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Resumen del proyecto
Las bacterias oxidadoras de manganeso (BOM) se caracterizan por su capacidad de oxidar el Mn(II) a Mn(I1I)-Mn(IV),

cumpliendo un rol de suma importancia en el ciclo del manganeso. Las BOM estdn presentes en ambientes muy diversos
como suelo, agua, sedimentos y rocas. Si bien las BOM estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza, no se conoce en
profundidad los mecanismos implicados en la oxidacidon de Mn(II) ni cudl es la funcién de los dxidos en las bacterias que los
producen. Se ha propuesto un rol anti-oxidante, de proteccién frente a la radiaciéon UV, a toxicidad por metales y a
toxicidad por nitrito. En nuestro laboratorio tenemos una coleccion de bacterias antdrticas capaces de oxidar manganeso
y nos propusimos caracterizar algunas de ellas en aspectos relacionados a su capacidad de oxidar Mn(II) asi como
determinar qué funcién podrian cumplir los éxidos de manganeso en esos aislamientos. Considerando que hasta el
momento no se han identificado BOM de origen antdrtico, este proyecto es novedoso y permitird la generacién de nuevo
conocimiento cientifico.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Biologia Celular, Microbiologia / Fisiologia y genémica
bacteriana
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Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacidn.
Las BOM se caracterizan por su capacidad de catalizar la reaccién de oxidacién del Mn(II) soluble a 6xidos de Mn

insolubles de formula general MnOx. Estas bacterias cumplen un rol de suma importancia en el ciclo biogeoquimico de este
metal ya que si bien la oxidacién de Mn(II) se da de forma espontdneaq, la velocidad de oxidacién abiética a pHs cercanos a
la neutralidad es muy lenta, mientras que la oxidacidn biolédgica puede aumentar la velocidad hasta en cinco érdenes de
magnitud (1, 2).

Las BOM estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza en ambientes como suelo, agua, sedimentos y rocas. Los
beneficios potenciales que podrian tener estos éxidos para los microorganismos son: proteccion frente a la predacion,
aceptor de electrones, actividad anti-oxidante, proteccién frente a la radiacién ionizante, al UV, al ataque viral, a la
toxicidad por metales, a la toxicidad por nitrito, asi como oxidar sustancias himicas a compuestos de bajo peso molecular
que podrian ser usados como sustratos para el crecimiento microbiano (4-7).

Las BOM son capaces de llevar a cabo la oxidacién de Mn(II) de forma indirecta o directa. Los mecanismos indirectos se
dan a causa de la modificacion del pH o de las condiciones redox del ambiente, o mediante la produccién de productos de
desecho que oxidan quimicamente el Mn(II). Ejemplos de mecanismos indirectos incluyen la produccién de 02 por bacterias
fotosintéticas, y la produccién y liberacién de metabolitos alcalinos u oxidantes (8). La oxidacién directa de Mn(II) involucra
la produccién por parte de los microorganismos de macromoléculas especificas, como polisacdridos o proteinas, que
catalizan el proceso (9). Las proteinas con actividad manganeso oxidasa descritas hasta el momento pertenecen
mayoritariamente al grupo de las multicobre-oxidasas (MCO), aunque se han reportado en algunos casos la participacion
de hemo-peroxidasas (HP). Si bien se ha reportado en varios géneros bacterianos la capacidad de oxidar Mn(II), no se
conoce en profundidad el mecanismo involucrado ni el porqué de la produccién de estos 6xidos (9—11).

Las BOM y los MnOx producidos por éstas tienen diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Esto se debe a la gran capacidad
de los MnOx de oxidar distintos compuestos orgdnicos contaminantes como ser fenoles, anilinas, pesticidas y compuestos
antibacterianos, entre otros (11). Dada su alta reactividad con agentes contaminantes, los MnOx, y por lo tanto las BOM,
son capaces de oxidar contaminantes en suelos o aguas (2—4). Por otro lado, los MnOx son capaces de adsorber otros
iones, entre ellos metales potencialmente téxicos, pudiendo ser utilizados en biorremediacién de metales pesados (12,13).
Estas bacterias han sido también utilizadas en la produccién de biofiltros de remocién de Mn(II) en agua potable,
constituyendo una alternativa bioldgica a los procesos quimicos habitualmente utilizados para tal fin (14-17).
Recientemente se ha demostrado la capacidad de BOM de remover, en condiciones de laboratorio, la cianotoxina
cylindrospermopsina. Esta toxina puede tener efectos hepa-, neuro-, y cito-téxicos en humanos y es posible encontrarla en
cursos de agua dulce usados para potabilizacién (18). Por lo tanto, las BOM podrian utilizarse también para remover este
contaminante en agua potable.

Si bien se han identificado y caracterizado varias cepas capaces de oxidar Mn(II), ain queda mucho por conocer sobre las
proteinas implicadas, su mecanismo de accién, y la funcién de los MnOx en la fisiologia bacteriana, entre otros aspectos
fundamentales bdsicos. Conocer en profundidad estos mecanismos también permitird avanzar hacia la utilizacién de
estas bacterias y los dxidos producidos en diversas aplicaciones biotecnolégicas. La utilizacién de MnOx como agentes
oxidantes de compuestos orgdnicos contaminantes o toxinas en suelos y aguas (2—4, 18), como superficies de adsorcion
para metales potencialmente téxicos (2, 12, 13), asi como la utilizacidn de las BOM en sistemas de remocion de Mn(II) en
agua potable (14-17), son todas posibles aplicaciones biotecnoldgicas que pueden tener un impacto ambiental y econémico
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favorable.

En nuestro grupo hemos realizado bioprospeccion de BOM en ambientes antdrticos contando con una coleccién de BOM,
capaces de oxidar Mn(II) tanto a bajas temperaturas como a temperatura ambiente. Estas bacterias, por ser de origen
antdrtico, estdn especialmente adaptadas a vivir a bajas temperaturas (son bacterias psicréfilas/psicrotolerantes),
siendo la produccién de enzimas psicroéfilas uno de los principales mecanismos de adaptacidn. Las enzimas psicréfilas se
caracterizan por presentar una alta actividad especifica a pH y temperaturas moderadas (19, 20), caracteristicas
interesantes desde el punto de vista biotecnoldgico ya que su utilizacién redunda en menores costos.

En este proyecto planteamos caracterizar el proceso de oxidacién de manganeso de aislamientos antdrticos respecto a
las condiciones a las que se lleva a cabo este proceso, la localizacién de la actividad y de los MnOx, asi como evaluar
posibles roles de los mismos en la fisiologia celular. Todas estas aproximaciones permitirdn no sélo conocer aspectos
bdsicos de la oxidacidn de Mn(II) en bacterias antdrticas, sino también evaluar su posible aplicacién desde el punto de
vista biotecnolégico. Hasta la fecha no se han identificado bacterias de origen antdrtico capaces de oxidar Mn(II), lo que
hace de éste un proyecto novedoso. Los resultados obtenidos sin duda contribuirdn al conocimiento de los procesos de
oxidacién de Mn(II) en bacterias.

Metodologia/Disefio del estudio
Identificar secuencias genémicas que puedan estar involucradas en la oxidacion de Mn(II)

Para determinar si los microorganismos tienen en su genoma posibles genes implicados en la oxidacidon de Mn(II), es
posible secuenciar los genomas y analizarlos en busca de secuencias con con homologia a aquellas previamente
reportadas para esta actividad. De esta manera podemos proponer posibles genes/mecanismos involucrados en la
oxidacion.

Determinar la condicién éptima de oxidaciéon de manganeso in vivo, la localizacién subcelular de la actividad, y
localizacidén de los MnOx producidos

Para determinar las condiciones 6ptimas de produccidn de MnOx in vivo se evalué el crecimiento bacteriano y se
cuantifiaron los 6xidos producidos en funcidn de la composicidn del medio de cultivo, la temperatura, la concentracién de
manganeso y el pH del medio. Para evidenciar la presencia de MnOx utilizamos un indicador denominado Azul de
leucoberbelina (LBB) cuya oxidacién, mediada por MnOx, resulta en un viraje del sustrato de incoloro a azul el cual
podemos cuantificar (21). Una vez determinada la condicién 6ptima in vivo de produccién de MnOx, determinamos la
localizacién subcelular de la actividad para determinar si la misma se encuentra en el sobrenadante, en proteinas
solubles, o en la membrana.

Para determinar dénde se ubican los MnOx y qué efecto pueda tener su produccidn en la estructura celular, se utilizaron
técnicas microscopicas complementarias. Mediante microscopia electréonica de transmision (TEM) podemos determinar la
localizacién de los MnOx a nivel subcelular y mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) podemos evaluar el efecto
la produccién de MnOx en la morfologia celular. Mediante espectroscopia de rayos-X por energia dispersiva (EDS)
acoplado a SEM podemos verificar la presencia de manganeso en el preparado. Mediante microscopia de fuerza atémica
(AFM) podemos determinar el efecto de los MnOx en las propiedades eldsticas de la célula de manera de determinar si su
presencia otorga rigidez a las mismas.

Adjudicar posibles funciones a los MnOx producidos en la fisiologia de los aislamientos

Para determinar si los MnOx cumplen un rol de proteccidn frente a toxicidad por metales o preoteccién frente a nitrito, se
puede evaluar el efecto de estos compuestos en el crecimiento celular y en la capacidad de oxidar manganeso. Para
evaluar un posible rol de los MnOx de proteccién frente a H202, se pueden exponer los microorganismos a dicho compuesto
y determinar la viabilidad celular. Para determinar el efecto de los MnOx en la proteccidn frente a radiacion UV se puede

aplicar radiacién UV a los microorganismos y luego contar la cantidad de células viables pre y post tratamiento.
Resultados, andlisis y discusién
Informacién gendmica

Mediante la secuenciacidn de los genomas adquirimos informacién relacionada al tamano y contenido GC de los genomas,
asi como el numero de secuencias codificantes y secuencias de ARNs que presentan los distintos genomas (Tabla 1).
Mediante asignacién taxonémica determinamos que UYMnOx20 es una Pseudomonas deceptionensis. El aislamiento mds
cercano es Pseudomonas deceptionensis LMG 25555 que fue originalmente aislada en 2011 de la Isla Decepcién en la
Antdrtida y no ha sido aislada en ningun otro lugar, lo que sugiere una distribucidn conservada de la misma en esta region.
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La cepa UYMnOx7 fue asignada al género Arthrobacter, UYMnOx9 a Sporosarcina, y UYMnOx13 a Janthinobacterium, pero
en ninguno de ellos se logré determinar la especie. Segun el andlisis del genoma completo de la cepa UYMnOx7 el
aislamiento mds cercano es Pseudarthrobacter albicanus NJ-Z5 una nueva especie de Pseudarthrobacter definida
recientemente. Pseudarthrobacter albicanus NJ-Z5 fue aislada de la peninsula antdrtica, lo que nuevamente sugiere una
distribucidn geogrdfica conservada para una especie bacteriana de la Antdrtida. Para la cepa UYMnOx13 el aislamiento
mds cercano es Janthinobacterium tructae SNU WT3 aislado de rifdn de trucha arcoiris. Para el aislamiento UYMn0x9, los
aislamientos mds cercanos fueron Sporosarcina limicola DSM13886 y Sporosarcina beigongshangi REN13. Sporosarcina
limicola DSM13886 es una bacteria psicréfila aislada de un sedimento de lago en Reino Unido, y Sporosarcina
beigongshangi REN13 de un pozo de lodo en China.

Para todas las cepas se identificaron secuencias codificantes para multicobre-oxidasas. En UYMnOx9 y UYMnOx20 se
identificaron secuencias que fueron anotadas como “multicopper oxidase mco”. En el caso de UYMnOx20, la secuencia
presenté un 81.7% de identidad de secuencia aminoacidica y un 99% de cobertura con la proteina cumA de Pseudomonas
putida GB-1 (modelo de estudio de oxidaciéon de manganeso), que originalmente fue identificada como una enzima
involucrada en la oxidaciéon de manganeso. En el caso de UYMnOx9, esta secuencia presentd 29.8% de identidad de
secuencia y un 85% de cobertura con la proteina CotA de Bacillus pumilis, proteina que ha sido reportada en este
microorganismo como responsable de la oxidacién de manganeso. También se identificaron secuencias copA (3 en
UYMnOx9 y 2 UYMnOx20), cuyo producto ha sido reportado en la oxidacién de manganeso en Brevibacillus panacihumi MK-8.
En el caso de la cepa UYMNnOx7 se detectd también una copia de copA, y ademds 2 copias del gen cotA. Por ultimo, la cepa
UYMnOx13 tiene 2 copias de copA e interesantemente una copia del gen mopA, el cual se ha reportado como una
hemoperoxidasa con actividad manganeso oxidasa en Aurantimonas manganoxydans S18-9A1, Erythrobacter sp. SD-21y
Pseudomonas putida GB-1.

Condicidn éptima de produccién de MnOx y localizacién subcelular de la actividad

Se evalud el crecimiento y la produccion de 6xidos de manganeso en funcidn del medio de cultivo, la temperatura, y la
concentracién de Mn(II). Respecto al crecimiento bacteriano, en medio R2A a 25°C y en presencia de 5 mMy 10 mM de
MnCl2 se observé una marcada disminucién de crecimiento en las cepas UYMn0Ox20 y UYMnOx13 mientras que en las cepas
UYMnOx7 y UYMnOx9 no hubo crecimiento, lo que sugiere que estas concentraciones de Mn(II) son tdxicas para estos
microorganismos (Fig. 1).

En medio sélido R2A, todas las cepas produjeron MnOx en alguna de las concentraciones de MnOx ensayadas. Los perfiles
de oxidacién de UYMnOx7, UYMnOx9 y UYMnOx13 son muy similares, observdndose ausencia de MnOx a TmM de MnCl2. La
cepa UYMNnOx20 es la unica capaz de producir MnOx en TmM de MnClL2 (Fig. 2).

Evaluamos varios medios liquidos, y la cepa UYMnOx20 fue la Unica capaz de oxidar manganeso. En medio liquido PYG
pH6.5 a 25°C, la cepa UYMnOx20 es capaz de oxidar manganeso en el rango de 100uM-1mM de MnCl2, evidencidndose la
mayor acumulacidn de MnOx a las 72h y en presencia de 500 uM de MnCl2. A las 24h ya hay indicios de la oxidacién a
simple vista, y a 48h ya se observan claramente los MnOx, sugiriendo que se trata de un proceso muy rdpido (Fig. 3). La
cepa no presentd actividad a 4°C, y si bien a 15°C fue capaz de producir MnOx, la producciéon fue mds lenta y produjo
menos MnOx que a 25°C. El hecho de que las demds cepas no produjeran MnOx en medio liquido pero si en medio sélido
podria sugerir que la formacidn de biofilms es necesaria para llevar a cabo la oxidacién de Mn (II) en estos aislamientos.
Decidimos continuar caracterizando la cepa UYMn0x20 y su comportanmiento a 25°C por ser la Unica cepa capaz de
producir MnOx en medio liquido, un requerimiento escencial si se piensa en posibles aplicaciones biotecnolégicas de la
cepa o de los MnOx. Evaluamos la capacidad de oxidar Mn(II) a distintos pHs, determinando que es capaz de producir MnOx
a pH5.5 y pH6.5, pero no produce a pH7.5 (Fig. 4). A pH6.5 es donde se da la mdxima produccién de MnOx a una
concentracion de MnCl2 de 500uM (Fig. 5). En todos los casos, la produccion de MnOx esta subestimada ya que mucho de
los MnOx producidos queda retenido en el tubo, posiblemente debido a la produccidn de biofilms (Fig. 6A). Decidimos
entonces determinar si existe alguna relacidn entre la formacion de MnOx y la formacidn de biofilms. Determinamos que la
formacion de biofilm se ve afectada por la concentracidén de MnCl2, generdndose mds biofilm (Fig. 6B) en las mismas
condiciones en que se generan mds MnOx (Fig. 6C). Estos datos sugieren que la formacién de biofilm tiene un rol importante
en la producciéon de MnOx. Interesantemente, no observamos la formacién de MnOx cuando UYMnOx20 es crecido en
matraces de vidrio. Sin embargo, pudimos evidenciar algo de oxidacién al incluir bolitas de polipropileno al matraz (Fig.
7A), lo que podria sugerir que la formacién de biofilm no se da en vidrio pero si en pldstico. Interesantemente, pudimos
determinar la presencia de MnOx al incuir arena al matraz (Fig. 7B). Determinamos la presencia de MnOx en presencia de
UYMnOx20 independientemente del agregado de MnCl2 al medio, lo que sugiere la disponibilidad de Mn(II) en la arena. Este
resultado es muy interesante porque la arena es un sustrato econdmico y habitulamente utilizado en la producién de
biofiltros de remocién de Mn(II).
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Evaluamos el proceso de formacion de MnOx en medio sélido PYG, el cual presenta un patrén muy singular e interesante.
Como se muestra en la Fig. 8, la aparicién de los MnOx no es homogénea en toda la colonia, observandose a los 7 dias de
incubacién precipitados discretos en el centro y los bordes de la colonia (Fig. 8 (I y II)). Cuando se observan estos
precipitados a mayor aumento (Fig. 8a, 8b, 8¢, 8d, 8e, 8f), se puede observar que forman circulos con distinta coloracion,
sugiriendo distintos gradientes de MnOx. A las 4 semanas las colonias se observan completamente marrones (Fig. 8 (IIT y
IV)), observdndose un mayor acimulo de MnOx en el centro de la colonia y en los bordes.

Para determinar la localizacién subcelular de la actividad manganeso oxidasa de la cepa UYMn0Ox20, preparamos
extractos celulares y evaluamos la capacidad de oxidar Mn(II) de la fraccién citosélica y membranas celulares. No se
evidenci6 actividad en ninguna de estas fracciones, por lo que podemos concluir que la actividad es extracelular
encontrdndose en el sobrenadante de cultivo.

Localizaciéon de los MnOx producidos

Para determinar la localizacién de los MnOx, analizamos las muestras por microscopia electréonica de barrido (SEM)
acoplada a espectroscopia de rayos-X por energia dispersiva (EDS). Pudimos determinar que en presencia de MnCl2 en la
muestra, se observan mds acimulos celulares que en la muestra sin metal. Como se observa en la Fig. 9, en presencia de
MnCl2 la cepa UYMnOx20 produce abundante matriz extracelular en comparacién con las condiciones control en ausencia
de metal. Mediante EDX (Fig. 10) pudimos determinar la presencia de Mn(II) en la muestra conteniendo MnCl2 y no en la
muestra control. Evidenciamos que la presencia de Mn(II) estd asociada a la formacién de acimulos pero no es
homogénea, habiendo aciumulos que contienen Mn(II) (secciones G e I) y otros que no (secciones F y H). Esta
heterogeneidad tendria mds que ver con los limites de deteccion de la técnica y las secciones seleccionadas. A modo de
ejemplo, cuando la seccidn F de la Fig. 10 se evalia a mayor resolucién (Fig. 11, en presencia de MnCl2) podemos detectar
la presencia de Mn (II) en secciones donde se evidencia matriz extracelular (E, F y D) mientras que no se observa Mn(II) en
células aisladas (G). A mayor resolucidn (Fig. 12) se evidencia claramente que la presencia de Mn(II) estd asociada a la
matriz extracelular, observdndose en A, B, C y D donde hay matriz, mientras que no se detecta Mn(II) en E, F y G, donde no
hay matriz. Estos resultados siguieren que los MnOx formarian parte de la matriz extracelular.

Posibles funciones a los MnOx producidos en la fisiologia de los aislamientos

Aun nos resta determinar si los MnOx cumplen alguna de las funciones propuestas: proteccién frente a stress oxidativo,
proteccién a UV, proteccidn frente a metales. Hasta el momento Unicamente hemos evaluado la respuesta a metales (Zn,
Cd, Cuy Fe) de la cepa UYMnOx20 en condiciones de produccién de MnOx vs en condiciones de no produccién, pero no hemos

obtenido resultados concluyentes.
Conclusiones y recomendaciones
De los andlisis genémicos podemos concluir que 3 de los 4 aislamientos pertenecen a nuevos géneros bacterianos. Estos

resultados dan cuenta de la importancia de muestrear sitios poco explorados para aportar al conocimiento de la
diversidad bacteriana existente. Por otro lado, logramos identificar genes candidatos a ser responsables de la oxidacién
de manganeso en todos los aislamientos. Interesantemente, identificamos genes candidatos en los aislamientos del género
Janthinobacterium y Arthrobacter, para los cuales se ha reportado la capacidad de oxidar manganeso pero hasta el
momento se desconocen los mecanismos implicados. Segln nuestros resultados, la oxidaciéon de manganeso en
Janthinobacterium sp. UYMnOx13 posiblemente se trate de un mecanismo dual mediado por muticobre-oxidasas (CopA) y
hemoperoxidasas (MopA). En el caso de Pseudoarthrobacter sp. UYMnOx7, el mecanismo posiblemente este mediado
Unicamente por multicobreoxidasas (CopA y CotA).

Caracterizamos la capacidad de la cepa Pseudomonas deceptionensis UYMnOx20 de oxidar Mn(II) determinando las
condiciones 6ptimas de produccién de MnOx: medio liquido PYG pHé.5, 72h de incubacién a 25°C, en presencia de 500 uM de
MnCl2. Ademds, la cepa UYMnOx20 es capaz de oxidar Mn(II) en un amplio rango de concentraciones (100uM-1mM), y en un
lapso de tiempo corto (24h-48h). Determinamos que la cepa es capaz de formar biofilms en asociaciéon con la formacién de
MnOx, y que es capaz de oxidar Mn(II) presente en arena, lo que resulta interesante desde el punto de vista biotecnoldgico
para la generacién de biofiltros de arena para la remocién de Mn(II) en agua. En futuros trabajos seria interesante
determinar las propiedades de adhesiéon a arena de la cepa, y la capacidad del biofiltro de eliminar Mn(II) de agua.

En resumen, la cepa Antdrtica Pseudomonas deceptionensis UYMnOx20 tiene un gran potencial biotecnoldgico que puede
ser aprovechado.
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