDHV
LGRAMLFELSRHS

>3437816171_ARGO06

TAIQYALLFAIYFIFGLTSLLMFVGAAGIGILLLETVNYIEHYGMLRKKNDDGRYERVRNYHSWNSDHPLGR
TMLFELSRHSD

>3389576421_ARG06

TIANILVIGLIYYLFDFKVLFAFVLAAIIGISLLGTVDYIEHYGLLRKLNASGRYERVQHKHSWNSDHQLGRLM
LFNLSRHSD

>30408730051_ARGO5

LVIQIGFVVGVALLFSPATMVCFLLAAGMGIFLLETVNYVEHYGLMRSEISPGKYERTMPHHSWNSDHILGR
LMLFELSRHS

>3440710891_ARGO6

NDILQSYAISAVLQLGLIAVFGWIMIPFLAIHNFWAWYQLTSANYIEHYGLLREKQANGRYERTQPHHSWN
ANYIFSNIALFHL

>10004523_ARGO01_longitud completa

LTPFMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGHRSSRMEQFLGEILLLTSLNTHFLPYHNEGHHREVATPSDA
ATAKKDQWLYSFWITSHFKSYVKAWKIENNRMRRNGKSIFSLSNKMIVYSIANLAVLSTIYFLFDLKVFLAFI
LAAVIGILLLGTVDYIEHYGLLRKLNASGRYERVQHRHSWNSDHQLGRLMLFNLSRHSDHHYKASKKYQLL
ESLPESPQMPTGYPGMMMLATIPPLFFWIMNKKIKS*

>10041471_ARGO1_longitud completa

MKRLKYIFVFTLPIVVYLSFNSQGVMTFGPVVYAFLIIPAIELFLKPDKRNLDQLTLRKEKDARVYDWILYVA
VFVQLLMVISFLFVIDLTPFMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGHRSSRMEQFLGELLLLTSLNTHFLPY
HNEGHHREVATPKDAATAKKDQWLYSFWFTSHFRSYVKAWKIENNKMKRDGKSILSLSNRMVVYSIANV
LVIGLIYYFFDLKVLFAFVLAAIIGISLLGTVDYIEHYGLLRKINESGRYERVKHHHSWNSDHQIGRLMLFNLS
RHSDHHYKASKKYQLLESQPESPQLPTGYPGMMLLATIPPLFFM

>10080042_ARGO5_longitud completa

MKDLKYLAAFTIPISAFIGIYFKGYWSFITPVYAFLLIPALELLLPVNATNFEGKEREARLKNKLFDWLLYLNI
PLVFGLFYFSLHELATSSYETFELVGIIISMGIVLGTNGINVAHELGHRTKRYERIMGKLLLLPSLYMHFYIEH

NYGHHVHAATKEDPATAKYNQSVYSFWVTSVARQYINAWVLQRKLLRSENRGVFSLYNDMLWYTLIQFV

HLSLIYYFFGASVLLYALLAALVGFLLLETVNYIEHYGLIRKKLPSGRYERVREVHSWNSNHVMGRIILYELT

RHSDHHYKSSKKYQILDYHDSSPQMPFGYPTSMVLSFLPPLWFKIMNPRIPDEMKTSGL*

>10078282_ARGO03_longitud completa

MKRLKYLFVFILPLGVYFSFNRHGLSTFGPVIWAFFFIPLIELFLRPDKRNLDQDSLQKEKNSKVYDWILYLA
VPIQLLMLISFLFVIELTPFMSVSFIGKVFSMGLLCGVLGINIGHELGHRSSRMEQFLGEILLLTSLNTHFLPYH
NEGHHREVATPSDAATAKKDQWLYSFWITSHFKSYVKAWKIENNRMRRNGKSIFSLSNKMIVYSIANLAV
LSTIYFLFDLKVFLAFILAAVIGILLLGTVDYIEHYGLLRKLNASGRYERVQHRHSWNSDHQLGRLMLFNLSR
HSDHHYKASKKYQLLESLPESPQMPTGYPGMMMLATIPPLFFWIMNKKIKS*
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Tabla Al. Informacién de los genes predichos en los fragmentos gendmicos correspondientes a los fosmidos #401 y 964. La longitud se
expresa en pares de base para las secuencias codificantes para ARN, y en aminoacidos para las secuencias codificantes para proteinas. Las funciones
predichas corresponden a los resultados obtenidos con las plataformas bioinformaticas ISGA y RAST, a excepcion del ORF 36 (obtenido mediante
busqueda con el algoritmo blastn), y de los CDS 0 y 64 (predicciones hecha con el software en linea FGENESB). Con un recuadro se indican los
operones predichos por el software en linea FGENESB.

Posicion Hebra Longitud Gen predicho Denominacion  Funcion predicha

Fosmido #401

1.976 - 976 pb éf;’;'gisgs ORF 36 ARNr 23S

1750..1825 - 76 pb ARNt-Ala ORF 37 ARNt-Ala

1906..1979 - 74 pb ARNt-1le ORF 38 ARNt-lle

2317..4233 + 638 CDS 39 Probable tioredoxina
Proteina de la familia acetilhidrolasa del factor activador de

4386..6044 + 552 CDS 40 plaquetas, plasmatica/isoforma intracelular 11 (ISGA); Hidrolasa
de éster carboxilico (RAST)

6718..7338 + 206 CDSs 42 Proteina hipotética

7390..8328 + 312 CDS 43 Endo-1,4-beta-xilanasa B putativa

8415..10220 - 601 fadD2 CDS 44 Acido graso de cadena larga-CoA ligasa EC 6.2.1.3

10527..11591 + 354 alkB1 CDS 46 Alcano 1-monooxigenasa 1 EC 1.14.15.3

11623..12237 + 204 CDS 47 Regulador transcripcional, familia TetR

12438..13661 + 407 CDS 48 Proteina hipotética

13835..15337 + 500 CDS 49 Proteina hipotética

15340..16635 + 431 lysA CDS 50 Diaminopimelato decarboxilasa EC 4.1.1.20

16765..17964 - 399 CDSs 51 Peptidasa S45, proteina con dominio penicilina amidasa

18042..18932 + 296 sqdC CDS 52 UDP-glucosa 4-epimerasa EC 5.1.3.2

18948..21035 - 695 CDS 53 Xantano liasa putativa
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Posicién Hebra Longitud Gen predicho Denominacion  Funcién predicha

21588..23069 - 493 gnd CDS 56 6-phosphogluconato deshidrogenasa EC 1.1.1.44

23438..24817 + 459 CDS 57 Proteina hipotética transmembrana

25023..25772 + 249 ate CDS 58 ARNt-Arginina transferasa EC 2.3.2.8

95960, 27507 + 515 CDS 59 Pfotgma h|~potet|ca-pred|CC|on de regién transmembrana y
péptido sefial

27658..28389 + 243 CDs 60 Proteina hipotética
Dominio SPFH / proteina de la familia Band 7 (ISGA); Proteina

28398..30428 * 676 CDS 61 de la membrana externa YqiK (RAST)

30451..30909 - 152 CDS 62 Transposasa putativa

31145..33896 + 917 CDS 64 ATPasa probable (parcial)

Fosmido #964

1..808 - 269 CDS 0 (parcial)  Proteina de la familia fosfotransferasa
Proteina de la familia aldehido deshidrogenasa EC 1.2.1.3

826..2346 i 506 alh CDS2 (ISGA); Aldehido deshidrogenasa B EC 1.2.1.22 (RAST)

2389..3300 - 303 CDS3 Proteina hipotética FIG008480

3366..4436 - 356 alkB CDS 4 Alcano -1 monooxigenasa

4708..5166 + 152 rpiB CDS5 Ribosa 5-fosfato isomerasa B EC 5.3.1.6

5182 7002 i 606 CDS 6 Proteina de division celular FTsl; Peptidoglicano sintetasa EC
24.1.1.129

7009..7353 - 114 CDS 7 Proteina hipotética

7458, 9242 i 594 CDS 8 Protgma con dominio lysM (ISGA), Proteina basica rica en
prolina (RAST)

9287 10177 i 296 mraw CDS 9 S-adenosil-metiltransferasa MraW (ISGA); Metiltransferasa H

subunidad pequefia ARNr (RAST)
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Tabla Al (continuacion)

10396..10605 - 69 CDS 10 Proteina no caracterizada
11323..13824 + 833 pepN CDSs 11 Aminopeptidase dependiente de Zn
13828..14544 + 238 CDs 12 Proteina hipotética
Glioxalasa EC 4.4.1.5 / Resistencia a bleomicina / Proteina de la
familia dioxi ISGA
14891..15361 + 156 CDS 14 super,aml 2 d|0X|gerjasa( 56 ). . .
Proteina PhnB; Proteina con dominio de unién a ADN 3-
demetilubiquinona-9 3-metiltransferasa (RAST)
15405..16886 - 493 gatA CDS 15 ARNt-Glutamil (GIn) amidotransferasa subunidad A
16994 17287 i 97 gatC CDS 16 ARNt_—GIutamll (GIn) y/o ARNt-aspartil (Asn) amidotransferasa,
subunidad C
17751..19562 + 603 typA CDS 17 Proteina de union a GTP TypA/BipA
Epimerasa dependiente de NAD / proteina de la familia
19919..21508 - 529 acrAl CDS 18 deshidratasa (ISGA)
Probable proteina acrAl (RAST)
22107..22820 - 237 CDSs 19 Proteina hipotética
23408..25435 - 675 Cbhs 21 Proteina hipotética
Proteina de la familia 3'-5' exonucleasa (ISGA)
26030..27244 + 404 CDS 22
Ribonuclease D EC 3.1.26.3 (RAST)
Proteina de la familia de oxidoreductasas dependientes de FAD
27449..29044 - 531 CDS 24 (ISGA)
Deshidrogenasa NAD (FAD), sll0175 homologo (RAST)
29430..31139 + 569 CDS 26 Proteina quinasa serina/treonina
3151732956 ) 479 CDS 27 Protel,na de la fam!l!a repeticion rica en leucina (ISGA)
Proteina de la familia Rab (RAST)
33436..33714 - 92 CDS 29 Proteina de membrana putativa
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33907..34488 - 193 CDS 30 Factor sigma de la ARN polimerasa, familia sigma-70

3617137043 i 290 CDS 34 Fosfo_llpasa/Famllla Carboxilesterasa (ISGA); Lipoproteina
putativa (RAST)

37137..37505 - 122 CDS 35 Proteina no caracterizada

37766..38323 - 185 albxv CDS 36 (parcial) Carbamoiltransferasa

Tabla A2. Clasificacion taxondmica de los genes predichos en los fragmentos genomicos correspondientes a los fosmidos #401 y 964. Para
identificar la secuencia mas cercana en la base de datos del NCBI, se utilizaron los algoritmos blastn y blastp para las secuencias codificantes para
ARN vy para las secuencias codificantes para proteinas, respectivamente.

Gen

9%ldentidad/similitud secuencia mas cercana en la base de datos del NCBI

Clasificacion MEGAN

Fosmido #401

ORF 36 92% Rhodopirellula baltica SH 1 (BX294148) Pirellula staleyi DSM 6068

ORF 37 93% Microvirgula aerodenitrificans (AF148123) No asignado

ORF 38  99% Rhodopirellula baltica SH 1 (BX294148) No asignado

CDS 39  60/75% Tioredoxina Rhodopirellula maiorica SM1 (EMI116728) Género Rhodopirellula
35/53% Acetilhidrolasa del factor activador de plaguetas, plasmatica/isoforma . .

CDS 40 intracelular 11 Hirschia baltica ATCC 49814 (ACT60233) Filo Proteobacteria
46/67% Proteina hipotética RSSM_05636 Rhodopirellula sallentina SM41 .

CDS 42 (EMI52909) Rhodopirellula sp. SWK7

CDS 43 36/48% Beta-xilanasa Bacteroides dorei (WP_007838253) Bacteria
58/74% Acido graso de cadena larga-CoA ligasa Cupriavidus sp. BIS7 .

CDS 44 (WP_019451156) Bacteria

CDS 46 55/75% Proteina hipotética Flexithrix dorotheae (WP_020526648) Filo Bacteroidetes

CDS 47 31/52% Proteina hipotética Sporichthya polymorpha (WP_019873923.1) No asignado
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Tabla A2 (continuacion)

Gen 9%ldentidad/similitud secuencia mas cercana en la base de datos del NCBI Clasificacion MEGAN

36/52% Proteina hipotética conservada Nhal_2195 Nitrosococcus halophilus Nc4

(ADE15287) nota="proteina relacionada a alfa-L-glutamato ligasa; TIGR02291" Filo Proteobacteria

CDS 48

CDS 49 35/49% Proteina hipotética H261 15882 Magnetospirillum sp. SO-1 (EME68938)  Filo Proteobacteria

52/66% Proteina hipotética SCE1572_41195 Sorangium cellulosum S00157-2

CDS 50 (AGP40361) Clase Deltaproteobacteria

CDS 51 47/59% Peptidasa S45, penicilina amidasa Congregibacter litoralis KT71 Gammaproteobacteria sin
(EAQ95987) clasificar
74/85% Epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD Rhodopirellula maiorica -

CDS 52 SM1 (EMI19169) Familia Planctomycetaceae
65/80% Proteina probablemente secretada-xantano liasa putativa Planctomyces .

CDSS3  haris DSM 8797 (EDL60405) Bacteria

o : . -

CDS 56 89/94% 6-fosfogluconato deshidrogenasa Rhodopirellula maiorica SM1 Familia Planctomycetaceae
(EMI119002)
67/81% Proteina secretada conteniendo DUF1598 Rhodopirellula maiorica SM1 . .

CDS 57 (EMI119417) pfam07643 Género Rhodopirellula
66/79% ARNTt Arginina-proteina transferasa Rhodopirellula maiorica SM1 ) .

CDS 58 (EMI19415) Género Rhodopirellula
56/71% Proteina conteniendo DUF1598, parcial Rhodopirellula maiorica SM1 . .

CDS 59 (EMI21618) Geénero Rhodopirellula
60/77% Proteina de membrana putativa, parcial Rhodopirellula maiorica SM1 ) .

CDS 60 (EMI17498) Género Rhodopirellula

CDS61  81/89% Proteina Band 7 Rhodopirellula maiorica SM1 (EMI17559) Género Rhodopirellula

CDS 62  47/64% Transposasa Flavobacteriaceae bacterium S85 (WP_010135828) Bacteria

CDS 64  81/91% ATPasa, tipo AAA+ Rhodopirellula maiorica SM1 (EMI17557) Género Rhodopirellula
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Gen

% ldentidad/similitud secuencia mas cercana en la base de datos del NCBI

Clasificacion MEGAN

Fésmido #964

CDSO0

38/58% Aminotransferasa putative clase I11 Caldilinea aerophila DSM 14535 =

(parcial)  NBRC 104270 (BAM00394) Bacteria
70/81% Aldehido deshidrogenasa B bacteria no cultivada A1Q1_fos 1246 .
CDS 2 (AGC72838) Bacteria
66/82% Proteina hipotética Lbys 3139 Leadbetterella byssophila DSM 17132 .
CDS 3 (ADQ18800) Bacteria
CDS 4 51/70% Proteina hipotética Nafulsella turpanensis (WP_017732889) Bacteria
CDS 5 68/83% Ribosa 5-fosfato isomerasa B Blastopirellula marina DSM 3645 Bacteria
(EAQ79069)
CDS 6 50/67% Proteina de unidn a penicilina Schlesneria paludicola (WP_010587468) Familia Planctomycetaceae
37/65% Proteina hipotética PM8797T 01489 Planctomyces maris DSM 8797 .
CDS7 (EDL56815) No asignado
41/59% Proteina de union a peptidoglicano LysM Planctomyces maris DSM 8797 -
CDS 8 (EDL56816) Familia Planctomycetaceae
CDS 9 53/69% S-adenosil-metiltransferasa MraW Schlesneria paludicola DSM 18645 Familia Planctomveetaceae
(ZP_11095440) y
CDS 10  56/82% Proteina hipotética Psta_3131 Pirellula staleyi DSM 6068 (ADB17795) No asignado
CDS 11 59/76% Aminopeptidasa putativa Planctomyces maris DSM 8797 (EDL61579) Bacteria
CDS 12 32/49% Proteina hipotética Cabther_B0800 Candidatus Chloracidobacterium No asianado
thermophilum B (AEP13797) g
CDS 14  56/72% Glioxalasa Hahella chejuensis (WP_011398549) Organismos celulares
o ) i : :
CDS 15 63/77% Asp-ARNtAsn/Glu-ARNtGIn amidotransferasa subunidad A Planctomyces Bacteria

maris DSM 8797 (EDL60004)
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51/75% glutamil-ARNt(GIn) amidotransferasa, subunidadC Planctomyces maris

CDS 16 DSM 8797 (EDL60003) Planctomyces maris

CDS 17 72/85% Proteina de uniéon a GTP TypA Schlesneria paludicola (WP_010587296) Familia Planctomycetaceae
49/65% Proteina con dominio esterilidad masculina Pirellula staleyi DSM 6068 -

CDS 18 (ADB19283) Familia Planctomycetaceae

CDS 19  41/55% Proteina exportada Rhodopirellula europaea 6C (EMB15957) Rhodopirellula baltica

CDSs 21 - No asignado

CDS 22 52/70% Ribonucleasa D Planctomyces maris DSM 8797 (EDL60640) Familia Planctomycetaceae
66/80% Proteina hipotética PM8797T_10054 Planctomyces maris DSM 8797 -

CDS 24 (EDL61055) Familia Planctomycetaceae
39/57% Proteina kinasa probable yloP-Serina/treonina proteina kinasa -

CDS 26 Planctomyces maris (EDL61639) Familia Planctomycetaceae

CDS 27 - Organismos celulares
66/84% Proteina hipotética PM8797T_15596 Planctomyces maris DSM 8797 .

CDS 29 (EDL58035) Bacteria
34/52% ECF subfamilia factor sigma-24 ARN polimerasa Schlesneria paludicola .

CDS30 bsm 18645 (WP _010581792) No asignado
42/54% poli(3-hidroxibutirato) depolimerasa Singulisphaera acidiphila DSM 18658 .

CDS 34 (AGA26545) Bacteria

CDS 35 62/72% Proteina hipotética Nonomuraea coxensis (WP_020543620) Nonomuraea coxensis

E:p[f:rsci?e,l?) 56/72% Proteina hipotética Bradyrhizobium elkanii (WP_018271425) Bacteria

Apéndice
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Tabla A3. Informacion de los genes predichos en los fragmentos gendmicos identificados in silico en el set de datos de secuenciacion al azar
del metagenoma de sedimentos de Bahia Ushuaia.

Posicién Hebra  Longitud (aa) Denominacién (IMG/M) Funcion predicha
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT _c1000452

3..680 - 226 TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_10004521 Nitrilasa EC:3.5.5.1

869..3253 + 795 TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_10004522 Canal ionico COG3264

3280..4041 - 254 TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_10004523 Alcano 1-monooxigenasa EC:1.14.15.3
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT _c1004147

2..1003 - 334 TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_10041471 Alcano 1-monooxigenasa EC:1.14.15.3
1010..1237 - 76 TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT_10041472 Proteina hipotética
TDF_OR_ARGO03_113mDRAFT_c1007828

3..278 + 92 TDF_OR_ARG04_113mDRAFT_10078281 Proteina hipotética

292..1320 + 343 TDF_OR_ARG04_113mDRAFT_10078282 Alcano 1-monooxigenasa EC:1.14.15.3
TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT 1008004

3..1502 - 500 TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT_10080041 Proteina hipotética

1576..2625 + 350 TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT_10080042 Alcano 1-monooxigenasa EC:1.14.15.3
2679..2822 + 48 TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT_10080043 Glutamil-tRNA sintetasa EC:6.1.1.17
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Tabla A4. Clasificacion taxonomica de los genes predichos en los fragmentos gendmicos identificados in silico en el set de datos de
secuenciacion al azar del metagenoma de sedimentos de Bahia Ushuaia. Los nombres de los genes se encuentran abreviados para mayor

claridad.

Gen %ldentidad/similitud secuencia mas cercana en la base de datos del NCBI

Clasificacion MEGAN

TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT _c1000452

10004521 77/89% Hidrolasa de carbono-nitrogeno Flavobacteriia bacterium no cultivada (CCG00677)  Organismos celulares
10004522 29/49% Canal i6nico Formosa agariphila KMM 3901 (CDF78255) Dominio Bacteria
10004523 66/84% Desaturase de acidos grasos Aquimarina agarilytica (WP_010178519) Familia Flavobacteriaceae
TDF_MC_ARGO01_113mDRAFT c1004147

10041471 63/79% Desaturase de acidos grasos Aquimarina agarilytica (WP_010178519) Familia Flavobacteriaceae
10041472 71/82% Glicosil hidrolasa Dokdonia sp. 4H-3-7-5 (WP_013750532) Orden Flavobacteriales
TDF_OR_ARGO03_113mDRAFT 1007828

10078281 73/85% Glicosil hidrolasa Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens (WP_010518797) Clase Flavobacteriia
10078282 61/80% Desaturase de acidos grasos Aquimarina agarilytica (WP_010178519) Familia Flavobacteriaceae
TDF_OR_ARGO05_123mDRAFT_1008004

10080041 74/88% Proteina hipotética Eudoraea adriatica (WP_019670873) Eudoraea adriatica
10080042 82/91% Proteina hipotética Eudoraea adriatica (WP_019670872) Orden Flavobacteriales
10080043 98/100% Proteina hipotética Eudoraea adriatica (WP_019670871) Filo Bacteroidetes
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