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RESUMEN
Cylindrospermopsis raciborskii es una cianobacteria de agua dulce, del orden
Nostocales, originaria de regiones tropicales y subtropicales. Se han descrito cepas

productoras de cilindrospermopsina (CYL), o de Saxitoxina (STX) y analogos. Solo las

-cepas obtenidas desde la reserva de Billings en Sao Paulo, Brasil, producen STX y sus

anilogos. Los anteriores conforman lo que se conoce como toxinas PSP (Paralytic
Shellfish Poisoning) tipicamente encontradas en los mariscos contaminados por
Florecimientos de Algas Nocivas o también llamada “Marea Roja”. En este caso, Ios
productores de las toxinas PSP son dinoﬂagelac}ﬁg': en el caso de Chile, 4lexandrium,
catenella. La complejidad del ciclo de vida de‘If‘E zféa, del genoma (100 veces superior al
humano) y el pricticamente nulo conocimiento de la genética de estos organismos hacen
que no sean un buen modelo de estudio para entender la biosintesis de las toxinas PSP.

En esta tesis se pretendié caracterizar genética y fenotipicamente a la cianobacteria C.
raciborskii con el propdsito de utilizar esta bacteria como futuro modelo de estudio de la
ruta biosintética de STX y sus andlogos. Se dispuso del cultivo SPC 338 y la
caracterizacién genética fiie realizada mediante amplificacién, clonamiento vy
secuenciacién de los genes 165 rDNA y NRPS (non ribosomal peptide synthetase), El
analisis de los genes 16S rDNA indicé la presencia de al menos 2 secuencias diferentes.
Un anélisis de tricomas individuales mostrd que el cultivo SPC 338 esté compuesto de
dos cepas diferentes que ademas poseen intraheterogeneidad a nivel del gen 16S rDNA.

A partir de este resultado se obtuvo un cultivo clonal, nombrado como C10. La cepa C10

—-— -

tiene un 99% de identidad entre ambos genes 16S rDNA. El analisis de los clones de

genes tipo NRPS revel6 la presencia de 2 genes muy similares en su patrén de digestion.

XV




Uno de los clones fue secuenciado obteniéndose una alta identidad en la secuenciz
aminoacidica con un médulo NRPS de la cianobacteria Noscroc punctiforme. El ensayo
de hibridacién en membrana utilizando este gen como sonda indico la presencia de
multiples copias de NRPS en el cultivo de Cylindrospem:opsis raciborskii SPC 338. Sin
embargo, considerando que el cultivo SPC 338 es u;cultivo mixto y no clonal no fue
posible atribuir en su totalidad estas copias a un solo genoma. Los genes tipo NRPS
detectados en C. raciborskii podrian estar desempefiando un rol en la sintesis de
metabolitos secundarios, como por ejemplo toxinas PSP.

El cultivo C. raciborskii SPC 338 y la cepa C10 fueron caracterizados fenotipicamente
mediante el andlisis de la produccién de toxinas. Las toxinas bloqueadoras de canales de
sodio (Sodium Channel Blocking, SCB) del cultivo SPC 338 se analizaron en el
sobrenadante del cultivo mediante el ensayo en células de neuroblastoma de ratdn
{Mouse Nueroblastome Assay, MNA) y en la cepa C10 en la fraccion celular mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presién con Derivatizacion Postcolumna y deteccion por
fluorescencia directa (High-Performance Liquid Chromatography, with direct
flourescence detection, HPLC-FLD). La produccidn de toxinas SCB fue evaluada 2 19 y
a 25°C y se observé que en ambas temperaturas las toxinas fueron estables en el medio y
existi6 una mayor produccion a 19 °C aunque la biomasa fue 3 a 4 veces menor que a
25°C. La concentracidn detectada en el pellet fue 4 veces superior a la encontrada en el
sobrenadante de cultivo, siendo la primera de 812,4 ng/mg y la segunda de 195 ng/mg,
indicando que existe una acumulacién intracelular de las toxinas. La cinética de

produccion de toxinas evaluada mediante HPLC-FLD permitio detectar otros analogos

xvi




de STX como GTX2, GTX3 y dc STX. Las cinéticas de produccién de toxinas a 19°C
indicaron una posible biotransformacion de STX en GTX2 y GTX3.

Los resultados obtenidos en esta tesis indicaron intraheterogeneidad a nivel del
gen 16S rDNA similar a la observada entre cepas de la especie C. raciborskii. Se
evidencid existencia ademds de numerosos locus NRPS que podrian estar involucrados
en la sintesis de numerosos metabolitos secundarios. La identificacion de algunos de las
toxinas PSP mds potentes en esta cepa y la estabilidad de estas en el medio de cultivo
sugiere que es necesaria la deteccién y control de estas especies en los sistemas de agua

dulce,
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ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii is a freshwater cyanobacterium of Nostocales order,
from tropicals and subtropicals regions. Strains producing cylindrospermopsin (CYL) or
saxitoxin (STX) and analogues have been described. Only strains from Billings
reservoir, in Sao Paulo, produce STX and analogues. Saxitoxin and analogues comprise
the Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) toxins often found in shellfish contaminated
during Red Tides events. In this case, dinoflagellates are the PSP toxin producers, in
C};ile Alexandrium catenella. Thf; complexity of the ditoflagellate life cycle, genome
(around 100 times bigger than human) and practically the unknown genetic of these
organisms are the reasons why these organisms are not a good model for understanding
the PSP toxins biosynthesis.

This thesis pretends to do the genetic and phenotypic characterization of the
cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii with the purpose of use this bacterium
as model of the saxitoxins and analogs biosynthetic pathway. The genetic
characterization was performed on SPC 338 culture by amplification, cloning and
sequencing of 16S rDNA and non ribosomal peptide synthetase (NRPS) genes. The 168
rDNA gene analysis showed the presence of, at least, two different sequences. Analysis
of individual trichomes shows that SPC 338 culture is a mix of two different strains and
besides showedﬁ;m intraheterogenity at 16S rDNA genes. A clonal culture was obtained
from SPC 338, named as C10. The strain C10 has 99% of identity between 16S rDNA
_ genes. The NRPS clones analysis showed the presence of two genes with very similar_
restriction pattern. One of this was sequenced showing high aminoacidic identity with

cyanobacterium Nosctoc punctiforme NRPS module. Southern blott analysis using this

xviii




amplified gene as a probe showed multiple copies of NRPS in Cylindrospermopsis
raciborskii SPC 338 culture. However, considering that SPC 338 is a mixed culture and
not a clonal culture, it is not possible associate all of these copies to one genome. The
NRPS genes detected in C. raciborskii could have a rol in the secondary metabolites
synthesis, as for example PSP toxins.

The C. raciborskii SPC 338 culture and C10 strain were phenotypically characterized by
toxins production analysis. The Sodium Channel Blocking {SCB) toxins of the SPC 338
culture were analysed from the culture supernatant using Mouse Nueroblastome Assay
(MNA), and in the cell fraction of the C10 strain using High-Performance Liquid
Chromatography, with direct flourescence detection (HPLC-FLD). The SCB toxins
production was evaluated at 19 and 25°C detecting that toxins are stables in both
temperatures and there is a major production at 19°C but in the other hand the biomass is
three to four times lower than at 25°C, The concentration detected in the pellet (812,4
ng/mg) is four times bigger than in supernatant (195 ng/mg) indicating toxins
intracellular accumulation. Toxins kinetic production evaluated by HPLC-FD allowed
detecting STX analogues like GTX2, GTX3 and dc STX. The kinetic of toxin

production at 19 °C suggests the biotransformation of STX into GTX2 and GTX3.

The results obtained in this thesis show that the level of intraheterogenity of the 16S
tDNA gene is to those observed between C. raciborskii strains. Furthermore, in this
species exists several NRPS locus that could be implicated in secondary metabolites

synthesis. The identification of some of the most potent PSP toxins in C10 strain and its

Xix




stability in culture medium suggest that control and detection

necessary in the freshwater system.

of these species are

>
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- L. INTRODUCCION

I.1. Antecedentes generales.

Los florecimientos de cianobacterias se han convertido en un problema en habitats
acuaticos alrededor del mundo, como lagos, rios, estuarios, océanos y sistemas de
almacenamiento de agua para consumo humano. Algunas especies de cianobacterias son
capaces de producir toxinas y generar un florecimiento (*bloom™) por lo que resultan ser
una amenaza para la salud humana y animal, el turismo y la recreacion (Wilson y cols.,
2000 y Carmichael y Li, 2006). Otros efectos menos nocivos de los florecimientos de
cianobacterias son el aumento de la turbidez del agua, la disminucién del oxigeno
disponible y la emanacion de olores desagradables. La causa de estos florecimientos es
atribuible hoy en dia a la eutroficacién gradual de los cursos de agua producto de la
actividad humana (Wilson y cols., 2000).

Las cianobacterias son un linaje perteneciente al dominio eubacteria, altamente
heterogéneo y muy amplio. Hasta la fecha se han descrito alrededor de 1.000 especies
que componen este linaje. Son organismos procariotes fotoautotrdficos, poseen

:

pigmentos accesorios a la clorofila (en este caso el tipo o) denominados ficocianina y
ficoeritrina que le otorgan colores entre el rango del verde-oliva al rojo, caracteristicos
de este linaje. Las especies que poseen células diferenciadas denominadas heterocistos
son capaces de fijar nitrégeno. En agua dulce, proliferan en aguas tibias, estancadas y de
poca profundidad, como lagos y rios eutréficos y también en aguas marinas eutréficas.
Las cianobacterias se clasifican en base a las caracteristicas morfolégicas como
clanobacterias unicelulares y filamentosas. Este linaje es reconocido por poseer una

larga historia evolutiva y tanto gedlogos como geoquimicos coinciden en que su origen




se extiende al menos a unos 3.500 millones de afios hacia atrds, siendo incluso
denominada la Era Proterozoica (entre 2.500-570 millones de afios atrds) como la “Era
de las Cianobacterias” por ser la era en que estas son mas abundantes en el registro fosil
{Schopf'y Walter, 1982).

Una de las razones por las que las cianobacterias han sido capaces de colonizar hibitats
diversos es su larga historia evolutiva, la que también le otorga una amplia diversidad
ecoldgica. Pueden tolerar baja concentracion de oxigeno (Stal, 2000), como también
sulfuros libres (Padan y Cohen, 1982). Algunas cianobacterias son capaces de utilizar
H>S (ademds de H,O) como dador de hidrégeno, una caracteristica ausente incluso en
algunas diatomeas capaces de tolerar concentraciones reIativan}ente altas de HsS.

Otra propiedad que muestra la capacidad adapiativa de las cianobacterias es la facultad
de algunas cepas de tolerar la radiacién ultravioleta B y C, una propiedad muy
importante en los tiempos tempranos de su evolucion {Castenholz y Garcia-Piche, 2000).
La temperatura médxima en la que se han detectado cianobacterias es 73°C,
correspondiendo a Synechococcus en lagunas termales del oeste de Norteamérica (Ward
y Castenholz., 2000). En relacién a las células especializadas la presencia de heterocistos
es una caracteristica que divide a las cianobacterias en distintos géneros, en cambio las
vacuolas de gas (que le aportan la capacidad de flotar) se extienden a lo largo de
diferentes géneros (Oliver y Ganf, 2000).

Se han descrito interacciones simbiontes entre cianobacterias y eucariontes como plantas
y-animales (Adams, 2000). Ademds las cianobacterias tienen un inlportante papel
ecologico. Las especies marinas de los géneros Prochlorococcus y Sj;nechococcus

dorminan la fijacién de carbono en Jos ecosistemas de océano-abierto, contribuyendo en

P




promedio entre el 32 y el 80% de la produccion primaria de los océanos oligotréficos
(Rocap y cols., 2002),

Existen, también usos biotecnolégicos de las cianobacterias, como es el caso de la
Arthrospira, cominmente denominada espirulina, que es ampliamente comercializada
como un alimento nutritivo (Belay y cols., 1993). Otras especies de cianobacterias
comercializadas por su uso como alimento nutritivo, corresponden a especies del género

Aphanizomenon. (Whitton y Potts, 2000).

L.2. Cianobacterias como productoras de toxinas.

Estd descrito que todas las cianobacterias son capaces de producir metabolitos
secundarios en grandes cantidades como antibi6ticos, supresores tumorales, toxinas, ete.
Las toxinas de cian?bacterias son de una variada estructura quimica, como son los
alcaloides, compuestos policeténicos y péptidos no ribosomales, Por Io tanto, esta es un
area de interés para la investigacion de nuevas rutas biosintéticas como asi también una
fuente promisoria para el desarrollo de nuevos firmacos, antibidticos, inmunosupresores
y agentes antivirales.

Las toxinas de cianobacterias comprenden un amplio grupo de compuestos organicos
cuyos efectos farmacologicos son muy diferentes entre si. Basicamente estas toxinas
pueden ser clasificadas de acuerdo a su blanco de accién en tres grupos (Tabla 1),
hepatotoxinas, dermatotoxinas y neurotoxinas (Falconer, 1996). Entre las cianobacterias

de agua dulce productoras de toxinas paralizantes se encuentran las especies:

Aphanizomenon flos-aquae (Shimizu, 1996), Cylindrospermopsis raciborskii (Lagos y




cols., 1999), Anabaena circinalis (Baker y Humpage, 1994), Lyngbia (Carmichael y

cols., 1997) y Plankthotrix (Pomati y cols., 2000).

Tabla 1. Toxinas producidas por cianobacterias.

Tipo de Toxina
{segin efecto Especie Toxina
farmacolégico)

\Uphanizomenon flos aquae saxitoxina y analogos (Carmichael, 1992)

Cylindrospermopsis raciborskii jsaxitoxina y andlogos (Lagos y cols., 1999)

Anabaena circinalis saxitoxina (Baker y Humpage, 1994)

I yngbva wollei saxitoxina y analogos (Carmichael y cols., 1997)
Neurotoxina

\Planktothrix sp. saxitoxina (Pomati y cols., 2000)

Arnabaena anatoxina (Mahmood y Carmichael, 1986)

dphanizomenon anatoxina (Sivonen y Jones, 1999)

Trichodesmium alcaloide neurotoxico (Carmichael, 1992)

Cylindrospermopsis raciborskii cilindrospermopsina (Lagos y cols., 1999)

Aphanizomenon ovalisporum  cilindrospermopsina (Carmichael, 1992)
Hepatotoxina

Microcystis aeruginosa microcistina (Krishnamurty y cols., 1986)

Nodularia spumigena modularina (Rinehart y cols., 1994)

L3. Cylindrospermopsis raciborskii, una especie productora de hepatotoxinas y
toxinas paralizantes.

Cylindrospermopsis raciborskii (Fig. 1) es una especie de agua dulce capaz de producir
toxinas. Esta especic perteneciente al orden Nostocales, es de tipo filamentoso y fijadora

de nitrégeno.




Figura 1. Microscopia optica de filamentos de la cepa Cylindrospermopsis
raciborskii C10 aislada de la represa de Billings en Sao Paulo, Brasil.
A. Tricoma recto en estado vegetativo. B. Tricoma con un aquinete tinico oval
(flecha). C. Tricoma con un heterocisto apical caracteristico (flecha).

Las caracteristicas que definen al orden Nostocales son: division binaria en un plano
dando origen a tricomas; una o mas células por tricoma que pueden transformarse en
heterocistos al menos cuando la concentracion de nitrégeno es baja; y en algunos casos
produccion de células especializadas (aquinetes), resistentes a la desecacion y a bajas
temperaturas, que en especies de este orden se desarrollan entre dos heterocistos
(Castenholz y Waterbury, 1989).

La primer descripcion de la especie C. raciborskii fue realizada por Seenayya y Subba
Raju (Seenayya y Subba Raju, 1972). Inicialmente la especie fue asignada al género
Anabaenopsis denominandola A. raciborskii (Woloszynska), sin embargo debido a que
esta cianobacteria presentaba un patron de formacion de heterocistos levemente diferente
y similar al del género Cylindrospermum la especie fue excluida del género. En base a lo
anterior se propuso el género Cylindrospermopsis. Posteriormente Horeckd y Komareck,

también en 1979, avalaron esta determinacion al poder diferenciar entre los géneros




W
ire 4
o 4o,

P
o

Ly

gt

Y X,

Figura 1. Microscopia ptica de filamentos de Ia cepa Cylindrospermopsis
raciborskii C10 aislada de la represa de Billings en Sao Paulo, Brasil.
A. Tricoma recto en estado vegetativo. B. Tricoma con un aquinete Vinico oval
(flecha). C. Tricoma con un heterocisto apical caracteristico (flecha).

Las caracteristicas que definen al orden Nostocales son: divisién binaria en un plano
dando origen a tricomas; una o mds células por tricoma que pueden transformarse en
heterocistos al menos cuando la concentracion de nitrégeno es baja; y en algunos casos
produccion de células especializadas (aquinetes), resistentes a la desecacion y a bajas
temperaturas, que en especies de este orden se desarrollan entre dos heterocistos
(Castenholz y Waterbury, 1989).

La primer descripcion de la especie C. raciborskii fue realizada por Seenayya y Subba
Raju (Seenayya y Subba Raju, 1972). Inicialmente la es:pecie fue asignada al género
Anabaenopsis denominandola 4. raciborskii (Woloszynska), sin embargo debido a que
esta clanobacteria presentaba un patrén de formacién de heterocistos levemente diferente
y similar al del género Cylindrospermum la especie fue exchrida del género. En base a lo
anterior se propuso el género Cylindrospermopsis. Posteriormente Horeckd y Komareck,

también en 1979, avalaron esta determinacién al poder diferenciar entre los géneros




Cylindrospermum y Cylindrospermopsis por la presencia en este ultimo de vacuolas de
gas, tricomas atenuados en los extremos, una a tres células vegetativas entre los
heterocistos terminales y la presencia de aquinetes.

C. raciborskii fue descrita originalmente como un microorganismo tropical
(Woloszynska, 1912) sin embargo existen publicaciones recientes que describen la
presencia de este organismo en regiones templadas de Europa, Autralia y América
(Castro y cols., 2004 y Gugger y cols., 2005),

En el afio 1979 en Palm Island Australia, C. raciborskii fue el causante indirecto de la
hospitalizacién de 148 personas con sintomas similares a la hepatitis, a causa del
envenenamienio por la ingestion de agua contaminada con la hepatotoxina
cilindropermopsina (CYL) (Byth, 1980). Este evento se produjo a causa del tratamiento
con sulfato de cobre para eliminar las cianobacterias de un reservorio para el suministro
de agua. Este tratamiento causé la lisis celular de 1;13 cianobacterias y la liberacion de
toxinas al medio.

A la fecha se han descrito dos tipos morfolégicos de la cianobacteria C. raciborskii:
morfotipos de tricoma curvo y recto (Saker y cols., 1999). Estos morfotipos fueron
aislados en el dique Solomon en Queensland, Australia y fueron descritos como
productores de Ia hepatotoxina CYL. Sin embargo, entre aislados de C. raciborskii
obtenidos de distintas regiones del norte de Australia fueron descritas cepas no toxicas
entre las que se encontraban ambos morfotipos, por lo que la toxicidad de una cepa no
estd correlacionada con un morfotipo particular (Schembri y cols.,, 2001).Si bien las
caracten’s‘;icas morfolégicas diferencian notoriamente un aislado de tricoma curvo de

uno recto, la produccién de CYL descrita en aislados-de ambos morfotipos (expresada




como porcentaje del peso seco) es muy similar, oscilando entre un rango de 0,14 a
0,20%, dependiendo de la fuente de nitrdgeno proporcionada en el medio de cultivo
(Saker y cols., 1999). La secuenciacidn del gen 16S rDNA de los aislados mostrd que
ambos morfotipos poseen una relacién genotipica muy cercana ya que el porcentaje de
identidad entre estos fue del 99,8% (Saker vy cols., 1999).

En el trabajo de Saker y Neilan (2001), aislados australianos de C. raciborskii
productores de CYL entre los que se encontraban los dos morfotipos descritos,
mostraron que al ser sometidos a distintas condiciones de cultivo experimentaron
cambios morfolégicos y fisiolégicos. Estos aislados mostraron variacién en la longitud
de las células vegetativas y mimero de heterocistos en respuesta al suplemento de NH,;"
en el medio de cultivo. También presentaron variacién en el nivel de produccién de
CYL, en respuesta a la ausencia de una fuente de nitrogeno. La temperatura de cultivo
también afecta la produccion de CYL (Saker'y cols., 2000). Lo anterior indica una cierta
plasticidad tanto en la morfologia como fisiologia de esta especie.

En el afio 1996 en Caruaru Estado de Sao Paulo Brasil, fue descrito un evento de
intoxicacion por agua dulce en un centro de hemodislisis, que produjo la muerte de 70
personas a causa de una falla hepatica aguda (Azevedo, 1996; Carﬁ;ichael. 1996). Todas
las evidencias acumuladas apoyan la hipétesis que toxinas producidas por cianobacterias
fueron la causa de muerte, ya que los florecimientos cianobacterianos habian sido
descritos con anterioridad en reservorios de agua dulce en Brasil,

Se han descrito hasta la fecha solo tres aislados, obtenidos en Brasil, productores de Ja
neurotoxina saxitoxina (STX) y algunos de sus analogos (Lagos y cols., 1999). Estos

aislados no producen CYL. El aislado denominado T1 fie obtenido de una granja




privada en la cindad de Amparo en 1994, los otros dos aislados (denominados T2 y T3)
fueron obtenidos en el reservorio de agua dulce de Billings denominado Tagquacetuba en
el afio 1996. Las caracteristicas morfologicas descritas para los tres aislados coinciden
con el morfotipo de tricoma recto.

Las caracterizaciones realizadas en aislados australianos y brasilefios de la especie C.
raciborskii basadas en caracteristicas morfologicas y fisiologicas, como es el morfotipo
de tricoma y produccién de toxinas, indican que esta especie es altamente heterogénea
respecto de su fenotipo. Sin embargo, las cepas descritas tienen una estrecha relacidon
filogenética, las similitudes del 16S rDNA entre los distintos aislados son cercanas al
100%. Existen 62 cepas descritas de C. raciborskii (_)riginarias de distintas regiones del

mundo (Neilan y cols., 2003; Chonudomkul y cols., 2004; Briand. y cols., 2004),

1.4. Péptide sintetasas no ribosomales (NRPS, non ribosomal peptide synthetase)

y su participacién en produccién de metabolitos secundarios en cianobacterias.

El estudio de las NRPS en cianobacterias se inicid con la identificacion de genes tipo
NRPS codificantes para microcistina. Esta hepatotoxina, es un heptapéptido ciclico del
que se conocen 65 isoformas que varian entre si segin el grado de metilacion,
epimerizacion, secuencia peptidica y toxicidad (Rinehart y cols.; 1994; Sivonen, 1996).
Esta clase de toxinas son potentes inhibidores de proteinas fosfatasas eucariéticas de tipo
I y ITA. El estudio de Lankoff y cols. (2003), demostré Ia actividad promotora tumoral
de la microcistina-LR al evidenciar la induccién de apoptosis y necrosis en células
CHO-K1 (células de ovario de hamster chino). Como otros péptidos de pequefio tamafio

con aminoicidos poco comunes, las microcistinas son sintetizadas no ribosomalmente




por parte de complejos modulares multienzimiticos citoplasmdaticos conocidos como
péptidos sintetasas no ribosomales (NRPS). Neilan y cols. en el afio 1996 identificaron
los genes que codifican para NRPS en el género Microcystis y observaron la misma
estructura modular descrita para NRPS encontrados en otras especies de hongos y
bacterias productoras de microcistina (Dittmann y cols., 1996).

La estructura modular de las enzimas NRPS ha mostrado ser responsable de la
elongacidn especifica de cadenas peptidicas. La cofnbinaciién especifica de los modulos

obtenidos y la presencia de varios dominios funcionales dentro de las NRPS determinan

la estructura y la actividad del producto peptidico.

Han sido descritos dos posibles organizaciones de un gen NRPS: los modulos de tipo 1y

2. Los dominios funcionales de un mddulo tipo 1 (Fig. 2) incluyen al dominio de
condensacidn, acil-adenilacién especifica del aminoacido, tioesterificacidon y posible
epimerizacion.
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Figura 2. Diagrama que muestra la estructura modular del gen que codifica para un

mobdulo tipo 1 de péptido sintetasa. condensacion, |:]: acil-adenilacién,

H: epimerizacion, N tioesterificacién. Los motivos conservados del gen se

muestran con numeros romanos (I a VI).

Un médulo tipo 2 puede contener un dominio adicional de metiltransferasa entre las
regiones de acil-adenilacion y tioesterificacion (Neilan y cols., 1999). La participacion

de genes tipo NRPS en la sintesis de microcistina se determiné mediante disrupcion con




un gen de resistencia a antibidtico en la cepa hepatotoxica Microcystis aeruginosa
PCC7806, comprobando que la mutacién de estos genes conduce a la transformacion de
esta bacteria a un estado no toxico. Pudiendo por lo tanto identificarse el gen codificante
para microcistina sintetasa. (Dittmann y cols., 1997). En trabajos posteriores se logrd
dilucidar el cluster genético completo de microcistina sintetasa como también la ruta
biosintética de produccion de la toxina usando disrupcion genética. Se determiné gue el
cluster genético tipo NRPS de microcistina sintetasa estd compuesto por 7 genes y 33
dominios, cada uno encargado de la activacién o modificaciéon de los aminoécidos
constituyentes de la molécula toxigénica.

Las policétido sintetasas son complejos modulares que participan en la biosintesis de
policétidos mediante la condensacion repetida de mondmeros de acetato o propionato en
una forma similar a la biosintesis de acidos grasos (Hopwood y Sherman, 1990). Estos
compuestos comprenden un amplio y diverso grupo de metabolitos secundarios y son
sintetizados por bacterias, hongos y plantas teniendo un gran espectro de actividades
biolégicas y aplicaciones médicas (Katz y Donadio, 1993). Estos incluyen agentes
antitumorales como la daunorubicina, antibidticos como la eritromicina y tetraciclina,
Inmunosupresores como el macrélido FK506 y compuestos con actividad micotéxica

como aflatoxinas, ochratoxinas, ergochromos, patulina, etc.

1.5. Toxinas Paralizantes.
La neurotoxina STX y sus andlogos son producidos por dinoflagelados marinos y
ademds por varias especies de cianobacterias (Tabla'1). La STX fue aislada por primera

vez del bivalvo Saxidomus giganteus, del cual derivd su nombre. Se describid su
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presencta por primera vez en cultivos del dinoflagelado Alexandrium catenella (Schantz
y cols., 1975; Sommer y cols., 1937).

Los bivalvos filtradores que se alimentan por filtracion de aquellos organismos presentes
en el plancton pueden contaminarse a través de la ingestion de dinoflagelados toxicos.
Los moluscos pueden ser consumidos por el ser humano provocando el sindrome de
envenenamiento (PSP, paralytic shellfish poisoning) por veneno paralizante de mariscos
(VPM), yen alg;mos casos la muerte, la que generalmente ocurre por fallas respiratorias.
Las toxinas paralizantes, también conocidas como VPM, son un problema de salud a
nivel mundial ademds de generar grandes pérdidas econdmicas para los paises afectados.
STX y sus andlogos, junto con la tetrodotoxina y sus andlogos también son denominadas
toxinas bloqueadoras del canal de sodio voltaje dependiente (sodium channel blocking,
SCB) ya que bloquean el flujo de iones sodio hacia el interior de las células, impidiendo
la transmisién del impulso nervioso y generando paralisis muscular (Gallacher y
Birkberk, 1992).

La estructura bésica de la STX es un esqueleto de tetrahidropurina con dos grupos
guanidinio (Fig. 3). Las toxinas paralizantes del tipo STX y sus anilogos se ordenan en
tres grupos principales: i) el grupo carbamato o carbamoil, que comprenden a STX,
neoSTX, GTX1-4; i) del grupo N-sulfocarbamoil y sus derivados, que comprenden a
GTXS, GTX6, y Cl-4; iii) del grupo decarbamoil (dc GTX2, dc GTX3). Las
sustituciones que tenga la estructura base afectan y determinan la potencia individual de
cada una de ellas, ya que_A_se'_aItera en la afinidad de union especifica al canal de sodio.
Las toxinas del tipo. carbamato (STX, neoSTX, GTX1-4) son los anilogos més t6xicos

(Lehane, 2000).
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1.6. Biosintesis de STX.

La via biosintética de la STX atn se desconc;cc, y hasta ahora no hay ningin gen que se
haya podido asociar con esta ruta, sin embargo se han realizado algunas aproximaciones
a su dilucidacién, por sintesis quimica y por experimentos usando precursores marcados

radioactivamente.
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GTX 2 H GSOY ™ COMH,
GTX 4 (s]2] o503 W COMH,
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deGTX2 H H 0503 H
d=GTX3 H Oos03 H H

Figura 3. Estructura de la STX y sus andlogos. Los motivos guanidinios se
muestran resaltados con una llave. R1, R2, R3 y R4 son los sustituyentes de la
estructura basica de la STX. Figura modificada de Shimizu, 1996.
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Estos ultimos se han realizado en el dinoflagelado Alexandrium tamarense y en la
cianobacteria Aphanizomenon flos-aquae, obteniéndose resultados muy similares para
ambas especies a partir de los cuales se propuso un modelo de ruta biosintética posible
(Fig. 4) (Shimizu y cols., 1996). Este modelo propone que la molécula es sintetizada a
partir de tres moléculas de arginina, una molécula de metionina y una molécula de
acetato (Fig. 5).

Considerando los elementos comentados anteriormente respecto a la biosintesis de las
microcistinas, otras toxinas de cianobacterias cuyos precursores también son
aminodcidos, se discutiran Jos antecedentes que permitan asociar algunos genes a la
sintesis de STX.

Los estudios relativos a C. raciborskii indican que existen aislados productores de STX,
o de CYL, o no productores, pero no hay descripciones de aislados que produzcan STX
y CYL, (Lagos, 1999; Schembri, 2001). C. raciborskii, clasicamente productora de
CYL, fue usada como blanco de estudio por Schembri y cols. (2001). Estos
investigadores obtuvieron cepas productoras y no productoras de CYL entre 13 aislados
de C. raciborskii de distintas regiones del norte de Australia. El analisis genstico de
estos aislados de C. raciborskii mediante PCR verific la presencia simultinea de los
genes tipo NRPS y policétido sintasa (PKS) solo en las cepas productoras de CYL,
evidenciando que en la sintesis de CYL existe una correlacién entre la presencia de estos
dos tipos de genes codificantes de enzimas NRPS y PKS.

Estudios con precursores marcados han demostrado que CYL también es sintetizada a

partir de un aminoacido, arginina, al igual que Ja STX (Shimizu, 1996).
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Figura 5. Origen quimico de la estructura de STX (Shimizu,
1996).

Recientemente, fue clonado y secuenciado el segmento génico responsable de la
biosintesis de CYL en C. raciborskii (Kellmann y cols., 2006). Tres tipos de genes
estarfan participando en la sintesis de CYL, codificantes para: una amidinotraﬂsferasa,

una péptido sintetasa no ribosomal y una policétido sintetasa.
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11. HIPOTESIS

La cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii, productora de saxitoxina, puede

constituir un modelo para obtener evidencias concretas sobre la sintesis de

saxitoxina, los genes invelucrados en la misma y su relaciéon evolutiva con otros

organismos productores.

11I. OBJETIVOS

II1.1. Objetivo General.

Caracterizar genotipicamente y fenotipicamente la cianobacteria productora de toxinas

paralizantes Cylindrospermopsis raciborskii,

I1L.2. Objetivos Especificos.

1.

2.

Desarrollar un protocolo para lograr axenicidad del cultivo.

Verificar que el cultivo C. raciborskii SPC 338 obtenido desde Brasil corresponda
a un cuitivo clonal. Sino fuera clonal, realizar 1a obtencién de un cultivo clonal.
Caracterizar genéticamente una cepa de C. raciborskii, en lo que se refiere al
andlisis de la secuencia de gen 16S rDNA y deteccidn y secuenciacion de genes
codificantes para péptido sintetasas no ribosomales.

Establecer las relaciones filogenéticas entre la cepa de C. raciborskii seleccionada
a través del andlisis del gen 16S rDNA y su comparacién con secuencias
existentes en las bases de datos.

Caracterizar fenotipicamente una cepa de C. raciborskii, en lo que se refiere a sus
propiedades més relevantes, esto es evaluar la produccién de toxinas por analisis

cromatogréfico del tipo HPLC con derivatizacion post-columha.
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6. Evaluar como influye la temperatura de cultivo en la sintesis de STX vy sus

analogos por C. raciborskil.
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IV. METODOLOGIA
IV.1. Cuttive de C. raciborskii.
IV.1.1. Obtencion del cultivo C. raciborskii SPC 338.
El cultivo C. raciborskii SPC 338 fue obtenido durante un evento de florecimiento algal
ocurrido en la represa de Billings en Sao Paulo Brasil. Este cuitivo fue enviado a Ia Dra.
Monica Vasquez por la Dra. Maria Teresa de Paiva a solicitud del Dr. Pedro Zagatto,
quien fue el primero en describir la presencia de este tipo de especies en Brasil (Lagos,
1999).
C. raciborskii SPC 338 fie cultivado en medio MLA (Tabla 2) en diferentes condiciones

de cultivo.

1V.1.2. Condiciones de cultivo de C. raciborskii SPC 338

El cultivo C. racib;J.rskii SPC 338 fue mantenido en medio liquido usando el medio
MLA descrito por €SIRO Marine Research para cianobacterias. Se realizaron cultivos
de 200 mi en matraces de vidrio, usando como indculo un décimo de volumen de un
cultivo en fase estacionaria de crecimiento (25 dias). Los cultivos fueron mantenidos en
un incubador con luz fluorescente blanca (40 pE s /m”) con un ciclo luz-oscuridad de 12
h:12 h, a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) o a 19°C en incubador seglin
correspondiese, todos ellos sin agitacion. Los cultivos en medio sélido se realizaron en
placas de petri con agarosa 0,4% (Ferris y Hirsch, 1991) preparada con medio MLA. El
in6culo fue mezclado con 3 ml de agarosa 0,2% en MLA casi a temperatura de

solidificacién e incubado por una semana en las mismas condiciones descritas para

cultivos liquidos, hasta aparicion de colonias.
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Tabla 2. Medio MLA

Componente Concentracion (g/1)
MgS0,.7H,0 4,9.107
NaNO;, 1,7.10"
K,HPO, 3,5.107
H;BO; 2,3.10°
H:Se0; 1,3.10°
Biotina 1,3.10°
Vitamina B12 1,3.10°
Tiamina HCIl 1,0
Na,EDTA 4.4.10° )
FeCly.6H,0 1,6.10°
NaHCO; 6,0.10"*
MnClL.4H,0 3,6.10°
CuS0..5H,0 1,0.10°
ZnS04..7H,0 2,2.10°
COCL.6 Hy,0 1,0.10°
Na;Mo0,.2 H,0O 6,0.10%
NaHCO; 6,7.10"
CaCl,2H,0 1,7.107 ]

I1V.2. Axenicidad de C. raciborskii SPC 338.

Se disefi6 el siguiente protocolo de lavado del cultivo: un cultivo de 200 ml de C

raciborskii en fase estacionaria fue filtrado usando una membrana de nitrocelulosa de 3

pm de didmetro de poro y luego lavado con agitacion con abundante agna destilada

estéril. El filtro se reemplazd después de estos 2 lavados y se repitio el Javado vy la

-

filtracion, Finalmente las células que quedaron adheridas al vltimo filtro fiueron
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resuspendidas en 1 ml (por cada 100 mli de cultivo) de agua bidestilada estéril. Se trabajo

en esterilidad impidiendo la contaminacién del cultivo con otros microorganismos,

IV.2.1, Tincion de bacterias con naranja de acridina y recuento mediante
microscopia de epifiuorescencia.

Alicuotas de 500 pl de un cultive de C. raciborskii se filtraron en una unidad de
filtracién de vidrio con fikiros de policarbonato tefiidos con Negro de Sudan, de acuerdo
a lo ya descrito (Hobbie, 1977). Los filtros se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Nikon® con un filtro azul en el rango de excitacion de 450 2 490 nm y

de emision desde los 500 nm hacia el espectro visible.

IV.3. Anailisis de la naturaleza clonal del cultivo SPC 338,

1V.3.1. Protocole de extraccion de DNA genémico desde C. raciborskii SPC 338:
Meétodo del etil-xantogenato de potasio (Tillet y I;Ieilan, 2000).

Brevemente, este método consistié en crecer las células de C. raciborskii por 20 a 30
dias, lavarlas como se describié anteriormei;te y colectarlas mediante centrifugacion a
13.100 x g durante 15 min. El pellet se resuspendié en 500 pl de solucién TER (10 mM
TrisHC], pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8; 100 pg/m! RNAasa A).y esto fue traspasado aun
tubo cénico de 15 ml. Lo anterior fue tratado con 7,5 mi de buffer XS (I % etil-
xantogenato de potasio, Fluka ™, Buchs, Switzerland; 100 mM TrisHC), pH 7,4; 20 mM
EDTA,pH8; 1 % sodium dodecilsulfato) fresco homogenizando suavemente. Se incubd

durante 2 h en bafio termorregulado 2 70°C y luego se tratd con vortex 10 s. Lo anterior
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se incubd en hielo durante 30 min y posteriormente se centrifugd a 11.180 x g durante
40 min para remover el debris celular. El sobrenadante fue retirado y el DNA fue
precipitado con 5 ml de isopropanol incubando a —20°C toda la noche. El DNA fue
colectado centrifugando a 10.000 x g por 40 min a 4°C, secado al aire y finalmente
resuspendido en 150 pl de H,O MilliQ. Se verifico la calidad y se cuantificé el DNA
gendmico mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v), tincién con bromuro de
etidio 0,5 pg/ml y comparacién con marcador de peso molecular (DNA de Lambda

digerido con Hind II).

1v.3.2. Amplificacién, clonamiento, y analisis de los clones mediante ARDRA
(amplified 16S ribosomal DNA restriction analysis) y secuenciacién del gen 16S
rRNA de C. raciborskii SPC 338.

El DNA genémico fue obtenido mediante el tratamiento del pellet de cultivo con una
solucion de lisis (25% sucrosa, 50 mM TrisHCL, 100 mM EDTA) y posteriormente con
lisozima (5 mg/ml), SDS (1%), proteinasa K (100 pg/ml) y RNAasa (10 pg/ml). Lo
obtenido fue tratado dos veces con 1 volurr;en de fenol y una vez con 1 volumen de
cloroformo/alcohol isoamilico. El DNA fue precipitado con etanol absoluto y lavado con
etanol al 70% (Espejo y Romero, 1997). Nétese que en esta etapa no se utilizé el método
del xantogenato para realizar extraccién de DNA.

El gen del 16S rRNA fue amplificado mediante la reaccién en cadena de la DNA
polimerasa (PCR) usande 1-5 ng de DNA gendmico. Se usaron los partidores 27F y

1492R descritos por Lane y cols., 1985 (Tabla 3).
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Tabla 3. Informacion de los partidores

Partidor Secuencia Referencia
27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ Delong, 1992
1492R 5’-GGTTACCTTGITACGACTT-3’ Del.ong, 1992
M13r 5°-CACAGGAAACAGCTATGACCATG-3 Messing, 1983
M13f 5’-GACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3° Messing, 1983
MTR 5°-CCNCG(A/G/DAT(T/OTTNAC(T/C)TG-3  [Neilan y cols., 1999
MTF 5’-GCNGG(C/T)GG(C/TYGCNTA(C/T)GTNCC-3’ [Neilan y cols., 1999
L1 5'-CAAGGCATCCACGT-3’ Jensen y cols., 1993
Gl 5’ GAAGTCGTAACAAGG-3’ Jensen y cols., 1993,

La reaccion de amplificacion se realizo usando Ja enzima Tag DNA Polimerasa (Gibco™
BRL, Eggenstem, Germany) y el siguiente programa de amplificacién: un ciclo inicial
de 95°C 3 min, 58°C 6 min, 72°C 90 s; un segundo ciclo de 95°C 90 s, 58°C 3 min y
72°C 90 s; 30 ciclos a 95°C 90 s, 58°C 90 5, 72°C 90 s; un cicle final a 95°C 90 s, 58°C
90 s y 72°C 5 min.

El producto de la amplificacion de 1,4 Kb, fue purificado desde gel de agarosa mediante

GeneClean™ siguniendo las instrucciones del fabricante, luego clonado usando el vector

del kit pGEM-T Easy™ (Anexos), segun instrucciones del fabricante usando la cepa
receptora E, coli X11 Blue.

Previo a la electroporacion, se procedid a precipitar la mezcla de ligacion. Para ello se
agregd 30 pl de H,0, 400 ul de butanol y luego se agité en vortex durante 10 s a alta
velocidad. Se centrifugd durante 5 min a 15.000 rpm a 4°C, se elimind el sobrenadante y
elpellet se secd totalmente por vacio. Para la electroporacion, las célilas de E. coli XL1

Blue fueron crecidas en un volumen de 3 ml de LB hasta fase logaritmica en bafio
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termorregulado a 37°C. A una alicuota de 1 ml de cultivo de E. coli se le realizd 3
lavados sucesivos con agua destilada estéril y fria, centrifugando a 10.000 rpm durante 2
min y resuspendiendo cada vez en 500 ul de agua estéril fifa. Finalmente, todo el pellet
se resuspendio en 45 ul aproximadamente de H,O estéril. La mezcla de ligacion se
adicion$ a la suspension bacteriana y se depositd en una cubeta de electroporacién
estéril y frfa. La electroporacion se llevé a cabo usando un electroporador BioRad™, con
una cubeta de gap de 0,1 cm, 200 Q de resistencia, 25 pD de capacitancia y aplicando
1,3 V.

Las bacterias electroporadas fueron incubadas en 750 pl de medio SOC a 37°C en baiio
termorregulado con agitacion durante 30 n}in. La seleccion de los clones fue hecha en
placas LB agar Ampicilina (100 pg/mi), a las que se les agregd superficialmente 20 pl
de IPTG (20 mg/ml) y 50 ul de X-gal (20 mg/ml), se realizaron placas en duplicado
plagueando un volumen de 25, 50, 100 y 250 pl del producto de electropor;ci(')n. Se
incubd en estufa a 37°C toda la noche.

La extraccién de DNA plasmidial para identificar los clones se realizé siguiendo el
protocolo de lisis alcalina descrito en Sambrook y cols. (1989). E1 DNA plasmidial fue
visualizado en electroforesis en gel de agarosa al 1% usando la tincién con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y luz U.V.

El gen de 16S rDNA clonado fue amplificado desde el DNA plasmidial extraido de cada
clon usando los primers 27F y 1492R (Tabla 3).

Las digestiones fueron hechas con la enzima de restriccién Tagl (Qiagen™, Hilden, .

Germany) en un volumen de reaccién de 30 pl usando por cada ug de DNA 2.5 unidades
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de enzima, incubadas a 37°C durante 8 h. Los productos de digestién fueron observados
en electroforesis en gel de agarosa 3% (p/v) y tincidon con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).
Los amplificados con patrones de restriccion diferentes fueron purificados y
secuenciados en forma automdtica en un quipo Modelo Applied Biosystem 3737

utilizando los partidores descritos por Lane (1991).

Medio de cultivo Luria Bertrani (LB) para E. coli (1 1).
Se pes6 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl y enrasé a 1 1con

agua destilada. Se agité y autoclavé,

Medio de cultivo S.0.C para electroporacion de E. coli (1 1).
A 950 ml de agua destilada se agregd 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 0,5
g de NaCl. Se autoclavo, enfrio, y luego incorpor6 20 ml de una solucién 1M de ghicosa

estéril.

IV.3.3. Generacién de cultivos clonales.

Desde el cultivo de C. raciborskii SPC 338 se tomaron tricomas individuales bajo el
microscopio y fueron cultivados en placas de 24 pocillos, con 1 ml de medio MLA
condicionado en cada uno. El medio condicionado resulta de una dilucién 1/10 de medio
de cultivo filtrado, en medio de cultivo MLA {resco. Bajo el microscopio fueron -
identificados e individualizados los pocillos que presentaron un solo tricoma. Se

individualizaron 30 pocillos en total. Cada pocillo seleccionado de la placa fue seguido
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dia 2 dia rigurosamente hasta que el tricoma present6 un crecimiento evidente a la vista.
En este momento ¢l tricoma fite trasladado a un tubo de ensayo en un volumen de medio
MILA condicionado de 5 ml. En esta etapa se realizd la amplificacion del 16S rDNA por
duplicado a partir de una célula individual (para esto se agregé al programa de PCR una
etapa de lisis a 90°C, previa a la amplificacion). El producto de amplificaciéon fue
digerido con EcoRI siguiendo con el procedimiento descrito anteriormente y visualizado
en gel agarosa al 3% p/v. Se identificaron dos patrones de restriccion diferentes. El
patrén 10 fue individualizado e identificado como el cultivo C10,

Se aisld el cultivo C10 que posee caracteristicas morfolégicas idénticas a las descritas

para el cultivo SPC 338.

IV.4. Caracterizacién genotipica del cultive C10.

IV.4.1. Amplificacién, clonamiento, y andlisis de los clones mediante ARDRA y
secuenciacién del gen 16S rRNA de C. raciborskii C190.

Las diferencias en el procedimiento de amplificacion, clonamiento, digestién y
secuenciacion del 16S rDNA del cultivo Cl0 se mencionan a continuacidn.
Posteriormente al clonamiento del 16S rDNA desde la cepa C10 los clones fueron
analizados mediante la amplificacion por PCR directamente desde colonias, Para realizar
esta amplificacion se resuspendié una colonia en 100 wl de TE (10 mM Tris, ImM
EDTA, pH 8} y se hirvié durante 10 min 1 pl del lisado se utiliz6 en una reaccion de
amplificacion usando los partidores M13f y M13r, El andlisis de los amplificados se

realizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y-tincién con nitrato de
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plata (Espejo y Escanilla, 1993). Todo el volumen de la reaccién de amplificacién fue
digerida usando Ia enzima de restriccién EcoRI siguiendo el protocole ya descrito
anteriormente. Cada patron de restriccion diferente se reamplificé usando los partidores
para 16S rDNA y purificdé mediante GeneClean™ siguiendo las instrucciones del
fabricante, Fueron secuenciadas ambas hebras utilizando los partidores MI13f, 357,
r518, 945, r1087, r1389 y MI3r cuya informacion se describe en Lane y cols. (1991)
(Tabla 3).
IV.4.2. Alineamiento del 16S rDNA de SPC 338 y CI10 con el 16S rDNA de
Anacystis nidulans 6301 (Synechococcus sp. strain PCC 6301).

Se realizé el alineamiento de las secuencias de los 16S rDNA provenientes de los clones
4 y 9, obtenidos desde el cultivo SPC 338, y 24 y 41 obtenidos de C10, Se utilizd €l

programa ClustalW (Thompson y cols,, 1994),

IV.4.3. Deteccion de un gen tipe Péptido Sinfetasa no Ribosomal (NRPS, non
ribosomal peptide synthetase) en C. raciborskii SPC 338.

IV.4.3.1. Amplificacién, clonamiento, anilisis de restriccién y secuenciaciéon de
genes tipo NRPS,

A partir de DNA genémico de C. raciborskii SPC 338 obtenido mediante el método del
etil-xantogenato de potasio se llevd a cabo una reaccion de amplificacién utilizando los
partidores degenerados MTR y MTF (Tabla 3) (Neilan y cols., 1999) para el gen péptido

sintetasa. Las condiciones de amplificacion debieron ser optimizadas para la utilizacion
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de estos partidores, el programa optimizado de amplificacion se describe a continuacion:
I paso a 96°C por 5 min, 335 ciclos de: 94°C por 1 min, 57°C por 90 s, 72°C por 10 niin
y un paso final a 72°C por 10 min.

Los amplificados fueron purificados desde un gel de agarosa mediante Wizard™
(Promega) y clonado en-el vector plasmidial pGEM-T Easy™ (Promega) siguiendo las
recomendaciones del fabricante y usando como cepa receptora E. coli XL1 Blue. Los
clones obtenidos fueron analizados mediante amplificacion usando los partidores del
vector M13f y MI13r y posterior digestién con la enzima Haelll (Gibco BRL,

Eggenstein, Germany).

1V.4.3.2, Ensayo de hibridacion en membrana.

El procedimiento de hibridacion en membrana se realizé de acuerdo al protocolo
descrito en Sambrook y cols. (1989). Se us6 para marcar la sonda el PCR DIG Probe
Synthesis Kit™(Roche) usando el sistema de revelado recomendado por el fabricante y

deteccion por autoradiografia,

1V.5. Analisis filogenético de aislados de distinto origen geografico de C. raciborskii
mediante alineamiento del 165 rDNA.

El alineamiento miiltiple se llevd a cabo mediante ClustalW (Thompson y cols., 1994),
el cilculo de distancia genética fue realizado mediante el método de Kimura y el arbol
fue obtenido con el método de “Neighbour Joining” (“agrupando vecinos™), con un

“bootstraping™ de 1.000.
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1V.6. Caracterizacion fenotipica de C. raciborskii.

1V.6.1. Deteccién e identificacién de toxinas SCBs en la fraccion celular de cultivo
de C. raciborskii C10 mediante HPLC- FLD y oxidacion post-columna (High
Performance Liquid Cromatography and on-line Fluorescence Detection).

1V.6.1.1. Obtencién y tratamiento de las muestras de cultivo de C. raciborskii C10.
Para caracterizar la produccion de toxinas SCBs por la cianobacteria en la fraccion
celular se utilizd como método el HPLC-FLD (Oshima, 1995) con algunas
modificaciones.

Se obtuvo un volumen de cultivo de C. raciborskii CI-O de 1 ml el cual fue centrifugado
a 13.100 x g duranie 15 min, para obtener la fraccion celular y el sobrenadante por
separado.

Los pellets de cultivo obtenidos fuieron liofilizados en un “SpeedVac” y luego secados
en estufa a 6? °C hasta obtener peso constante. Finalmente los pellets fueron pesados en

balanza analitica.

1V.6.1.2. Extraccién acida de toxinas de Ia fraccién celular de un cultivo de C,
raciborskii C10.

Para la extraccidn de toxinas de la fraccidn celular de C. raciborskii C10 se siguid el
protocolo descrito por Lagos y cols. (1999) con las modificaciones que se describen a
continuacién.

A cada pellet de cultivo liofilizado y obtenido como se describié anteriormente se le
agregd 500 pl de Acido acético 0,05 M (pH 5) para homogenizar el pellet. Se sonico

durante 15 min usando un vortex periédicamente. Fueron agregados 2 volimenes de
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metanol:cloroformo 1:1, agitando en vortex para luego sonicar entre 5 a 10 min. Se
centrifugd a 12.500 x g durante 10 min y se extrajo la fase acuosa que contiene las
toxinas. A la fase organica le fue agregado 250 pl de acido acético 0,05 M repitiendo la
extraccidén. Finalmente, se juntaron y liofilizaron las fases en un “SpeedVac”. Cuando
fue visible una fase orgénica y sélida (de color blancuzco), se extrajo nuevamente la fase

acuosa y se prosiguio con la liofilizacidén hasta sequedad total.

IV.6.1.3. Limpieza de las toxinas obtenidas desde . raciborskii C10: utilizacién de
columna C18 Sep-Pack.

Se utiliz6 el protocolo descrito por Onodera y cols, (1996) para minimizar la presencia
de picos de toxinas falsos mediante la eliminacion de pigmentos. Brevemente, un
\Iolumen de 900 pl de toxinas resuspendidas en acido acético fue puriﬁcadoba través de
la columna C18 Sep-Pack (Waters, MA, USA), previamente activada, La columna C18
Sep-Pack se activo con 3 ml de metanol por goteo lento. Se retird el exceso de metanol

de la columna haciendo pasar aire y luego se agregd 3 ml de agua bidestilada y dejé

pasar por goteo lento. Este procedimiento se repitid tres veces.

1V.6.1.4. HPLC-FLD y derivatizacién postcolumna para la deteccién de toxinas en
la fraccion celular de cultivo de C. raciborskii C10.

Se sigui6 el protocolo descrito por Oshima en 1995 y las modificaciones descritas por
Lagos (1998), para la deteccion de toxinas de Veneno Paralizante de Mariscos (VPM).

Todos los reactivos quimicos y solventes utilizados fueron de grado HPLC o analitico.
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La adquisicion y procesamiento de datos se llevo a cabo con el sofiware CLASS-CR10 0
con un integrador Hitachi D-2500.
La fase movil consistid en acido 1-heptanosulfonico 2 mM en buffer fosfato de amonio

10 mM (pH 7,1) para las toxinas del grupo GTX y acido 1-heptanosulfonico 2 mM en

_ buffer fosfato de amonio 30 mM (pH 7,1) mds acetonitrilo 3% para las toxinas del grupo

STX.
Las condiciones de cromatografia utilizadas se describen a continuacién:
-Buffer para STX = 7 ml/5p.min
-Columna C8 =15 cm largo, 4,6 mm didmetro.
-Estandares utilizados = GTX (deteccion de todas en conjunto), neoSTX, STX.
-Tiempo de elucion de estdandares = GTX 6-7 min
neoSTX  11-12 min
- STX 16 min

-Volimen de muestra inyectado = 20 pl.

IV.7. Estudio de la influencia de distintas condiciones de cultivo en la sintesis de
STXs por parte de SPC 338.

IV.7.1. Cuantificacién de toxinas bloqueadoras de canales de sodio por medio de
ensayo en céiulas de neuroblastoma de ratéon (N2A).

Para determinar la concentracion de toxinas bloqueadoras de canales de sodio en las
muestras de sobrenadantes de cultivos de C. raciborskii SPC 338 se utilizo el ensayo en

células de neuroblastoma de ratén (linea celular N2A) descrito por Gallacher y Birkbeck
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(1992) v modificado (trabajos anteriores del laboratorio). Se trata de un ensayo
cuantitativo que se realiza en microplacas de 96 pocillos.

El ensayo bdsicamente fimciona exponiendo las células de la linea de células de
Neuroblastoma de ratén N2A a Veratridina (Sigma®), la que activa los canales de sodio
y permite la entrada de este i6n al interior de las células, y a ouabaina (Sigma®), que
bloquea la accion de la bomba Na/K-ATPasa impidiendo la accién compensatoria de
esta bomba frente al exceso de iones Na' al interior de las células, Cuando estos dos
compuestos entran en contacto con las células de N2A ocurre lisis celular ya que
conjuntarmente con la entrada de iones_ Na" al interior de las células se produce también
Ia entrada de agua. Sin embargo, al exponer las células a una toxina bloqueadora de
canales de sodio, como la STX (obtenida desde el National Research Council, Canada)
se genera un efecto protector y las células resisten el tratamiento no produciéndose la
muerte celular. La cuantificaciéon de la cantidad de células vivas se realizé por medio de

una tincidn con el colorante vital Neutral Red (Sigma®). Los resultados fueron leidos en

un lector de microplacas de 96 pocillos a 570 nm.

Medio RPMI 1640 (para cultivo celular).

El formulado comercial para 1 1 (Sigma®) fue llevado al volumen de 300 ml de agua
destilada. Luego se agregd 2 g de NaHCO; por |, se disolvié por agitacién y ajustd a pH
7,2 con NaOH IN o HCI 1IN, segiin correspondiese. Se enrrasé a un litro y filtré en una

membrana de nitrocelulosa de 0,2 pm en botella estéril.
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Neutral Red (1 1).

A 1 1 de solucion de Hank’s (Tabla 4) se agregé 0,5 g de neutral red. Se mezclo 12 h

cubriendo con papel aluminio el recipiente utilizado. Se autoclavd a 120°C durante 15

min y filtrd para eliminar posibles precipitados.

Citrato-etanol (1 1).

Se pes6 16,75 g de tri-sodio citrato-2H,O y se agregd a 500 ml de agua destilada, Se

ajustd el pH a 4,6 agregando dcido acético.Se agregé 500 ml de etanol y guardé a 4°C.

Tabla 4. Solucion de Hank's

Reactivos Concentracion ( g_/ 1)
CaCly2H,0 1,9.107
D-Glucosa 1,6
KCl A-;,o.m'1
KH,PO, 6,0.10°
MgSO47H,0 4,1.107
' Na,HPO,2H,0 6,0.107
NaCl 8,0

Solucién “stock” de ouabaina

Para preparar una solucién 4 mM se pesé 0,116 g de ouabaina, disolvié en 40 ml de

medio RPMI-gentamicina (2 pg/ml). Se hirvié 15 min en bafio de agua y se almacené en

alicuotas.
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Solucion “stock™ de STX.
Se prepard una solucion en HCI 0,001 M de STX-diHCI proveniente de la Nacional
Research Council Canada (NRC-CNRC). La concentracion final de STX fue de 725 nM

(0,27 pg/mi).

1V.7.1.1. Cultivo de la linea celular N2A y ensayo de cuantificacién de toxinas
bloqueadoras de sodio.

1V.7.1.1.1. Mantencién linea celular N2A (ATCC CCL-131).

La linea celular denominada Neuro-2* (N2A) obtenida de la ATCC (American Type
Culture Collection) nimero CCL-131, estd conformada por células adherentes que
expresan en gran cantidad canales de sodio en su membrana celular. Esta caracteristica
permitié utilizar esta linea celular para realizar el ensayo de cuantificacion de toxinas
bloqueadoras de canales de sodio.

Las células se mantuvieron en botellas de cultivo (Nunc®) cuya base tiene ;lna
superficie de 25 cm” o de 75 em® incubadas a 37°C con 5% CO,, en medio de cultivo
RPMI 1640 (Gibco®) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (Gibco®) y
gentamicina 80 pg/mi. El traspaso o subcultivo celular de una botella se realizaba
cuando se alcanzaba la confluencia celular segiin lo descrito antertormente (Gallacher y
Birkbeck, 1992). Una vez que las células alcanzaron alrededor de 30-35 traspasos se
observé que dejaron de responder adecuadamente al ensayo por lo tanto file necesario

eliminarlas y descongelar un nuevo criotubo del lote original,
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1V.7.1.1.2. Protocolo criopreservacion células N2A.

Se utilizd una mezcla de criopreservacién suero fetal de bovino 90% (Gibco®) y
dimetilsulfoxido 10%(Merck ®). El medio de cultivo para crecer estas células fue el
RPMI 1640. Se us6 como medio de lavado PBS-gentamicina (80 ug/ml) en proporcion
0,2 ml de PBS (buffer fosfato salino) por cm?. Para realizar los subcultivos se usé una
solucion de tripsina 0,25% y EDTA 0,53 mM _(Gibco) en proporcién 20 pl/em®, para
poder despegar las células de la botella y realizar recuento celular utilizando una cdmara
Neubauer. Para eliminar Ia tripsina se centrifugé a 1.800 rpm durante 5 min, )
A las células resuspendidas en una pequefia fraccidon de medio se les agregd gota a gota
la mezcla de criopreservacién (primeros 500 pl) agitando suavemente entre cada gota.

Se agregd suficiente mezcla de criopreservacion para obtener una densidad de 1.10%

¢él/ml. La suspension celular separada en criotubos se congel6 en nitrégeno liquido..

1V.7.1.1.3. Determinacion de la concentracion 6ptima de veratridina y ouabaina a
usar en ¢l ensayo en células de neuroblastoma de ratén.

Antes de realizar el ensayo de determinacién de concentracidon de toxinas en las
muestras, debid realizarse un ensayo previo para determinar la cohcentracién Optima de
Veratridina y Quabaina a utilizar en la placa. Para esto, se confeccionaron curvas con
distintas combinaciones de veratridina y ouabaina en concentracifm-ascen;iente, las que
fueron desde 0 a 0,0375 mM para Veratridina, y desde 0 a 0,5 mM para Ouabaina (Fig.
6). Este procedimiento debid repetirse cada vez que varié alguna condicion del ensayo,

esto fue algin cambio de reactivo por otro nuevo o cambio del lote de células.
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1V.7.1.1.4. Ensayo de cuantificacion toxinas SCBs en células de neuroblastoma de
ratén.

Este ensayo se realizé en microplacas de 96 pocillos, con una cantidad de 30.000 a
35.000 células/pocillo, en 88 de los 96 pocillos (Fig. 6). Las células se resuspendieron en
RPMI 1640-10% SFB-gentamicina y se pusieron en las placas en un volumen de 200 pl
en concentracion que fue desde 150.000 a 175.000 cél/ml. La placa se incub6 a 37°C
con 5% de CO; durante 24 h. Al observarse la monocapa celular en cada pozo, se realiz6
el ensayo del signiente modo: se eliminé el medio de cultivo de la placa el que fue
reemplazado por 50 ul de una solucidn de ouabaina (concentracién determinada por
ensayo descrito anteriormente); 50 pl de una solucion de veratridina (concentracién
determinada por ensayo descrito anteriormente) y 100 pl de la muestra problema (que
fue probada a una dilucién 1/10 en RPMI 1640 gentamicina 80 pg/ml). Todas las
muestras fueron probadas por octuplicado, tal como se muestra en el esquema de Ia Fig.
7. Los controles de la placa fueron:

Control positivo (columna L): 8 pocillos con 100 pl de medio RPMI 1640-gentamicina
y 100 pl de medio RPMI 1640-10% MLA-gentamicina. Esta columna debe tener los
valores mas altos de absorbancia pues las células no se lisaran debido a la ausencia de la
QOubaina y la Veratridina.

Control negativo (columna B): 8 pocillos con 50 pl de veratridina y 50 pl de ouabaina
en concentracidén optima mas 100 nl de RPMI 1640-10% MLA-gentamicina.

Blanco (columna A): 8 pocillos sin monocapa celular con 100 pl de medio RPMI 1640-

gentamicina y 100 pl de medio RPMI 1640-10% MLA-gentamicina.
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Figura 6: Esquema experimental de la placa de 96 pocillos
para la determinacion de la concentracién Optima de
veratridina y ouabaina a utilizar. CP: control positivo; B:
blanco. En forma de justificacién se muestra la distinta
gama de colores obtenida en una de estas determinaciones.
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Figura 7: Esquema experimental de la placa de 96 pocillos
para el ensayo de cuantificacién de SCBs. CN: control
negativo; CP: control positivo; B: blanco. La curva de
STX se ubica en las columnas C-J, filas 5-8. Las muestras
M1 a M5 se cargan en los pocillos libres (en blanco) por
octuplicado. En forma de justificacion se muestra la
distinta gama de colores obtenida en una de estas
determinaciones.
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Esta columna permitié determinar cuanto colorante se adhiri¢ inespecificamente a los
pocillos de la placa.

En la parte inferior de la placa se confecciond una curva de STX 10% de MLA 1X en
concentraciones ascendentes (0,488 nM hasta 125 nM). Se estimb que los valores de
absorbancia fueron directamente proporcionales a la concentracion de STX (Fig. 7). Esto
permiiié interpolar los valores de absorbancia obtenidos de cada muestra, de este modo
se determiné la-concentracion del blogueador presente en cada una de ellas calculadas
como STX equivalentes. Cada concentracién se cargd por cuadruplicado en la placa
(Fig. 7).

Después de cargar la placa, se incubé a 37°C y 5% CO; durante 24 h, para
posteriormente realizar la tincién de ésta. Esto fue la remocién del medio de cultivo,
apﬁcacién de 200 nul de solucion rojo neutro (03'5 g/l) y posterior incubacién a 37°C
durante 30 min. Después de la incubacién, se elimind el colorante y se realizod
suavemente 2 lavados con 200 pl por pocillo de solucién salina de Hank’s pH 8.
Posteriormente, se efectud el revelado de la placa aplicando 200 pl de una solucion 50
mM citrato, buffer 4cido acético, pH 4,6 y etanol al 50%. Se incubd una h a temperatura
ambiente y se realizéd la lectura de la placa en el espectrofotémetro a 570 nm. La
preparacion de cada solucidn utilizada se describié anteriormente.

El porcentaje de proteccién de las células por el efecto de la STX o por las muestras

probadas se calculd por la siguiente formula:

% Pr;)tecci(')n =A_-Bx100
C-B
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Donde A, B y C son los valores de absorbancia de Muestra, Control negativo y Control
Positivo, respectivamente. La concentracién de toxinas SCB de cada muestra se estimo
como STX equivalente (STX eq) [nM], y se obtuvo interpolando en la porcién lineal de
la curva obtenida a partir de STX estindar. St la concentracién de STX eq. de la muestra
estuvo cercano o superd los limites superiores de la curva, se diluyd la muestra y se
determin6 nuevamente hasta que la concentracion calculada estuviese en el rango de la

curva estandar,

1V.7.2. Analisis de Ia produccion de toxinas Bloqueadoras de Canales de Sodio
(SCB, sodium channel blocking) por C. raciborskii.

De cada cultivo de C. raciborskii a analizar, se extrajeron alicuotas. Se separaron la
fraccién celular y el sob::enadante de cultivo mediante centrifugacién a 13.100 x g por
15 min, ¢l sobrenadante de cultivo se almacené a —20 °C para ser utilizado en ¢l ensayo
MNA.

Se realizaron diluciones de los sobrenadantes entre 1:10 y 1:50 utilizando agua destilada
estéril. Se realizaron curvas de crecimiento de la cianobacteria a 19 y 25 °C (también se
realizé una de bacterias contaminantes), para analizar la cinética de produccién de
toxinas SCBs de C. raciborskii detectadas mediante MINA.

Se tomdé una alicuota de cultivo de 500 pl a la cual se le realizd conteo por
epifluorescencia de cianobacterias y bacterias contaminantes y otra alicuota de 1 ml de

C. raciborskii SPC 338 en distintos dias de cultivo.
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V. RESULTADOS

V.1. Descripcién del cultive SPC 338.

Las células en cultivo formaron tricomas rectos, en su mayoria, o ligeramente curvos de
una longitud entre 20 y 200 um. En algunos tricomas fue posible encontrar en un
extremo un heterocisto de forma cdnica. En condiciones de cultivo liquido sin agitacién,
cada tricoma se desarrollé en forma separada hasta longitudes mayores que las descritas
produciendo un crecimiento visible en forma de “ovillo”. Sin embargo, en cultivo sélido
C. raciborskii SPC 338 crecié 0 como filamentos muy largos o formando una colonia en

forma de anillos concéntricos.

V.2, Obtencion de un cultivo axénico de C. raciborskii con propésitos de extraccion
de DNA genémico.

El cultivo C. raciborskii SPC 338 no es axénico, La observacion mediante tincién con
naranja de acridina y microscopia de epifluorescencia (Hobbie, 1977) most6é la
presencia abundante de bacterias contaminantes de tipo bacilo.

Se estudiaron diversas estrategias para obtener un cultivo axénico. Entre las alternativas
probadas estuvo los tratamientos en medio liquido y sélido con antibidticos
(gentamicina, cloramfenicol, kanamicina, neomicina, tobramicina y paramomicina)
aplicados en el rango de concentracion de 5 2 100 mg/ml a diluciones del cultivo, con el
objetivo de individualizar un agente antibidtico selectivo para las bacterias
contaminantes (Ferris y Hirsch, 1991). Sin embargo, ninguno de los iratamientos fue

exitoso. Alternativamente, se decidié disefiar un protocolo de lavado del cultivo que
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permitiera obtener un cultivo axénico o con una reducida carga de bacterias
acompaiiantes. Este protocolo consistié en la filtracion del cultivo por membranas de
nitrocelulosa de 3um de didmetro de poro, elegido este tamafio pues un filamento de C.
raciborskii alcanza longitudes de 200 pum. Posteriormente el filtrado fue lavado con un
volumen de agua destilada estéril de 500 ml aproximadamente, Las células de C.
raciborskii lavadas de esta forma fueron cultivadas en diluciones seriales tanto en medio
liquido como en medio s6lido, con ¢l objetivo de obtener colonias tnicas libres de
contaminantes. Tampoco se obtuvo cultivos axénicos de esta forma.

Ya que ninguno de estos intentos por obtener un cultivo axénico fue exitoso, fie
aplicado un protocolo que incluy6 filtracion de cultivos en la fase estacionaria por
membrana de nitrocelulosa de 3 pm y lavados repetidos con 200 ml de agua destilada
estéril v abundante agitacion. Esta membrana fue cambiada 2 veces durante ¢l
procedimiento. Finalmente, la fraceion celular fue resuspendida en 2 mi de MLA (por
cada 100 ml de cultivo se obtiene 1 mi de concenirado). Cada etapa se realizd teniendo
precaucion de realizar el minimo de manipulacién por pipeteo.

La determinacién del niimero de bacterias contaminantes en este concentrado fite
realizada por microscopia de epifluorescencia (Metodologia).

El resultado evidencidé entre 1.000 a 10.000 bacterias contarminantes por ml. Debe
tenerse en cuenta que el niimero de contaminantes en €l dia 30 de un cuitivo de C.
raciborskii no lavado es mayor a 3,3 10° cél/ml, por lo que el lavado del cultivo
disminuyé el nimero de contaminantes 4 a 5 drdenes de magnitud, derpgstrando la

eficacia de los lavados mediante filtracion.
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V.3. Analisis de 1a naturaleza clonal del cultivo SPC 338

V.3.1. Obtencion de DNA genoémico de C. raciborskii adecuado para su uso en
analisis molecular.

La obtencién de DNA genémico de buena calidad desde cianobacterias es una tarea
dificil ya que la aplicacién de los protocolos convencionales resulta'en la extraccion de-
un DNA generalmente degradado y con un alto contenido de iomes metalicos y
nucleasas; que impiden los experimentos de biologia molecular tales como digestion de
DNA, amplificaciéon por PCR, etc. Por ello se implement6 el método del etil-
xantogenato de potasio (Metodologia) que genera un DNA de ptimas condiciones.

Este protocolo fue aplicado durante el desarrotlo de esta tesis por lo que fue necesario
adaptar los volimenes publicados originalmente a un cultivo de cianobacterias
previamente sometido a un protocolo de lavado (Metodologia). Este protocolo de
ex;:;'accién permitié obtener de manera reproducible un DNA no degradade con una

concentracién que varia entre 5 a 100 ng/ul (Fig. 8).

Figura 8. Extraccion de DNA genomico de C. raciborskii por el método
del xantogenato de potasio. Se cargaron 5 pl de soluciones de]l DNA
purificado a una concentracién de 16,2 ng/pl (1), 3,1 ng/pl (2) y 4,6
ng/ul (3). PM: marcador de peso molecular A Hindlil.
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V.3.2. Amplificacién, clonamiento, analisis de restriccion (ARDRA) y secuenciacién
del 16S rDNA de C. raciborskii SPC 338.

La secuenciacién del gen 168 rDNA es una herramienta 1til para caracterizar
genotipicamente un microorganismo, por ello este método fue utilizado en la
caracterizacion a nivel genético del cultivo C. raciborskii SPC 338.

Ademas, la caracterizacién del cultivo a traveés de la secuenciacion del 16S rDNA
permitirfa demostrar la procedencia del DNA. genomico extraido desde un cultivo no
axénico. En este caso el clonamiento del 168 rDNA fue realizado en paralelo con un'gen
tipo NRPS (resultado discutido en seccién V.4.2.3.).

Para la amplificacién del 16S rDNA se utilizaron los oligonucledtidos 27F y 1492R
(Tabla 3), y el programa de amplificacion descrito en Metodologia. El tamafio de
producto esperado fue de 1.500 pb. La amplificacién del 165 rDNA se realizé desde una
dilucion 1:100 de DNA genémico de C. raciborskii SPC 338 (di.luci(’)n limite en la que
se obtuvo un amplificado apropiado para el clonamiento, resultado discutido en la
seccion V.4.2.3.)

Los clones de la libreria del 16S rDNA de C. raciborskii SPC 338 que portaban vectores
recombinantes fueron analizados por amplificacion directa de colonias usando los
oligonucledtidos del vector y posterior digestion con una enzima de restriccion. En este
caso las enzimas utilizadas fueron Tagl y EcoRl. Siguiendo este procedimiento se
analizaron 20 clones de la libreria.

La electroforesis en gel de agarosa mostro tanto en la digestion con Tagl (Fig. 9) como
con EcoRI (resultado no mostrado) la presencia de 2 patrones de restriccion diferentes

los que fueron identificados como 4 y 9.
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Figura 9. ARDRA de C. raciborskii SPC338 usando Ja enzima Tagl. A partir
del patrén de digestion de los clones analizados (1 a 20) se definieron dos
familias cuyos representantes son el clon 4 y el clon 9. PM: marcador 100 pb
Boerhinger Mannheim™,
Los clones 4 y 9 fueron secuenciados a partir de la amplificacién desde DNA plasmidial.
Los resultados de la bisqueda de identidad de las secuencias en la base de datos del
NCBI indicaron que las secuencias del gen 16S rDNA de ambas cepas presentan un alto
grado de similitud con secuencias de 16S rDNA de otras cepas de C. raciborskii. De las
60 secuencias de 16S tDNA de C. raciborskii descritas hasta el momento, se utilizaron
26 para hacer las comparaciones. |
El alineamiento mostrd para ambos clones una alta identidad de un 99,35 % y 99,42 %,
con las cepas de C. raciborskii Florida D (originaria de Estados Unidos) sobre 1.402 y
1.399 posiciones comparadas, respectivamente. Las secuencias de los clopfs 4y9

mostraron un 99,22% de identidad sobre 1.414 posiciones comparadas, lo que indicé que

ambos genes estan altamente relacionados.
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Los resultados obtenidos en el andlisis de restriccién y por secuenciacion indicaron que
los genes 16S rDNA de los clones 4 y 9 detectados son diferentes en un 0,78 % de las
posiciones comparadas.

El alineamiento de ambas secuencias mostré 8 posiciones no apareadas ("missmatch™) y
3 saltos ("gaps"). La presencia de dos patrones electroforéticos distintos (Fig. 9) revela
la existencia de dos moléculas de 16S rDNA diferentes en C. raciborskii SPC 338 Io
cual podria deberse a la coexistencia en el cultivo de al menos 2 cepas de C. raciborskii
(es decir la presencia de un cultivo mixto) o bien a una intraheterogeneidad por la
presencia de locus ribosomales multiples cuyos 16S rDNA son heterogéneos en

secuencia.

Y.3.3. Obtencién de culfives clonales a partir de una célula individoal de C
raciborskii SPC 338,

Debido 2] resultado obtenido en el punto anterior fue necesario analizar la pureza del
cultivo de C. raciborskii SPC 338. Para ello se tomaron tricomas individuales bajo el
microscopio, los que fueron depositados en una placa de 24 pocillos, con 1 ml de medio
MLA condicionado en cada uno. El medio condicionado fue una dilucién 1:10 de
sobrenadante de cultivo en medio MLA fresco.

Aquellos pocillos que presentaron un solo tricoma, fieron individualizados y
numerados. Se individualizaron 30 pocillos en total. Cada pocillo seleccionado de Ia
placa fue seguido dia a dia rigurosamente hasta que el tricoma presenté un crecimiento
evidente a la vista (forma de “ovillo™). En este momento el tricoma fue trasladado a un

tubo de ensayo con 5 ml de medio MLA condicionado. En esta etapa se realizé la

44




amplificacién del 16S tDNA por duplicado a partir de una célula individual y digestiéon

con EcoRI (Fig. 10).

500pb @ ——»

Figura 10. Andlisis de restriccién de los genes

16S rDNA. Para cada cultivo de C. raciborskii

(10 y 11) se analizaron 2 tricomas {(no

mostrado). La enzima utilizada fae EcoRI. PM:

marcador 100 pb Boerhinger™.
Se encontraron 2 cultivos con patrones diferentes. Estos fueron los cultivos 10 y 11. El
cultivo 10 presenté una banda de 600 pb y otra de 700 pb mientras que el cultivo 11
presentd una banda de 650 pb y otra de 800 pb. Si a cada patron se le atribuye una cepa
distinta, entonces con este experimento se comprueba que el cultivo SPC 338 no es una

cepa ttnica sino una mezcla de al menos 2 cepas de C. raciborskii. Finaliente el cultivo

10, nombrado como C. raciborskii C10, fue elegido para futuros analisis. ,
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V.4. Caracterizacion del aislado clonal C10: microscopia y analisis genotipico.
V.4.1. Microscopia dptica de C10.

Se realizd una microscopia con el objetivo de conocer morfologicamente al cultivo C10
y realizar una comparacién con lo descrito para otros cultivos de C. raciborskii.

C. raciborskii C10 es una cianobacteria filamentosa, de tricoma recto, con una longitud
entre 20-200 pm y no presentd vainas mucilaginosas. Se observaron aquinetes ovales
entre células vegetativas (Fig. 1) como asi también heterocistos tnicos en el extremo de
algunos tricomas (Fig. 1). La cepa C10 fue morfolégicamente indistinguible de otras

cepas descritas con anterioridad (Lagos y cols., 1999; Saker y cols., 1999).

V.4.2, Caracterizacién genotipica del aislado clonal C10.

EI hallazgo que el cultivo SPC 338 no se trataba de una cepa sino que era una mezcla de
estas, indicd que la caracterizacién molecular de un aisiado clonal era necesaria para
validar cualquier analisis posterior.

V.4.2.1. Amplificacién, clonamiento, anlisis de restriccién {(ARDRA) vy
secuenciacion del 16S ¥DNA de C. raciborskii C10.

El gen 16S rDNA proveniente de C. racibc;rskii C10 fue amplificado, clonado en
pGEM-T™ e introducido a E. coli DH5c mediante electroporacién. Los clones de la
libreria del 1658 rDNA de C. raciborskii C10 que portaban vectores recombinantes
fueron analizados por amplificacién directa de colonias usando los oligonucledtidos del

vector. Se realizé la purificacion del amplificado mediante GeneClean, luego
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amplificacién con los partidores para 16S rDNA y se realizé una digestion con la enzima
de restriccién EcoRI. Se analizaron 75 clones de E. coli. El analisis por electroforesis en
gel de agarosa mostrd dos patrones de restriccion distintos. Un patron identificado como
clon 24 'presentd bandas de 700, 600 y 100 pb fue idéntico al encontrado en el
clonamiento del 16S rDNA del cultivo mixto SPC 338, identificado como clon 4, El otro
patrén, identificado como clon 41, mostr¢é un patron distinto al clon 9 del clonamiento

realizado para SPC 338 ya que el primero posee bandas de 700 y 100 pb (Fig. 11).

700 pb
600 pb

o

Figura 11. ARDRA de C. raciborskii C10. Se utiliz6 la enzima
EcoRI para analizar los clones 24 (1) y 41(2). PM: marcador 100
pb GIBCO™,

Para precisar las diferencias evidenciadas en el analisis por restriccién de la libreria del
gen 16S rDNA del aislado C10, los clones 24 y 41 fueron amplificados desde DNA

plasmidial, purificados por GeneClean™ y secuenciados. El alineamiento de la secuencia
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del 16S tDNA del aislado C10 con las 26 secuencias descritas en la base de datos
pertenecientes a cepas de C. raciborskii mostré para el caso del clon 24 (1.387 pb) un
porcentaje de identidad que fluctud entre el 98,99 % y el 98,19 % y para el caso del clon
41 (1.442 pb) un porcentaje de identidad que fluctud entre el 98,72 % y 99 %. Al
analizar las secuencias por separado el clon 24 mostrd un porcentaje de identidad del
98,99 % con el 16S rDNA de C. raciborskii cepa Florida D originaria de Estados Unidos
y el clon 41 mostrd una identidad del 99 % con el 16S rDNA descrito para la misma
cepa. El aﬁnean;iento- de los clones 24 y 41 entre si mostrdé un porcentaje de identidad
del 98,78 % sobre 1.394 posiciones comparadas lo que indica que estas secuencias se
encuentran altamente relacionadas,

El analisis por secuenciacion indica que los genes 16S rDNA de los clones 24 y 41
detectados en C .raciborskii C10 son diferentes en un 1,22 % de las posiciones

comparadas (resultados no mostrados). El alineamiento de ambas secuencias mostrd la

presencia de 7 posiciones no apareadas (“missmatch™) y 9 saltos (“gaps™).

V.4.2.2. Andlisis comparativo entre los sitios polimérficos en el 16S rDNA presentes
en C. raciborskii C10 y en el cultive SPC 338 y Ila estructura secundaria del 16S
TRNMNA de la cianobacteria Anacystis nidu!an‘s 6301 (Synechococcus sp. strain PCC
6301).

Se realiz6 un alineamiento con el programa ClustalW (Thompson y cols., 1994) entre las
secuencias de los 16S rDNA pe‘rtenecientes a los clones 4 y 9 y los clones 24 y 41,

obtenidos desde el cultivo SPC 338 y desde la cepa C10, respectivamente. Los sitios
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polimérficos encontrados fueron ubicados en la estructura secundaria del 165 rDNA de

la cianobacteria Anacystis nidulans 6301 (Fig. 12).
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Figura 12. Localizacion de los 12 sitios polimoérficos encontrados en el 16S rDNA
de C. raciborskii SPC338 y C10 usando como patron la estructura secundaria del
16S rDNA de la cianobacteria Anacystis nidulans 6301. Cada sitio polimorfico es
indicado con flecha y numero.

Se encontraron un total de 12 sitios polimérficos (Tabla 5) de los cuales 9 son cambios

en la secuencia (un cambio de base) y 3 constituyen una insercion en la secuencia del
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165 rDNA de alguno de los clones. De un total de 9 sitios en los que ocurrié cambios en

la secuencia, un 33,33 % de los sitios fieron constituidos por una C o T, otro 33,33 %

por una A 0 G, en tanto que un 22,22 % poruna T o Gyun 11,12 % por una C 0 G. De

lo anterior se extiende que en un 33,34 % de los sitios polimérficos ocurrieron

transversiones y en un 66,66 % transiciones en la secuencia. Ninguno de los cambios

alterd la estructura secundaria de la molécula de 165 rDNA lo que indica que las

moléculas en todos los casos son estructuralmente funcionales.

Tabla 5. Sitios polimérficos en el 16S rDNA. de C. raciborskii SPC338 y C10.

Sitio Composicién _
polimérfico Clon en el que se de b?§es en | Apareamiento enla doble |Estructura en la que sef
o presenta sﬁxqs cadena* presenta
heterogéneos

1 4,9,24,41 [ AT, G-T, AT, G-T brazo

2 4,9,24,41  |¥ C-A, T-A, C-A, T-A | horquilia

3 4,9,24,41  [Y T-A, C-A, C-A, C-A brazo

4 4,9,24,41  [¥ T-G, C-G, T-G, T-G brazo

5 4,9,24,41 R G,A,G,G horquilla

6 492441 R AT, G-T, G-T, A-T brazo

7 4,9,24.41 W T-G, A-G, T-G, T-G brazo-horquillas*
3 4,9, 24, 41 gap-C, gap-C, G-C,CC | brazo

9 4,9,24,41 W T-T, T-T, T-T, A-T horquilla

10 4,9,24,41 S C-G, C-G, C-G, G-G brazo

i1 4,9,24, 41 gap, gap, T , gap horquilla

12 49,24, 41 T, gap, gap, gap brazo

* corresponde a las posiciones que forman parte de un brazo o de una horquitlla en la deble

cadena.

=+ sitio que se encuentra entre la finalizacidn de una horquilla y comienzo de un brazo (Fig.

12).
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La distribucion de los sitios polimérficos mostré extenderse en forma homogénea dentro
de la estructura secundaria de la molécula de 16S rDNA, es decir, no existio una hélice
que concentrase un numero elevado de polimorfismos, como es descrito en literatura

para el caso de otros organismos que presentan heterogeneidad del gen 16S rDNA.

V.4.2.3. Deteccion de un gen tipo Péptido Sintetasa No Ribosomal (NRPS) en C.
raciborskii SPC 338.

V.4.2.3.1. Amplificacién, clonamiento y secuenciacion de un gen tipo NRPS de C.
raciborskii SPC 338.

La deteccion de un gen tipo NRPS se realizo en una etapa previa a la comprobacion del
caracter mixto del cultivo SPC 338. A partir de DNA gendmico de C. raciborskii SPC

338 en dilucion 1:100 se llevé a cabo una reaccion de amplificacion utilizando los

oligonucledtidos degenerados MTR2 y MTF (Tabla 3) para el gen NRPS (Fig. 13).
PM 1 2 3 4

Figura 13. Amplificacion de un gen tipo NRPS desde C. raciborskii
SPC 338. Para amplificar un gen tipo NRPS desde C. raciborskii
SPC338 se utilizé6 DNA sin diluir (1) y con diluciones 1:10 (2), 1:50
(3) v 1:100 (4). PM: marcador 100 ob Boerhinger™.,
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La distribucién de los sitios polimérficos mostrd extenderse en forma homogénea dentro
de la estructura secundaria de la molécula de 168 rDNA, es decir, no existié una hélice
que concentrase un mimero elevado de polimorfismos, como es descrito en literatura

para el caso de otros organismos que presentan heterogeneidad del gen 16S rDNA.

V.4.2.3. Deteccion de un gen tipo Péptido Sintetasa No Ribosomal (NRPS) en C.
raciborskii SPC 338.

V.4.2.3.1. Amplificacién, clonamiento y secuenciacion de un gen tipo NRPS de C.
raciborskii SPC 338.

La deteccion de un gen tipo NRPS se realizé en una etapa previa a la comprobacion del
caracter mixto del cultivo SPC 338. A partir de DNA gendmico de C. raciborskii SPC

338 en dilucion 1:100 se llevd a cabo una reaccién de amplificacién utilizando los

oligonucledtidos degenerados MTR2 y MTF (Tabla 3) para el gen NRPS (¥Fig. 13).
PM 1 2 3 4

Figura 13. Amplificacidén de un gen tipo NRPS desde C. raciborskii

SPC 338. Para amplificar un gen tipo NRPS desde C. raciborskii

SPC338 se utilizé DNA sin dilvir (1)} y con diluciones 1:10 (2), 1:50
- (3) v 1:100 (4). PM: marcador 100 ob Boerhinger™.
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Estos oligonucledtidos generaron un fragmento de 1000 pb que incluye los dominios de
adenilacién T a V. Las condiciones de amplificacion debieron ser optimizadas para la
utilizacién de estos oligonucledtidos y el programa de amplificacién se describe en
Metodologia.

El producto amplificado fue purificado por Wizard ™desde el gel de agarosa y

posteriormente se cloné en el vector pGEM-T™ siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El producto del clonamiento fue introducido mediante electroporacién en la
cepa receptora E. coli XL1 Blue. Los clones obtenidos fueron analizados mediante
amplificacion usando los partidores del vector, y posterior digestion del fragmento de
DNA obtenido con la enzima Haelll. La electroforesis en gel de agarosa evidenci6 la
presencia de 2 patrones de restriccién muy similares entre si los que fueron denominados

clon NRPS 64 y clon NRPS 81 (Fig. 14).

PM 64 81

Figara 14. Digestién de los clones NRPS
usando la enzima Haelll. Se muestran los
clones 64 y 81. PM: marcador 100 pb

Boerhinger Manheim™.
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Se llevd a cabo la secuenciacion de los clones NRPS 64 y 81. Fue posible ensamblar -
correctamente solo el clon 81 generdndose un fragmento de 943 pb.

Se realizo una comparacion en base a la secuencia aminoacidica que mostré un 43% de
identidad con un médulo péptido sintetasa no ribosomal de Nostoc punctiforme y que un
87% de los aminodcidos .ﬁleron idénticos en carga. Fueron comparadas 130 posiciones.
Elresultado obtenido a través de la secuenciacion de los genes NRPS clonados desde C.
raciborskii SPC 338 como asi también de la secuenciacién del 165 rDNA confirmaron
que el DNA extraido del cultivo lavado de C. raciborskii SPC 338 provenia de este y no
de bacterias contaminantes debido que el clonamiento de los genes NRPS y 16S rDNA
fueron hechos en paralelo a partir de las mismas concentraciones de DNA. Por lo tanto,
si los finicos genes 16S rDNA detectados estan relacionados con C. raciborskii, entonces
los genes NRPS provienen de cianobacterias. Los genes NRPS de C. raciborskii SPC
338 presentaron heterogeneidad en sus patrones de restriccion lo que podria relacionarse

a la presencia de varias cepas lo que concuerda con los anélisis del 16S rDNA.

V.4.2.3.2. Ensayo de hibridacién en membrana para detectar el niimero de locus
del gen NRPS en el genoma de C. raciborskii SPC 338.

Con el proposito de identificar el nimero de. locus del gen péptido sintetasa en el
genoma de C. raciborskii SPC 338, se utilizd el amplificado del clon NRPS 81 de 1.000
pb como sonda, en un ensayo de hibridacion, usando como “blanco™ 10 pg de DNA

gendmico de C. raciborskii SPC 338 digerido con la enzima BamHL. Se detectaron 12

-

sitios de hibridacion lo que sugiere la presencia de varios loci tipo NRPS dentro del

genoma de C. raciborskii SPC 338 (Fig. 15). No obstante, no se puede descartar que el
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alto nimero de copias NRPS detectado se debe a la presencia de varias cepas dentro del

cultivo SPC 338.

Figura 15. Deteccion de locus del gen NRPS en el genoma
de C. raciborskii SPC338 mediante ensayo de hibridacion
en membrana. Los sitios de hibridacion se indican con
flechas.

V.5. Anilisis filogenético de aislados de distinto origen geogrifico de C. raciborskii
mediante alineamiento del 16S rDNA.

Los 26 genes 16S rDNAs secuenciados descritos para cepas de distinto origen
geografico de C. raciborskii y los dos 16S rDNAs (clones 24 y 41) obtenidos de la cepa
C10 originaria de Brasil fueron usados para construir un arbol filogenético. Se utilizo

como grupo externo el 16S rDNA de Nostoc PCC7120 (Fig. 16).
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‘alto mimero de copias NRPS detectado se debe a Ia presencia de varias cepas dentro, del

cultivo SPC 338.
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Figura 15. Deteccidn de locus del gen NRPS en el genoma
de C. raciborskii SPC338 mediante ensayo de hibridacion
en membrana. Los sitios de hibridacién se indican con
flechas.

V.5. Anilisis filogenético de aislados de distinto origen geogrifico de C. raciborskii
mediante alineamiento del 168 rDNA.

Los 26 genes 16S rDNAs secuenciados descritos para cepas de distinto origen
geografico de C. raciborskii y los dos 168 rDNAs (clones 24 y 41) obtenidos de Ia cepa
C10 originaria de Brasil fueron usados para construir un arbol filogenético. Se utilizd

como grupo externo el 165 rDNA de Nostoc PCC7120 (Fig. 16).
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Figura 16. Dendrograma de aisiados de C. raciborskii mediante el
alineamiento del 16S rDNA. El alineamiento multiple se llevo a cabo
mediante ClustalW (Thompson y cols., 1994), el cdlculo de distancia
genética fue realizado mediante el método de Kimura y el arbol fue
obtenido con el método de Neighbour Joining, con un bootstraping de
1.000. Se incluyen los 16S rDNA detectados en el cultivo de C
raciborskii C10 denominados clones 24 y 41. Se indican los origenes de
los aislados: Australia (1), Brasil (2), Portugal (3), Estados Unidos (4),
Hungria (5), Alemania (6).

El analisis filogenético indicd que los aislados no se agruparon estrictamente en base a
s origen geogréfico, ni tampoco en base al morfotipo o a propiedades fenotipicas como

produccién de toxinas, excepto algunas excepciones como los aislados 09%, 24C, 05E,
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Awt205 provenientes de Australia que se ubicaron filogenéticamente cercanos
conformando un cluster.

Otro caso ¢s el de los aislados Brasill y Brasil2 que conformaron un cluster y que segt’m_
el analisis estarian relacionados con el aislado Florida D, originario de Estados Unidos,
lo que coincidié con el resultado encontrado al realizar el alineamiento en Ia base de
datos del GenBank, La distancia genética existente entre las secuencias analizadas fue
mucho menor que 0,1. Este andlisis filogenético indicé que los clones 24 y 41

provenientes del aislado C10 se encontraron formando parte de un solo cluster.

V.6. Caracterizacion fenotipica del aislado C10.

V.6.1. Deteccibn e identificacién de toxinas SCB en la fraccién celular de cultivo de
C. raciborskii C10, mediante Cromatografia Liquida de Alta Presién con
Derivatizacién Postcolumna y deteccién en linea por fluorescencia directa (HPLC-
FLD).

Se realizo la identificacién de toxinas SCBs mediante HPLC-FLD, ademsas se cuantificé
las toxinas SCBs del Veneno Paralizante de Mariscos (VPM) o como se conocen
internacionalmente las toxinas PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), es decir STX y sus
andlogos. En este caso la presencia de las toxiﬁas se determind en la fraccion celular de
un cultivo de C. raciborskii C10, mediante HPLC-FLD tal como se describid en la
seccion Metodologia. La deteccion se realizé en los dias de cultivo 9, 15 y 30 de un

cultive crecido a 25 °C de C. raciborskii C10,

Fueron llevadas a cabo dos corridas cromatograficas en las que se varié la composicidn
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de Ia fase movil para obtener una resolucién diferencial de las toxinas. Para la deteccidn
de aquellas toxinas de carga neta +1 (GTX 1 a 6 y dcGTX 2/3) se utilizé como fase
mévil heptasulfonato de sodio (2 mM) en fosfato de amonio (10 mM) a pH 7,1. Para la
deteccién de STX, neoSTX, dc STX, se utilizd acido 1-heptanosulfonico 2 mM en
buffer fosfato de amonio 30mM (pH 7,1) mas acetonitrilo 3% vol.

En el pellet de cultivo de C. raciborskii C10 fueron detectadas las toxinas SCB: STX, dc
STX, GTX2 y GTX3 (Tabla 6). Si bien la concentracidén de toxina total por peso seco de
cianobacterias fue en aumento, la concentracién de cada toxina en el tiempo no miostro

el mismo comportamiento.

Tabla 6. Deteccion de toxinas paralizantes mediante HPLC-FLD en la fraccién
celular de cultivos de C. raciborskii C10.

Toxina
Tiempo Peso  Seco|STX GTX 2 GTX 3 de STX Total
{(dias) (mg) (ng tox/mg) | (ng tox/mg }| (ng tox/mg) | (ng tox/mg) | (ag tox/mg) |
9 4,7 669,6 12,4 9,7 ND 691
15 5,1 8124 166,8 220,8 ND 1.200
30 8,0 585,5 179,0 228,6 131,7 1.126

STX: saxitoxina; GTX2 y GTX3: gonyautoxina 2 v 3; de STX: decarbamoil saxitoxina; ND:
no detectado.

Las toxinas GTX2 y GTX3 aumentaron su concentraciéon durante todo el tiempo de
medicién, mientras que la concentracion de STX anmentd solamente hasta el dia 15 y
luego disminuyd en el caso de dc STX, esta solo fue detectada al dia 30 de cultivo. La

toxina STX aparecié en concentraciones similares durante los 30 dias de cultivo, sin
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picos significativos y la concentracion de GTX3 se mantuvo ligeramente mayor a la
concentracion de su epimero en los dias 15 y 30 de cultivo. Teniendo en cuenta la
naturaleza quimica de las toxinas PSP producidas por C. raciborskii C10, el cultivo se
mostrd predominantemente productor de STX y en un menor grado productor de GTX y
dc STX. Al igual que lo encontrado en la deteccidon de toxinas SCBs por MNA, la
concentracién de toxina total se incrementod en el tiempo y luego se mantuvo constante.
Realizando una comparacion entre los resultados obtenidos en la deteccion de toxinas
SCB en sobrenadante y pellet de un cultivo de C. raciborskii se encontré que la
concentracion detectada en el pellef fue 4 veces superior a Ia encontrada en el
sobrenadante de cultivo, siendo la primera de 812,4 ng/mg y Ia segunda de 195 ng/mg.
Este andlisis se realizo en base a los valores de S’i‘X y STXeq al dia 15 de un cﬁltlivo de
C. raciborskii C10 y C. raciborskii SPC 338 respectivamente (el dia 15 constituyd la
ultima determinacién de la curva del culiive SPC 338). Por tratarse SPC 338 de un
cultivo mixto debe tenerse en cuenta que los valores de STXeq encontrados pueden ser

aportados por varias cepas de C. raciborskii.

V.7. Estudio de la influencia de distintas condiciones de cultivo en la sintesis de
STX y analogos por C. raciborskii. |

V.7.1. Deteccién de toxinas SCB en el sobrenadante de cultivo de C. raciborskii Si’C
338, mediante el ensayo en células de Neuroblastoma de Ratéon (Mouse
Neuroblastoma Assay, MINA).

Para caracterizar la produccién de toxinas SCBs por la cianobacteria C, raciborskii SPC

338 en el sobrenadante de cultivo, se utilizo el ensayo en células de neuroblastoma de
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ratén (MNA) (Gallacher y Birkbeck, 1992), de acuerdo a las modificaciones descritas en
Metodologia. En esta caracterizacion, se explor6 la influencia de la temperatura en la
produccion de toxinas SCB en cultivos a 19 °C y temperatura ambiente (rango entre 24-
25°C) (Fig. 17 y 18).

La curva de produccion de SCB por C. raciborskii SPC 338 a 19 °C mostrd un maximo
de 250 nM de STX eq en fase estacionaria el dfa 57 de cultivo. En cambio, a temperatura
ambiente el mdximo de produccién fue de 325 nM STX eq. al dia 15 de cultivo, también
en fase estacionaria de crecimiento.

Tanto a 19 °C como a temperatura ambiente luego de alcanzada Ia fase estacionaria, Ia
concentracién de toxinas SCB y la concentracion de células de C. raciborskii SPC 338
alcanzaron un méaximo (Fig. 17). C. raciborskii SPC 338 a temperatura ambiente alcanzd
una concentracion mixima de 7,9 10°% cél/ml, en tanto que a 19 °C la concentracién
maxima fue de 1,8 10° cél/ml. Las bacterias contaminantes (o acompaiiantes) alcanzaron
una concentracién méaxima de 3,7 10° céV/ml a 19 °C en tanto que a temperatura

ambiente el maximo alcanzado fue de 4,4 107 céV/ml
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Figura 17. Produccion de toxinas SCBs a 19°C por C. raciborskii SPC338
detectada mediante MNA y expresada como saxitoxina equivalente (STX eq.).
En el inserto, la curva de crecimiento de C. raciborskii SPC338 y de bacterias
contaminantes. Se indica con una flecha el comienzo visible de lisis celular.
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Figura 18. Produccion de toxinas SCBs a 25°C por (. raciborskii SPC338
detectada mediante MNA. En el inserto la curva de crecimiento de C.
raciborskii SPC338 y de bacterias contaminantes. Se indica con una flecha el
comienzo visible de lisis celular
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V1. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se propuso que la cianobacteria Cylindrospermopsi

s raciborskii

productora de STX y sus andlogos es un buen modelo para estudiar la ruta biosintética

de STX. El cultivo de C. raciborskii elegido en esta tesis, corresponde

pocos en Sudamérica (todos aislados en Brasil), capaz de producir ST

Cilindrospermopsina que es lo comin para esta especie. Inicialmente, se

cultivo obtenido (SPC 338) era un cultivo clonal, pero como fue demostrac

de esta tesis era un cultivo mixto compuesto de dos cepas estrechamente

Por otro, lado como ocurre con muchas de las especies de cianobacterias fi

a uno de los
X en vez de
{pens6 que el
lo en el curso

relacionadas,

lamentosas es

dificil obtener y mantener la axenicidad de los cultivos, en este contexto el cuitivo SPC

338 no fue la excepeidn, no era axénico. Entre las especies de cianobacteria

de STX no hay cultivos axénicos disponibles y todos los intentos por ob

libres de bacterias contaminantes no fueron exitosos. Por esta razén, en los
de amplificacién y clonamiento de genes fue disefiado un protocolo d
lavados que aseguraron obtener cultivos con menos de
contaminantes/ml. Este procedimiento garantizd que los genes amplificad
correspondiesen solo a las cianobacterias.

Esta tesis incluye resultados obtenidos en una etapa inicial que co

caracterizacion del cultivo SPC 338 mediante el clonamiento y secuenc

genes tipo NRPS y 16S rDNA, la deteccién del mimero de locus cod
NRPS, como asi también la deteccién de toxinas SCBs mediante MN:

inicial fue llevada a cabo cuando atn se desconocia el caracter mixto de

1.00

s productoras
tener cultivos
experimentos
e filtracién y
0 bacterias

0s y clonados

nsistid en la
iacion de .los
ificantes para
A. Esta etapa

1 cultivo SPC
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338, lo que llevo a generar cultivos clonales y escoger entre estos al nombrado C10 para
futuros estudios.

Desafortunadamente para el analisis de los genes NRPS fue utilizado el DNA del cultivo
SPC 338 ya que, como se mencioné antes, la evidencia de que este era un cultivo no
clonal, se obtuvo en el transcurso de esta tesis. Sin embargo, el clonamiento en paralelo
de los genes tipo NRPS y del gen 16S rDNA permitid verificar la procedencia de los
acidos nucleicos exiraidos posteriormente al tratamiento de lavado del cultivo disefiado.
El andlisis de las secuencias de estos genes mediante la bisqueda de identidad demostré
que los dcidos nucleicos extraidos correspondian a cianobacterias y atin mds,
presentaban una alta identidad con genes de la ciancbacteria de la especie C. raciborskii.
Este procedimiento permitié asegurar que los amplificados obtenidos provenian de la
cianobacteria y no de las bacterias contaminantes, demostrando ademds que el protocolo
de lavado implementado previo a la extraccion de 4cidos nucleicos resultd exitoso.

El andlisis de las secuencias aminoacidicas codificadas por el gen tipo NRPS detectado
en C. raciborskii SPC 338 presentd un 43% de identidad con un modulo péptido
sintetasa no ribosomal de Nostoc punctiforme. Los genes NRPS detectados en el cuitivo
SPC 338 son muy homogéneos y el anilisis de restriccién permitié detectar un solo
patron.

Los resultados del ensayo de hibridacién en membrana usando como sonda un gen tipo
NRPS proveniente de SPC 338 mostraron que secuencias tipo NRPS estan presentes en
forma repetida en el genoma de C. raciborskii, productora de STX. Sin embargo, no fue
posible establecer que este es el nimero total de locus presentes ya que SPC 338 no

resuito ser un cultivo puro sino una mezcla de cepas de C. raciborskii. No obstante, esta
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hibridizacién demostrd la presencia de este tipo de genes en esta cianobacteria
productora de toxinas PSP. Esta afirmacidon resulta importante ya que ha sido
demostrado que en la especie C. raciborskii los genes tipo NRPS y PKS estan asociados
a la produccion de toxinas (Neilan, 1999; Kellmann y cols., 2006).

Con el objetivo de obtener informacion acerca del fenotipo del cultivo C. raciborskii
SPC 338 se llevd a cabo la caracterizaciéon de la produccién de toxinas SCBs en el
sobrenadante de cultivo mediante la técnica del MNA, disponible en el laboratorio. Sin
embargo, a pesar de ser un ensayo altamente sensible (posee un limite de deteccién de
10 M), no es capaz de entregar el perfil de toxinas SCBs presentes en una muestra, ni
distinguir entre los dos principales grupos de SCBs cgnocidas como la STX y andlogos,
y tetrodotoxina y andlogos, por lo tanto un andlisis de tipo-quimico como el HPLC-FLD
resulté mucho mas apropiado para determinar especificamente la naturaleza de las
toxinas y ademads cuantificarlas (usando los estindares adecuados). El analisis del perfil-
de toxinas SCBs mediante HPLC-FLD del cultivo clonal C. raciborskii C10 fue
realizado en colaboracién con el Dr. Nestor Lagos de Ia Facultad de Medicina de 1a
Universidad de Chile.

A diferencia de otros trabajos descritos en la literatura, en esta tesis se realizaron
cinéticas de produccién de toxinas usando -MNA o HPLC-FLD. En una primera
instancia, el MNA sélo permite cuantificar la produccion de toxinas SCBs sin embar;go,
al ser realizado a lo largo de una curva de 30 dias entrega informacién acerca de la
estabilidad de estas en el medio de cultivo y determina cémo es la forma de la curva de
produccion, es decir, si tiene un patron similar a la curva de crecimiento del cultivo. El

estudio de la estabilidad de las toxinas SCBs es un punto importante pues ha sido
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descrito en cinéticas de produccién de SCBs (determinadas por MNA) que en
sobrenadantes de cultivo de cepas bacterianas obtenidas desde cholgas contaminadas
con SCBs, existe la acumulacion y luego la disminucién de las toxinas en la fase
estacionaria tardia de cultivo (trabajos anteriores del laboratorio). Los resultados
obtenidos al analizar la cinética de produccién de SCBs usando el ensayo del MNA en el
sobrenadante de C. raciborskii SPC 338 indicé la presencia de estas toxinas en una alta
concentracién, llegdndose a obtener valores de hasta 250 nM STX eq y 325 nM STX eq
para cultivos crecidos a 19°C y a temperatura ambiente (rango entre 23-25 °C),
respectivamente. La mayor concentracidn de toxinas en el cultivo a temperatura
ambiente, se correlacioné con una mayor concentracién de células en cultivo (3 a 4
veces mas biomasa), Sin embargo, a temperatura ambiente no se produjo 3 2 4 veces
mas toxinas que a 19 °C, por lo que tal como se observa en otros sistemas a temperaturas
mas altas se estimuld el crecimiento perc la sintesis de toxina por célula disminuyd
(Saker y Neilan, 2000; Rapala y cols., 1993; Watanabe y Oishi, 1985). Por otra parte, la
concentracion de toxinas SCBs en ambas condiciones de cultivo, alcanzé un valor
constante luego del dia 17 en el caso del cultivo crecido a 19 °C y del dia 50 para el
crecido a temperatura ambiente, mostrando que las toxinas se mantuvieron estables en el
sobrenadante de cultivo no detectandose un nvietabolismo de degradacion o un agente
degradativo de estas en C. raciborskii ni en el medio de cultivo, respectivamente. La
produccion de toxinas PSP en alta concentracion por parte de C. racibor;kii indica que
estas toxinas juegan un papel bioldgico importante atin desconocido ya que utilizan una
buena parte de la maquinaria celular en su produccién implicando un gran gasto

energético. Estudios en C. raciborskii T3 han determinado una relacion entre la
!

i
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acumulacién de STX intracelular y bajos niveles de Na+ celulares por lo que la toxina
podria tener un rol en l2 mantencion de la homeostasis de Na+ cianobacteriana (Pomati
y cols., 2003).

Por otra parte, la deteccion temprana de estas toxinas en el sobrenadante y su presencia
en alta concentracion antes de que se inicie la fase de muerte celular del cultivo indico
que estas no fueron liberadas exclusivamente por lisis natural sino que pudieron ser
transportadas hacia el exterior de las células. Trabajos relacionados describen un gen
transportador tipo ABC formando parte del cluster génico de produccién de microcistina

en Microcystis aeruginosa (Pearson y cols., 2004).

La estabilidad de las toxinas en el sobrenadante de cultivo es uno de los hechos mas
notables pues considerando el pH alcalino del medio de cultivo se hubiera esperado que
las toxinas fueran inestables observindose uma inactivacién o degradacién hacia
componentes no téxicos, lo cual parece no ocurrir e implicarfa un mecanismo de
estabilizacién aun no determinado. Este fendmeno podria ser de una gran importancia
para el monitoreo y deteccién de este tipo de bacterias en los efluentes y reservas de
agua dulce.

Finalmente, el clonamiento del gen 168 DﬁA y su posterior andlisis por ARDRA
evidenci6 que el cultivo SPC 338 no se trataba de un cultivo puro sino de una mezcla de
cepas. Para probarlo se obtuvo cultivos individuales a partir de células aisladas.
Finalmente, se generd un cultivo clonal denominado C10. La caracterizacién del cultivo

C10 consistié en el clonamiento del 168 rDNA, anilisis por ARDRA y secuenciacion,

1
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amplificacién de la regién espaciadora entre los genes 165 y 23S rRNA y andlisis de la
produccion de toxinas mediante HPLC-FLD.

Iniciando la caracterizacion fenotipica se realizé la deteccidon de toxinas PSP en la
fraccion cehular de C10 cultivada a temperatura ambiente. Esto permitié identificar las
toxinas STX y GTX 2/3. Solo se detectd de STX en cultivos a temperatura ambiente y
en la fase estacionaria de cultivo. Si bien la concentracion de toxina total por peso seco
de cianobacterias fue en aumento, la-concentracién de cada toxina en el tiempo no
mostrd el mismo comportamiento. Las toxinas GTX 2/3 aumentaron su concentracién en
el tiempo, sin embargo la concentracién de STX aumenté hasta el dia 15 y Iuego
disminuyé. En el caso de dc STX esta solo fue detectada al dia 30 de cultivo. Si se
analizan los porcentajes de cada toxina por separado es posible observar que STX
disminuyd luego del dia 15 en la misma cantidad que aparecidé dec STX al dia 30. Este
resultado shgiere una biotransformacién de un anélogo en otro es decir, STX esta dando

origen a dc STX, probablemente por una accién enzimatica.

La biotransformacién de STXs ha sido descrita tanto en bacterias marinas Gram-
negativas aisladas desde moluscos bivalvos (Smith y cols., 2001) como en Vibrio y
Pseudomonas sp aisladas desde mejillones (Ko?aki, 1989; Kotaki y cols., 1985a; Kotaki
y cols., 1985b), sin embargo no existen descripciones al respecto en cianobacterias. En
el trabajo de Smith y cols. (2001) se describe que aislados bacterianos obtenidos desde
mariscos bivalvos cultivados en agar marino suplementado solo con STXs como fuente
de carbono, fueron capaces de biotransformar y degradar estas SCBs (duranfe el

seguimiento de las biotransformaciones de STXs fue utilizadoHPLC-FLD). Este
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experimento determiné que ciertos aislados bacterianos son capaces de llevar a cabo la
transformacion de GTX1/4 en GTX2/3 mediante reduccién, como asi también
decarbamilacion de GTX2/3 en dc GTX2 y dc GTX3, sulfatacion de GTX y degradacién
de GTX1/4 y GTX5.

Por su parte Kotaki y cols. demostraron que es posible la transformacion de GTX1,2y 3
y NEO en su andlogo STX mediante la eliminacion del hidrosulfato C-11 por reduccion
y el hidroxilo N-1, Basindose en estas evidencias es posible pensar que C. raciborskii
C10 posee un mecanismo biotransformador que Illeva a cabo, en fase estacionaria de
crecimiento, la transformacién de STX al andlogo de STX. Aunque fue posible detectar
esta biotransformacién de STX en dc STX no se ha tenido en cuenta Ja posibilidad de un
cometabolismo de toxinas SCBs, es decir la existencia de un sustrato presente en el
ambiente acudtico que actiie como inductor, ya sea de la biotransformacién de un
andlogo en otro o de la degradacion de toxinas SCBs. En el trabajo de Jones y cols.
(1994), ha sido descrito que una bacteria acudtica (no especificada) posee mecanismos
capaces de degradar microcistina (de origen cianobacteriano) que son activados solo
cuando hay escacez de otras fuentes de cafbono, por lo que seria posible pensar que
enzimas responsables de la transformacién de toxinas SCBs son susceptibles de
represion por catabolito (Smith y cols., 2001).

El perfil de toxinas que presenta C. raciborskii C10 es distinto al descrito por Lagos y
cols. (1999), para los aislados T2 y T3, siendo el primero productor de neoSTX y STX y
el segundo productor de STX, C1 y C2. Debe tenerse en cuenta que en el estudio. de
Lagosy cols—. Ia produccion de toxinas PSPs fue detérminada en la fraccidn celular de' un

cultivo en fase exponencial, ¥ corresponde a una sola determinacién, en tanto que los
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resultados expuestos en esta tesis correspondieron a determinaciones realizadas
siguiendo Ia cinética de produccién de toxinas PSP.

La cepa C. raciborskii T2 (Lagos y cols., 1999) posee un perfil muy similar a C10
produciendo STX y GTX 2/3 en fase exponencial tardia pudiéndose esperar que dc STX
hubiese sido detectada en fase estacionaria al igual que en C10. Este resultado se explica
en base a que los cultivos C10 y T2 poseen el mismo origen geogréfico (Lagos y cols.,
1999). )

Segun la naturaleza quimica de las toxinas PSP producidas por C. raciborskii C10, el
cultivo fiue productor mayoritariamente de STX y en-un menor grado productor de GTX
(v andlogos) y dc STX lo que también lo diferencia de lo descrito para T2 y T3. Segim el
porcentaje de produccién, el dia 9, STX constituyé el 96% de la toxina total producida y
GTX2/3 el 4% (una razdén de 1/30), pero esta cantidad disminuy6 al dia 30 cnando STX_
constituyd el 52% de la toxina total producida, GTX2/3 un 36.18% (una razén de 3/2) y
dec STX el 11.6%. Lo descrito para T2/T3 indica una razén de 1/9 de STX y GTX2/3
{Lagos y cols., 1999).

Asumiendo que la STX podria ser sintetiza'dz; por parte de una magquinaria enzimética
particular la diferencia en el perfil de toxinas entre los aislados C10 y T2/T3 descritos
por Lagos y cols. (1999), puede ser explicada 1.30r dos vias: 1) C. raciborskii C10 posee
una dote de genes propia distinta a Ia que poseen T2 y T3 pues es capaz de sintetizar (o
convertir desde otro anilogo) el analogo de STX 6 2) T2, T3 y C10 poseen la misma
dotacién de genes pero cada cepa es regulada diferencialmente por una sefial externa

como la presencia o ausencia de un nuiriente o la accién de un factor ambiental, que
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genera la sintesis o la conversion de un andlogo determinado. Estudios para dilucidar el
punto estan en progreso en el laboratorio.

Finalmente, la concentracién de toxinas PSPs detectada en la fraccidn celular de C.
raciborskii C10 fue 4 veces superior a la encontrada en el sobrenadante de cultivo
(concentracidn expresada en molaridad) por lo que en caso de-existir un mecanismo de
transporte de toxinas SCBs hacia el medio de cultivo, este no fue mayoritario ya que
estas perrnanecen en una mayor proporcidén dentro de la -célula, constituyendo otra
incégnita la razén de su almacenamiento.

Bl aislado C. raciborskii C10 posee, en medio liquido, las mismas caracteristicas
morfologicas que las descritas para los aislados descritos por Lagos y cols. (1999)
(obtenidos del mismo sitio que SPC 338, cultivo que dio origen al aislado C10) ya que
presentd tricomas aislados rectos de color verde-azulado, presencia de aquinetes, y
formacion de heterocistos terminales, sin embargo presentd un perfil de toxinas PSPs
distinto, lo que dio cuenta de la plasticidad fenotipica de esta especie existiendo
heterogeneidad aun entre aislados geograficamente cercanos. La evidencia encontrada en
la caracterizacion fenotipica indica que la éepa C. raciborskii C10 es diferente a los
cultivos T2 y T3 descritos por Lagos y cols. (1999).

Esta tesis demuestra que la caracterizacién de una cepa solo en base a caracteristicas
morfolégicas no es adecuado (al menos en este linaje), o méds bien poco riguroso, ya que
un cultivo que es una mezcla de cepas con la misma morfologia puede confundirse
facilmente, que es lo que suponemos le ocurri6 a quienes obtuvieron el cultivo SPC 338,

Los genes ribosomales (rRNA) son esenciales para la supervivencia de todos los

organismos y son altamente conservados tanto en las bacterias como en los demas
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reinos, por ello su secuenciacion ha sido aplicada al estudio de las relaciones evolutivas
entre los organismos como una especie de reloj molecular. El operdn del IRNA es
transcrito como un pre-transcrito que contiene las secuencias rRNA de los sigllientes
componentes en orden 5” a 3”: 1685, espaciador, tRNA (este puede estar presente o 110),
espaciador, 238, espaciador y 5S.

Este pre-transcrito es separado posteriormente en las moléculas de tTRNA y tRNA. La
caracterizacién del gen 16S ha sido establecida como un método de identificacion de
especies, género y familias de bacterias, sin embargo la secuencia de la region
espaciadora entre los genes 16S y 23S (ITS) permite una identificacién a nivel de
especie y cepa (Gurtler y Stanisich, 1996). Virtualmente en todas las especies, las copias
multiples de los genes de rRNA son casi o completamente idénticas y esta
homogeneidad se cree que es gobernada por evolucién concertada (Gurtler y Stanisich,
1996), sin embargo ha sido descrito que bacterias como el actinomiceto Thermobispora
bispora, la arquebacteria Halobacterium marismortui (Ueda y cols., 1999) y
cianobacterias del orden Nostocales como Aphanizomenon y Anabaena presentan
divergencia intra-cepa (Gugger y cols., 2002j.

La secuenciacion de los genes 168 rDNA de la cepa C10 indicd la presencia de 2 genes
similares en un 98,78 % sobre 1.394 pogiciones comparadas, es decir, existid
intraheterogeneidad del gen 16S rDNA en esta cepa, es decir, la cepa C10 posee al
menos 2 locus ribosomales cuyos 165 rDNA son heterogéneos en secuencia. La especie
C. raciborskii presenta una alta heterogeneidad fenotipica existiendo descritos en
literatura tanto aislados téxicos como no toxicos, productores de CYL y STX y de

morfotipo curvo o recto, no pudiéndose asignar ninguna de estas caracteristicas a un




origen geografico en particular (Schembri y cols., 2001). Cabe pensar entonces que esta
alta heterogeneidad fenotipica podria observarse también a nivel del gen 165 rDNA, sin
embargo el alineamiento de los 16S rDNAs de los aislados de C. raciborskii descritos
muestra un porcentaje de identidad superior al 98%, lo que indica una muy baja
variabilidad entre estos.

La evidencia descrita por Gugger y cols. (2002), indica la presencia de heterogeneidad
del operén ribosomal en el orden Nostocales, lo que concuerda con lo descrito en esta
tesis, constituyendo posiblemente un fenémeno propio del orden.

La identidad del 16S rDNA tanto intragénica (entre genes de la cepa CI0) como
intercepa (aislados de distintas regiones fenotipicamente distintos) fue superior a un
98%, por lo tanto, un punto importante a destacar ¢s que al momento de realizar una
caracterizacién genotipica de una cepa de esta especie se debe llevar a ca‘!)o el

clonamiento del 16S rDNA previo a los andlisis por secuenciacion.

La construccién de un arbol filogenético basado en el alineamiento miltiple de 26
secuencias de 16S rDNA (incluyendo los clones 24 y 41 de C10) mostrd una politomia y
que ademas estas cepas no se agruparon en relacion al origen geografico. Por lo anterior,
la secuenciaciéon del 16S rDNA no es la h&ramienta adecuada para realizar esta
aproximacidén. La secuenciacién del gen nifFf que codifica para la dinitrogenasa
reductasa y de la region espaciadora intergénica (IGS) entre las sul:_»unidades del
ficobilisoma cpcA y cpc, provenientes de aistados de C. raciborskii originarios de
diversos puntos alrededor del mundo, si permite un éstudio filogenético adecuado puesto

que los aislados fiieron agrupados en “clusters” dependiendo del origen geogrifico. El
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arbol construido en base a secuencias de nifH agrupé los aislados en dos clusters, en uno
se incluyen todos los aislados provenientes de Europa y Australia y en otro los
provenientes de América. Resultados similares fiieron encontrados al realizar un analisis
de los espaciadores rTRNA (ITS) por Janse y cols. (2003). El uso de ambas herramientas
(secuenciacion de nifH y cpcBA-IGS) fue capaz de agrupar los aislados de morfotipo
curvo.

La amplificacién de la regién espaciadora entre los genes ribosomales 16S y 235
(utilizando partidores para Eubacteria) no develd mayor informacion acerca de la
presencia de operones ribosomales distintos en el cultivo C10 o en el cultivo SPC 338
pues experimentos posteriores con partidores especificos para la regién espaciadora de
cianobacterias indicaron que los espaciadores obtenidos anteriormente correspondian a
bacterias acompafiantes propias del cultivo. Sin embargo, este andlisis afirmé la
importancia del lavado del cultivo previo a la extraccidn de dcidos nucleicos. El mimero
de espaciadores obtenidos al realizar la amplificacion desde DNA del cultivo C10 es
mayor que los obtenidos a partir del DNA de SPC 338 (Fig. 16) lo que indico que el

protocolo de lavado fue mas eficaz en el seglindo €aso.

Con los resultados obtenidos en esta tesis puede concluirse que:

1. Es posible obtener desde los cultivos de C. raciborskii un DNA limpio de
contaminaciones a través del protocolo de lavados disefiado en esta tesis, lo cual fue

demostrado por el clonamiento en paralelo de los genes 165 rRNA y NRPS.
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2. El cultivo SPC 338 es una mezcla de al menos dos cepas tal como lo indicé el
clonamiento y analisis por ARDRA demostrando que no es adecuado realizar una
caracterizacion de una cepa de este linaje solo en base a caracteristicas morfoldgicas. La
generacion de cultivos clonales a partir de un solo tricoma evidencié que el clon C10
posee las mismas caracteristicas morfolégicas que los aislados brasilefios T2 y T3 pero
distinto perfil de toxinas.

3. La caracterizacion genética mediante secuenciacioén de los genes 16S rDNA de
la cepa C10 indicod la presencia de 2 genes similares en un 98,78% evidenciando la
existencia de intrahetrogeneidad genética. Este fenémeno ha sido descrito en otras
especies del orden como Aphanizomenon y Anabaena.

El analisis de NRPS en SP(; 338 indico un 43% de identidad en secuencia aminoacidica
con la cianobacte;ia Nostoc punctiforme y el ensayo de hibridacidn en membrana
detectd un alto nimero de copias de este gen. No fue posible determinar que este es el
nimero de locus debido al cardcter mixto del cultivo SPC 338 ni tampoco establecer une;
correlacién con la produccion de STXs.

4. El porcentaje de similitud entre los genes 16S rRNA de una misma cepa (C10)
fue parecido al detectado entre cepas geogrificamente muy distantes. Lo anterior hace
recomendable el clonamiento del 16 S rDNA al realizar una caracterizacién genotipica
de cepas de esta especie.

5. La caracterizacion de C. raciborskii en base a la produccién de toxinas
permitié conocer que esta produce el mismo tipo de toxinas que la que se observa en

dinoflagelados: STX, GTX2, GTX3 y dc STX.
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6. La sintesis de STX por parte de C. raciborskii se vio influenciada por Ia
temperatura de cultivo sin embargo aunque la mayor concentracion de toxinas en el
cultivo a temperatura ambiente se correlacioné con una mayor concentracién de celulas
en cultivo (3 a 4 veces mas biomasa) a temperatura no se produjo 3 a 4 veces mas

toxinas que a 19 °C, tal como se observa en otros sistemas.

Algunos datos importantes obtenidos en esta tesis en relacién al manejo de
florecimientos de este tipo de cianobacterias son:

- Las toxinas SCBs permanecieron estables luego del dfa 50 a 19°C lo cual es destacable
pues a pH levemente alcalino las toxinas deberfan haber sido inactivadas.

- La alta concentracién de las toxinas en el medio extracelular y su gran estabilidad
deberia ser de importancia para el monitoreo y deteccién de cianobacterias toxicas en los
efluentes y reservas de agua dulce donde los florecimientos pueden producir problemas

de salud publica.

Los hallazgos de esta tesis demuestran que la simple filtracién de cianobacterias
productoras de toxinas PSP podria llegar a ser insuficiente en el tratamiento de aguas
contaminadas y que procedimientos destinados a remover las toxinas deberian ser

considerados aiin después del decaimiento del florecimiento.
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Anexo 1
Andlisis de la region espaciadora entre Jos genes 165 y 235 rRNA de los cultivos

SPC 338 y el clon C10.

Metodologia

La amplificacién de la region intergénica entre los genes 165 y 23S rRNA se realizd con
los partidores L1 y G1 (Tabla 3) descritos por Jensen y cols. (1993) como especificos
para bacterias, La electroforesis fue realizada en gel de poliacrilamida al 8% y tincién
con nitrato de plata. La presencia de heteroduplexes se comprobo realizando un ciclo
adicional a una dilucién 1/10 del DNA amplificado inicial, esto con el propésito de
obtener las moléculas de DNA en su estado de homoduplex (Espejo y cols., 1998). Un
volumen de 20 pl del producto amplificado fue analizado también por electroforesis en

un gel de poliacrilamida al 8% (p/v).

Resultados

La amiplificacién de la regién espaciadora entre los genes 165 y 23S del operén
ribosomal permite una discriminacién a nivel de cepa y por lo tanto permitié investigar
en forma més apropiada las diferencias entre los cultivos SPC 338 y C10.

Para la amplificacion de los ITSs fueron utilizados los oligonucleétidos L1 y G1 (Tabla
3).

La electroforesis-éﬁﬁﬁgel de poliacrilamida al 8% mostrd, en ambos casos, la presencia de

heteroduplexes, por lo que a una dilucién 1/10 del DNA amplificado se le realiz6 un
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ciclo adicional de amplificacién con el propésito de obtener las moléculas de DNA en su
estado de homoduplex como se describe en Metodologia,

La resolucion de los heteroduplexes mostrd la presencia de 2 espaciadores de 650 y 800
pb para el caso del cultivo SPC 338 y 3 espaciadores de 300, 450 y 550 pb para el
cultivo C10 (Fig. 19). Esto puede deberse a la presencia de locus ribosomales diferentes
en los cultivos SPC 338 y C10 o bien a espaciadores de bacterias acompaiiantes que
aparecen representados en mayor o menor cantidad dependiendo del tratamiento de

lavado de los cultivos (este resultado fue tratado en la discusion).

4 PM

PM 1

500pb —»

( €[ 00

Figura 19. Aislamiento de los espaciadores de C. raciborskii
SPC338 y C1i0. Cultivo SPC338 (1), C10 (2); resolucién de los
heteroduplexes formados por los ITS de los cultivos SPC338 y C10
(3 y 4). PM es marcador 100 bp plus Fermentas™.
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Anexo 11

Informacion del plasmidio pGEM-~T Easy™(Promega )
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Figura 20. Informacién del plasmidio pGEMT-Easy™(Promega )

PGEME.T Easy Vector Soquenca referance points:

T7 RNA Pelymerase tranecription initiation site

5P6 RNA Polymersse trarnacrigtion initiation site

T7 RNA Polymerase promoter (17 to +3)
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Abstract

Cylindrospermopsis raciborskii is a cyenobacterium which produces either cylindrospermopsine or paralytic shellfish
poisoning (PSP) toxins. We studied the effect of temperature on growth and production of PSP toxins by C. raciborskii C10,
isolated from a freshwater reservoir in Brazil. We analyzed the extracellular and intracellular content of PSP toxins at two
different temperatures: 19 and 25 °C. C. raciborskii C10 produces STX, GTX2, and GTX3 at both temperatures.

deSTX was also detected at 25 °C in the intracellular extracts obtained at the end of the stationary phase. The growth
achieved at 25 °C and estimated by optical density at 700 nm was three times greater than at 19 °C. However, no significant
differences were cobserved in the content of PSP toxins in either the cells or the extracellular media. The kinetics of
accumulation of PSP toxins within the cells rather than in the media suggests an active PSP toxins-export process that is not
related to celt lysis. The extracellular accumulation of PSP toxins at 19 °C suggested a biotransformation of STX to the epimers
GTX2 and GTX3. The stability of the PSP toxins produced by C. raciborskii C10 was high enough for them to remain active in
the media after 30 days {at 25 °C} or after 50 days (at 19 °C). .
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Cylindrospermapsis raciborskif, Paralytic shellfish poisoning toxins; Temperature effect; Saxitoxin

1. Introduction that has the ability to produce toxic compounds-that can
potentially affect the health of humans and domestic
animals, C. raciborskii has been described to produce

cylindrospermopsine (CYL}, a potent hepatotoxic alkaleid

Cyanobacteria are found throughout the world in
different habitats, However, it is the freshwater habitat

that typically experiences cyanobacterial ‘blooms’. Nuti-
ent-rich bodies of water, such as eutrophic lakes, agricul-
tural ponds, or catch basins, may support a rapid growth of
cyanobacteria (Whitton and Potts, 2000). Cylindrospermop-
sis raciborskii is a freshwater, planktonic cyanobacterium

* Comesponding author. Address: Laboratorio de Biotecnologia,
Institute de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile, Av. Macul 5540, Casilla 138-11, Santiago,
Chile. Tel.: +56-2-6781515; fax: +56-2-2214030.

E-mail address: mvasquez@inta.cl (M. Visquez).

0041-0101/% - see front matter © 2004 Elsevier Lid. All rights reserved.

doi:10.1016/j.toxicon.2004,06.005

(Saker et al., 1999; Saker and Griffiths, 2000). Nevertheless,
¢ raciborskii strains isolated in Brazil from domestic water
supplies have been described as producers of ‘paralytic
shellfish poisoning (PSP) toxins (Lagos et al., 1999; Molica
et al., 2002). PSP toxin-prodiicing species do not produce
CYL. C. raciborskii was originally described as a tropical
microorganism (Woloszynska, 1912), but it has been
increasingly reported frotn the temperate regions of Euyepe,
Australia, and America (Chapman and Schelske, 1997;
Padisik 1997, 1998; Saker and Gamffiths, 2000, 2001).

i
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Thus. it has been recently isolated from three reservoirs and
one river in Portugal, producing unknown toxins different
from CYL and PSP toxins (Saker et al., 2003). In Germany,
strains of the same species were jsolated producing
unknown toxins too (Fastner et al., 2003). The presence of
C. raciborskii in freshwater reservoirs producing similar
toxins to those produced by other cyanobacteria (Carmi-
chael et al., 1997; Humpage et al., 1994; Mahmood and
Carmichael, 1986) and by some dinoflagellates associated
with red tides (Hallegraeff, 1993) raises further concerns
about the importance of this cyanobacterium in drinking
water and other freshwater supplies world-wide.

In general, the determination of the toxin concentration
of new isolates or environmental samples has been mostiy
obtained from concentrated, lyophilized samples (i.e.
cyanobacterial cells) and performed only at one time point
in the growth curve of the culture {Humpage et al., 1994;
Carmichael et al., 1997; Lagos et al., 1999; Molica et al,,
2002; Pereira et al,, 2000). Therefore, in many cases it has
not been possible to estimate the toxin profile or the toxin
concentration during its cultivation. For the same reason, the
potential existence of any biotransformation process has not
been demonstrated. Thus, in order to define the process of
PSP toxin production, it is necessary to determine the
kinetics of PSP toxin-production both inside the cells and in
the exteacetiular medium. Also, it is necessary to assess the
stability of the PSP toxins in the medium. In the present
study, we determined the effect of two moderate tempera-
wres on both the growth and the intra- and extracellular
production of PSP toxins of the filamentous freshwater
cyanobacterium C. raciborskii C10, a clonal culre
obtained from a mixed cyanobacterial culture isclated in
Brazil (Lagos et al., 1999).

2. Material and methods

2.1. Organism and cultivation procedures

Cylidrospermopsis raciborskii SPC 333 culmre was
kindly provided by Maria Teresa de Paiva (Sao Paulo,
Brazil). This culture was obtained by Pedro Zagatto from a
branch of Billings water reservoir called Taquacetuba, in
Sao Paulo, Brazil. Studies done previously (unpublished
results) confirmed that SPC 338 corresponds to a mixed
culture of C. raciborskii species. For that reason, a unialgal
cilture, named C10, was obtained from the culture SPC 338
and used for this study, Cultures were grown in MLA
medinm (MgS0sTH0 49.4 mg 171, NaNO; 170 mg ™%
K,HPO, 348 mgl™% HsBO; 247 mgl™’; vitamin Bz
0.05 pg 1% thiamine HC1 0.1 mg 1~ biotin 0.05 pg J
Na,EDTA 4.36' mg1™"; FeCly-6H;0 1.58 mg1™%; CuSO4
SH,O 0.01 mg 1Y, ZnS0,7H,0 22 pg1™h CoCly6H0
0.01 mg ™! NaMoO,-2H.0 0.006 mg1™}; NaHCO;
169 mg 1Y CaCly2H,0 294 mgl1™"). Cultures were
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initizted by aseptic transfer of 20 ml of a 20 day culture
into 200 ml MLA in | I Exlenmeyer flasks. The incubation
temperatures were 25 or 19 °C under white fuorescerit Jight
(40 pE m™2s~" with a 12:12 h light—dark cycle). Aliquots
were harvested at different times by centrifugation at
16,000g during 45 min. The buoyant cells present on top
of the supematant were not removed. The pellets and,
depending of the sample, also the buoyant cells were
lyophilized, weighed and stored at —20°C. Supematants
were acidified with HCI to pH 4, and then lyophilized and
stored at —20 °C uatil processed.

2.2, Growth measurentents

Samples were taken under sterile conditions and
turbidimetric estimation of cell concentration was done by
measurement of optical density at 700 nm with a Metertek
SP-830 spectrophotometer.

2.3. Mouse neuroblastoma assay

Sodinm channet blocking (SCBs) toxins were detected in
the supematant of C. raciborskii C10 by a mouse
neuroblastoma assay (MNA), as described before (Visquez
et al., 2001).

2.4, Extraction of toxins

The lyophilized cells were extracted following the
iethod previously described by Lagos et al. (1999). Briefly,
lyophitized cells of C. raciborskii C10 were extracted twice
by sonication for 10 min in 500 pul of 0.05M acetic acid
(pH 5) and 1ml chloroform/methanal (1:1, v/v). After
sonication, the mix was cenirifuged at 11,000 rpm for
10min (SORVALI, MC 12V), and the agueous layer
extracted. Toxins from lyophilized supernatants were
extracted by sonication in 1 ml of acetic acid 0.05-M during
50 min, then centrifuged (11,000 rpm for 5 min, SORVALL
MC 12V). Finally, the sepernatant was recovered. Both
pellet and supernatant toxin extracts were stored at —20°C
unti! used.

2.5. HPLC-FLD analysis of PSP toxins

‘The HPLC-FLD znalysis was carried out following the
same procedure and using the same cquipment described
before (Lagos et al., 1999). The mobile phases consisted of
2 mM 1-heptanesulfonic acid in 10 mM ammenium phos-
phate buffer (pH 7.1) for the gonyautoxin (GTXs) group of
toxins and 2mM 1-hcptanesulfonic acid in 30mM
ammonium phosphate buffer (pH 7.1) containing 3 vol%
of acetonitrile for the saxitoxin (STXSs) group, pumped at a
flow rate of 0.7 or 0.8 ml min~". Samples werc cohtinuously
oxidized with 7mM perodic acid in 10 mM potassivm
phosphate buffer (pH 9.0, 0.3 mi min™") while passing
through a Teflon tubing (after passing through 1.11? column),

|
|
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and acidifted with 0.5 M acetic acid (0.25 ml min~') before
entering a fluorescence detector.

The detection of false GTX peaks was achieved by
replacing the oxidizing reagent with distilled water, where
only mild oxidation occurred and only fluorescence of real
GTX1 and GTX4 should be observed (Lagos et al., 1999;
Pereira et al., 2000). Toxin concentrations were determined
by comparing peak areas for each toxin with those of
standards, As an external standard, pure toxin solutions
calibrated by combustion analysis nitrogen measurements
and HPLC-MS were used {Andrinolo et al., 2002).

3. Results
3.1. Characteristics of C. raciborskii C10

C. raciborskii C10 is a filamentous cyanobacteriim,
generally straight, 20-200 wm long, without mucilaginous
sheaths. Single conical heterocysis were observed at the
ends of some trichomes, Oval-shaped akinetes were also
observed berween vegetative cells (Fig. 1). Morphologi-
cally, strain C10 is undistinguishable from other
C. raciberskii strains described before (Lagos et al., 1999;
Saker et al., 1999; Molica et al., 2002). However, C10 strain
can be recognized by molecular methods and ribosomal
gene analysis (Visquez, unpublished results). Toxin pro-
duction was evaluated, in a preliminary way, with the mouse
neuroblastoma assay. Around 250—300 nM STX equivalent
were detected in the extracellular medium after 30 days of
culture at 25 °C, and it was stable after this time. The sample
media was not acidified at pH arourd 4-35 before being
stored at —20°C. This fact could be the cause of the
differences detected when performing HPLC-FLD analysis.

3.2. Effect of temperature on growth and PSP toxin content

Growth of C. raciborskii C10 was tested at 19 and 25 °C.
Maximal biomass estimated by optical density at 700 nm
reached during cultivation at 25 °C was arcund 35 times
greater than that reached at 19 °C, from 0.353-0.309 to

0.986-1.8 (Figs. 2A and 3A). However, the intracellular
contents of each PSP toxin, measured as nmol mg™" of dry
weight, d.w., were on average not different berween culures
grown at the two different temperanires (Figs. 2B and 3B).
After 30 days culture, at 25°C the cells changed color
typically green to brown, and the wrichores were: shorter,
suggesting decay of the cells.

At 25°C, C. raciborskii C10 produced STX, GTX2,
GTX3, and dcSTX at the end of the stationury phase (30
days) (Fig. 2B). On the other hand, dcSTX was not detected
in the cultures at 19 °C. Only SXT, GTX2 and GTX3 could
be detected at this temperature (Fig. 3B and C)..At both
temperatures, PSP toxins derected in the extracellular
rmedinm were very stable even after long incubation times.
The period analyzed in both conditions was chosen
considering the time when cells start to decay: 50 days for
19 °C and 30 days for 25 °C.

The pH of the medium is considered 1o be an important
factor in the stability of the toxins. In this study, the pH was
always around 9 (data not shown).

3.3, Production of PSP toxins at 25 vs 19°C,
intracellular analysis

Intracellular STX concentrations at 25 °C were around
1.2—1.5 nmol mg ™! during 30 days culture (Fig. 2B). At the
beginning of the stationary phase, STX concentrations
were around four and eight times higher than those of
GTX2/GTX3 at 25 and 19 °C, respectively, STX appeared
before the epimers GTX2/GTX3 under both culture
conditions. A relatively constant level of STX was observed
at 25 °C after 30 days of culnure; however, two peaks of STX
production were noted at 19 °C during the 50 days of culture
(Figs. 2B and 3B).

“The intracellular contents of GTX2/GTX3 epimers at
25 °C showed a constant increment during the 30 days of
enlure, from undeteciable up 1o 0.5-0.6 nmol mg~!. At
19°C, on the contrary, the toxin content increased 2t two
points (at 17 and 40 days): from undetectable to
0.1-0.3 nmel mg™", and from 0.1 to 0.6-0.7 nmol mg™',

respectively.

Fig. 1. Optical microscopy of the strain Cvlindrospermopsis vaciborskii C10 filaments, isolated from Billings reservoir in Sao Paulo; Brazil. (4)
Single straight trichome in vegetative state, (B) Trichomes with one single oval akinetz (arow), (C) Trichome showing characteristic apical

heterpcyst {arrow).
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Fig. 2. Intracellular and extracellular conients of the PSP 1oxins
detected by HPLC-FDL from C. raciborskii C10 culture at 25 °C.,
{A) Growth curve estimated by Absorbance at 700 nm, at 25°C
(-#-). (B) Intracellular concentration (nmalmg™"). (C) Extra-
cellular concentration (nM) of STX (-a.), GTX2 (-¢-), GTX3
(=&~), and deSTX (- X -).

Since GTX2 and GTX3 are epimers, similar concen-
trations of both could be expected. This is what we found
at both temperatures, which supports the accuracy of the
data.

3.4. Production of PSP toxins at 25 vs 19°C,
extracellular analysis

High levels of PSP toxins were detected in the culture
medium from the beginning of the stationary phase at 19 °C.
In contrast, high levels of STX were detected only at the late
statienary phase at 25 °C. The biomass reached at 25 °C was
three times higher than at 19 °C, However, the PSP toxin
concentration was always higher at 19 than at 25 °C. STX
and GTX2/GTX3 epimers were arcund 1.6 and 5 times
higher, respectively (Figs. 2C and 3C). The maximal
concentration of GTX2/GTX3 epimers was detected after
30 days at both temperatures, being 1250—1600 oM ar 19 °C
and 300 nM at 25 °C.
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Fig. 3. Intraceilular and extracellular contents of the PSP toxins
detected by HPLC-FDL from C. raciborskii C10 culture at 19°C,
{A) Growth curve estimated by absorbance at 700 nm, at 19°C
(—+#-). B. Intracellular concentration (nmol mg_l). (C) Extra-
cellular concentration {nM) of STX (-.4.), GTX2:(-4-), GTX3
(~&-).

The extacellular concentration of GTX2/GTX3 epimers
detected at 25 °C showed the same changes with time as
those observed inside the cells. On the contrary, a large
increase in the production of GTX2/GTX3 epimers and
concomitant decrease in STX were observed at 19 °C. This
result suggests that STX could be biotransformed to produce
GTX2/GTX3 epimers in the extracellular medium.

3.5, PSP toxins stability

The stability of PSP toxins in the culture medium was
evaluated in order to detect spontancous chemical trans-
formation. A mix of GTX toxins (GIX1/GTX4. epimers,
GTX2/GTX3 epimers and GTX5) was prepared in MLA
medium and incubated at 25 °C under the same, culiure
conditions as C. raciborskii C10. Samples were taken for
HPLC-FLD analysis. After 40 days, the concentrations of
GIX2/GTX3 epimers and GTX5 were similar to those
detected at the beginning of the culture. On the other hand,
GTX1/GTX4 epimers were undetectable by HELC after
10 days (data not shown}.
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3.6. PSP toxins imposters

Reports have described, and also shown here in Section
2, a way to confirm the chemical nature of the PSP toxins:
changing the oxidant to water. Thus it is possible to
distinguish the existence of imposter molecnies with similar
retention times as PSP toxins by HPLC-FLD method (Lagos
et ak., 1999; Pereira et al., 2000; Baker et al., 2003). We
found, during the €. ruciborskif CY0 cultivation some peak
signals either from the cells or extracellular media with
retention titmes similar to GTX1/GTX4 epimers but that
corresponded to GTX! and GTX4 imposters (data not
shown). These data were not considered for forther analysis.

4. Discussion

C. raciborskii was initially described as a cylindrosper-
mopsine (CYL) producing species (Padisik, 1997; Saker
and Griffiths, 2000). However, since the first strains were
reported as PSP roxin-producing, this species acquired
importance in the contamination of water reservoirs (Lagos
et al,, 1999; Molica et al.,, 2002). Our results show that
C. raciborskii C10 may produce and accumulate intracellu-
larly high amounts of STX, GTX2, GTX3, as well as dcSTX
at 25 °C. Besides, the PSP toxins produced were released to
the ciiture medium and were stable for long periods (at least
30 days at 25 °C and 50 days at 19 °C). The stability of PSP
toxins varies depending on the structures and pH. Saxitoxin
is extremely stable even at high temperature at a low pH.
However, above pH 8 it degrades, even at ambient
temperature (Shimize, 2000). The pH during cultivation of
C. raciborskii C10 was always around 9-10. Thus, at this
pH perhaps the PSP toxins present in the extracellular media
should be unstable and the concentration measured by
HPLC may be underestimated. Nevertheless, the results
obtained by HPLC analysis showed that the most toxic
molecule, i.e. STX, was uvnusually stable in the culture
conditions, as shown in Fig. 2B. If chemical inactivation
happened, i.e. the breakdown of the STX molecule into non-
toxic compounds, the STX should not have been detectable
in the extracellular media and that was not the case.

One' of the most remarkable features of C. raciborskii
C10 was the higher production of PSP toxins at the lower
temperature 2ssayed. This was also observed by Saker and
Griffiths (2000). These authors reported that cultivation of
C. raciborskif, a cylindrospermopsine-producing strzin,
below the optimal temperature decreased the maximal
biomass reached, and increased toxin production. In our
case, it was also possible to observe changes in the toxin
profile. At 25 °C, and at the end of the stationary phase, we
detected low amounts of dcSTX, only intracellularly. This is
the first report of deSTX production by C. raciborskii. For
some toxic cyanobacteria, in contrast o our results, the
highest toxin production is associated with conditions

conducive to growth (Sivonen and Jones, 1959). However,
examples consistent with our resnlts have been described in
species from the genera Anabaena and Aphanizomenon,
both anatoxin-z producers. The content of this toxin was
three times higher at 20 °C than at 30 °C (Rapala et al.,
1993). The same phenomenon was observed in the
micracystin content of Microcystis deruginesa (Watanabe
and Oishi, 1985).

Interestingly, the close phylogenetic relationships among
the different isolates of C. raciborskil (Neilan et al., 2003;
Visquez unpublished results); and the same toxin regulation
behavior of this species suggest that CYL-producing and
PSP toxins-producing species may have toxigenic genes
which are under similar genetic background, regulated in the
same way by the same regulation system. Recently, Rantala
et al. (2004) obtained strong evidence that the genes coding
for nodularin syntethase have evalved recently from those
encoding mycrocystin syntethase. A similar relationship
could exist between genes for saxitoxin (STX) and
cylindrospermopsin (CYL) synthesis. Although these
genes have not been yet identified, the close phylogenentic
relationships between STX and CYL-preducing isolates of
C. raciborskii {Neilan et al., 2003; Visquez unpublished
results), and their similar response to temperature point in
this direction.

The early detection and the high intracelular content of
STX in C. raciborskit CI0 at 19 and 25°C is also an
interesting feamre. Usually toxins have been described as
secondary metabolites which are not essential for cell
growth, Synthesis of a secondary metabolite is considered 10
take place during the stationary phase. However,
C. raciborskii C10 started synthesizing STX rather early.

We found significant differences between the intracellu-
lar and extracellular content of PSP toxins at both
temperawnres studied. This characteristic was more remark-
able at 19 than at 25 °C. If the presence of PSP toxins in the
medium had been the consequence of cell lyses, we should
have detected a constant increase in all toxins with time. At
19°C, however, we observed a clear decrease in STX
concentration and a concomitant increase in GTX2/GTX3
epimers concentrations in the extracellular medium
(Fig. 3B). The increase was not related to the concentrations
detected in the cells. Therefore, our results snggest export of
S$TX to the extracelular medium. In the case of GTX2/GTX3
epimers, concentrations detected can be explained either by
an active rransport to the extracellular medium or by STX
transformation.

Sake et al. {2001} proposed a hypothetical pathway of
PSP toxin transformation in Gymnodinium catenatum with
the participation of sulforransferase enzymes (ST). 3TX can
be the precursor of GTX2 and GTX3 by C-11 oxidation |
and further the 11-o,8-hydroxy STX produced sulfated
by a O-sulfotransferase’ producing GTX2 and GTX3,
being subsequently converted to Cl1 and C2. The
reverse of this pathway was proposed by Tarencher-Olden-
burg et al. (1997) for a synchronically growing culture of
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Alexandrium fundyense, where C2 would be converted to
GTX2 and GTX3. Finally, STX could be produced from the
GTX2/GTX3 epimers. In our case, the results obtained at
19 °C suggest that STX was transformed to produce GTX2
and GTX3. Because C. raciborskii C10 is a not axenic
culture we cannot discard the influence of other bacteria on
this biotransformation process at extracellular level. How-
ever, if those bacteria are important in the biotransformation
process they should have different cffects depending of the
incubation temperature,

Recently, Pomati et al. (2003a,b, 2004) demonstrated the
relationship between Na* and K* fluxes with the presence
of STX in the PSP toxin-producing C. raciborskii T3. These
authers suggested that cither STX metabolism or the toxin
jtself could be linked to the maintenance of cyanobacterial
homeostasis. Within this context, three questions arise: why
are different STX analogs synthesized? why do they show
up at different proportions during cultivation? and, what is
the effect of the incubation temperature on the whole
process?. In the case of C. raciborskii C10, we have shown
that temperature influences both the intra- and extracellular
contents of PSP toxins and the toxin profile. The
mechanisms regulating the process and the relationship to
the Na* and K¥ fluxes, however, remain unknown.

Finally, the persistence of PSP toxins in the medium is a
matter of critical importance for water reservoir manage-
ment. Cyanobacterial toxins affect many components of
aguatic ecosystems. Toxic effects of cyanobacteria have
been demonstrated on fish, certain zooplankton species, and
macrophytes (Christoffersen, 1996). Different organisms
may differ in their sensitivity to the PSP toxins and this
sensitivity may depend on the particular strain (or even
clone) of cyanobacteirum present as well as on the stage of
the life cycle of the orgenism. Thus, cyancbacterial toxins
may alter food web structure in aquatic ecosystems
(Sivonen, 2000). Results presented in this study demonstrate
that GTX2/GTX3 epimers and STX are stable even at pH
above 9 for a long petiod of time, Our results suggest that
either GTX2/GTX3 epimers or STX may be stabilized in the
medium by complexation or binding with other substances.
Simple water filtration may, thus, be unsafe for treatment of
water supply and removal of the PSP toxins should be
considered even after cyanobacterial bloom decay.

Acknowledgements

We thank Maria Teresa de Paiva for providing the toxic
C. raciborskii culture and Veronica Flores for her help
assistance with the microscopy preparations. The
work has been supported by DI-U. de Chile (CSMAR
02/5-2), Fundacién Andes (C-13680/5) Grant, FONDECYT
# 1020090, and Programa de Cooperacién Cientifica
Internacional GRICES/CONICYT. D.C. has a PhD student
CONICYT fellowship.

References

Andrinolo, D., Iglesias, V., Garcia, C., Lages, N., 2002.
Toxicokinetics and toxicodynamics of gonyautoxins after an
oral toxin dose in cats. Toxicon 40, 699-709.

Baker, T.R., Doucette, G.J., Powell, CL., Boyer, G.L., Plumley,
F.G., 2003. GTX(4) imposters: characterization of fluorescent
compounds synthesized by Pseudomonas stutzeri SF/PS and
Pseud: [Alte PTB-1, symbionts of saxitoxin-
producing Alexandrium spp. Toxicon 41, 339-347.

Carmichacl, W.W., Evans, WR., Yin, Q.Q., Bell, P, Moczy-
dlowski, E.. 1997. Evidence for paralytic shellfish poisons in the
freshwater cyanobacierinm Lyngybya wollei (Farlow ex
Gomont) comb.nov. Appl. Environ. Microbiol. 63, 3104-3110.

Chapmasn, AD., Schelske, CL., 1997. Recent appesrance of
Cylindrospermopsis (Cyanobacteria) in five hypereutrophic
Florida lakes. J. Phycol. 33, 191-195,

Christoffersen, K., 1996, Ecological implications of cyanobacterial
toxins in aquatic food webs. Phycelogia 35, 42-50.

Fastner, J., Heinze, R., Humpage, A.R., Mischke, U., Eaglesham,
G.X., Chorus, k., 2003. Cylindrospermopsin occurrence in two
German lakes and preliminary assessment of toxicity and toxin
production of Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanabacteria)
isolates. Toxicon 42, 313-321.

Hallegraeff, G.M., 1993. A review of harmful algal blooms and their
apparent global increase, Phycologia 32, 79-99.

Humpage, AR, Rositano, I, Bretag, A H., Brown, R., Baker, D,
Nicholson, B.C., Steffensen, D.A., 1994, Paralytic shelfish
poisons from Awstralian blue-green algal {cyancbacterial)
blooms. Aust. J. Mar. Freshwater Res. 45, 7T61-771.

Lagos, N., Onodera, H., Zagatto, P., Andrinolo, D., Azevedo, 8.,
Oshimma, Y., 1999, The first cvidence of paralytic shellfish toxins
in the freshwater cyanobacterium Cylindrospermopsis racibors-
ki, isolated from Brazil. Toxicon 37, 1359-1373.

Mahmood, N.A., Carmichacl, W.W., 1986. Paralytic sheilfish
poisons produced by the freshwater cyanobacterium Apkanizo-
menon flos-aquae NH-5. Toxicon 24, 175-186.

Molica, R., Onodera, H., Garciz, C., Rivas, M., Andrinolo, D.,
Nascimento, S., Megero, H,, Oshima, Y., Azevedo, S., Lagos,
N., 2002, Toxins in the freshwater cyanobacierium Cylindros-
permopsis raciborskii, isclated from Tabocas reserveir in
Caruaru, Pernambuco, Brazil. Phycologia 41, 606611,

Meilan, B.A., Saker, ML,, Fastner, 1., Torékné, A., Bums, B,
2003. Phylogeography of the invasive cyanobacterium Cylin-
drospermopsis raciborskii. Mol. Ecol. 12, 133-140.

Padisik, 1., 1997. Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska)
Seenayya ct Subba Raju, an expanding, highly adaptative
cyanobacterium: worldwide distribution and review of its
ecology. Arch. Hydrobiol. 107, 563-593.

Padisik, ., 1998. Sudden and gradual responscs of phytoplankton to
global climate change: case stdies from two large, shallow 1akes
(Balaton, Hungary, and the Neusiedlersee, Austria/Hungary). In:
George, D.G., Joncs, J.G., Puncochar, P., Reynolds, C.5,
Suteliffe, D.W. (Eds.), Management of Lakes and Reservoirs
during Global Change. Kluwer, London, pp, 111-125.

Pereira, P., Onodeca, H., Andrinolo, D., Franca, S., Aruijo, F.,
Lagos, N., Oshima, Y., 2000. Paralytic shellfish toxins in the
freshwater cyanobacteria Aph flos-aquae, Tsolated
from Montargil reservoir, Portugal. Toxicon 38, 1689-1702.

Pomati, F., Meilan, B., Su_zuki, T., Manarolla, G., Rosseui, C.,
2003a. Enhancement of intracelullar saxitoxin accumulation by




D. Casiro et al. / Toxicon 44 (2004} 48389 489

{idocaine hidrochloride in the cyanobacterium Cylindresper-
mopsis raciborskii T3 (nostocales). I. Phycol. 39, 535--542,
Pomati, F., Rossetti, C., Calamart, D., Neilan, B.A., 2003b. Effect of
saxitoxin (STX) and veraridine on bacterial Na¥/K* fluxes: a
prokaryote-based STX bioassay. Appl. Environ. Microbiol. 69,

7371-7376.

Pomati, F., Rosseut, C., Manaroila, G., Bumns, B.P.,, Neilan, B.A.,
2004, Interactions between intracellular Na® levels and
saxitoxin production in Cylindrospermopsis raciborskii T3.
Microbiclogy 150, 455-461.

Rantala, A., Fewer, D.P,, Hisbergues, M., Rouhiainen, L.,
Vaitomaa, }, Bmer, T., Sivonen, K., 2004, Phylogenetic
evidence for the early evolution of microcystin synthesis. PNAS
161, 568-573.

Rapala, 1, Sivonen, K., Luukkainen, R., Nifiéemela, S.I, 1993.
Anatoxin-a concentration in Anab and Aphani at
different environmental conditions and comparison of growth
by toxic and non-toxic Arabaena strains, a laboratory study.
1. Appl. Phycol. §, 581--591.

Saker, M.L., Griffiths, D.J., 2000. The cffect of temperature on
growth and cylindrospermopsin content of seven isolates of
Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales, Cyanophyceae)
from water bodies in porthem Aunstralia. Phycologia 39,
349-354.

Saker, M.L., Griffiths, D.J., 2001. The occurrence of blooms of the
cyanobacterivm Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszy_ska)
Seenayya and Subba Raju in a north Queensland domestic water
supply. Mar. Freshwater Res. 52, 907-915.

Saker, M.L., Neilan, B.A., Griffiths, D.1., 1939, Two morphological
forms of Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria) iso-
lated from Solomon Dam, Palm Island, Queensland. J. Phycol.
35, 599-606.

Saker, ML., Nogueira, 1.C., Vasconcelos, V.M., Neilan, B.A,,
Eaglesham, G.K., Pereira, P., 2003. First repost and toxicologi-

.cal assessment of the cyanobacterium Cylindrospermopsis

raciborskii from Portuguese freshwaters. Ecotoxicol. Eaviron,
Saf. 55, 243-250.

Sako, Y., Yoshida, T., Ushida, A., Arakawa, O., Noguchi, T., Ishida,
Y., 2001. Purification and characterization of a sulfotransferase
specific to N-21 of Saxitoxin and Gonyautoxin 2 -+ 3 from the
toxic dinoftagellate Gymnodium catenatum {dinophyceas).
1. Phycol. 37, 1044-1051,

Shimizu, Y., 2000. Paralytic shellfish poisoning (PSP); chemistry
and mechanism of action. In: Bolana, L.M., (Ed.}, Seafoed and
Freshwater Toxins, Marcel Dekker, Inc,, New York, pp.
151-172.

Sivonen, K., 2000. Freshwater cyanobactetial neurotoxins: ecobiol-
ogy, chemistry, and detection. In: Botana, LM, (Ed,), Seafood
and Freshwater Toxins, Marcel Dekker, Inc., New. York, pp.
567-581. y

Sivonen, K., Jones, G., 1999, Cyanobacterial toxins. In:lChmus. I,
Barneare, J. (Eds.), Toxic Cyanobacieria in Water, Spon,
London, pp. 41-111.

Taroncher-Oldenburg, G., Kulis, D.M., Anderson, DM., 1997.
Toxin variability during the ccll cycle of the dinofiagellate
Alexandrium fundyense. Limnol. Oceanogr. 42, 117§—1188.

Visquez, M., Griltner, ., Gallacher, S., Moore, E., 2001
Detection and characterization of toxigenic bacteria associated
with Alexandrium catenella and Awlacomya ater contaminated
with PSP, 1. Shell. Res, 20, 1245-.1249,

‘Watanabe, MLE., Qishi, 5., 1985. Effects of environmental factors
on toxicity of 2 cyanobacterium (Microcystis aeruginosa) under
culture conditions, Appl. Environ, Microbiol. 49, 1342.-1344,

‘Whitton, B.A., Potts, M., 2000. Introduction to the cyanobacieria,
In: Whitton, B.A., Potts, M. (Eds.), The Ecology of Cyano-
bacteria: Their Diversity In Time and Space. Kluwer, Dordeecht,
pp. 1-11.

‘Woloszynska, 1., 1912. Das Phytoplankton ciniger Javanian Seen
mit Berilcksichtigung des sawa-planktons, Bull. Inter, Acad.
Sci, Cracovizes, Ser, B 6, 649-709.




