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Resumen

En la actualidad, sigue existiendo un gran desconocimiento acerca de los microorganismos que
fijan nitrogeno en los océanos. Con el objetivo de estudiar la diversidad de microorganismos
implicados en este proceso, se llevo a cabo un analisis bioinformatico de metatranscriptomas,
procedentes de muestras recogidas en todo el planeta por la expedicion oceanografica Tara
Oceans. Paraello, se cre6 un arbol filogenético con secuencias ambientales de microorganismos
fijadores de N, utilizando nifH como gen marcador. Analizando los datos obtenidos, se puede
afirmar que hay una enorme diversidad de microorganismos involucrados en el complejo
proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), siendo Gammaproteobacteria el grupo mas
abundante. Ademas, se comprobo la presencia en el Océano Atlantico Sur, de una cianobacteria
(UCYN-A) que vive en simbiosis con un alga unicelular, presentando una gran abundancia en
aguas superficiales. Sin embargo, no se pudieron clasificar todas las secuencias, por lo que
seran necesarios mas estudios para conocer en profundidad la diversidad de microorganismos

implicados en la fijacion de N2 en los océanos.

Palabras clave: fijacion de nitrégeno, metatranscriptoma, bioinformatica, nifH.

Abstract

Nowadays, there is still a great lack of knowledge about nitrogen-fixing microorganisms in the
oceans. In order to study the diversity of microorganisms involved in this process, a
bioinformatic analysis of metatranscriptomes was carried out, from samples collected
throughout the planet by the Tara Oceans oceanographic expedition. For this reason, a
phylogenetic tree was created with environmental sequences of N-fixing microorganisms,
using nifH as a marker gene. Analyzing the obtained data, we can state that there is a huge
diversity of microorganisms implicated in the complex process of biological nitrogen fixation
(BNF), with Gammaproteobacteria being the most abundant group. In addition, the presence
of cyanobacteria (UCYN-A), which lives in symbiosis with a unicellular algae, was confirmed
in the South Atlantic Ocean, presenting a great abundance in surface water. However, not all
sequences could be classified, thus further studies will be necessary to fully understand the

diversity of microorganisms involved in N»-fixation in the oceans.

Key words: nitrogen fixation, metatranscriptome, bioinformatics, nifH.



1. Introduccion

El nitrégeno es un elemento esencial para la vida, debido a que forma parte de la estructura de
proteinas y &cidos nucleicos (ADN y ARN). La forma mas abundante de nitrogeno en el agua
de mar es su forma molecular (N2). Sin embargo, el N2 s6lo puede ser utilizado por algunos
microorganismos procariotas conocidos como diazotrofos. Estos microorganismos son aquellas
bacterias y arqueas con la capacidad de fijar nitrdgeno, es decir, son capaces de reducir el
dinitrogeno (N2) a amoniaco (NHs) mediante la enzima nitrogenasa. Este proceso es conocido
como fijacion biologica de nitrégeno (FBN), y supone con diferencia la mayor parte de la
fijacion de nitrégeno del planeta. En la tltima década se estimoé que la FBN marina global tiene
valores de entre 140 Tg N afio y 177 Tg N afio (GroRBkopf et al., 2012; Voss et al., 2013).

La fijacion de nitrdgeno que no tiene origen bioldgico se denomina fijacion abidtica, esta
causada por los rayos en tormentas eléctricas y da lugar a una produccion global de 7 Tg N afio
(Tie etal., 2002), una cantidad mucho menor que la fijada biolégicamente. En un primer
momento, se creia la FBN de los océanos era un proceso exclusivo de aguas superficiales
tropicales y algunos sistemas benténicos (Blackburn et al., 1988). Pero posteriormente se
demostro que también tenia lugar en el fondo del mar y aguas andxicas (Dekas et al., 2009), e
incluso en estuarios (Bentzon-Tilia etal., 2015). Las tasas de fijacion de N2 estan
correlacionadas significativamente con condiciones ambientales, de manera positiva con la
temperatura del agua de mar y la radiacion fotosintéticamente activa, y de forma negativa con
la profundidad y la salinidad (Bonnet et al., 2018). Ademas, en muchos habitats el nitrégeno es
limitante, por lo que el proceso de fijacion bioldgica es fundamental para sustentar la red trofica
(Vitousek & Howarth, 1991). Las bacterias de los océanos tienen un papel muy importante
como fijadores de nitrégeno, ya que solo los procariotas tienen la capacidad de fijar N2, por lo
gue son la base de la cadena trofica y proporcionan nitrogeno biodisponible para el resto de

organismos.

La FBN es llevada a cabo por los diazotrofos, gracias a la enzima nitrogenasa que cataliza la
siguiente reaccion: N2 + 16ATP + 8¢ + 8H" — 2NH3 + H2 + 16ADPi. La reduccion de Nz a
NHz tiene lugar en el sitio activo de la enzima, denominado cofactor FeMo (Einsle, 2014). Los
diazotrofos pueden presentar distintos tipos de nitrogenasa: dependiente de molibdeno (Mo),
dependiente de vanadio (V) y dependiente de hierro (Fe). La mayoria de los microorganismos

fijadores de N codifican Unicamente la nitrogenasa dependiente de Mo. La informacion



necesaria para codificar esta nitrogenasa se encuentra en los genes nif. Por otra parte, los
microorganismos que codifican las nitrogenasas alternativas dependientes de V o Fe, mediante
los genes vnf o anf respectivamente, también codifican la nitrogenasa dependiente de Mo por
medio de los genes nif (Joerger et al., 1988; Dos Santos et al., 2012). La nitrogenasa de Mo es
mas eficiente que las nitrogenasas alternativas, pero estas Gltimas son capaces de expresarse en
ausencia de molibdeno (Mus et al., 2019). Hay grandes similitudes estructurales y funcionales
entre los tres tipos de nitrogenasa, probablemente debidas a un origen de duplicacion genética

y divergencia evolutiva (Jasniewski et al., 2020).

La nitrogenasa mas estudiada es la dependiente de Mo. Esta integrada por dos componentes
proteicos: el homodimero dinitrogenasa reductasa y> (proteina NifH) y el heterotetrdmero
dinitrogenasa a2 (proteinas NifD y NifK) (Raymond et al., 2004). Los genes nif se encuentran
en operones, y son imprescindibles para la FBN ya que codifican las subunidades de la
nitrogenasa, asi como proteinas involucradas en la activacion, regulacion y transporte de
metales (Kessler et al., 1998; Raymond et al., 2004). El nimero de genes nif que pueden
presentar los diazotrofos es variable, siendo NifHDKENB el conjunto minimo de productos
génicos necesarios para codificar una nitrogenasa funcional (Dos Santos et al., 2012; Boyd
etal., 2015). Hay organismos que tienen una mayor cantidad de genes nif, pudiendo en
ocasiones llegar a tener hasta 20 nif distintos (Mus et al., 2019). Uno de los genes nif mas
conservados es nifH, por ello, es habitual la utilizacién de secuencias nifH como gen marcador
para inferir filogenias de organismos fijadores de nitrogeno (Zehr et al., 2003; Raymond et al.,
2004; Gaby & Buckley, 2011; Angel et al., 2018). Los genes nif estdn ampliamente distribuidos
en bacterias y arqueas, incluso en organismos que carecen de la capacidad de fijar nitrégeno,
debido a que existen secuencias paralogas de nif que no codifican nitrogenasas. Utilizando nifH
y nifD, se han clasificado las secuencias homdlogas de la nitrogenasa en 5 grupos: los grupos
I, Il'y 1l corresponden a los fijadores de nitrégeno, mientras que los microorganismos que

carecen de esta capacidad pertenecen a los grupos IV y V.

En los grupos I, 1l y 11l se ha detectado actividad nitrogenasa. EI grupo | esta constituido por
las nitrogenasas de Mo pertenecientes a cianobacterias y proteobacterias (Ghebreamlak &
Mansoorabadi, 2020). Estas bacterias estan estrechamente relacionadas con el O, mediante la
respiracion aerobica o la fotosintesis oxigénica. Por ello, poseen mecanismos espaciales y/o
temporales que les permiten mantener separados la nitrogenasa y el O». Estos mecanismos

reguladores frecuentemente son codificados por genes dentro del propio operon nif (Raymond
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et al., 2004). El grupo 11 lo forman principalmente anaerobios obligados como los clostridios,
bacterias acetogénicas y arqueas metandgenas del orden methanosarcinales. Poseen
nitrogenasas de Mo, muy similares a las del grupo I. Los microorganismos pertenecientes al
grupo Il tienen un operéon nifHDKEN muy conservado, teniendo una insercion de
aproximadamente 50 aminoé&cidos en nifD, hecho que apoya el origen monofilético de este
grupo (Wang et al., 1988; Kim & Woo, 1993). La realizacion de analisis filogenéticos basados
en ARNr 16S indican que se ha producido transferencia horizontal de genes entre los
organismos del grupo 11, este proceso de intercambio genético puede haber sido favorecido por
las frecuentes asociaciones sintréficas en organismos de ambientes anaerobios (Raymond et al.,
2004). El grupo 111 esté integrado por las nitrogenasas alternativas que no dependen de Mo, son
las nitrogenasas dependientes de VV o Fe (Raymond et al., 2004). La aparicion de este tipo de
nitrogenasas pudo tener lugar bajo condiciones limitantes de Mo en la Tierra Proterozoica, por
lo que utilizar otros metales podia resultar beneficioso (Anbar & Knoll, 2002). Sin embargo, la
Nitrogenasa de Mo tiene una mayor eficiencia que las dependientes de V y Fe, siendo capaz de

fijar una mayor cantidad de nitrdgeno con menos nitrogenasa total.

Aquellas secuencias homologas a la nitrogenasa que no participan en la FBN se han clasificado
en los grupos IV y V (Raymond et al., 2004). El grupo IV es un grupo parafilético, formado por
metanogenos y bacterias que no fijan nitrégeno (la mayoria de ellas fotosintéticas). También
incluye las secuencias similares a nif que auin no han sido caracterizadas, conocidas como nflH
y nfID (Staples et al., 2007). Los andlisis bioinformaticos proponen que las funciones de estos
homologos podrian ser la adquisicion de metales, la fijacion de carbono y el metabolismo del
azufre (Ghebreamlak & Mansoorabadi, 2020). EI grupo V lo constituyen paralogos de nifH
como los genes bchX y bchL, que participan de forma esencial en la biosintesis de
bacterioclorofila. El origen de bchX y bchL estd en una duplicacion de genes en un ancestro
comun de todos los fototrofos. El analisis filogenético de las secuencias de proteinas NifH,
BchX y BehL sugiere que la fotosintesis anoxigenica utilizando bacterioclorofila se origino

antes que la fotosintesis mediada por clorofila de las cianobacterias (Gupta, 2012).

Las campanfas oceanograficas han ayudado a la investigacion de los microorganismos y sus
actividades en los oceanos, analizando el papel de arqueas y bacterias en los ciclos
biogeoquimicos de elementos como el C, N, P o S. Sin embargo, aun hay mucho
desconocimiento acerca del medio marino y los microorganismos presentes en la gran cantidad

de ecosistemas que abarcan los océanos. A raiz de esto, han surgido importantes camparias
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oceanograficas como el proyecto Tara Oceans, una expedicion llevada a cabo en una goleta
entre los afios 2009 y 2013, cuyos objetivos eran comprender los ciclos biogeoquimicos
globales que tienen lugar en el océano y evaluar el impacto del cambio climéatico en la
biodiversidad marina y los procesos oceanicos (Karsenti et al., 2011). Para ello, la expedicion
Tara Oceans tomd datos de diversos ecosistemas en océanos de todo el mundo, recogiendo
35.000 muestras de 210 ecosistemas en 20 provincias biogeogréaficas (Sunagawa et al., 2020).
Las muestras que obtuvieron consistian en tomas de agua de mar, que incluian la gran variedad
de plancton que estaba presente en el agua. El plancton supone una importante parte de la
biomasa de los océanos y es clave en el mantenimiento de los ciclos biogeoquimicos globales,
por lo que su andlisis puede proporcionarnos mucha informacién (Pesant et al., 2015).

En esta expedicidn se recolectaron muestras a tres profundidades distintas: la capa de agua
superficial (entre 3y 7 m por debajo la superficie del mar), la capa méaxima de clorofila profunda
(su profundidad es variable y se determind a partir de sensores épticos con un fluorémetro de
clorofila) y la zona mesopelagica (entre 200 y 1000 m de profundidad) (Pesant et al., 2015).
Para cada muestreo fueron registradas la fecha, hora y ubicacion, junto con una serie de
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del agua: temperatura, salinidad, pH,
concentraciones de O, eficiencia fotosintética, puntos calientes de biodiversidad, corrientes o
remolinos. También se midieron constantemente factores que afectan a la mezcla de las aguas
superficiales: presion, temperatura, humedad, velocidad y direccidn del viento. Ademas, se
emplearon varios métodos de muestreo para poder capturar y separar eficazmente segun su
tamario, la gran diversidad presente en el plancton. Los organismos muestreados fueron virus,
girus (virus gigantes), procariotas (arqueas y bacterias), eucariotas unicelulares y eucariotas

multicelulares (Pesant et al., 2015).

El proyecto Tara Oceans proporciona acceso abierto a los datos obtenidos, por lo que se puede
acceder libremente a todas sus mediciones ambientales, datos moleculares y listas de
nucleotidos. La integracidn de estos datos con metagenomas oceanicos y genomas de referencia
permite obtener un catalogo de genes de referencia, con los que llevar a cabo clasificaciones
taxonémicas, filogenéticas y ecologicas. Este proceso permitié distinguir 111,5 millones de
secuencias de nucledtidos codificantes de proteinas, las cuales fueron agrupadas con un 95%
de identidad nucleotidica en el alineamiento (Sunagawa et al., 2015). De esta manera se redujo
el nimero tan grande de secuencias y se obtuvo un Catalogo de genes de referencia microbiano

oceanico con méas de 40 millones de genes no redundantes. Ademas, el 81,4% de los genes
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descubiertos en las muestras de Tara Oceans no se habian identificado previamente (Sunagawa
et al., 2015). Por tanto, la informacién resultante del proyecto Tara Oceans es una herramienta
muy util para investigaciones en Biodiversidad Microbiana Marina, Biotecnologia y

Bioinformatica.

En este trabajo se han utilizado muestras de Tara Oceans para estudiar el papel de los
microorganismos marinos en el proceso de fijacion de nitrogeno. En concreto, analizamos el
material genético de metatranscriptomas procedentes de muestras de Tara, lo que nos permitio
investigar, mediante la identificacion de secuencias del gen nifH, la diversidad de
microorganismos implicados en la FBN.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es estudiar la diversidad existente entre los microorganismos
fijadores de N2 en los oceanos, mediante un andlisis bioinformatico de metatranscriptomas,
procedentes de muestras recogidas por todo el planeta durante la expedicién Tara Oceans.
Para ello, se siguieron los siguientes objetivos especificos:

1. Utilizar diferentes herramientas computacionales, entre las que esta el lenguaje de
programacion Python, para llevar a cabo un analisis bioinforméatico de secuencias
ambientales de nucle6tidos.

2. Construir un arbol filogenético de referencia mediante el método maximum likelihood,
utilizando secuencias ya conocidas procedentes de la base de datos MAR.

3. Analizar qué taxones o grupos de bacterias estan implicados en el proceso de fijacion de

N2 en el medio marino.



3. Material y métodos

Con el fin de estudiar la diversidad de microorganismos fijadores de N2 en los océanos,
analizamos el material genético presente en las muestras recolectadas por la expedicion Tara
Oceans, entre los afios 2009 y 2013, en mas de 200 estaciones de muestreo que abarcaban todas
las provincias oceanicas. Concretamente analizamos secuencias de ARNm procedentes de
metatranscriptomas. Estos suponen el conjunto de transcritos de un sistema, en nuestro caso la
comunidad microbiana marina, permitiéndonos observar qué genes se estan expresando. Para
ello, empleamos nifH como gen marcador. La clasificacion taxonomica de los microorganismos
se llevo a cabo mediante Genome Taxonomy Database Toolkit (GTDB-Tk; Chaumeil et al.,
2019), un conjunto de herramientas de software que permiten hacer una asignacion taxonémica
objetiva para genomas de bacterias y arqueas. GTDB permite trabajar con cientos o miles de
genomas ensamblados en un metagenoma y obtenidos directamente de muestras ambientales.

Todo el proceso se llevo a cabo con lenguaje de programacion Python.

En primer lugar, se construyo un arbol filogenético de referencia mediante el método maximum
likelihood, a partir de secuencias de nifH presentes en genomas de referencia conocidos,
procedentes de la base de datos MAR. Al arbol de referencia se afiadieron aquellas secuencias
ambientales de Tara que tenian el gen nifH, este proceso es denominado placement. Es
necesario crear un arbol de referencia, debido a que las secuencias de Tara no se llegan a
ensamblar del todo, dado que las secuencias ambientales son de peor calidad que las secuencias
procedentes de bacterias aisladas. Por ello, creamos un arbol de referencia fiable con secuencias
de nifH procedentes de genomas ya conocidos presentes en una base de datos, y posteriormente
afiadimos las secuencias de Tara sin modificar la topologia de referencia. La base de datos
utilizada para hacer el arbol de referencia fue MAR, una base de datos de referencia con
genomas procaridticos marinos completamente secuenciados y genomas parciales de alta
calidad (Klemetsen et al., 2018). Para construir el arbol de referencia utilizamos el software
Prodigal, un algoritmo de prediccion y reconocimiento de genes procarioticos capaz de
identificar el sitio de iniciacion de la traduccion, permitiéndonos traducir a aminoacidos los

nucleotidos de los que partimos.

Para cuantificar la expresion del gen marcador nifH, primero se identificd el gen mediante la
busqueda con blastp de todas las secuencias traducidas del metatranscriptoma frente al conjunto

representativo de la base de datos, con un bitcore minimo de 50. Luego, se colocaron los



péptidos en el arbol de referencia utilizando los paquetes PaPaRa, EPA-ng y gappa. El modelo
de sustitucion de aminoacidos se predijo con IQ-TREE. Por Gltimo, se eliminaron las secuencias
colocadas con longitudes de rama mas largas que la distancia mas larga entre todos los pares
de secuencias en el arbol de referencia (<10% de las secuencias). Estas secuencias fueron
consideradas parélogas. La busqueda de las secuencias no se llevd a cabo solo con blastp,
también se ejecutdé mediante el HMM (Modelo Oculto de Markov) especifico de nifH. Este otro
método es ideal para la identificacion de organismos desconocidos, y se utiliza cuando la base
de datos no recoge toda la diversidad existente, como ocurre en el medio marino. Por otra parte,
la mayoria de las secuencias procedentes de muestras ambientales como Tara Oceans estan
truncadas, por lo que la busqueda de HMM puede no detectarlas como nifH porque no llegan
al valor minimo o necesario que tiene el modelo. Por tal razdn, utilizamos dos métodos para la

busqueda de secuencias de nifH: blastp y HMM.

Finalmente, clasificamos las secuencias de nifH en los grupos: I, 11, 111 y IV. Esto fue posible
gracias a una serie de residuos conservados en los péptidos de nifH y a un modelo dicotomico
(un arbol de decisiones) desarrollado por (Frank et al., 2016). De esta forma, distinguimos qué
secuencias correspondian a microorganismos fijadores de nitrégeno (Grupos I, 11y 111) y cuales
no pertenecian realmente a nifH (Grupos 1V y V).



4. Resultados y discusion

Se construy6 un arbol filogenético de referencia a partir de secuencias de nifH presentes en
genomas de referencia conocidos. A continuacion, se alinearon e incorporaron aquellas
secuencias de Tara Oceans que presentaban nifH. De esta forma, se cre6 un nuevo arbol que
nos permitié analizar, por medio de las secuencias de nifH, la diversidad de diazotrofos a
distintos niveles taxonémicos. Las secuencias referentes a nifH se clasificaron funcional y
taxondmicamente en las siguientes categorias: clase, orden, familia y género. Algunas
secuencias de nifH no se han podido identificar y se indican en las Figuras 1, 2, 3y 4 como no
especificadas (“Unspecified”). No se pudieron clasificar porque los microorganismos a los que
pertenecen estas secuencias todavia no se han aislado, y no hay nada suficientemente parecido
en las bases de datos, la Unica informacidén que tenemos sobre ellos es que son bacterias o
arqueas. También puede ocurrir que algunas secuencias no se hayan podido clasificar debido a
que la base de datos de referencia no incluya todas las secuencias conocidas, o a que las
secuencias cortas que situamos en el arbol (placement) comprendan regiones del gen que estan
conservadas a un nivel taxonémico superior, por tanto, el algoritmo no puede situarlas bien en
niveles taxondmicos inferiores (por ejemplo, si sélo puede situar la secuencia a nivel de familia,

entonces el género y la especie apareceran como “Unspecified”).

A nivel de clase destaca que la mayoria de secuencias se clasifican en Gammaproteobacteria.
La abundancia de este grupo es tal, que en las muestras analizadas suponen mas del 50% de
organismos involucrados en la fijacidn de nitr6geno. Ademas, podemos observar la presencia
de Cyanobacteria, grupo al que con frecuencia se atribuye la FBN en los océanos. Sin embargo,
podemos afirmar que también hay otros muchos taxones implicados en este proceso, como son
Alphaproteobacteria, Phycisphaerae (filo Planctomycetota), Desulfovibrionia,
Desulfobacteria, Verrucomicrobiae, Campylobacteria, Bacteroidia y UBA9042 (Figura 1).
Este ultimo es una clase perteneciente al filo Myxococcota. Se sabe que los organismos
incluidos en la clase UBA9042 se diferencian lo suficiente de otros microorganismos como
para ser considerados una clase, pero todavia no se han aislado, por lo que atn no se ha asignado
un nombre a este grupo. La informacién conocida sobre la clase UBA9042 se puede encontrar
en GTDB (Genome Taxonomy Database). Finalmente, pese a que la mayoria de secuencias
han podido ser identificadas a nivel de clase, en aproximadamente un 20% del total esto no ha

sido posible, indicAndose estas secuencias como no especificadas.
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Figura 1. Diversidad de diazotrofos a nivel de clase en las muestras analizadas de Tara Oceans. En el

Unspecified

c_ Phycisphaerae
¢__Cyanobacteriia
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c__UBA9042
c__Bacteroidia

c__Desulfovibrionia
c__Desulfobacteria
c__Verrucomicrobiae

Alphaproteobacteria
c__Cam|
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eje x se indica el nombre de las clases mas abundantes en las muestras analizadas, mientras que en el
eje y se representa de 0 a 1 la fraccién de secuencias que se clasifican dentro de cada clase. Mas de la
mitad de las secuencias se clasifican como Gammaproteobacteria. Aproximadamente el 20% de las

secuencias no se pudo clasificar.

Respecto a los ordenes, Pseudomonadales fue el mas abundante con casi un 35% de las
secuencias. Pertenece a la clase Gammaproteobacteria, asi como el orden Enterobacterales,
aunque este tiene un porcentaje mucho menor que los Pseudomonales. Es razonable que el

orden mas abundante pertenezca a Gammaproteobacteria, debido a que era la clase dominante
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con gran diferencia. Los Ordenes que siguen en abundancia a Pseudomonadales son
Rhodobacterales (clase Alphaproteobacteria) y Phycisphaerales (filo Planctomycetota). Otros
ordenes con una representacion importante son Desulfovibrionales, Desulfobacterales,
Opitutales, Cyanobacteriales, Enterobacterales, Burkholderiales, Campylobacterales,
UBA3505 (clase UBA9042) y Bacteroidales (Figura 2). De la misma manera que ocurria en
las clases, en los érdenes casi un 20% de las secuencias no han podido ser identificadas.

Represented order
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Figura 2. Diversidad de diazotrofos a nivel de orden en las muestras analizadas de Tara Oceans. Se

o__Desulfovibrionales

[

0_.
[
0

muestran los 6rdenes méas abundantes en el eje x. La fraccion de secuencias clasificadas dentro de cada
orden (valores de 0 a 1) es mostrada en el eje y. Casi un 35% de las secuencias corresponden al orden
Pseudomonadales, perteneciente a la clase Gammaproteobacteria. EI 20% de las secuencias no se pudo

clasificar a nivel de orden.
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A nivel de familia predominan las secuencias no especificadas, debido a que aproximadamente
el 50% de las secuencias no se han podido clasificar. Dentro de las familias identificadas, las
mas representativas cuantitativamente fueron Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae y
Phycisphaeraceae, corresponden a familias pertenecientes a los 3 drdenes mas abundantes:
Pseudomonadales, Rhodobacterales y Phycisphaerales. Las otras familias que se representan
en la Figura 3 son Desulfovibrionaceae, UBA3067, Oleiphilaceae, Desulfobacteraceae,
Opitutaceae, Microcystaceae, Nitrincolaceae, Psychromonadaceae, Rhodocyclaceae,

Arcobacteraceae, UBA3505 y Prolixibacteraceae.
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Figura 3. Diversidad de diazotrofos a nivel de familia en las muestras analizadas de Tara Oceans. En el
eje x se muestran los nombres de las familias mas abundantes, mientras que en el eje y se puede observar
la fraccion de secuencias que se clasifican dentro de cada familia representadas con valores entre 0 y 1.
Las familias mas abundantes fueron Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae y Phycisphaeraceae. En
mas de la mitad de las secuencias no se pudo identificar a qué familia pertenecian.

Por dltimo, el 50% de las secuencias no se han podido clasificar en generos, hecho que ya
sucedi6 con las familias. Respecto a los géneros que si se pudieron identificar, los que presentan
una mayor abundancia son Pseudomonas, UBA7800 y Marinibacterium. UBA7800 es un
género perteneciente al orden Phycisphaerales, pero ha sido descubierto recientemente y las
especies que pertenecen a este grupo todavia no han sido descritas. La informacion conocida
sobre el género UBA7800 se puede encontrar en GTDB. Otros géneros que fueron identificados
como fijadores de nitrégeno son Pseudodesulfovibrio, UBA3067, Marinobacter, DG1235,
Atelocyanobacterium, Motiliproteus, Psychromonas, Azoarcus, Arcobacter, UBA3505 y
Sunxiuginia (Figura 4). Las secuencias de Azoarcus se consiguieron identificar especialmente
bien, llegando incluso a ser identificadas a nivel de especie, concretamente la especie Azoarcus
communis. Otro género a destacar es el recientemente descubierto Atelocyanobacterium,
formado Unicamente por la especie UCYN-A, una cianobacteria que vive en simbiosis con un

alga primnesiofita unicelular.
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Figura 4. Diversidad de diazotrofos a nivel de género en las muestras analizadas de Tara Oceans.
Podemos observar el nombre de los géneros mas abundantes en el eje x, mientras que en el eje y se
indica de 0 a 1 la fraccion de secuencias clasificadas dentro de cada género. Mas del 50% de las
secuencias no se pudieron clasificar a nivel de género. Respecto a las que si se pudieron clasificar, el

género Pseudomonas es el mas abundante, seguido por Marinibacterium y UBA7800.
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Para todos los niveles taxonémicos (Figuras 1, 2, 3 y 4) hay microorganismos que se indican
como no especificados (“Unspecified”). En algunos casos puede ocurrir que las secuencias no
se identificaran porque la base datos no incluye todas las secuencias conocidas, sin embargo, la
base de datos utilizada como referencia contiene una cantidad de secuencias considerable, por
lo que es probable que en muchos casos estos microorganismos no se hayan podido clasificar
porque todavia no se han aislado. Esto es un ejemplo de que ain hay muchos microorganismos
marinos que se desconocen. En las muestras que analizamos, alrededor del 50% de las
secuencias no se pudieron clasificar en género y familia. En cambio, en niveles taxonémicos
superiores como la clase y el orden, el nimero de secuencias que no se pudo identificar fue
menor, Unicamente un poco menos del 20%. En parte, esto puede deberse a que algunas de las
secuencias ambientales de Tara incorporadas al arbol comprenden regiones del gen nifH
conservadas a niveles taxonomicos superiores, por lo que el algoritmo utilizado no puede
clasificarlas a nivel de familia y género. Podemos concluir que, como es logico, hay un mayor

desconocimiento de los niveles taxondmicos inferiores.

También es resefiable la gran variedad de microorganismos, pertenecientes a grupos muy
diversos, que participan en la fijacion de nitrgeno. Esta diversidad de diazotrofos incluye a
maltiples clases como Gammaproteobacteria, Cyanobacteria, Alphaproteobacteria,
Desulfovibrionia, Desulfobacteria, Phycisphaerae, Verrucomicrobiae, Campylobacteria y
Bacteroidia. Por tanto, debido al gran nimero de organismos implicados, podemos afirmar que
la FBN es un proceso muy complejo. El grupo mas importante cuantitativamente en la categoria
de clase fueron las Gammaproteobacteria, incluyendo el 50% de fijadores de nitrogeno en las
muestras analizadas. Esto se refleja también en el resto de categorias taxondmicas, puesto que
el orden Pseudomonodales (perteneciente a la clase Gammaproteobacteria) es el orden mas
abundante y uno de los que presenta mayor diversidad, estando integrado por varias familias
con la capacidad de fijar nitrégeno: Pseudomonadaceae, UBA3067, Oleiphilaceae y
Nitrincolaceae. ElI género con mayor abundancia es Pseudomonas, que pertenece a los ya
mencionados familia Pseudomonadaceae y orden Pseudomonodales. En consecuencia,
podemos concluir que la clase Gammaproteobacteria es muy importante para la FBN, a causa
de su gran aportacion cuantitativa y a la diversidad de organismos dentro del grupo que

contribuyen en este proceso.
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Dentro de la diversidad existente entre los fijadores de nitrogeno, cabe destacar también la
presencia de Atelocyanobacterium thalassa, comunmente denominada UCYN-A, ya que es una
cianobacteria unicelular que vive en simbiosis con un alga unicelular de la clase
Primnesiophyceae. UCYN-A carece de genes que codifican el fotosistema Il y otras vias
esenciales para la fijacion de carbono mediante el ciclo de Calvin. La relacion que mantiene
con esta alga se basa en un intercambio de carbono y nitrogeno fijos, lo que permite a la
cianobacteria UCYN-A habitar en ambientes oligotroficos a pesar de tener un genoma reducido.
Esta cianobacteria tiene una amplia distribucion y contribuye de manera importante a la fijacion

de nitrogeno en los océanos.

Existen 4 linajes de UCYN-A que coexisten en tiempo y espacio frecuentemente, teniendo una
distribucion global: UCYN-AL, UCYN-A2, UCYN-A3, y UCYN-A4. Cada linaje esta
asociado a un alga primnesiofita especifica, que actia como anfitrion. Se sabe que la especie
con la que se asocia UCYN-AZ2 es Braarudosphaera bigelowii, mientras que UCYN-AL tiene
como anfitriébn a un alga primnesiofita de otra especie, pero estrechamente relacionada
filogenéticamente con B. bigelowii. Los anfitriones de UCYN-A3 y UCYN-A4 todavia se
desconocen. EI niumero de células de UCYN-A implicadas en la asociacion varia en funcion
del linaje y el huésped. El linaje UCYN-AL presenta Unicamente una o dos células por cada
primnesiéfito, mientras que en el linaje UCYN-A2 cada huésped puede contener hasta 10
individuos de UCYN-A. Ademas, el primnesiofito con el que se relaciona cada linaje tiene
diferente tamafio, lo que permite que UCYN-A participe en la fijacion de nitrdgeno en diversas
fracciones de tamarfio de plancton.

La bacteria UCYN-A puede ser importante en el proceso de fijacion de nitrégeno en algunos
puntos del océano. Con el objetivo de comprobar esta importancia en el Océano Atlantico Sur,
se analizaron un total de cuatro metatranscriptomas, pertenecientes a las estaciones de Tara 076
y 078 (Figura 5). Para cada estacion utilizamos los datos de dos muestras de
metatranscriptomas tomadas a diferente profundidad, una en la capa superficial (SRF) y otra en
la zona de méaxima clorofila profunda (DCM). El tamafio de la fraccidon de plancton utilizado
en la toma de todas las muestras estuvo entre 0.22-0.3 um. Esta informacion se recoge en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Muestras utilizadas para el reclutamiento de fragmentos de linajes de UCYN-A. Se indica el
nombre de identificacion de la muestra (ID), la estacion en la que fue tomada con sus coordenadas
geograficas y la respectiva region, el tamafio en um de la fraccion tomada y la profundidad en m a la
que se recogid la muestra junto con la capa correspondiente (SRF: Capa superficial; DCM: Capa maxima

de clorofila profunda).

Muestra (ID)  Estacién Regién Latitud Longitud Capa Profundidad (m) Fraccién (um)
ERS490542 076 Océano Atlantico Sur ~ -20,9354 -35,1803 SRF 5 0.22-3
ERS490597 076 Océano Atlantico Sur ~ -21,0292 -35,3498 DCM 150 0.22-3
ERS490659 078 Océano Atlantico Sur ~ -30,1367 -43,2899 SRF 5 0.22-3
ERS490691 078 Océano Atlantico Sur  -30,1484 -43,2705 DCM 120 0.22-3

Figura 5. Mapa en el que se representan las estaciones de Tara Oceans 076 y 078. Se indica la ubicacion
de las estaciones de Tara 076 y 078, localizadas en la regidn occidental del Océano Atlantico Sur. En
estas ubicaciones se recogieron las muestras que utilizamos para llevar a cabo un reclutamiento de

fragmentos de linajes de UCYN-A, con el fin de comprobar la presencia de UCYN-A en esta region.

El anélisis realizado consistié en el reclutamiento de fragmentos de cuatro metatranscriptomas
pertenecientes a las estaciones 076 y 078. Ademas, se utiliz6 como genoma de referencia un
genoma de UCYN-AL que ya habia sido secuenciado. Los fragmentos se clasificaron segun su
% de identidad respecto a las secuencias del genoma de referencia de UCYN-A, estableciendo

el 95% de identidad como el limite para considerarlos la misma especie (Figura 6).
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Figura 6. Representacion de lecturas metatranscriptomicas utilizando el genoma de UCYN-A1 como
referencia. Cada lectura se representa con un punto, situado en la gréafica seglin su posicion en el genoma
en pares de base (eje x) y el % de identidad respecto al genoma de referencia (eje y). Con una linea
negra se resalta el 95% de identidad, umbral establecido para considerar qué lecturas pertenecen a la
misma especie que el genoma de referencia. Se analizaron un total de 1.400.000 posiciones en el

genoma.

Analizando los resultados obtenidos tras el reclutamiento de fragmentos de cuatro
metatranscriptomas (Figura 6), podemos afirmar que UCYN-A se distribuye principalmente
en aguas someras y poco profundas, ya que se observa una cantidad de lecturas mucho mayor
en las Figuras 6a y 6c. Existe una enorme abundancia en las muestras tomadas en la capa
superficial a 5m de profundidad (Figuras 6ay 6c), mientras que en las muestras tomadas en la
capa méxima de clorofila profunda a 120m y 125m de profundidad, la abundancia es mucho
menor (Figuras 6b y 6d). A la izquierda de las graficas (Figura 6) hay una gran cantidad de
secuencias, incluso llegando a formar una linea, esto se debe a que corresponde al principio del
genoma del ARN ribosémico, que esta muy conservado, por lo que coincide en muchas
bacterias aunque estén muy distantes filogenéticamente. Finalmente, estos analisis parecen
confirmar la presencia de UCYN-A en el Océano Atlantico Sur. Ademas, posiblemente esta
bacteria tenga una gran importancia en el proceso de fijacién de nitrégeno, debido al gran

namero de secuencias correspondientes a UCYN-A, que implican que es muy numerosa.
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5. Conclusiones

1. La bioinformética es una herramienta muy util para el estudio de los microorganismos,
permitiendo clasificarlos eficazmente y analizar una enorme cantidad de muestras. Para la
mayoria de los microorganismos marinos, los metodos bioinformaticos suponen la Unica

forma de estudio, ya que muy pocos son cultivables.

2. El proceso de FBN es muy complejo, existiendo una gran diversidad taxénomica de
bacterias implicadas. En las muestras analizadas el taxdén mas abundante fue
Gammaproteobacteria, grupo al que pertenecian mas del 50% de las secuencias de nifH.
Ademas, comprobamos que UCYN-A, una Cyanobacteria que vive en simbiosis con un
alga primnesiofita unicelular, estd presente y tiene una gran importancia en el Océano

Atlantico Sur, distribuyéndose principalmente en aguas superficiales.

3. Pese a que el andlisis de secuencias de nifH es un método eficaz para clasificar a los
microorganismos fijadores de N2 en los océanos, no se pudieron identificar todas las
secuencias. En algunos casos se puede deber a que el gen nifH tiene regiones conservadas
en niveles taxondmicos superiores, pero una gran parte de las secuencias no pudieron ser
clasificadas porque hay muchos microorganismos marinos desconocidos o que todavia no

han sido aislados.

4. Enlaactualidad ain queda mucho por investigar acerca de los microorganismos que fijan
N2 en los oceéanos. En futuros estudios se podra determinar con mayor precision qué

microorganismos, y en qué proporcion, participan en la FBN.
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6. Conclusions

1. Bioinformatics is a very useful tool for the study of microorganisms, it allows to make
an effective classification and analyze a large number of samples. For most marine
microorganisms, bioinformatic methods are the only way to study, since very few are

cultivable.

2. The BNF process is very complex, there is a great taxonomic diversity of bacteria
involved. In the analyzed samples, the most abundant taxon was Gammaproteobacteria,
which have more than 50% of nifH sequences. In addition, we verify UCYN-A, a
Cyanobacteria that lives in symbiosis with an unicellular primnesiophyte algae, is
present and of great importance in the South Atlantic Ocean, mainly found in surface

waters.

3. Although nifH sequences analysis is an effective method for classifying N2-fixing
microorganisms in the oceans, not all sequences could be identified. In some cases, it
may be because nifH gene has conserved regions at higher taxonomic levels, but a large
part of the sequences could not be classified because there are many unknown marine

microorganisms, which have not been isolated yet.

4. At present, there is still much to investigate about No-fixing microorganisms in the
oceans. In future studies, it will be possible to determine with higher precision which

microorganisms, and in what proportion, participate in BNF.
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