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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(III)-Mn(IV),

cumpliendo un rol de suma importancia en el ciclo del manganeso. Las BOM están presentes en ambientes muy diversos

como suelo, agua, sedimentos y rocas. Si bien las BOM están ampliamente distribuidas en la naturaleza, no se conoce en

profundidad los mecanismos implicados en la oxidación de Mn(II) ni cuál es la función de los óxidos en las bacterias que los

producen. Se ha propuesto un rol anti-oxidante, de protección frente a la radiación UV, a toxicidad por metales y a

toxicidad por nitrito. En nuestro laboratorio tenemos una colección de bacterias antárticas capaces de oxidar manganeso

y nos propusimos caracterizar algunas de ellas en aspectos relacionados a su capacidad de oxidar Mn(II) así como

determinar qué función podrían cumplir los óxidos de manganeso en esos aislamientos. Considerando que hasta el

momento no se han identificado BOM de origen antártico, este proyecto es novedoso y permitirá la generación de nuevo

conocimiento científico.
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Antecedentes, problema de investigación, objetivos y justificación.
Las BOM se caracterizan por su capacidad de catalizar la reacción de oxidación del Mn(II) soluble a óxidos de Mn

insolubles de fórmula general MnOx. Estas bacterias cumplen un rol de suma importancia en el ciclo biogeoquímico de este

metal ya que si bien la oxidación de Mn(II) se da de forma espontánea, la velocidad de oxidación abiótica a pHs cercanos a

la neutralidad es muy lenta, mientras que la oxidación biológica puede aumentar la velocidad hasta en cinco órdenes de

magnitud (1, 2). 

Las BOM están ampliamente distribuidas en la naturaleza en ambientes como suelo, agua, sedimentos y rocas. Los

beneficios potenciales que podrían tener estos óxidos para los microorganismos son: protección frente a la predación,

aceptor de electrones, actividad anti-oxidante, protección frente a la radiación ionizante, al UV, al ataque viral, a la

toxicidad por metales, a la toxicidad por nitrito, así como oxidar sustancias húmicas a compuestos de bajo peso molecular

que podrían ser usados como sustratos para el crecimiento microbiano (4-7). 

Las BOM son capaces de llevar a cabo la oxidación de Mn(II) de forma indirecta o directa. Los mecanismos indirectos se

dan a causa de la modificación del pH o de las condiciones redox del ambiente, o mediante la producción de productos de

desecho que oxidan químicamente el Mn(II). Ejemplos de mecanismos indirectos incluyen la producción de O2 por bacterias

fotosintéticas, y la producción y liberación de metabolitos alcalinos u oxidantes (8). La oxidación directa de Mn(II) involucra

la producción por parte de los microorganismos de macromoléculas específicas, como polisacáridos o proteínas, que

catalizan el proceso (9). Las proteínas 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 participación

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 producción de estos óxidos (9–11). 

Las BOM y los MnOx producidos por éstas tienen diversas aplicaciones biotecnológicas. Esto se debe a la gran capacidad

de los MnOx de oxidar distintos compuestos orgánicos 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 tóxicos, pudiendo ser utilizados en biorremediación de metales pesados (12,13).

Estas bacterias han sido también utilizadas en la producción de biofiltros de remoción de Mn(II) en agua potable,

constituyendo una alternativa biológica a los procesos químicos 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-tóxicos en humanos y es posible encontrarla en

cursos de agua dulce usados para potabilización (18). Por lo tanto, las BOM podrían utilizarse también para remover este

contaminante en agua potable. 

Si bien se han identificado y caracterizado varias cepas capaces de oxidar Mn(II), aún queda mucho por conocer sobre las

proteínas implicadas, su mecanismo de acción, y la función de los MnOx en la fisiología bacteriana, entre otros aspectos

fundamentales básicos. Conocer en profundidad estos mecanismos también permitirá avanzar hacia la utilización de

estas bacterias y los óxidos producidos en diversas aplicaciones biotecnológicas. La utilización de MnOx como agentes

oxidantes de compuestos orgánicos contaminantes o toxinas en suelos y aguas (2–4, 18), como superficies de adsorción

para metales potencialmente tóxicos (2, 12, 13), así como la utilización de las BOM en sistemas de remoción de Mn(II) en

agua potable (14–17), son todas posibles aplicaciones biotecnológicas que pueden tener un impacto ambiental y económico

2 / 6  



favorable. 

En nuestro grupo hemos realizado bioprospección de BOM en ambientes antárticos contando con una colección de BOM,

capaces de oxidar Mn(II) tanto a bajas temperaturas como a temperatura ambiente. Estas bacterias, por ser de origen

antártico, están especialmente adaptadas a vivir a bajas temperaturas (son bacterias psicrófilas/psicrotolerantes),

siendo la producción de enzimas psicrófilas uno de los principales mecanismos de adaptación. Las enzimas psicrófilas se

caracterizan por presentar una alta actividad específica a pH y temperaturas moderadas (19, 20), características

interesantes desde el punto de vista biotecnológico ya que su utilización redunda en menores costos. 

En este proyecto planteamos caracterizar el proceso de oxidación de manganeso de aislamientos antárticos respecto a

las condiciones a las que se lleva a cabo este proceso, la localización de la actividad y de los MnOx, así como evaluar

posibles roles de los mismos en la fisiología celular. Todas estas aproximaciones permitirán no sólo conocer aspectos

básicos de la oxidación de Mn(II) en bacterias antárticas, sino también evaluar su posible aplicación desde el punto de

vista biotecnológico. Hasta la fecha no se han identificado bacterias de origen antártico capaces de oxidar Mn(II), lo que

hace de éste un proyecto novedoso. Los resultados obtenidos sin duda contribuirán al conocimiento de los procesos de

oxidación de Mn(II) en bacterias. 
Metodología/Diseño del estudio
Identificar secuencias genómicas que puedan estar involucradas en la oxidación de Mn(II) 

Para determinar si los microorganismos tienen en su genoma posibles genes implicados en la oxidación de Mn(II), es

posible secuenciar los genomas y analizarlos en busca de secuencias con con homología a aquellas previamente

reportadas para esta actividad. De esta manera podemos proponer posibles genes/mecanismos involucrados en la

oxidación. 

Determinar la condición óptima de oxidación de manganeso in vivo, la localización subcelular de la actividad, y

localización de los MnOx producidos 

Para determinar las condiciones óptimas de producción de MnOx in vivo se evaluó el crecimiento bacteriano y se

cuantifiaron los óxidos producidos en función de la composición del medio de cultivo, la temperatura, la concentración de

manganeso y el pH del medio. Para evidenciar la presencia de MnOx utilizamos un indicador denominado Azul de

leucoberbelina (LBB) cuya oxidación, mediada por MnOx, resulta en un viraje del sustrato de incoloro a azul el cual

podemos cuantificar (21). Una vez determinada la condición óptima in vivo de producción de MnOx, determinamos la

localización subcelular de la actividad para determinar si la misma se encuentra en el sobrenadante, en proteínas

solubles, o en la membrana. 

Para determinar dónde se ubican los MnOx y qué efecto pueda tener su producción en la estructura celular, se utilizaron

técnicas microscópicas complementarias. Mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) podemos determinar la

localización de los MnOx a nivel subcelular y mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) podemos evaluar el efecto

la producción de MnOx en la morfología celular. Mediante espectroscopía de rayos-X por energía dispersiva (EDS)

acoplado a SEM podemos verificar la presencia de manganeso en el preparado. Mediante microscopía de fuerza atómica

(AFM) podemos determinar el efecto de los MnOx en las propiedades elásticas de la célula de manera de determinar si su

presencia otorga rigidez a las mismas. 

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

Para determinar si los MnOx cumplen un rol de protección frente a toxicidad por metales o preotección 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 protección frente a H2O2, se pueden exponer los microorganismos a dicho compuesto

y determinar la viabilidad celular. Para determinar el efecto de los MnOx en la protección frente a radiación UV se puede

aplicar radiación UV a los microorganismos y luego contar la cantidad de células viables pre y post tratamiento. 
Resultados, análisis y discusión
Información genómica

Mediante la secuenciación de los genomas adquirimos información relacionada al tamaño y contenido GC de los genomas,

así como el número de secuencias codificantes y secuencias de ARNs que presentan los distintos genomas (Tabla 1).

Mediante asignación taxonómica determinamos que UYMnOx20 es una Pseudomonas deceptionensis. El aislamiento más

cercano es Pseudomonas deceptionensis LMG 25555 que fue originalmente aislada en 2011 de la Isla Decepción en la

Antártida y no ha sido aislada en ningún otro lugar, lo que sugiere una distribución conservada de la misma en esta región.
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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 logró determinar la especie. Según el análisis del genoma completo de la cepa UYMnOx7 el

aislamiento más cercano es Pseudarthrobacter albicanus NJ-Z5 una nueva especie de Pseudarthrobacter definida

recientemente. Pseudarthrobacter albicanus NJ-Z5 fue aislada de la península antártica, lo que nuevamente sugiere una

distribución geográfica conservada para una especie bacteriana de la Antártida. Para la cepa UYMnOx13 el aislamiento

más cercano es Janthinobacterium tructae SNU WT3 aislado de riñón de trucha arcoíris. Para el aislamiento UYMnOx9, los

aislamientos más cercanos fueron Sporosarcina limicola DSM13886 y Sporosarcina beigongshangi REN13. Sporosarcina

limicola DSM13886 es una bacteria psicrófila 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

presentó un 81.7% de identidad de secuencia aminoacídica y un 99% de cobertura con la proteína cumA de Pseudomonas

putida GB-1 (modelo de estudio de oxidación de manganeso), que originalmente fue identificada como una enzima

involucrada en la oxidación de manganeso. En el caso de UYMnOx9, esta secuencia presentó 29.8% de identidad de

secuencia y un 85% de cobertura con la proteína CotA de Bacillus pumilis, proteína que ha sido reportada en este

microorganismo como responsable de la oxidación de manganeso. También se identificaron secuencias copA (3 en

UYMnOx9 y 2 UYMnOx20), cuyo producto ha sido reportado en la oxidación de manganeso en Brevibacillus panacihumi MK-8.

En el caso de la cepa UYMnOx7 se detectó también una copia de copA, y además 2 copias del gen cotA. Por último, 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-21 y

Pseudomonas putida GB-1. 

Condición óptima de producción de MnOx y localización subcelular de la actividad

Se evaluó el crecimiento y la producción de óxidos de manganeso en función del medio de cultivo, la temperatura, y la

concentración de Mn(II). Respecto al crecimiento bacteriano, en medio R2A a 25°C y en presencia de 5 mM y 10 mM de

MnCl2 se observó una marcada disminución de crecimiento en las cepas UYMnOx20 y UYMnOx13 mientras que en las cepas

UYMnOx7 y UYMnOx9 no hubo crecimiento, lo que sugiere que estas concentraciones de Mn(II) son tóxicas para estos

microorganismos (Fig. 1). 

En medio sólido R2A, todas las cepas produjeron MnOx en alguna de las concentraciones de MnOx ensayadas. Los perfiles

de oxidación de UYMnOx7, UYMnOx9 y UYMnOx13 son muy similares, observándose ausencia de MnOx a 1mM de MnCl2. La

cepa UYMnOx20 es la única capaz de producir MnOx en 1mM de MnCl2 (Fig. 2). 

Evaluamos varios medios líquidos, y la cepa UYMnOx20 fue la única capaz de oxidar manganeso. En medio líquido PYG

pH6.5 a 25°C, la cepa UYMnOx20 es capaz de oxidar manganeso en el rango de 100µM-1mM de MnCl2, evidenciándose la

mayor acumulación de MnOx a las 72h y en presencia de 500 µM de MnCl2. A las 24h ya hay indicios de la oxidación a

simple vista, y a 48h ya se observan claramente los MnOx, sugiriendo que se trata de un proceso muy rápido (Fig. 3). La

cepa no presentó actividad a 4°C, y si bien a 15°C fue capaz de producir MnOx, la producción fue más lenta y produjo

menos MnOx que a 25°C. El hecho de que las demás cepas no produjeran MnOx en medio líquido pero si en medio sólido

podría sugerir que la formación de biofilms es necesaria para llevar a cabo la oxidación de Mn (II) en estos aislamientos. 

Decidimos continuar caracterizando la cepa UYMnOx20 y su comportanmiento a 25°C por ser la única cepa capaz de

producir MnOx en medio líquido, un requerimiento escencial si se piensa en posibles aplicaciones biotecnológicas 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 máxima producción de MnOx a una

concentración de MnCl2 de 500µM (Fig. 5). En todos los casos, la producción de MnOx esta subestimada ya que mucho de

los MnOx producidos queda retenido en el tubo, posiblemente debido a la producción de biofilms (Fig. 6A). Decidimos

entonces determinar si existe alguna relación entre la formación de MnOx y la formación de biofilms. Determinamos que la

formación de biofilm se ve afectada por la concentración de MnCl2, generándose más biofilm (Fig. 6B) en las mismas

condiciones en que se generan más MnOx (Fig. 6C). Estos datos sugieren que la formación de biofilm tiene un rol importante

en la producción de MnOx. Interesantemente, no observamos la formación de MnOx cuando UYMnOx20 es crecido en

matraces de vidrio. Sin embargo, pudimos evidenciar algo de oxidación al incluir bolitas de polipropileno al matraz (Fig.

7A), lo que podría sugerir que la formación de biofilm no se da en vidrio pero si en plástico. 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 económico y habitulamente utilizado en la produción de

biofiltros de remoción de Mn(II). 
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Evaluamos el proceso de formación de MnOx en medio sólido PYG, el cual presenta un patrón muy singular e interesante.

Como se muestra en la Fig. 8, la aparición de los MnOx no es homogénea en toda la colonia, observándose a los 7 días de

incubación 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, 8c, 8d, 8e, 8f), se puede observar que forman círculos con distinta coloración,

sugiriendo distintos gradientes de MnOx. A las 4 semanas las colonias se observan completamente marrones (Fig. 8 (III y

IV)), observándose un mayor acúmulo de MnOx en el centro de la colonia y en los bordes. 

Para determinar la localización subcelular de la actividad manganeso oxidasa de la cepa UYMnOx20, preparamos

extractos celulares y evaluamos la capacidad de oxidar Mn(II) de la fracción citosólica y membranas celulares. No se

evidenció actividad en ninguna de estas fracciones, por lo que podemos concluir que la actividad es extracelular

encontrándose en el sobrenadante de cultivo. 

Localización de los MnOx producidos

Para determinar la localización de los MnOx, analizamos las muestras por microscopía electrónica de barrido (SEM)

acoplada a espectroscopía de rayos-X por energía dispersiva (EDS). Pudimos determinar que en presencia de MnCl2 en la

muestra, se observan más acúmulos 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 comparación 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) está asociada a la formación de acúmulos pero no es

homogénea, habiendo acúmulos que contienen Mn(II) (secciones G e I) y otros que no (secciones F y H). Esta

heterogeneidad tendría más que ver con los límites de detección de la técnica y las secciones seleccionadas. A modo de

ejemplo, cuando la sección F de la Fig. 10 se evalúa a mayor resolución (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 resolución (Fig. 12) se evidencia claramente que la presencia de Mn(II) está asociada a la

matriz extracelular, observándose 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 formarían parte de la matriz extracelular. 

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

Aun nos resta determinar si los MnOx cumplen alguna de las funciones propuestas: protección frente a stress oxidativo,

protección a UV, protección frente a metales. Hasta el momento únicamente hemos evaluado la respuesta a metales (Zn,

Cd, Cu y Fe) de la cepa UYMnOx20 en condiciones de producción de MnOx vs en condiciones de no producción, pero no hemos

obtenido resultados concluyentes. 
Conclusiones y recomendaciones
De los análisis genómicos 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 oxidación

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. Según nuestros resultados, la oxidación 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

únicamente por multicobreoxidasas (CopA y CotA).

Caracterizamos la capacidad de la cepa Pseudomonas deceptionensis UYMnOx20 de oxidar Mn(II) determinando las

condiciones óptimas de producción de MnOx: medio líquido PYG pH6.5, 72h de incubación a 25°C, en presencia de 500 µM de

MnCl2. Además, la cepa UYMnOx20 es capaz de oxidar Mn(II) en un amplio rango de concentraciones (100µM-1mM), y en un

lapso de tiempo corto (24h-48h). Determinamos que la cepa es capaz de formar biofilms en asociación con la formación de

MnOx, y que es capaz de oxidar Mn(II) presente en arena, lo que resulta interesante desde el punto de vista biotecnológico

para la generación de biofiltros de arena para la remoción de Mn(II) en agua. En futuros trabajos sería interesante

determinar las propiedades de adhesión a arena de la cepa, y la capacidad del biofiltro de eliminar Mn(II) de agua. 

En resumen, la cepa Antártica Pseudomonas deceptionensis UYMnOx20 tiene un gran potencial biotecnológico que puede

ser aprovechado. 
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