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ABSTRACT

Los virus que infectan bacterias (bacteridfagos o fagos) son las entidades bioldgicas mds abundantes de la
biosfera. Los fagos son protagonistas centrales en la modulacion de las comunidades microbianas y de los
ciclos biogeoquimicos. Dos tipos de ciclos bioldgicos caracterizan a los fagos, el ciclo litico y el lisogénico.
Nuestro estudio se focaliza en el ciclo lisogénico en el que los fagos se integran al genoma de la bacteria. El
estudio de los sistemas bacteria-fago en ambientes antdrticos es particularmente interesante debido a las
condiciones ambientales extremas en la que se da dicha interaccion. Bacterias antdrticas provenientes de
diferentes hdbitats fueron estudiadas para conocer sus virus en estado lisogénico. Asi Bizionia argentinensis,
Rhodococcus spp. cepa ADH y Agreia spp., fueron caracterizadas in silico e in vitro para la presencia de
Jfagos integrados (profagos). Estos profagos contienen un acerbo genético cuyo aporte podria ser central en
la interaccion de la bacteria hospedadora y el ambiente. Por otro lado, algunos de los genes aportados por
los profagos (entre otros las endolisinas, enzimas que lisan la pared bacteriana) tienen un uso potencial
en biotecnologia. Particularmente, estas enzimas adaptadas a funcionar a bajas temperaturas podrian ser
usadas en la industria.
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INTRODUCCION

La Antirtida constituye uno de los ecosistemas mds extremos y menos explorados del planeta,
caracterizado por condiciones ambientales tnicas que representan un desafio constante para la
vida. En este entorno hostil, las comunidades microbianas cumplen funciones criticas en los ciclos
biogeoquimicos globales y en el mantenimiento del ecosistema. Entre estos microorganismos,
los bacteriéfagos emergen como elementos claves en la regulacién de las dindmicas microbianas,
ejerciendo una influencia determinante en la estructuracién de comunidades bacterianas y en los
flujos de materia y energfa.

:Que son los bacteriéfagos y cudles son sus principales caracteristicas biolégicas?

Los bacteriéfagos, o simplemente fagos, son virus que infectan bacterias. Como cualquier virus,
dependen de la maquinaria celular de su hospedador para reproducirse. Son considerados las
entidades bioldgicas mds diversas y abundantes de la biosfera (Suttle 2007; Anderson et al. 2011;
Paez-Espino et al. 2016; Carroll et al. 2018). Se estima que existen alrededor de 103! particulas de
bacteriéfagos en la naturaleza, y cada segundo se producen aproximadamente 10%? infecciones de
fagos a escala mundial (Weitz and Wilhelm 2012). Esto resalta no solo la magnitud de su poblacién,
sino también su dindmica y relevancia en distintos dmbitos. Los bacteriéfagos juegan un papel crucial
en diversos procesos: a) Ecologfa global: regulan las poblaciones microbianas y afectan los flujos de
carbono y nutrientes en los ecosistemas; b) Evolucién microbiana: favorecen la diversificacién de
microorganismos y facilitan la transferencia horizontal de genes; ¢) Investigacién cientifica: han sido
herramientas clave en la biologfa molecular y en el estudio de las células a nivel molecular; d) Sistema
sanitario: se investigan como alternativas para el control de infecciones bacterianas resistentes a los
antibiéticos (Weitz and Wilhelm 2012; Jamal et al. 2019; Kim et al. 2020). Los bacteriéfagos se
clasifican segtin el tipo de genoma que los compone y puede ser de ADN (dcido desoxirribonucleico)
0 ARN (4cido ribonucleico). La mayoria de los bacteriéfagos tienen ADN de doble cadena (ADNdc).
Sin embargo, también existen fagos con ADN de cadena simple (ADNsc), ARN de cadena simple
(ARNsc) o ARN de doble cadena (ARNdc). Presentan una gran variedad de formas y estructuras.
La mayoria carece de envoltura lipidica, aunque algunos, tienen una capa adicional de lipidos. En
cuanto a su forma, encontramos fagos sin cola y fagos con estructuras cabeza-cola, que son los mds
comunes. Estos tltimos pueden tener colas largas y contréctiles, colas largas no contrictiles o colas
cortas no contrdctiles. (Figura 1).

Uno de los hallazgos m4s fascinantes de los estudios comparativos de los genomas de los bacteriéfagos
es su naturaleza de mosaico (Gauthier and Hatfull 2024), es decir que tienen segmentos de ADN
de distintos origenes en su genoma. Este fenédmeno se explica principalmente por el intercambio
horizontal de genes, donde los bacteriéfagos comparten su material genético con otros organismos
dando lugar a genomas con una mezcla tnica de genes y contribuyendo de manera notable con su
evolucién y diversidad (Hatfull and Hendrix, 2011).

Los ciclos biolégicos de los bacteriéfagos

Los bacteriéfagos tienen dos estrategias principales para multiplicarse: el ciclo litico y el ciclo
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lisogénico (Mavrich and Hatfull 2017). En el ciclo litico, el fago infecta a la bacteria y utiliza su
maquinaria celular para reproducir su propio genoma y fabricar nuevas particulas virales. Al finalizar
este proceso, la célula bacteriana se rompe (lisis), liberando los nuevos fagos que podrin infectar
otras bacterias evolutivamente relacionadas. Este ciclo es caracteristico de los fagos virulentos,
que provocan lisis y matan a la célula hospedadora. En el ciclo lisogénico, posteriormente a
la infeccién, el genoma del fago se integra en el ADN de la bacteria. En su forma integrada al
cromosoma bacteriano, el fago se lo identifica como profago. En esta etapa, el genoma viral puede
ser transmitido verticalmente (de células parentales a células hijas) a las generaciones posteriores de la
bacteria. Bajo ciertas condiciones ambientales, que pueden estresar a la célula bacteriana, el profago
puede activarse, liberase del genoma bacteriano y reiniciar en el ciclo litico. Este proceso se conoce
como induccién y marca el inicio del ciclo litico. Se denominan fagos temperados a aquellos que
tienen la capacidad de alternar entre ambos ciclos. La lisogenia es un proceso en el que el genoma
del bacteriéfago se integra al genoma de la bacteria hospedadora, permitiendo su coexistencia sin
destruir la célula bacteriana. Este estado ofrece ventajas significativas tanto para el virus como para
la bacteria. Por un lado, el fago asegura su supervivencia en condiciones adversas, como cuando hay
una baja densidad de bacterias susceptibles, y garantiza su propagacién a través de la replicacién
vertical junto con el ADN bacteriano. Por otro lado, la bacteria puede beneficiarse de la conversién
lisogénica, adquiriendo nuevas caracteristicas derivadas de los genes del profago. Estos pueden
incluir genes que codifican toxinas, como la toxina colérica de Vibrio cholerae, la toxina diftérica
de Corynebacterium diphtheriae o la toxina Shiga de Escherichia coli O157:H7 (todos ejemplos de
gran trascendencia clinico-patoldgica). Asimismo, los genes del profago pueden conferir resistencia
a antibi6ticos o modificar estructuras bacterianas, como la pared celular o proteinas de superficie,
haciendo a la bacteria menos detectable por el sistema inmune de humanos o animales durante un
proceso infectivo o mds resistente a otros fagos. Funcionan como un reservorio de genes mdviles,
facilitando su transferencia horizontal y promoviendo la evolucién microbiana.

Sistemas de defensa bacterianos contra la infeccién por bacteriéfagos

Las bacterias han desarrollado una variedad de sistemas de defensa para protegerse de la
infeccién por bacteriéfagos, que incluyen mecanismos fisicos, quimicos y genéticos. Estos
sistemas representan una especie de “carrera armamentista evolutiva” entre bacterias y fagos. A
continuacidn, se describen los principales mecanismos de defensa bacterianos: a) barreras fisicas
como la modificacién de receptores de superficie; b) sistemas de inmunidad innata como el
sistema de Restriccién y Modificacién de ADN o el sistema Toxinas-Antitoxinas; c) sistemas de
inmunidad adaptativa como el sistema CRISPR-Cas; d) Sistemas de defensa abortiva como el
sistema Abi (Wang et al. 2010; Makarova et al. 2011; Shi et al. 2020; Payne et al. 2021; Tesson
et al. 2024).

Aunque las bacterias cuentan con multiples mecanismos de defensa para protegerse de los
bacteriéfagos, en ocasiones estos virus logran inyectar su material genético en ellas. Esto ocurre
gracias a la capacidad de los fagos para evolucionar y adaptarse, desarrollando estrategias que les
permiten esquivar o neutralizar dichas defensas.
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EXPLORANDO A LOS BACTERIOFAGOS ANTARTICOS
Metodologia de estudio

El area de Virologia del grupo de Microbiologia del Instituto Antdrtico Argentino (IAA) desarrolla
investigaciones sobre los mecanismos de coevolucién virus-hospedador en sistemas bacteriéfagos-
bacteria, con especial énfasis en el estudio de profagos integrados en el genoma de bacterias antdrticas
aisladas de ambientes extremos (suelos, aguas continentales y marinas). Nuestro proyecto tiene como
objetivos principales: (1) la caracterizacién genémica y funcional de estos elementos virales, con
particular atencién a su rol en los procesos adaptativos y evolutivos de sus hospedadores bacterianos;
y (2) la evaluacién de su potencial biotecnoldgico. Complementariamente, mediante andlisis
gendmicos comparativos, investigamos los mecanismos moleculares involucrados en la adquisicién
de elementos genéticos mdviles, los patrones de integracién de profagos y los sistemas de defensa
bacterianos contra infecciones virales (Figura 1).

Estudio del estado lisogénico de Bizionia argentinensis

Bizionia argentinensis JUB59, es una bacteria psicrotolerante (toleran el crecimiento a bajas
temperaturas) aislada de las aguas marinas superficiales de Caleta Potter, Base Carlini, Antdrtida
Argentina (Bercovich et al. 2008) (Figura 2).

Esta bacteria contiene un profago que la parasita. Fue aislada y secuenciada integramente en Argentina
como parte del proyecto Genoma Blanco, un proyecto interinstitucional publico-privado del que
participé el Instituto Antdrtico Argentino y la Direccién Nacional del Antdrtico (cédigo de acceso a
la base de datos genéticos: AFXZ01000000). Dentro de este proyecto se expresaron y caracterizaron
estructuralmente diferentes proteinas de funcién desconocida. Entre ellas, se caracterizé la estructura
cristalina de C24, una proteina estructural genéticamente homdloga a la fibra de la cola de un fago.
Mediante la induccién con Mitomicina C, se pudo demostrar que la proteina C24 era una proteina
estructural de un profago inducible (Pellizza et al. 2020) (Figura 4).

El andlisis bioinformadtico de los sistemas de defensa presentes en B. argentinensis permiti6 identificar
varios sistemas de inmunidad innata (Restriccién y Modificacién, retron, pycar y DMS). Ademds,

N b

B Figura 2. Ubicacidn geogrdfica donde se realizaron los estudios, Antdrtida Argentina, Caleta
Potter, Base Carlini.
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Habitats extremos: Suelo, agua marina, agua dulce, sedimento marino.
Potencial biotecnolégico: Ejemplo: remediacion de hidrocarburos.
Diversidad estructural: Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Relacion taxonémica: Cepas relacionadas para evaluarrango de hospedador.

Seleccion de Bacterias

\ 4

Induccidn de Profagos

\ 4

Purificaciony Andlisis

4

Bioinformaticay Aplicaciones

Tratamiento con Mitomicina C (activador de profagos).

Purificacion de particulas virales (centrifugacion, filtracion).
Andlisis estructural: Microscopia electronica.
Secuenciacion genémica: Identificacion de genesvirales.

Herramientas:
Programas bioinformaticos paraanalizar:
Sistemas de defensa bacterianos (CRISPR-Cas, Restriccion-Modificacion).
Genesde interés biotecnoldgico (endolisinas, degradacion de hidrocarburos ).
Aplicaciones potenciales:
Terapias contra patégenos (endolisinas).
Biorremediacion (degradacion de hidrocarburos).

.

B Figura 3. Metodologia de estudio del drea de virologia del Instituto Antdrtico Argentino (IAA).

se identificé mediante estudios in silico una posible endolisina con actividad peptidasa a la que
hemos denominado EndoBap (Endolysin of Bizionia argentinensis prophage). El andlisis funcional
y estructural de este sistema de lisis no solo ampliard nuestro conocimiento bdsico sobre estos
mecanismos, sino que también abrird nuevas posibilidades para el uso biotecnoldgico de endolisinas
en aplicaciones clinicas e industriales.

Estudio del estado lisogénico de Rhodococcus sp. cepa ADH

Rhodococcus sp. cepa ADH es una bacteria psicrotolerante degradadora de hidrocarburos aislada de
un suelo cercano a la base Carlini, Antdrtida, contaminado con combustibles derivados del petréleo
(Ruberto et al. 2005). Mediante la induccién con Mitomicina C, se pudo demostrar la existencia
de un profago inducible en la bacteria. El genoma de bacteria fue secuenciada (nro de acceso).
El andlisis de los sistemas de defensa presentes en la bacteria permitié identificar varios sistemas
de inmunidad innata (Restriccién y Modificacién, Wadjet y DISARM), un sistema de inmunidad
adaptativa (CRISPR-Cas tipo IVB) y un sistema de defensa abortiva (Abi). (Figura 4).

Estudio del estado lisogénico en bacterias antarticas endofiticas

Las bacterias endéfitas Agreia sp. CGGE2_1 y Agreia sp. CGGE2_18, que habitan en la rizosfera de
Deschampsia antarctica, una planta emblemdtica de la Antdrtida, fueron también objeto de estudio
para la identificacién de profagos. Sus respectivos genomas fueron secuenciados y se determing la
presencia de profagos y sistemas de defensa (nros de acceso). En Agreia sp. CGGE2_1, se detecté un

43.



BACTERIOFAGOS ANTARTIC SU PROTAGONISMO ECOLOGICO Y

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

2.5
—8— Mitomicina C
Control

2.0

1.54
£
S Lavado de
3 Mitomicina C Cosecha de virus
a)
o

1.0 4

0.5

0.0 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

TIEMPO (HORAS)

Il Figura 4. A) Induccion de un cultivo de Bizionia argentinensis JUB59. Cultivos bacterianos

44.

en medio liquido fueron realizados en paralelo con y sin tratamiento con Mitomicina C. La
DOGOOnm es una medida de la interferencia de un haz de luz y mide directamente la turbidez
del cultivo (la turbidez es directamente proporcional a la cantidad de bacterias en el cultivo).
La disminucién de la turbidez del cultivo (menor DO600nm , figura 4A) constituyo un indicio
preliminar de la ruptura bacteriana por accidn de los fagos liberados. B) Imagen al microscopio
electrénico obtenida por tincidn negativa con dcido fosforungstico del concentrado de fagos
provenientes de los cultivos tratados con Mitomicina C. La imagen al microscopio electrénico
constituye una fuerte evidencia de la induccidn de un profago a partir del genoma bacteriano.
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B Figura 5. A) Induccién de un cultivo de Rhodococcus sp. cepa ADH. Cultivos bacterianos
en medio liquido fueron realizados en paralelo con y sin tratamiento con Mitomicina C. La
DOG600nm es una medida de la interferencia de un haz de luz y mide directamente la turbidez
del cultivo (la turbidez es directamente proporcional a la cantidad de bacterias en el cultivo. La
disminucion de la turbidez del cultivo (menor DO600nm, figura 5A y 5B) constituyo un indicio
preliminar de la ruptura bacteriana por accion de los fagos liberados (comparar curva en rojo
versus la curva en color amarillo). B) Imagen al microscopio electrénico obtenida por tincidn
negativa con dcido fosforungstico del concentrado de fagos provenientes de los cultivos tratados
con Mitomicina C. La imagen al microscopio electronico constituye una fuerte evidencia de la
induccion de un profago a partir del genoma bacteriano.
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Il Figura 6. A) Induccion de cultivos de Agreia sp. CGGE2_1 B) Induccién Agreia.sp CGGE2_18.
Cultivos bacterianos en medio liquido fueron realizados en paralelo con y sin tratamiento con
Mitomicina C. La DO600nm es una medida de la interferencia de un haz de luz y mide
directamente la turbidez del cultivo (la turbidez es directamente proporcional a la cantidad de
bacterias en el cultivo). La disminucion de la turbidez del cultivo (menor DO600nm, figura 64
y 6B) constituyo un indicio preliminar de la ruptura bacteriana por accién de los fagos liberados
(comparar curva en rojo versus la curva en color amarillo). La imagen al microscopio electrénico
constituye una fuerte evidencia de la induccidn de un profago a partir del genoma bacteriano.

profago tras la induccién con Mitomicina C; mientras que en Agreia sp. CGGE2_18 se identifico
otro profago, también inducido por este método, perteneciente a la familia Vilmaviridae. Ademis,
ambas bacterias exhibieron diversos sistemas de defensa. En Agreia sp. CGGE2_1, se identificaron
los sistemas de inmunidad innata DMS, retrén y Restriccién y Modificacién; mientras que en Agreia
sp. CGGE2_18 se detectaron dXTPase, Restriccién Modificacién y retrén (Figura 6A y 6B).

Elandlisis bioinformdtico detallado del contenido genético delos profagos revelé que aproximadamente
el 25% de los genes estaban relacionados con funciones estructurales y de replicacién viral (Hit viral
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Bl Figura 7. A) Genes presentes en el profago de Agreia sp. CGGE2_1. B) Funcidn putativa de
genes no virales presentes en el profago de Agreia sp. CGGE2_1. C) Genes presentes en el profago
de Agreia sp. CGGE2_18. D) Funcidn putativa de genes no virales presentes en el profago de
Agreia sp. CGGE2_18.

en el grifico de torta). El 75% restante (Hit no viral) fueron genes metabdlicos auxiliares que podrian
modular al metabolismo del hospedador. Esto sugiere que los profagos pueden tener un impacto
significativo en la fisiologfa de la célula bacteriana. Las proteinas codificadas tendrfan funciones que
incluirfan la unién a proteinas, unién a 4cidos nucleicos (ADN y ARN), asi como la presencia de
dominios transmembrana (Dom TM). Estos dominios de transmembrana cuando estdn ubicados en
el extremo amino terminal de la proteina constituyen una senal molecular que permite la secrecién
fuera de la célula (Figura 7A y 7B). Esas proteinas extracelulares codificadas por el genoma viral salen
fuera de la bacteria liségena e impactarian la fisiologfa de la rafz de la planta.

CONCLUSIONES

Los resultados de estos estudios aportan evidencias preliminares sobre la coevolucién entre profagos
y bacterias antdrticas, su adaptacién en ambientes extremos y su potencial biotecnolédgico. Las
bacterias estudiadas, provenientes de habitats antdrticos diversos, revelan cémo los profagos no solo
desempenan un papel crucial en la evolucién de sus hospedadores, sino también en la diversificacién
de sus estrategias de defensa. El andlisis de los sistemas de defensa de las bacterias antdrticas muestra
una notable variedad de sistemas inmunes innatos, adquiridos y abortivos, los cuales la protegen
contra la invasién viral.
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Los genes identificados, como la endolisina EndoBap de B. argentinensis, representan prometedoras
herramientas biotecnoldgicas con aplicaciones especificas en ambientes frios. Este hallazgo se
contextualiza dentro del creciente uso industrial de sistemas bacteriéfagos, donde endolisinas como
la CF-301 (Exebacase) contra MRSA, y formulaciones como ListShield™ y SalmoFresh® se emplean
en el control de Listeria spp. Y Salmonella spp. en la industria alimentaria. Las endolisinas y proteasas
derivadas de profagos tienen aplicaciones potenciales en la lucha contra bacterias patdgenas y en
procesos industriales, especialmente en sectores donde la estabilidad a bajas temperaturas es crucial.
El descubrimiento de que cerca del 75% de los genes de los profagos identificados en Agreia sp.
CGGE2_1 y Agreia sp. CGGE2_18 corresponden a genes metabdlicos auxiliares sugiere que estos
podrian modular procesos celulares esenciales en el hospedador, impactando en su fisiologia y
capacidad de adaptacién. Las funciones predichas mds comunes, como la unién a proteinas, ADN y
ARN sugieren que los profagos pueden actuar como moduladores de la expresion génica (proteinas
que se unen a ADN y ARN), del metabolismo celular (proteinas que se unen a otras proteinas), del
transporte de moléculas o en la sefalizacién celular. La identificacién de estos dominios proteicos
refuerza la hipétesis de que la lisogenia modula la coevolucién entre virus y bacterias.

Este estudio no solo amplia nuestro entendimiento sobre la biologfa de los profagos y sus hospedadores
en ambientes extremos, sino que también destaca el valor de estos microorganismos como recursos
biotecnoldgicos. En conjunto, los resultados no solo resaltan la biodiversidad genética y funcional
de los microorganismos antdrticos, sino también su relevancia como modelo para comprender la
evolucién en ambientes extremos y como fuente de soluciones innovadoras para desafios globales.
Entre las cuales se destacan:

1)El uso de profagos antérticos como alternativa prometedora contra el aumento de la resistencia a
antibidticos -declarada por la OMS como una de las mayores amenazas a la salud.

2)El desarrollo de estrategias de biorremediacién adaptadas a ecosistemas frios para enfrentar el
cambio climdtico y la contaminacién ambiental.

3)Nuevos métodos de conservacion natural de alimentos y procesos industriales mds sostenibles que
benefician la seguridad alimentaria global.

Finalmente, estos hallazgos tienen una gran relevancia en el marco del Sistema del Tratado Antdrtico.
En primer término, corroboran el estatus de la Antdrtida como laboratorio natural para la investigacién
cientifica de vanguardia, conforme a lo establecido en el Articulo II del Tratado Antdrtico. En segundo
lugar, demuestran cémo los estudios antdrticos pueden traducirse en aplicaciones tecnoldgicas con
alcance global, en consonancia con los principios de proteccién ambiental contemplados en el

Protocolo de Madrid.
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