
*:,:,i` UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CENCIAS

DIRECTOR DE MEMORIA

DR PABIO VAIJ3NZUELA VAIDES

FUNDAC16N CIENCIA PARA LA VIDA

PROFESORPA")CINANTE

DR. MARIO ROsEueLATT slLBER

"GENOMICA DE DINOFLAGELADOS TOXICOS:

PREPARACI0N Y CARACTERIZACI0N DE GENOTECAS DE
ADN CONILEMENTARL0  DB ALEXANDRIUM CATENELLA"

MEMORIA PARA OpTAR AL TinrLO DE
INGENmo EN BIOTECNOLOGiA MOLEcuLAR

DANHLA LORETO FUEr`ITEs cONTRERAs

SANHAGO DE CIH.E ,   Enero 2005



UC H-

I?\ot
ffe4ti:i:EIADEPREGRADo_FACULTADDBC]ENC[AS_UNIVERS]DADDECH[LE

`hfl!

"GEN6MICA DE DINOFLAGEIADOS TOXICOS: PREPARAC16N Y
CARACTERIZAcloN DE GENOTECAS  DE ADN ConmLERENTARIo DE

ALEXANDRIUM CATENEIIA ".

Memoria de Titulo entregada a la Universidad de  Chile en cumplimiento
parcial  de  los  requisitos  para  optar  al  Titulo  de  Ingeniero  en  Biotecnologia
Molecular.

DANDLA IOREno Ft7ENrEs OONTREEtAs

Santiago de Chile, Enero 2005



AGRADECIMIENTOS

Luego  de  recorrer este  camino,  no  quiero  dejar de  agradecer a  aquellos

que   me   ayudaron   y   apoyaron   para   llegar  al   final ....   A   los   doctores   Pablo

Valenzuela   y   Mario   Rosemblatt   por   aceptarme   en   los   laboratorios   de   la

Fundaci6n y guiar el desarrollo de mi tesis.

A Paulina  Uribe,  por su  inmensa  ayuda,  por estar y poder contar contigo

siempre y a Virginia por su apoyo tanto laboral como emocional, gracias Viki por

acompafiarme y sobre todo aguantarme en las etapas criticas.

Infinitas  gracias  papa  y  mama  por su  entrega  y  amor  incondicional,  por

ensefiarme   lo   necesario   para   ser  feliz,   gracias   a   mis   hermanos   Javiera  y

Esteban por nacer y contagiarme esa alegria de vivir.

Quiero  agradecer  a  las  personas  que  conforman  la  fundaci6n,  milenio  y

bjoschile por crear un valioso ambiente de calidez y buena onda,  especialmente

a  Juanita   y   Bertsy  por  su   amistad,   consejos  y  ayuda   en   buenos  y  malos

momentos, a Rodolfo  por su espiritu de ayuda al tesista y grata conversaci6n, a

Tati   por  su  valioso  apoyo  logistico  y  animico,   a  Ale  y  Gloria  por  su   buena

disposici6n,  a  Ver6nica  y Vivian  por sus  conocimientos y ayuda,  a  los  chiquillos

de  quim6rico  por  alegrarme  el  dia  a  dia,  a  Cecilia  por  acompaFiarnos  en  los

momentos  dificiles,  a  los  laboratorios  de  milenio,  biologia  molecular  e  inmuno

por   recibirme   siempre   en   buena   onda   y   proporcionarme   conocimientos   y

materjales cuando lo necesit6.

Tambi6n quiero agradecer a mis amigos de la  universidad,  Mariela,  Dani,

Mirna,   Ber{sy,   Marlene,  Andrea,   Diana,   Pablo,   Ale,   Nilo,  Andr6s,   C6sar  por

in



todos   los   momentos   de   alegrias,   penas,   logros   y   veraneos,   que   hemos

compartido desde que nos conocimos y por compartir aquellas experiencias que

nos han hecho crecer y madurar.

Quiero  agradecer  especialmente  a  Mabel,  Sole  y  Pauli,  por  su  valiosa

amistad y por ayudarme a crecer ....

iii



lNDICE GENERAL

Agradecimientos

lndice general

lndice de figuras y tablas

Abreviaturas

Resumen

Summary

1   lntroducci6n

1.1  Floraciones Algales Nocivas (FAN)

1.2 Caracteristicas de los dinoflagelados

1.3 Alexandrium catenella

1.4 0bjetivo general

1.5 0bjetivos especificos

2  Materiales y m6todos

2.1  Cultiivo in vitro de la cepa A\CC07  de Alexandrium catenella ............... 16

2.2 0btenci6n de cultivos ax6nicos

2.2.1  Cultivos axenicos

2.2.2 Recuento de bacterias

2.3  Preparaci6n  de genotecas de ADN  complementario  (ADNc) .............. 19

2.3.1  Purificaci6n  de ARN  mensaj.ero (ARNm) 19



2.3.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

2.3.3  Purificaci6n  del ADNc

2.3.4  Ligaci6n del ADNc al vector y empaquetamiento en fago ^ ...... 23

2.3.5 Amplificaci6n de las genotecas

2.3.6   Excisi6n   /.n  v/.vo  del   plasmidio  pBluescript  a   partir  del  vector

Uni-ZapxR

2.4 0btenci6n  de clones recombinantes

2.5  Purificaci6n  de ADN  plasmidial

2.6  Secuenciaci6n  de ADN  plasmidial

2.7 Analisis de las secuencias obtenidas

3  Resultados

3.1  Cultlivo de Alexandrium catenella

3.1.1  Curva de crecimiento del  cultivo original

3.1.2 0btenci6n de cultivos ax6nicos

3.2 Elaboraci6n de las genotecas

3.3 0btenci6n de clones recombinantes

3.4  Secuenciaci6n  y analisis de  los  clones  recombinantes ...................... 39

3.4.1  Resultados generales

3.4.2 Distribuci6n de grupos taxon6micos

3.4.3    Comparaci6n    de    los   grupos   de   ort6logos   de   secuencias

conocidas

3.4.4 Genes conocidos encontrados

4  Discusi6n



5 Conclusi6n

6   Bibliografl'a

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura    1.    Estructura    del    grupo    de    toxinas    del    Veneno    Paralizante    de

Mariscos (VPM)

Figura 2.  Morfologia de A/exancJr/.urn cafene//a

Figura 3.  Esquema de lavados y tratamientos con antibi6ticos para la obtenci6n

de cultivos ax6nicos de A.  cafene//a

Figura  4.   Crecimiento  de  cultivos  de  A.   cater)e//a  y  bacterias  asociadas  en

cultivo  original

Figura    5.    Disminuci6n    de    la    concentraci6n    de    bacterias    despues    de

sucesivos lavados y aplicaci6n de antibi6ticos

Figura   6.   Epifluorescencia   de   cultivos   de  A.   cafene//a  {efiidos   con   Naranja

de Acridina

Figura  7.   Electroforesis  del  ARN. total  de  A.   cafene//a  en  gel  de  agarosa  al

1.40/o en condiciones desnaturantes

Figura   8.    Fraccionamiento   por   tamafio   de   ADNc   de   A.    cafene//a   de   la

genoteca  1

Figura      9.      Primera      selecci6n      de      clones      recombinantes      mediante

complementaci6n a 36

V1



Figura 10. Selecci6n de clones recombinantes

Figura 11. ADN plasmidial de los clones seleccionados

Figura    12.    Porcentaje    de   secuencias    significativas    y   su    distribuci6n    en

grupos taxon6micos en la genoteca  1

Figura    13.    Porcentaje    de   secuencias    significativas    y   su    distribuci6n    en

grupos taxon6micos en la genoteca 2

Figura   14.   Distribuci6n   de  grupos  funcionales   de   las  secuencias   conocidas

de ambas genotecas de A. cafene//a

Tabla I. Grupos de proteinas ort6logas (COGs)

Tabla  11. Etapas en la elaboraci6n  de la   genotecas de A.  cafene//a..„ .............. 35

Tabla   Ill.   Resultados   generales   de   la   bdsqueda   de   secuencias   hom6logas

conocidas en bases de datos

Tabla  IV.  Marcos de lectura abiertos de las secuencias no identificadas ........ 41

Tabla V.  Distribuci6n  grupos taxon6micos  de secuencias  hom6logas conocidas

de genotecas de A. cafene//a

Tabla  VI.  Distribuci6n  de  grupos  funcionales  de  las  secuencias  conocidas  de

genotecas  de  A. catenella

Tabla VII. Genes conocidos encontrados en la genoteca  1

Tabla VIIl. Genes conocidos encontrados en la genoteca 2

vii



ABREVIATURAS

FAN:  Floraciones Algales  Nocivas.

VPM: Veneno Paralizante de Mariscos.

STX:  Saxitoxina.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

ADNc: ADN  complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN  mensajero.

ARNr: ARN  ribosomal.

EST.. Expressed sequence tags.

rpm:  Revoluciones por minuto.

dNTP:  Deoxinucle6tidos trifosfatos

Ci/mmol:  Curie/mmol.

IPTG:  isopropil-P-D-tiogalactopiranosido

X-gal:  5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-galactopiranosido.

PCR:  Reacci6n de Polimerasa en Cadena.

LB:  Luria-Bertani.

COG:  Grupos de ort6logos de proteinas.

CHSE:  c6lulas de embri6n de salmon Chinook.

pfu:  Unidad formadora de placa.

pb: Pares de bases.

St:  Estandar de peso molecular.

viii



Sec.:  Secuencia.

HSP90.. Heat Shock Protein 90.

Pop.. Peridinin-chlorophyll  protein.

Col.:  colaboradores.

kDa:   kDalton



RESUMEN

Las     floraciones     algales     son     fen6menos     naturales     que     ocurren

normalmente   en   los   mares   y   aguas   dulces   del   mundo.   Algunas   de   estas

floraciones  pueden  ser nocivas  para el  hombre y mamiferos superiores,  debido

que  algunas  de  estas  microalgas  producen  potentes  toxinas,  que  pueden  ser

incluso  letales  para  el  hombre.  Dichos  episodios  significan  un  gran  impacto  en

salud  e  importantes  p6rdidas  econ6micas,  sociales  y  turisticas  para  la  zona

afectada.

EI Veneno  Paraljzante de  Marisco  (VPM)  es  una  de  las  mas  nocivas de

estas toxinas,  perteneciente a  la familia  de  las saxitoxinas.  En  Chile,  la  principal

especie productora de VPM es el dinoflagelado A/exanc/r/.urn catene//a,  presente

en  las regiones X, XI y Xll.

Con el fin de obtener informaci6n respecto de la biologia de esta especie,

se   decidi6   iniciar  estudios   gen6micos   en   ella,   para   ello   se   elaboraron   dos

genotecas de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN  mensajero obtenido

de  cultivos  de  A.   catene//a.   La  genoteca   1   se  realiz6  a  partir  de  un   cultivo

original    que    contenia    3xl04    bacterias   asociadas    por   dinoflagelado,    y   la

genoteca   2   a   partir   de   un   cultjvo   sometido   a   tratamientos   de   lavados   y

antibi6ticos,  para eliminar las bacterias asocjadas.

De  las  1.264    secuencias  totales  obtenidas  y  analizadas  solo  un  17.1%

posee   una   homologia   aceptable   (valor   de   E<10-3   e   identidad   >30%)   con

secuencias  encontradas en  GenBank.  En  la genoteca 2 se obtuvo  un  aumento



importante  en  el  ndmero de secuencias de  dinoflagelados  (de  3.40/o  a  33.3°/a) y

una  disminuci6n  en  el  ntlmero de secuencias  de  origen  bacterjano  (de 37.6°/o a

6.1%),  esto  muestra  la  importancia  de  trabajar  con  cultivos  ax6nicos  en  este

tipo de estudios.

Analizando  los grupos  de ort6logos  de  proteinas  (COGs),  la  mayor parte

de  las  secuencias  con  homologia  aceptable  se clasifica  en  el  grupo  de funci6n

desconocida (38°/o en la genoteca  1  y 54% en la genoteca 2).

Entre  los  genes  de  dinoflagelados  encon{rados,  los  mss  relevantes  son:

citocromo  b  y  c,  gljceraldehido-3P  deshidrogenasa,  ARNr,  HSP90  (Heat Shock

Protein  90) y  Pop  (peridinin-chlorophyll  protein),  estos genes  son .importantes

en   estudjos  filogen6ticos  y  en  evoluci6n   de  la   endosimbiosis  secundaria  en

dinoflagelados.

En  general,  los  resultados  de  esta  genoteca  concuerdan  con  aquellos

obtenidos     por    otros    autores     en     gen6mica     de     dinoflagelados,     debido

principalmente  a  la  carencia  de  informaci6n  a  nivel  molecular,  especificamente

en  la cantidad de genes secuenciados e identificados de este grupo.



SUMMARY

Algal  blooms  are  natural  phenomena  that  usually  occur  in  oceanic  and

fresh  waters.  Some  of these  blooms  are  harmful to  humans  and  other species

due  to  the  potent  toxins  that  some  microalgae  produce.  Those  toxic  events

cause  a  great  impact  on  public  health  as  well  as  important  economics,  social

and touristic damage in the affected area.

Paralytic Shellfish  Poisoning  (PSP)  is one  of the  most harmful  Red  Tides

toxins,  a  member of the saxitoxin  family.  In  Chile,  the dinoflagellate A/exanc/r/.urn

catene//a  is  the algae  responsible  of PSP  production.  This species  is  present  in

the X,  Xl  and Xll  region.

Genomic   studies   on  A/exandr/`um   cafene//a  were   initiated   in   order  to

obtain   biological   information   of  this   species.   With   this   objective,   two   CDNA

(complementary    DNA)    libraries    were    prepared    from   A.    cafene//a    mRNA

(messenger   RNA).   The   CDNA   library   1    was   obtained   from   an   original   A.

cafene//a culture  containing  3xl 04  bacteria/dinoflagellate,  for the  CDNA library 2,

associated    bacteria    were    eliminated    from    the    djnoflagellates    culture    by

successive washing and antibiotics treatments.

A  total   of   1264   sequences   were   obtained,   17.1%   of  them   share   an

accepted  homology  (E  value<10-3  and  identity  >30°/a)  with  sequences  found  in

GenBank.   Comparing   both   libraries,   an   important   increase   of   dinoflagellate

sequences  (from  3.4%  to 33.30/o) and  a  decrease of bacterial  sequences  (from

xii



37.60/a  to  6.1%)  was  obtained  in  the  CDNA  library  2.  Those  results  demostrate

the importance of working with axenic cultures on this kind of studies.

Grouped  in  clusters of orthologous groups (COGs),  the  unknown function

group contains the higher proportion of sequences with acceptable homology   in

both  libraries (38°/o  in the CDNA library 1  and 540/o  in the CDNA library 2).

Dinoflagellate      genes      corresponded      to      cytochrome      b      and      c,

glyceraldehyde    3-phosphate    dehydrogenase,    rRNA,    HSP90    (Heat   Shock

Protein 90) y  F]CP  (peridinin-chlorophyll  protein), I:hese ger\es are .important for

phylogenic and evolutionary studies of secondary endosimbiosis.

Finally, the results obtained here are in  agreement with  others authors on

dinoflagellate  genomics,  regarding  to  the  scarce  dinoflagellates  molecular data,

specially on published known sequences and identified genes.
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1.I lntroducci6n

1.1  Floraciones AIgales Nocivas (FAN)

Las  floraciones  algales  son  fen6menos  naturales,  se  producen  por  la

multiplicaci6n    explosiva    de    las    algas    microsc6picas    que    constituyen    el

fitoplancton    marino    (Comit6    6ceanografico    Nacional,    Chile,    1999).    Estos

organismos  son,  en  la  practica,  la  principal  puerta  de  entrada  de  energia  solar

en  los  ecosistemas  marinos y  principal fuente alimentaria de  moluscos  bivalvos

filtradores  (ostras,  choritos,  cholgas,  almejas,  etc.),  en  conjunto  con  larvas  de

crustaceos     y     peces     pequefios.      El     crecimiento     de     las     poblaciones

fitoplanct6nicas  depende  de  la  ganancia  o  p6rdida  neta  de  energia  que  resulta

del   balance  entre  fotosintesis  y  respiraci6n.   Los  factores  reconocidos  como

principales  reguladores de  la fotosintesis en el mar son:  ]a  luz solar (intensidad,

duraci6n,    longitud    de    onda,    penetraci6n    en    la    columna    de    agua),    las

concentraciones    de    nutrientes    (principalmente    material    organico    disuelto

nitratos,  fosfatos,  y  eventualmente  silicatos)  y  la  profundidad   de  la  capa  de

mezcla  (Margalef,1958).  La variabilidad  de  estos factores es  lo  que  determina,

que     el     fitoplancton     presente     variaciones     cuantitativas     y     cualitativas,

relativamente   propias,   en   determinadas   areas  y   periodos   de   tiempo   en   el

oc6ano.   Las  observaciones  regulares  en   un   mismo  lugar  han   mostrado  que

existen variaciones en  el curso de un afio, y que generalmente se repiten  de un

aFlo a otro  mostrando  un  "ciclo anual" caracterfstico  (Bougis,1974; Alvial,1980).

Las  proliferaciones  de  primavera  en  las  aguas  templadas  han  sido  objeto  de



numerosos   estudios,   y   de   ellos   se   puede   concluir   que,    en   general,    el

mecanismo  que  las  regula  se  basa  en  la  acumulaci6n  de  nutrientes  durante  el

otofio-invjerno  debido  a  una  mayor  homogeneidad  t6rmica  de  la  columna  de

agua,  lo  que  favorece  su  difusi6n  y  mezcla  hacia  los  niveles  superficiales.  Es

por ello que este aporte de nutrientes a las aguas superficiales y el aumento de

la   radiaci6n   solar,   activan   la   proliferaci6n   de   primavera.    En   cuanto   a   la

finalizaci6n  de los florecimientos algales,  generalmente  ha estado asociado a  la

reanudaci6n   de   vientos,   procesos   de   mezclas   y   a   una   disminuci6n   de   la

temperatura y la radiaci6n en el agua de mar (Mufioz y Alvial,1988).

Normalmente una   proliferaci6n algal  masiva  (que  puede  llegar a  millones

de  c6lulas  por  litro)  es  beneficiosa  para  la  acuicultura  y  las  operaciones  de

pesca. Sin  embargo, en ocasiones,  puede acarrear efectos muy negativos para

la   salud   humana   y   causar   grandes   perdidas   econ6micas   y   dafio   social.

Dependiendo  del   microorganismo  causante,   las   FAN   pueden  tener  caracter

t6xico o  no.  En  estas tlltimas,  su  efecto nocivo es fundamentalmente mecanico,

se  generan  grandes  mortandades  de  peces  por asfixia  debido  a  la  obturaci6n

de  sus  branquias  o  por  reducci6n  dfastica  del  oxigeno  disuelto  en  el  agua,  en

otros casos se generan grandes cantidades de espuma afectando, ademas,   el

valor recreacional  de  la  zona  afectada.  Las floraciones t6xicas  pueden  generar

dafio  a  organismos  vertebrados  superiores,   incluido  el  hombre,   debido  a  la

producci6n   de   toxinas   cuyos   efectos   pueden   ser   incluso   de   caracter  letal

(Comite   Oceanografico   Nacional,   Chile,   1999).   Entre   las   5.000   especies  de

fitoplancton    marino,  alrededor  de  300  especies  son    capaces  de  producir  un

cambio  de   coloraci6n   en   la  superficie   marina  ante   una   proliferaci6n   masiva

2



(fen6meno conocido como  Marea  Roja),  mientras que s6lo 40 de ellas tienen  la

capacidad  de  producir  las  potentes  toxinas  que  llegan  al  hombre  a  trav6s  de

moluscos    y    peces.    Entre    estas    microalgas    se    incluyen    dinoflagelados,

diatomeas,  prymnesi6fitas  y  rafid6fitas.  Las  microalgas  nocivas  y  con  ellas  sus

toxinas,   son   concentradas   en   el   aparato   digestivo   de   dichos   organjsmos,

llamados transvectores que son, finalmente,  consumidos por el  hombre (Comit6

0ceanogfafico  Nacional,  Chile,   1999).  El  grado  de  intoxicaci6n  en  el  hombre

depende    de    la    cantidad    de    moluscos    consumidos,    del    nivel    de    toxina

concentrada    por   estos   y   de    la    potencia    de    la   toxina    del    dinoflagelado

responsable de la Marea Roja (Avaria y Mufioz,1986).

Hasta  la fecha,  han  sido descritos 4  grupos de toxinas  en  djnoflagelados

(Shumway,1990).  El  primero  es  el  VPM  (Veneno  Paralizante  de  Mariscos),  o

PSP  (Paralyf/.c  She//I/.sh  Po/.son/`ng),  que  acttla  bloqueando  canales  de  sodio  y

por lo tanto interfiere con  la conducci6n neuromuscular (Kao,  1993).  El segundo

es  el  VDM  (Veneno  Diarreico  de  Moluscos),  el  cual  afecta  el  aparato  digestivo

del hombre.  El tercero corresponde al VNM  (Veneno Neurot6xico de  Moluscos),

cuyas   toxinas   producen   sintomas   neurot6xicos   sin   llegar   a   consecuencias

fatales   y   finalmente,   el   VAM    (Veneno   Amnesico   de   Moluscos)   que   esta

compuesto   por   acido   domoico   el   cual   tambien   causa   severos   trastornos

neurol6gicos.

En   Chile,    la   floraci6n   algal    nociva   que   mas   afecta   al   pals   es   la

relacionada  con  la  especie  llamada  A/exandr/.urn  cafene//a.  Este  dinoflagelado

es   el    principal   responsable   del   la   producci6n   de   Veneno   Paralizante   de



Mariscos  en  Chile.  Dicho  veneno,  ha  ocasionado  hasta  la  fecha  321  casos  de

intoxicaci6n, con un saldo de 20 muertes.

(http://www.fondef.cl/fondef/informativo/Marea   Roia.html).

Las toxinas del VPM  son  neurotoxinas solubles en  agua  que poseen  una

acci6n  especifica  y  directa  sobre  nervios  perifericos  y  mtlsculos  esquel6ticos

bloqueando  los  canales  de  sodio  en  la  membrana  excitable  de  la  celula.  Las

muertes   humanas   resultantes   del   consumo   de   mariscos   contaminados  son

causadas  por  falla  respiratoria  resultante  de  una  paralisis  periferica  (Avaria  y

MUFioz,1986).    No  existe  ningtin  antidoto  conocido  para  las  toxinas  del  VPM  y

el  tratamiento  se  limita  a  ventilaci6n  mecanica  en  situaciones  de  riesgo  vital.

Las   toxinas   del   VPM    consisten   en    un   grupo   de   derivados    relacionados

estructuralmente,  los  cuales  varian  en  su  potencia.  Las  mss  potentes  son  las

toxinas    carbamatos    (incluyendo    saxitoxina,    STX,    neosaxitoxina,    NSP,    y

gonyautoxinas,  GTXs),  las  de  potencia  intermedia  son  las toxinas  decarbamoil,

y las menos potentes son las toxinas N-sulfocarbamojl  (toxinas 8 y C) (Shimizu,

1996)  (Figura  1).

Ri             R2             R3            R4

STX                        H              H
GTX  11

GTX  11

OS03-
H

NEO                       OH
GTXI     OH          OS03-
GTX  IVOH           H
CIH
C2H
C30H
C40H
dc-STX H             H

OCONH2

Figura 1.  Estructura del grilpo de toxinas del Veneno Paralizante de Mariscos (VPM)
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El  impacto  negativo  de  las  FAN  es  bastante  considerable,  ya  que  afio

tras   afro   cobran   vidas   humanas,   siendo   ademas,   mariscos   de   importancia

comercial los transvectores mss comunes. Por esta raz6n, un fen6meno de este

tipo  implica  una  paraljzaci6n  temporal  en  la  actividad  extractiva  y,  por lo  tanto,

se   genera   un   gran   dafio   a   nivel   social,   econ6mico   y  turistico   en   la   zona

afectada.

En  Chile  el  fitoplancton  posee  especies  inocuas  a  lo  largo  de  todo  el

ljtoral    y   nocivas    en    las    regiones    de    Los    Lagos    (X    regi6n),    de   Ays6n

(Xl         regi6n)        y        en         la        region         de        Magallanes         (XII         regi6n)

://www.fondef.cl/fondef/informativo/Marea ).    En    el    pats,    en    la

tlltima   decada   las   FAN   han   experimentado   un   sostenido   aumento   en   su

frecuencia,   intensidad   y   area   de   impacto,   abarcando   actualmente   la   zona

costera  comprendida entre  Castro,  en  el  mar interior de  Chiloe,  hasta el  sur del

Canal  Beagle.  En  la Xl  regi6n,  la  persistencia del VPM  durante  los  dltimos afros,

ha  mantenido  cerrada  las  pesquerias  artesanales y  la  acuicultura  de  mariscos,

lo  que  ademas  ha  llevado  al  desaparecimiento  de  ambas  actividades  y  a  una

fuerte emigraci6n  de  la zona.   Durante el verano-otofio de 2002 se observ6  por

primera  vez  un  evento  FAN  en  la  zona  de  Chilo6,  lo  que  signific6  un  fuerte

impacto  econ6mico  y  social  que  afect6  directamente  a  alrededor  de  un  cuarto

de  la  poblaci6n  total  de  la  isla.  El  efecto  de  las    FAN  sobre    la  actividad    de

extracci6n    y   cultivo   de   especies   marinas   es   de    enorme    importancia   sj

consideramos  que  en  Chile  la  acuicultura  se  ha  transformado  en  un  motor  de

desarrollo  para  las  regiones  australes,  con  retornos  superiores  a  los  US$1.300



millones  anuales y generaci6n  de  mas  de 50.000  empleos  directos e  indirectos

(htto://www.fondef.cl/fondef/informativo/Marea   Roia.html).

1.2 Caracteristicas de los dinoflagelados

Uno   de   los   principales   productores   las   toxinas   de   las   FAN   son   los

dinoflagelados,  microalgas  del  reino  protista,  division  algal  Pywhaphyfa  (algas

rojas).  Su rango de tamaFio va desde 5 tim a 2mm., dependiendo de la especie.

Los   dinoflagelados    estan    oubiertos    por   una    cobertura    compleja    llamada

amphiesma,  Ia  oral  esta  compuesta  per  2  membranas  continuas,  intema    y

extema.   Entre   dsfas   se   encuentra   una   serie   de   vesioulas   aplanadas   que

contienen   placas  de  celulosa  llamadas  tecas,   las  que  estan  estrechamente

ensambladas   formando   un   firme   y   fuerte   esqueleto   periferico.   El   t6rmino

dinoflagelado  significa  flagelo  en  rotaci6n.  Es fas  especies  poseen  2  flagelos,

insertos  en  su  pared  celular,  a  travds  de  poros  flagelares.  Uno  de  ellos  tiene

aspecto   de   cinta   y   se   enouentra   ubicado   bordeando   la   c6lula   de   manera

transversal  (flagelo transversal), el otro es el flagelo longitudinal que se extiende

tangencialmente  a  la  c6lula,  perpendioular  al  plano  del  flagelo  transversal.   El

flagelo  transversal  es  alrededor  de  2  o  3  veces  mas  largo  que  el  longitudinal.

Ambos  ayudan  al  movimiento  del  organismo:  el  longitudinal  causa  un  empuje

directo  hacia  delante,   mientras  que  el  transversal   provee   un   movimiento  de

nataci6n en  espiral.(htto:/tieevz.tripod.com/dinoflaaellates/ idl .hmtl)  (Figura 2).



FiaLira 2. Morfologia de A/exandrftim cafroe/fa.

I.   Dibujo   esquematico   de   A.   cafene//8.   A.-C6lula   aislada,   B.-Epiteca,
C.-Placas. D.-CingLilum, E.-Flagelo transversal, F.-Flagelo longitudinal, G.-
Hipoteca,   H.-Cadena   de   c6lulas,   11.   Cadena  de   c6lulas  vivas  de  A.
cafene//a  (contribuci6n Pauline Uribe).

En cuanto a su sistema de nutrici6n, nan side descritos dinoflagelados de

ti po           aut6trofos,            heter6trofos,            pafasitos           y           si mbiontes

(httDMAww.bioloav.hawaii,edu/biol71/Notes/orotists%201%20Plant-

like%20Protists.htm).  Los  dinoflagelados  fotosintcticos  poseen  basicamente  2

tipos  de  pigmentos,  clorofila  y  carotenoides,  especificamente  clorofila  a,  c y

Pwhinina(Rae,1976).

Los dinoflagelados son c6Iulas haploides en su estado vegetativo oven

Sstosch,1972; AIlen y col.,1975). Poseen ambos tipos de reproducci6n, sexual y

asexual. Durante la reproducci6n sexual, las c6Iulas m6viles producen gametos,

I os          cual es          se          u nen          en          un          estado          p lano-zi goto

(http:/fioenzrripod.cam/dinoflaqelldee/ idl .rnd).  En aLFTaa papQciee, eJ tlancL

'7



zigoto puede sufrir transformaciones morfol6gicas y fisiol6gicas que dan  lugar a

la     formaci6n     de     quistes     (hypnozigoto).     AIgunos     dinoflagelados     como

Gymnt.oc//n/urn cafenafum,  (Blackbum y col.,1989) son heterotalicos, es decir,  la

reproducci6n  sexual  y  la  formaci6n  de  quistes  oourre  solamente  cuando  se

juntan  clones o celulas gen6ticamente diferentes.  Otras especies en  cambio (ej.

Peridinium  sp.,   Scrippsiella  trochoidea)  son  homotal'icos  y  la  [ormadi6n  de

quistes puede oourrir entre c6lulas pertenecientes a un  mismo clon.  Los quistes

formados  son  mas  resistentes  a  condiciones  adversas,  corrosi6n  quimica  y/o

digesti6n.  Una vez completado  el  periodo de dormancia,  el  protoplasma  deja  el

quiste fosilizado y construye una nueva c6lula,  la cual sigue reproduci6ndose de

manera vegetativa (httDMeevz.tripod.com/dinoflaaellates/ idl .hmtl).

Los dinoflagelados son eucariontes con  un  ciclo celular con  las fases Gi-

s-G2-M      (Raikov,      1995;      Soyer-Gobillard,      1996),      que      poseen      ciertas

caracteristicas   nucleares   inusuales,   tales   como   un   alto   contenido   de  ADN

gen6mico   (2-200   pg/ntlcleo,   dependiendo   de   la   especie)   (Rae,    1973);   un

envoltorio  nuclear  permanente,  un  huso  mit6tico  extra-nuclear  y  cromosomas

unidos a  la  membrana  nuclear por segregaci6n  (Raikov,1995;  Soyer-Gobillard,

1996).  Probablemente  el  rasgo  mss  sobresaliente  de  los  dinoflagelados  es  la

morfologia  y  estructura  de  sus  cromosomas.   Los  filamentos  de  ADN   estan

empaquetados en oromosomas que varian en ndmero de 4 a 200, dependiendo

de  la  especie.   Los  cromosomas  de  la  mayoria  de  los  dinoflagelados  estan

descritos como permanentemente condensados durante el ciclo celular, aunque

poseen  un periodo S definido en la sintesis de ADN en el ciclo celular (Herzog y

col.,    1984).    EI   ADN   de   dinoflagelados   esta   organizado   en   dos   regiones
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cromos6micas.  Una  es el  cuerpo  principal,  que  contiene el ADN  geneticamente

inactivo  y juega  un  rol  tanto  en  la  mantenci6n  de  la  estructura  cromos6mica,

como  en  la  union  del  ADN  a  las  proteinas  de  matriz.  La  otra  regi6n  se  conoce

como   periferica  difusa,   que  contiene  el  ADN   activo  en  transcripci6n   (Sigee,

1984).  Las  hebras  de  cromatina  poseen  un  diametro  de  3  a  6  nm  (Soyer  y

Puiseux-Dao,1968).  Se  ha  demostrado  la  existencia  de  un  bajo  contenido  de

proteinas  basicas  Mr  en  los  ndcleos  de  los  dinoflagelados  (solo  un  10%  de  la

masa de ADN),  las cuales  muestran  menor afinidad  por el ADN  que  la  mayoria

de   las   histonas   eucariontes   (Vernet  y  col.,1990;   Sala-Rovira   y  col.,   1991).

Aunque  se  sabe  que  el  ADN  eucarionte  contiene  ciertas  bases  modificadas

tales     como     5-metilcitosina     y     la     menos     comtln     N6-metiladenina,     los

dinoflagelados   son   los   tinicos   eucariontes   que   poseen   5-hidroximetiluracilo

(HOMeu)  (Rae  y Steele,1978;  Rae,1973).  HOMeu  constituye  de  un  4°/o  a  un

190/o  del  total  de  bases  y  reemplaza  al  12-70%  de  la  timina  (Rae,1976).  Las

cantidades relativas de HOMeu en  los dinoflagelados varian considerablemente

segtin   la   especie.   La   organizaci6n   del  ADN   en   los   cromosomas   incluye   la

presencia de ADN satelites (Rae,1973) y secuencias repetidas interespaciadas

con secuencias no repetidas (Allen y col.,1975).

Los  dinoflagelados  juegan  un  rol  ecol6gjco  significativo  en   los  mares,

existiendo  evjdencia  paleontol6gica  de  que  nan  sido  el  grupo  fitoplanct6nico

dominante  desde  el  periodo  Jurasico  (Loeblich,1976).  Los  rasgos  especiales

de   la   estructura   y   organizaci6n   del   ntlcleo,   cromosomas   y  ADN,   como   se

mencion6  anteriormente,  lo  hacen  diferente  de  la  mayoria  de  los  eucariontes.

Esto  ha  llevado a  muchos autores a  asignarles  una  posici6n  antigua  dentro  del
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phy/urn,  el  cual  podria  haber  emergido  cerca  de  la  base  de  la  rama  de  los

eucariontes  (Loeblich,1984). Sin embargo,  los resultados de la comparaci6n de

las secuencias del ARN  ribosomal 24-28S indican  una aparici6n mas bien tardia

de  los  dinoflagelados,  Ios  cuales  representan  un  grupo  monofil6tico  con  una

relaci6n   cercana   a   las   levaduras   y   los   ciliados   (Sala-Rovira   y   col.,    1991;

Lenaers y col.,1991).  El  analisis de  los arboles filogeneticos  basados  en  datos

de secuencias  del   RNA ribosomal  5S  indica que el  linaje de  los dinoflagelados

se  une  a  la  rama  de  los  eucariontes  en  el  punto  de  la  divergencia  entre  los

reinos plantas y animales (Cavalier-Smith,  1981 ).

1.3 Alexandrium catenella

Entre     los     dinoflagelados,     A/exandr/.urn     cafene//a     es     el     principal

responsable de la producci6n de Veneno Paralizante de Mariscos en Chile.  Este

djnoflagelado     se     encuentra     incluido     en     la     clase     Dinophyceae,     orden

Peridiniales, familia  Gonyaulacaceae.  Es una microalga aut6trofa,  relativamente

pequefia  (longitud  total  entre  28  y  40  prm,   ancho  y  diametro  24-37  Ltm).  Se

caracteriza por ser de una forma ovoide, con una coloraci6n pardo-roj.iza.  Posee

ambos  flagelos,  transversal  y  longitudinal.  Es  un  organismo  de  vida  libre  que,

por lo general, se encuentra formando cadenas,  las que durante proliferaciones,

pueden tener 40 o mas c6lulas (Lembeye y Guzman,1982).

En  la  Regi6n de  Magallanes esta especie se  encuentra  normalmente en

concentraciones   alrededor   de   500   celulas   por   litro,   durante   todo   el   afio,

pudiendo    sin    embargo,    desaparecer   del    fitoplancton    durante    el    invierno

(Lembeye  y  Guzman,1982).  Quizas  uno  de  los  principales  problemas  con  las
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proliferaciones  de  A.   cafene//a,  aparte  de  su  peligrosidad  t6xica,   es  que  se

presenta  en  muchas  ocasiones  subsupemcialmente,  no  pudiendose  detectar

oportunamente el fen6meno de discoloraci6n  (Guzman y col.,1975) .

En   Chile,   la   especie   ha   sido   descrita   en   el   Estrecho   de   Magallanes

(Campod6nico y  Guzman,1974;  Guzman y Campod6nico,1975;  Campod6nico

y  col.,1975;  Guzman,1976),  Puerto  Natales  (Lembeye,1981a)  y  Seno  Uni6n

en  Magallanes  (Lembeye,1981b).  A.  cafene//a se encuentra tambi6n  a  lo  largo

de  la  costa  del  Pacifico  noroeste  desde  la  Columb.ia  Britanica  (Canada)  hasta

California  en  los  Estados  Unidos  (Gaines  y  Taylor,1986)  y  en  Asia  (entre  el

Estrecho  de  Bering  y  el  norte  de  Jap6n  (Scholin  y  col.,1995)  y  Pacifico  Sur

asiatico  (Uribe  y col.,1999)).  EI  primer  FAN  reportado  en  Chile  fue  en  1972  en

la   regi6n   de   Magallanes   (Guzman   y   Campod6nico,   1975)   y   la   especie   de

dinoflagelado  t6xico  dominante  fue  identificado  por  criterios  morfol6gicos  como

A.  cafene//a  (Guzman y Campod6nico,1978).  Posteriormente,  por comparaci6n

de secuencias de ARNr,  esta  cepa fue agrupada  en  el  rjbotipo del  Pacifico  Sur

asiatico  (Uribe y col.,1999).

A   nivel   mundial,   existe   una   gran   controversia   debido   a   la   posible

influencia    de    bacterias    en    la    producci6n    de    toxinas    por    parte    de    los

dinoflagelados.  Utilizando la definjci6n de sjmbiosis detallada  por Werner (1992)

Ias  bacterias  pueden  ser consideradas  como  simbiontes  de  los  dinoflagelados

los   cuales   producen   sustancias   inhibitorias   y   estimuladoras   para   los   otros,

creando  un  complejo  denominado  "fic6sfera"  (Bell  y  Mitchell,1972;  Doucette  y

Trick,  1995).  Existe una serie de trabajos enfocados al esclarecimiento de dicha

interrelaci6n,   Ios  cuales  se   basan  fundamentalmente  en   la   comparaci6n   de
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producci6n  de  toxinas  entre  cultivos  con  las  bacterias  y  cultivos  ax6nicos.  La

mayoria  de  ellos  carecen  de evjdencias  concretas  de  la ausencia  de  bacterias

en   el   cultivo,   de  un   monitoreo  apropiado  del  estado  del   cultivo  durante   los

experimentos,  y  de  evidencias  definitivas  de  que  las  particulas  tipo  bacterjas

intra    o    extracelulares    observadas    en    dinoflagelados    sean    efectivamente

bacterias  (Gallacher y  Smith,1999).  Recientemente  se  ha  demostrado  que  las

bacterias extracelulares no  influyen  mayormente en  la producci6n de toxinas en

A.  cafene//a en cultivo (Uribe y Espejo, 2003).

Aunque se conoce bastante de la estructura quimica y de  los efectos de

las saxitoxinas en humanos y moluscos, se sabe muy poco acerca de las rutas

de  biosintesis y  rol  metab6lico de dicha  toxina  en  los  dinoflagelados  (Anderson

D.,  comunicaci6n  personal).   En  cuanto  a  rutas  biosint6ticas  de  la  saxitoxina,

Shimizu  (1993)  ha  propuesto  una  que  contiene  9  pasos.  Por  otro  lado  Hosie

(1998),  sugiri6  que  cada  paso  debe  involucrar  un  correspondiente  ndmero  de

genes    sumado    a    genes    regulatorios.    En    una    bdsqueda    de    los    genes

involucrados  en  la  biosintesis  de  la  saxitoxina,  se  compararon  los  patrones  de

ARNs    mensajeros    obtenidos    de    cultivos    sincronizados    de    A/exandr/.urn

fundyense,    en    intervalos   de   producci6n   y   no    producci6n   de   toxina.    Se

identificaron   2  genes  transcripcionalmente   regulados   medjante  la  t6cnica  de

D/fferenf/.a/   Df.sp/ay.    Sin    embargo,    Ios   autores   reconocen    que   no   existe

evidencia  directa  de  que  dichos  genes  est6n  efectivamente  involucrados  en  la

producci6n de toxinas (Taroncer-Oldenburg   y Anderson,1998).

A nivel  mundial  son  muy  pocos  los trabajos  realizados  en  secuenciaci6n

gen6tica de dinoflagelados.  Ios existentes se orientan  principalmente a estudios
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de  filogenia   basados   en   las   seouencias   de  ARNs   ribosomales   (en   g6nero

A/exandrium  (Scholjn  y  col.,1995;  Zardoya  y  col.,1995))  y de  proteinas  como

actina,  tubulina  y  citooromo  c  oxidasa  entre  otras  (Saldarriaga  y  col.,  2003;

Norman  y  Gray,1997).  Otros  grupos estan  orienfados  a  esclarecer la teoria  de

endosimbiosis  secundaria  y  transferencia   lateral   de   genes  cromosomales  y

plastidiales entre eucariontes (Cavalier-Smith, 2003;  Bhattacharya y col., 2003).

Tambi6n    existen    en    las    bases   de   datos,   secuencias   de   ciertos   genes

interesantes como son por ejemplo,  luciferasa (Okamoto y col., 2001,  Liu   y col.,

2003),  proteinas  nucleares  ITaroncheroldenburg  y  Anderson,  2000;  Zhang  y

Lin,  2004),  y  algunas  aproximaciones  al  mecanismo  de  expresi6n  g6nica,    por

ejemplo factores de iniciaci6n de la transcripci6n   (Guillebault y col,, 2002).

Considerando  la  enorme  importancia  social  y  econ6mica  que  tienen  los

dinoflagelados  para  Chile y  la  evidente falta  de  informaci6n  a  nivel  mundial,  se

hace    necesario    profundizar    nuestro    conocimiento    acerca    de    la    biologia

molecular e iniciar estudios gen6micos en A.  cafene//a.  Los estudios gen6micos

se pueden  desarrollar siguiendo diferentes caminos,  uno de ellos es seouenciar

el  genoma  completo  del  organismo,  lo  que  se  han  realizado  recientemente  en

animales,   plantas   y   bacterias   (actualmente   existen   mas   de   150   genomas

bacterianos    seouenciados    publjcados    en    las    bases   de    datos    de    NCBl

httD://www.ncbi.nlm.nih.aov/aenomes/sfatic/eub   a.html).         Considerando         la

cantidad   de  ADN   descrito   para   el   genero  A/exandrium   (1010-1012   pares   de

bases,   es   decir,   mss   de   100   veces   el   genoma   humano   (Anderson   D.,

comunicaci6n  personal),  este  metodo  resulta  inviable.  Un  enfoque  altemativo  a

ese,   son   las   denominadas   Expressed   Sequence   Tags   (EST),   secuencias
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parciales   obtenidas   a   partir   de   la   secuenciaci6n    simple   de   ADNc   (ADN

complementario)  elegidos al  azar.  De este modo se obtiene  una  representaci6n

de los genes que se estan expresando en  los indMduos al momento de extraer

su  ARN,  evitandose  asi  secuenciar  material  irrelevante.  Poseer  una  genoteca

de  ESTs  (colecci6n  de  ESTs)  es  una   herramienta  muy  dtil,  ya  que  permite

disponer de  informaci6n  directa  para  conocer  los  mecanismos  utilizados  por el

dinoflagelado  en  procesos  metab6licos,  divisi6n  celular,  formaci6n  de  quistes,

sintesis  de  toxinas  y  otros.  Ademas  la  genoteca  es  un  excelente  punto  de

partida para aislar y estudiar algunos genes especificos.

Actualmente    existen    algunos    grupos    a    nivel    mundial    iniciando    el

desarrollo   y   secuenciaci6n   de   genotecas   de   dinoflagelados,    pero   no   de

A.  cafene//a,  lo cual genera una mayor relevancia a este proyecto.

Para  este  estudio  se  ha  elegido  el  aislado  ACC07  de     A.   catene//a,

caracterizado  a   nivel   de   ribotipos   (Uribe  y  col.,   1999)  y  de   composici6n   de

toxinas   (determinadas   por   HPLC),   este   aislado   es   productor  de   saxitoxina,

neosaxitoxina,  gonyautoxina de la  1  a la 5 y carbamoil  1  y 2 (Lagos,1998).
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1.4 0bjetivo general

•     Obtenci6n   de   informaci6n   gen6tica   de   A.    cafene//a   en   base   a   la

preparaci6n y caracterizaci6n de genotecas de ADN complementario.

1.5 0bjetivos especificos

•      Cultivo de A.  cafene//a (ACC07) y preparaci6n de genoteca.

•      Obtenci6n  de  cultivo  ax6nico  de  A.   cafene//a  (ACC07)  y  preparaci6n  de

genoteca.

•      Caracterizaci6n  de  las  secuencias  de  ADN  complementario  obtenidas  de

ambas genotecas.

•      Analisis y  comparaci6n  de  las  secuencias  de ADN  complementario

con bases de datos internacionales.

•      Comparaci6n de los resultados obtenidos en ambas genotecas
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2.- Materia]es y m6todos

2.1 Cult.ivo in vitro de la cepa ACC0l de Alexandrium catenella

La  cepa  ACC07  de  A.  cafene//a    fue  aislada  originalmente  a  partir  de

muestras fitoplanct6nicas  colectadas  en  abril  de  1994  en  el  Canal  Costa  de  la

Xl  regi6n  de  Chile  (45°  32'S;  73° 34'W).  Este  clon  fue  gentilmente  donado  por

Miriam  Seguel,  Universidad  Austral,  Puerto  Montt.  Las  c6lulas  se  cultivaron  en

matraces   de   vidrio,   en   un   incubador   a   16°C   con   luz   blanca   y   ciclos   de

luz:oscuridad   de   10:14   horas.   El   medio   de  cultivo   utilizado  fue  f/2   (Guillard,

1975)   (Sigma-Aldrich,   St.   Louis,   MO),   el   cual   fue   disuelto   en   agua   de   mar

previamente    filtrada    a    0.22prm    y    autoclavada.     Luego    de    agregar    los

componentes  del  medio,  fue  nuevamente  filtrado  a  0.22  Lim  y  almacenado  a

4OC.

El  recuento  de  dinoflagelados  se  realiz6  por  observaci6n  directa  en  un

microscopio Axioskop (Zeiss, Alemania) con objetivo  10x,  en alicuotas de  10prl y

en  duplicado.

Uno  de  los  parametros  utilizados  para  la  caracterizaci6n  del  crecimiento

de los  dinoflagelados fue  la Tasa  de  Crecimiento  (u),  que representa  la  rapidez

de  crecimiento  por  unidad  de  biomasa,  y se  obtiene  al  integrar  la  ecuaci6n  de

crecimiento  de  poblaci6n  en  un  sistema  cerrado  (dN/dt=LiN),  dando  lugar  a  la

ecuaci6n  N=Noeprt  (N=c6lulas/ml,  No=c6lulas  originales/ml  y  t=tiempo  en  dias).

El  otro  parametro  utilizado  es  el  Tiempo  de  duplicaci6n  (td),  el  cual  se  obtiene

haciendo No=2,  en  el tiempo {d y es td=ln2/Li.
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2.2 0btenci6n de cultivos ax6nicos

2.2.1  Cultivos ax6nicos

La  eliminacj6n  de  las  bacterias  de  los  cultivos  se  desarroll6  en  base  al

protocolo   descrito   por   Uribe   y   Espejo   (2003).    Este   proceso   consiste   en

sucesivos    lavados   y   tratamientos    con    diferentes   antibi6ticos   de    manera

alternada.     Los    lavados    fueron    realizados    cuando    la    concentraci6n    de

dinoflagelados  era  de  2.000  c6Iulas/ml  y  en  grupos  de  50.000  c6Iulas.  Para  el

lavado  de  cada  grupo  se  utilizaron  2  voltlmenes  de  50  ml  de  agua  de  mar

est6ril.  Posteriormente las  celulas  lavadas fueron  resuspendidas en  medio f/2 a

una   concentraci6n   final   de   500   celulas   por   ml   y   se   agreg6   el   antibi6tico

correspondiente.  Los  antibi6ticos  utilizados  fueron  gentamicina  (0.05  mg/ml)  y

penicilina   (0.2   mg/ml).    El   proceso   se   repiti6   cuando   la   concentraci6n   de

dinoflagelados  en   cultivo  lleg6   nuevamente  a  2.000   c6Iulas/ml,   alternando  el

antibi6tico utilizado, hasta completar 6 tratamientos (3 ciclos de cada antibi6tico)

(Fjgura  3).
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Cihivo de A   cafene//a (ACC07)

Firhado de cultivo a lavar.
Malla de  1 1  rm

iiE
Trata miento con anti bi61i cos altermados,

Gentarricina (0.05 mg/ml)  y
Penicilima   (0.2 mgfrol).

Lavado en 2 vol dmenes de ague
de mar esferil.

Hgura 3. Esquema de ]avados y frotamientos con antibi6ticos pars la obtenci6n

de cu]tivos ax6ni€os de A. cafene//a
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2.2.2 Recuento de bacterias

Para la determinaci6n de la cantidad de bacterias presentes en el   cultivo

se  utilizaron  dos  m6todos.  Uno  de  ellos  fue  el  conteo  directo  de  las  muestras

obtenidas   de   los   cultivos   en   una   camara   de   Neubauer   (Hirschmann   EM,

Techcolor),    con    un    objetivo    de    40x.    El    segundo    m6todo    utilizado    fue

microscopia de epifluorescencia,  usando como fluorocromo Naranja de Acridina

(Sigma-Aldrich,    St.    Louis,    MO)   (Uribe   y   col.,    1999),    este   compuesto   tiFie

especificamente  los  acidos  nucl6icos.  Para  la  tinci6n,  se  prepararon  diluciones

de  las  muestras  hasta  obtener  aproximadamente  105  bacterias/ml,  agregando

Naranja   de   Acridina   a   una   concentraci6n   de   0.1%.   Las   muestras   fueron

observadas  en  el  microscopio  con  un  objetivo  de  100x a  una  longitud  de  onda

de  500  nm.  Las fotos fueron  obtenidas  con  una camara  MC80 Axioskop  (Zeiss,

Alemania) adosada al microscopio.

2.3  Preparaci6n de genotecas` de ADN complementario (ADNc)

2.3.1  Purificaci6n de ARN mensa|.ero (ARNm)

El   contenido   de   toxinas   en   el   g6nero  A/exandr/.urn  es   generalmente

mayor en  la  etapa  de  crecimiento  exponencial  (Anderson  y cols„  1990),  es  por

ello   que   la   cosecha   de   los   dinoflagelados   se   realiz6   el   dia   10   mediante

centrifugaci6n  a  2.000  rpm  por  5  min  en  tubos  c6nicos  de  50  ml  (centrffuga

Dynac®  11,  Bencton  Dickinson).

La  extracci6n  de  ARN  total  del  cultivo  se  realiz6  utilizando  tiocianato  de

guanidinio  o  Trizol,  para  la  genoteca  1  y 2  respectivamente.  En  el  primer caso,

el  sedimento  que  contenia  4.5X106  c6lulas  de  dinoflagelado  fue  resuspendido
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en  6  ml  del  buffer  de  homogenizaci6n  (tiocianato  de  guanidinio  4M,  Tris.Cl  0.1

M  (pH  7.5),10/o  de  P-mercaptoetanol)  y  se  sonic6  en  hielo  3  veces  por  3  seg

cada  una  a  maxima  potencia  (Banson  Sonifier 450).  Luego  se  agregaron  6  ml

de fenol,  600Lil  de acetato de sodio 2M y  1,2  ml   de  cloroformo,  se centrifugo a

12.000  g  por 15  min  a 4°C,  se colect6 Ia fase  acuosa  superior y se  agreg6  6ml

de   isopropanol.   Luego  se   incub6   por   10   min   a  temperatura   ambiente  y  se

centrifug6  a  12.000  g  por  10  min  a 4°C.  El  precipitado  fue  lavado  con  6  ml  de

etanol 750/o y centrifugado a 7.500 g por 5 min a 4°C.  El sedimento obtenido fue

secado y resuspendido en  100 prl de agua libre de nucleasas (Winkler Ltda.).  La

extracci6n  con  Trizol  se  realiz6  siguiendo  el  protocolo descrito  por el fabrjcante

(Gibco  BRL,  Life  Technologies).  El  sedimento  celular  se  resuspendi6  en  10  ml

de Trizol  (Gibco  BRL,  Life Technologies)  mediante  agitaci6n  en  un  Vortex (Maxi

Mix  11,  Thermolyne)   por  2   min.   El   rompimiento  de  las  c6Iulas  se  realiz6  por

calentamiento  en  un  bafio  de  agua  a  45°C,  seguido  de  un  congelamiento  en

nitr6geno  liquido  (-96°C)  por 2  a  3  min.  Este  procedimiento  se  repiti6  4  veces.

La   lisis   se   complet6   en   un   homogenizador   Dounce   (Kontess   Glass   CO.,

Vineland  N.J.)  por 30  minutos.  El grado de lisis de  las c6Iulas fue controlado  por

observaci6n  directa al  microscopio.  Se agregaron 2  ml de cloroformo al lisado y

se agit6 vigorosamente por 15 seg,  luego se incub6 a temperatura ambiente por

2 a 3 min.  Posteriormente se centrifug6 a  12.000 g por 10 min a 4°C y se extrajo

la  fase  acuosa  superior.  EI  ARN  se  precipit6  con  5  ml  de  alcohol  isopropilico

seguido  de  incubaci6n  a  temperatura  ambiente  por  10  min  y  centrifugaci6n  a

12.000  g  por  10  min  a 4°C.  El  sedimento  obtenido se  lav6  con  10  ml  de  etanol
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750/o,  con  agitaci6n  vigorosa  y se  centrifug6  a  7.500  g  por 5  min  a  4°C.  Luego

de  secado,  el  sedimento  se  resuspendi6  en  300  Ill  de  agua  destilada  libre  de

nucleasas  (Winkler Ltda.).

Para  determinar la  concentraci6n  del ARN  obtenido,  a  una diluci6n  de  la

muestra se le  realiz6 un espectro entre 200 y 320  nm  en  un  espectrofot6metro

(UV-160A,   Shimadzu).   EI   calculo   de   la   concentraci6n   se   realiz6   segtin   la

formula  [ARN](Ltg/ml)=A26ox40xfactor de  djluci6n.  Entre  5-10  pug  de ARN  fueron

analizados  en  un  gel  de  agarosa  al  10/o  preparada  en  soluci6n  de  corrida  con

formaldehido  [MOPS  0.02M  (pH  7.0),  acetato  de  sodio  8mM,  EDTA 5  mM  (pH

8.0), formaldehido 2.2  M] y bromuro de etidio 0.1prg/ml.

Para  purificar  las  fracciones  poliA+  a  partir  del  ARN  total,  se  utiliz6  una

columna   de   oligo(dT)-celulosa   del    kit   "Oligotex   mRNA   Midi    Kit"   (Qiagen),

siguiendo   el   protocolo   descrito   por   el   fabricante.    La   determinaci6n   de   la

cantidad de ARN poliA+ obtenido se realiz6 mediante espectrofotometria.

La  preparaci6n  de   la  genoteca  a  partir  de   las  respectivas  fracciones

enriquecidas  en  ARN  poliA+    fue  realizada  utilizando  los  A/.fs  "CDNA  Synthesis

Kit",   "ZAP-cDNA®  Synthesis  Kit"  y  "ZAP-cDNA®  Gigapack®  Ill   Gold  Cloning

Kit",  todos  ellos  de  Stratagene® y siguiendo  el  protocolo  descrito  en  el  Manual

de lnstrucciones del producto.
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2.3.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)            `

La  sintesis  de  la  primera  hebra  de  ADNc,  se  realiz6  con  un  partidor-

adaptador oligo(dT), el cual posee un sitio de corte para la enzima de restricci6n

Xho/.   Particularmente   en   esta   genoteca,   se   utmz6   ademas   un   partidor  poli

hexamero  (2.5  Lig/lil)  con  el  fin  de  mejorar  la  cantidad  y  variedad  de  ADNc

sintetizado.

La sintesis de la segunda hebra de ADNc se realiz6 utilizando  Rnasa  H y

DNA  polimerasa  I.  Se  ligaron  adaptadores  EcoR/  en  ambos  extremos  de  los

fragmentos sintetizados,  y finalmente se  digirieron  con  la  enzima  de  restricci6n

Xho/,  con  el  fin  de obtener un ADNc de  doble  hebra  capaz de  ser insertado  de

manera  unidireccional  en  el  vector.  Para  hacer el  seguimiento  de  los  pasos  de

la sintesis de ambas hebras se  utilizaron 2 prl de [Ch-32P]dNTP  (800  Ci/mmol).

2.3.3.  Purificaci6n del ADNc

ADNc se purific6 en  una columna de Sefarosa CL-2B.  La selecci6n de las

fracciones   de  ADNc  a   utilizar  se   realiz6   considerando   sus   concentraciones

aproximadas   (determinadas   mediante   un   contador   de   centelleo   Lumi-Scint

luminometer/LSC)  y  los tamaFios  obtenidos,  esto  ultimo se  determin6  mediante

una    autoradiografia    realizada    a    partir   de    una    electroforesis    en    gel    de

poliacrilamida 50/o y teftida con  bromuro de etidio,  secado y expuesto a la  placa

autoradiografica  (MXG/Plus,  Kodak)  por  2  dias  a  -80°C.  Luego  de  revelar  la

placa,    se   eligieron    las   fracciones   de   ADNc   a    utilizar   de   acuerdo   a   su

concentraci6n y tamafio promedio deseado.
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2.3.4 Ligaci6n del ADNc al vector y empaquetamiento en fago lambda

EI ADNc de las fracciones elegidas se precipit6,  luego se  resuspendi6 en

agua   libre  de   nucleasas  y  se   lig6  al  vector  Uni-ZAP  XR®.   Los  vectores  se

empaquetaron en fago lambda Zap 11 y se titularon mediante recuento de placas

de lisis en  celulas E.  Co/i. XL1-Blue MRF'.

2.3.5 Amplificaci6n de las genotecas

Se   amplificaron   los   fagos   obtenidos   de   las   genotecas   con   el   fin   de

obtener un  mayor y mss estable stock para ser almacenado a -80°C.  Para ello

se  infectaron  c6lulas  de  XL1-Blue  MRF'  de  E.  co//. con  los  fagos  y  luego  de  la

formaci6n de placas de lisis en agar de superficie NZY (para  11: 5g de cloruro de

sodio,  2  g  de  Mgs04*7H20,  5  g  de  extracto  de  levadura,10  g  de  NZ  amina

(caseina   hidrolisada)   y   0.7%(p/v)   de   agarosa),   Ios   fagos   amplificados   se

recuperaron  mediante  la eluci6n con tampon SM  (para  11:  5.8 g de Nacl, 2 g de

Mgs04*7H20,   50   ml  de  Tris-HCI   IM   (pH   7.5)  y  5  ml   de  gelatina  20/o   (p/v)).

Luego de agregar cloroformo (50/o) y centrjfugar por 10 min a 500 g, se recuper6

el sobrenadante y fue almacenado a 4°C en  alicuotas (con 0.3% de cloroformo)

y a -8o°C (con 7°/o de DMSO).

2.3.6 Excisi6n f.n vt.vo del  plasmidio pBluescript a partir del vector Uni-Zap

XR

Este  proceso  consiste  en  extraer y  recircularizar el  segmento  donde  se

encuentra    el    inserto    en    el    vector   Uni-Zap   XR,    generando    el    plasmidio

pBluescript.  La obtenci6n de los clones recombinantes se realjz6 transformando

23



las  bacterias  directamente  con  el  plasmidio.  Esto  permite  ciertas  ventajas  con

respec{o  al  trabajo  con  fagos,  por  ejemplo,  una  manipulaci6n  mss  sencilla  y

rapida de la transformaci6n y cultivo de las bacterias y un  mayor rendimiento de

material a secuenciar, ya que el ndmero de copias por c6lula del vector Uni-Zap

XR®  es  mucho  menor  que  el  plasmidio  pBluescript  (Manual  de  instrucciones,

Stratagene).

La  excisi6n  /'n  v/`vo  se  realiz6  con  la  ayuda  del  fago  he/per EXAssist  en

c6lulas E.  co//.  cepa SOLR, el cual complementa el sistema de excisi6n.

2.4 0btenci6n  de clones recombinantes

Luego  de  obtener  la  genoteca  de  ADNc  en  forma  de  plasmidios,  6stos

se   usaron   para   transformar   c6lulas   de   E.   co//.  cepa   SOLR.   Para   esto   se

mezclaron,1   ml  de  las  bacterias  resuspendjdas  en  Mgs0410mM  y  lprl  de  la

soluci6n  con  los  plasmidios de  la genoteca.  Las bacterias se sembraron en  una

placa Petri de 16 cm de diametro con LB-agar (triptona 5 g, extracto de levadura

2,5  g,   cloruro  de  sodio  2,5  g,  agua  destilada  500  ml  y  16  g  de  agar  (BDH

Chemicals,  Toronto)  con  ampicilina  (50  Lig/ml),  lpTG  (3.9  prmoles) y X-gal  (2 mg

por placa) en su supehicie.

El  plasmidio  confiere,  entre  otras funciones,  resistencia  a  ampicilina  a  la

celula   hu6sped   y   permite   realizar   una   primera   selecci6n   de   las   colonias

recombinantes por color mediante la complementaci6n Ch.

Las   c6lulas   recombinantes   fueron   identificadas   por   la   formaci6n   de

colonias blancas en las placas.  La determinaci6n del tamafio aproximado de los
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insertos  de  los  clones  recombinantes  se  realiz6  mediante  PCR  con  partidores

SK y T7 descritos  para el  plasmidio en  uso.  La  PCR fue  realizada directamente

en las c6lulas tomando con  un asa esteril las colonias blancas de la placa de LB

y resuspendi6ndolas  en  13  Hl  de agua  destilada.  La  mezcla se  incub6  a  100°C

por   10   min   y   luego   se   agregaron   los   restantes   reactivos   (2   prl   buffer  Taq

polimerasa   10x,   0.16   Lil   dNTP   25mM   cada   uno,   0.6   Ltl   Mgc12   50   mM,   2   prl

partidores  SK  y  T710   LiM  y  0.2  prl  Taq  polimerasa  5  U/Ltl).   El   programa  de

amplificaci6n fue 95°C por 5 min,  [94°C por 1  min,  52°C por  1 min,  72°C por 1 :15

min]  por 30  ciclos,  72°C  por  10  min  (Termociclador PTC-100TM,  M.J.  Research).

Finalmente,  los  fragmentos  amplificados  se  visualizaron  por  electroforesis  en

geles  de  agarosa  2%  a  100  volts  por 20  min,  utilizando  un    estandar  de  peso

molec.ular de  100 pares de bases (lnvitrogen). Se seleccionaron aquellos clones

que poseian un inserto de tamaFio igual o superior a  300 pares de bases.

2.5 Purificaci6n de ADN  plasmidial

Los clones seleccionados se crecieron en 3,5 ml de medio LB liquido con

ampicilina  (50  LLg/ml),  a  37°C  y  con  agitaci6n  constante  de  200  rpm  durante  la

noche.  Se  destinaron  400  Lil  del  cultivo  a  la  preparaci6n  de  stocks  en  glicerol

200/o para ser almacenados a -80°C.  El resto del cultivo se utiliz6 para extraer el

ADN  plasmidial  siguiendo  el  protocolo  de  extracci6n  de  lisis  alcalina  modificado

a  partir  de  los  m6todos  de  Birnboim  y  Doly  (1979)  e   lsh-Horowicz  y  Burke

(1981), .descrito  en  Sambrook  y  col.,1989.  Los  sedimentos  de  ADN  plasmidial

obtenidos fueron  resuspendidos tamp6n TE   (10 mM Tris.Cl,1mM  EDTA (pH8)).
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El  rendimiento  de  las  extracciones  fue  evaluado  mediante  electroforesis

en geles de agarosa al  1 °/o.

2.6 Secuenciaci6n de ADN  plasmidial

La   secuenciaci6n   de   los   insertos  de   los   clones  seleccionados  de   la

genoteca  se  realiz6  usando  el  m6todo  de  Sanger  y  col.  (1977),  con  dideoxi-

trifosfatos   fluorescentes,   en   un   secuenciador   automatico   ABl   310   Genetic

Analyser.  La secuenciaci6n  se  realiz6 a  partir del  extremo  5'  de los fragmentos

con el partidor T3 disefiado para el plasmidio en uso.

2.7 Analisis de las secuencias obtenidas

Las  secuencias  obtenidas  se  visualizaron  mediante  el  electroferograma

en el  programa Chromas (Copyright© 1998-2002 Technelysium  Pty Ltd.).  Luego,

fueron  analizadas  manualmente  identificandose  y  eliminandose  los  segmentos

de las secuencias correspondientes al vector.

Las secuencias redundantes (identidad  >90°/o) y conf/.gs (identidad  >90%

y un minimo de coincidencia de 30 nucle6tidos) se identificaron con el programa

Sequencher   3.1    (©2003   Gene   Codes   Corporation).   En   ambos   casos,   los

alineamientos fueron  revisados  manualmente  para  constatar,  entre  otras  cosas

la calidad de las secuencias en el fragmento comparado.

Con  el  fin  de  anotar las secuencias  obtenidas,  6stas fueron  comparadas

con   base   de   datos   internacional   de   NCBl   mediante   el   programa   BLAST

://www.ncbi.nlm.nih. (Altschul y col.,1990;  Gish y States,1993;

Madden y col.,1996;  Altschul y col.,1997;  Zhang y Madden,1997).  Se  utiliz6  el
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programa  B/asor (secuencia  traducida  a  aminoacidos  versus la  base  de  datos

de  proteinas)  y  B/asfIV  (comparaci6n  nucle6tido-nucle6tido).  En  este  tiltimo  se

utilizaron  dos  bases  de  datos,  la  de  nucle6tidos  sin  restricci6n  y  la  de  EST,  la

prjmera excluye a la segunda.

Posteriormente,    para    los    sucesivos    analisis    se    seleccionaron    las

secuencias cuya homologia con aquellas de las bases de datos cumplia con los

parametros de identidad >30% y valor estadistico E<10-3.

Las  secuencias  seleccionadas  fueron  clasificadas  de  acuerdo  al  grupo

taxon6mico   al   cual   pertenece  su   hom6loga  y  al   grupo   de   ort6logos  al   que

corresponde   la   proteina   identificada,   para   ello   se   utiliz6   las   categorias   de

Clusters of Orthologous Groups of Proteins (COGs) basadas en los traba}os de

Tatusov  y  col.,1997  y  Tatusov  y  col.,  2001.  Las  categorias  se  detallan  en  la

Tabla  I.

Tabla I. Grupos de proteinas ort6logas (COGs)

Categoria Descripci6n

Desconocida Secuencia   que   no   se   conoce   a   que   protefna
pertenece pero si su organismo de orjgen.

Proteina         no Se   conoce   la   proteina   pero   no   la   funci6n   que
caracterizada cumple dentro del organismo.
Expresi6n Procesos       de       traducci6n,       transcripci6n y
genica replicaci6n.
Proceso Divisi6n     celular,     procesamiento     de     proteinas,
celular membrana      celular,       movilidad      y      secreci6n,

transporte de iones y transducci6n de sehales.
Metabolismo Producci6n      de     energia     y     metabolismo de

carbohidratos,   aminoacidos,   nucle6tidos,   lipjdos,
coenzimas y secundario.
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3.-RESULTADOS

3.1 Cult.ivo de Alexandrium catenella

3.1.1  Curva de crecimiento de] cultivo original

Normalmente  los  cultivos  de A.  cafene//a contienen  una  alta  cantidad  de

bacterias  marinas,  su  ntlmero  varia  de  1.4xl04  bacterias/dinoflagelado  en  la

etapa   exponencial   de   crecimiento,   a   2.3xl06   bacterias/dinoflagelado   en   las

etapas  finales  del  cultivo  (Figura  4,  A).    Estas  bacterias  estan  presentes  en  el

cultivo  desde  el  inicio  del  cultivo  clonal,  el  cual  proviene  del  aislamiento  de  una

c6Iula  a   partir  de   una   muestra  de  fitoplancton   marino   (Guillard,   1995).   Esta

comunjdad  bacteriana se mantiene en el cultivo,  conviviendo en  asociaci6n  con

los dinoflagelados (Uribe y Espejo,  2003).

Durante la etapa de crecimiento exponencial  los dinoflagelados tienen  un

tiempo  de  duplicaci6n  mayor  que  las  bacterias  (Figura  4,   8).   En  las  etapas

tardfas     del     cultivo,     Ia     tasa     de     crecimiento     bacteriano     se     estabiliza,

manteni6ndose  similar  incluso  despu6s  del  decaimiento  de  los  dinoflagelados.

Cabe destacar que las bacterias encontradas presentan  una amplia variedad en

cuanto  a  su  morfologia,  tamafio,  movilidad  y  agrupaci6n  entre  ellas  (datos  no

mostrados).
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Curva de crecimiento A. cafene//a ACC07

--!        , ,E+o8ii:::::i1.E+021,E+OO
I.I.111111     I     I   I

0

JA

20                  40                  60                  8

Tiempo(dfas)

dino/ml      -bact/ml      ± bact/dino

Pafametro Dinoflagelados Bacterias

Tasa de crecimiento 0.177 1.171

Tiempo de duplicaci6n 3.9 d'as 0.59 dlas

Densidad maxima 1.7xl 04 dino/ml 1.5xl 08 bacvml

Figure  4.  Crecimiehfo  de  cultivos de  A.  catene»a y bacterias asociadas en  cliltivo
original.
A)  Curva  de  crecimiento  de  A.   catene//a  y  bacteiias.   a)  Parametros   de  crecjmiento
exponencial de A,  cafene//a (0 a 19 dras) y bacterias (0 a 5 dfas).
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3.1.2 0btenci6n de cultivos ax6nicos

La obtenci6n de cultivos ax6nicos se realiz6 mediante ciclos de lavados y

aplicaci6n de antibi6ticos al oultivo original (Uribe y Espejo,  2003).  La Figura 5

muestra la disminuci6n de la concentraci6n de bacterias en estos tratamientos,

el oultivo original poseia 2.7xl 04 bacterias/dinoflagelado, y luego del proceso de

I i mpieza ,          se          obtuvo          cu ltivos          co n          un          promed io          de

3.1xl0-2bacterias/dinoflagelado.

Un ejemplo de la visualizaci6n de las bacterias presentes en los cultivos

mediante microscopia de epifluorescencia se muestra en la Figura 6.

Trataniento de cultlvo A. calene//a

I-        1.Eus            I                                                                                  (

E2                       ''+'
E!

I  izi'i-I
--a-
!i,Ere0'£1,Eon ff     \           u     ,

0                        20                      40                       60                      cO                      1

Tlempo (dias)

~ dirk)/ml            -bact/m]            -bact/dine

Fidura     5.    Djaninuci6n    de    b    concentraci6n    de     bacterfas    despues
de          silce sivo s         fa vados         y         a plicaci6n          de          a ntibi6tico a.
Las  flechas  muestran  los  6  favado§  rearizadce.  Ias  negTas  indican  aplicaci6n  de
gentamicina a.05 mg/ml) y las parpura aplicaci6n de penicilina    xp.2 mg/ml).
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Figura  6.  Epifluorosooncia d® cultivos A.  cafene//a tejlldos con  Naranja de Acridina.
A) Cultivo ACC07origi nal.  a) Cultivo ACC07 tratado pare eljminar las bacterias (ax6nico).

31



3.2 Elaboraci6n de las genotecas

Se elaboraron 2 genotecas de ADNc de los dinoflagelados, Ia genoteca 1

a partir del cultivo original que contenfa las bacterias asociadas y la genoteca 2

a  partir  del  ou]{ivo  axenico.  En  ambos  casos,  se  cosecharon  las  c6Iulas  de

dinoflagelados  y  se  extrajo  su  ARN  total,  que  fue  visualizado  en  geles  de

agarosa  1.4%,  usando como  control ARN  total  de c6lulas  CHSE  (embri6n de

salm6n   Chinook)   (Figura   7).   En   la  imagen  se   observan   las  bandas  que

corresponden a los ARN ribosomales (ARNr) de los diferentes organismos, en

A.  cafene//a,  se distinguen las bandas de ARNr pertenecientes al 5.8S,  18S y

24S previamente descritas para el g6nero (Scholin y Anderson,  1993; Adachi y

col.,1994;  Lenaers y col.,1991). Para comparaci6n se muestran las bandas de

ARNr 18S y 28S de c6lulas de embri6n de salm6n Chinook (CHSE).

A. cafenoJa             CHSE

12

24S 28S

18S5.8S  _ lee

EL,     ``#

FiaLira  7.   E[ectroforesis  del  ARM  total  de  A.  cater)e//a  en  gel  de
agarosa         al         1.4%         en         condiciones         desnaturantes.
Carrll  1:  1qug de ARN total de A.  cafene//a.  Carril 2:  10pg de ARN total de
celulas CHSE .
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Despu6s   de   purificar   la   fracci6n   de   ARN   enriquecida   en   poliA+   se

sintetiz6   el   ADNc   de   doble   hebra.   EI   ADNc   marcado   con   [er-32P]dNTP   fue

purificado  en  columnas  de  Sefarosa  CL-2B,   la  concentraci6n   relativa  de  las

fracciones  obtenidas  fue  determinada  en   un   contador  de  centelleo  y  fueron

visualizadas  mediante autoradiografia  (Figura 8),  observandose  las bandas que

corresponden   a   los   ADNc   sintetizados   y   purificados   por   la   columna.   Se

seleccionaron  las  fracciones  que  poseian  los  ADNc  de  mayor  tamafio,  de  la

fracci6n 3 a la 6 en la genoteca  1  y de la fracci6n 3 a la 7 en la genoteca 2.

EI  ADNc  de  las  fracciones  fue  ligado  a  vectores  Uni-ZAP  XR®,  y  los

vectores  fueron  empaquetados  en  fago  7i  Zap  11,  luego  se  titularon  mediante

conteo  de  placas  de  lisis  en  c6lulas  XL1-Blue  MRF'  (E.   oo//.).   Finalmente  las

genotecas  se  amplificaron,  utilizando  c6lulas  XL1-BIue  MRF',  la  genoteca  1  se

amplific6  en  su  totalidad  (1ml)  y  la  genoteca  2,  solo  la  mitad  de  la  preparaci6n

obtenida   (250Lil).    La   Tabla    11    muestra   un    resumen   de   las   etapas   en    la

elaboraci6n de las genotecas.
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345678.

P8ues5 de FT----
bases800_600_400_200_loo_6S_ Lid    I    EN

#      itii.ifedI,,,S

Ftadiacti`/idad de ADNc

3503cO2505.Zoo150100500 A
/\
/\

/\
/\

/\/\`/-A,           -,
24681

n° de fraccich

Figura  8.  Fraccionamiento  por  tamafio  de  ADNc  de  A.  cafene//a  de  ]a  genoteca  1.
A)  Autoradiografia  de  fracciones  de  ADNc  colectadas  de  la    columna  de  Sefarosa  CL-2B.
a)  Radiactividad de las fracciones  registradas  expresada en  cuentas  por minuto  (cpm).  Las
facciones   36 se combinaron y se c[onaron en A ZAP  11,
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Tabla 11.  Etapas en la elaboraci6n de las genotecas de A.  cafene//a.

Genoteca 1 Genoteca 2

No  de celulas  utilizadas 4.5x| o6 9.04x|o6
ARN total obtenido 400  L'q 738  L'g

Fracci6n  PoliA+  purificada llug 1  1  Ltg

ARN  PoliA+  utilizado 5uq 11  Ilo

Titulo de genoteca noamplificada
7.2xl 03 Pfu/ml 1,8xl 05 Pfu/m|

PfLI totales genoteca noamplificada
7.2xl 03 Pfu 9,1 xl 04 Pfu

Titulo de genotecaamplificada
1.8xl 011  Pfu/ml 1.55xl 012  Pfu/m|

Pfu totales genotecaamplifjcada
1.8xl 013 Pfu 4.6 xl 0`3 Pfu
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3.3 0btenci6n de clones recombinantes

Las  genotecas  fueron  generadas  en  su  forma  plasmidial  mediante  la

excisi6n i.n vt.vo de los stocks de fagos de la genoteca amplificada en el caso de

la  genoteca  1  y sin  amplificar en  el  caso de  la  genoteca  2.  Las  excisiones se

realizaron peri6dicamente, pues cada preparaci6n plasmidial posee una vida Otil

de   aproximadamente   2   meses.   Con   estas   preparaciones   plasmidiales   se

transformaron   celulas   SOLR  de  E.   co//.  y  se  crecieron   en   placas  de   LB-

ampicilina (50 pug/ml) para la obtenci6n de los EST.

La  primera  selecoi6n  de  clones  recombinantes  se  realiz6  utilizando  el

cambio  de  color obtenido  a trav6s  del  sistema de complementaci6n  ci  (Figura

9).

Figura 9. Primera solocci6n do clones recombinantos medianto complom®ntaci6n a.
Siembra  de  celulas  SOLR  (E.   co//)  transfomadas  con  plasmjdios  de  genotecas  de
A.   cafene//a  en  placas  LBiampicilina  (50Lig/ml).   Las  colonias   blancas   corresponden  a
clones recombi nantes.
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Posteriormente   se   realiz6   una   seguhda   selecci6n   considerando   el

tamafio de los insertos lo que se determin6 mediante amplificaci6n por PCR y

analisis en geles de agarosa (Figura 10). Se seleccionaron aquellos clones con

amplificados  de mss  de 400  pb  (alrededor de 300  pb  de  inserto)  los  cuales

normalmente  correspondian  al   50%  del  total.   El  tamafio  promedio  de   los

insertos fue de 400 pares de bases.

Pares de
bases

600_

st    I  I    3    4   5    6   i    c   9  in  n  l2i3i4i5

F       --              -Hi----
i6 rp   18  ig  ae   n  22  23   I+25  ac  r7  ±c   p  sO-i

st   3i  ae  a    ae  35  36  a?  3c  3D  ae  a  4=  43   d4  45
L=

5                     4-                                         r?-     __ ,--A                 =
dF!aF              I                                  _ -

St 46  41  48  a  50  fl  E   53  5(   55    56  S7  58  59  cO

FiquTa 10. Selecci6n de clones recombinantes.
Electroforesis en gel de agarosa 2%  de productos de PCR de clones seleccionados
por   complementaci6n  or.  Cada  cam.I  contiene  7prl  de  muestra.  El  carril St  contiene
150ng  de estandar de peso molecular 100 bp.
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Posteriormente se extrajo el ADN  plasmidial  de  los clones elegidos,  los

que fueron analizados en geles de agarosa como se muestra en la Figura 11.

Pares de
bases

23.130 -
4.361-
2.027-

sF   4]    6    i    11   12-13   i4  »   ig   `22  2j   215  27  ac--z9i-'   -

±E=±E=±
¥   ?  cE24_± jE=  jp  .a  ±  ±   ap   _9 55   5  tE   s§   ?

==±=E=±=i: I =: _ ±! = = i:

Fiaura 11. ADN p[asmidia[ de ]os clones seteccionados.
E[ectroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  de ADN  plasmidial  extraido  de  los  clones
seleccionados  por  el  tamafio  de  su  inserto.  Cada  carril  contiene  lul  de  ADN
plasmidial,   el   carril   St   contiene   400   ng   de   estandar   de   peso   molecular
^DNA/fJi.ndill.
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3.4 Secuenciaci6n y analisis de los clones recombinantes

3.4.1  Resultados generales

Este  estudio  fue  realizado  con  un  total  de  1.264  clones  recombinantes,

581   obtenidos  de  la  genoteca  1   y  683  de  la  genoteca  2.  Los  insertos  fueron

secuenciados y comparados  entre ellos,  obteni6ndose  526  (90.5%) secuencias

tinicas  (no   redundantes)  de  la  genoteca   1   y  607  (88.90/a)  de  la  genoteca  2

(Tabla   111).

Ademas se identific6 1  conf/.g en la genoteca  1  y 6 conf/.gs en  la genoteca

2.  Estas  secuencias  se  alinearon  obteniendo  secuencias  consenso  que  fueron

consideradas para los analisis posteriores como secuencias unicas.

Las  secuencias  tlnicas fueron  sometidas  a  una  btisqueda  de  hom6logas

conocidas  en  la  base  de  datos  internacional  del  programa  B/asf  (tanto  a  nivel

nucleotidico como aminoacidico,  con B/asfIV y B/as£X respectivamente). A partir

de  estos  resultados,  se  seleccionaron  aquellos  clones  cuyos  insertos  poseian

una  homologia  significativa  con  secuencias  conocidas  (identidad  >30°/o  y valor

estadistico  E<10-3).  Normalmente se considera estadisticamente significativo un

valor  de  E  menor  a  0.5,   pero  en  este  caso,  la  versi6n  del  programa  B/asf

utilizado  subestima  estos  valores  (Scala  y  col.,  2002),  es  por ello  que  escogi6

un  valor de  E  menor.  Se  determin6 que  un   porcentaje  de  identidad  mayor que

30°/o  es  suficiente  para  distinguir  protefnas  hom6Iogas,  como  es  el  caso  de  la

proteina  Apafl  de  humano  que  posee  un  21°/o  de  identidad  con  su  hom6loga

CED-3  en  C.  e/egans  (Zou  y  col.,1997),  asi tambi6n,  la  proteina  O-FucT-1  en

humano  y  C.  e/egans  presentan  un  29.4°/o  de  identidad  a  nivel  aminoacidlco

(Wang y col.,  2001 ).
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Los  clones  que  cumplieron  con  los  requisitos  de  homologia  significativa

fueron  117 (22.20/o del total de secuencias tlnicas) en la genoteca  1  y 99 (16.3°/o

del total  de secuencias  dnicas) en  la genoteca 2  (Tabla  Ill),  esto implica que  un

77.80/o    y   un    83.7%    de    las   secuencias    tlnicas,    de    la   genoteca    1    y   2

respectivamente, son no identificables.

Debido   a   que   los   resultados   del   B/asf  arrojan   todas   las   secuencias

hom6logas encontradas, se seleccion6 para cada clon solo una de ellas,  la mas

significativa tomando en cuenta su porcentaje de identidad y valor de E.

La   mayoria  de   las  secuencias   no   identificadas  de  ambas  genotecas

posee  marcos  de  lectura  abiertos,  detallados  en  la  tabla  lv,  alrededor  de  un

800/o  codifican  potencialmente  para  proteinas  de  pesos  moleculares  mayores  a

7  kDa.  Por  otro  lado,  un  3.7%  en  la  genoteca  1  y  un  11.60/a  en  la  genoteca  2

posee extremos 3' poliadenilados.
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Tabla Ill. Resultados generales de la bdsqueda de secuencias hom6Iogas conocidas
en bases de datos,

Genoteca 1 Genoteca 2

Clones Porcentaje Clones Porcentaje
Clonessecuenciados

581 100,0% 683 100,0O/o

Secuenciasredundantes
55 9,5% 76 11,1%

Secuenciasdnicas
526 90,50/o 607 88,90/o

Secuenciasdnicas
526 100,0% 607 100'00/o

Secuenciashom6logas*
117 2:22:0/o 99 16.3%

* valor de E<10-3,  identidad >30°/o

Tabla lv. Marcos de lectura abiertos de las secuencias no identificadas.

Marcosdelecturaabiertos(pb)
Genoteca 1 Genoteca 2

Clones Porcentaje Clones Porcentaje

0-200 61 15.00/o 92 18.3%
201-300 136 33.40/o 204 40.70/o

Sobre 300 210 51.4% 206 41%
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3.4.2 Distribuci6n de grupos taxon6micos

Se  observ6  una  gran  diversidad  en  los  grupos  taxon6micos  a  los  cuales

pertenecen  las secuencias conocidas encontradas  en  las genotecas  (Tabla  lv).

Estos   resultados   se   pueden   apreciar  graficamente   en   las   figuras   12   y   13,

considerando  los  resultados generales  (Figuras  12A y  13A)  y  la  distribuci6n  de

los grupos taxon6micos encontrados (Figuras 128 y 138).

En  la  genoteca  1   los  grupos  mas  importantes  corresponden  a  plantas,

mamiferos y bacterias los cuales representan el 72.60/a del total, en tanto que en

la  genoteca  2,  plantas,   mamiferos  y  dinoflagelados  constituyen  el  69.6%  del

total. Los grupos menos representados son muy diversos en ambas genotecas.

Cabe  destacar  que  juntas,  las  secuencias  de  dinoflagelados,  plantas  y

algas  verdes  (generos  filogeneticamente  muy  cercanos  o  de  origen  comdn)

corresponden a un 58.50/o de las secuencias en la genoteca 2 mientras son solo

16.2% en  la genoteca  1.

En   particular,   una   de   las   diferencias   mas   importantes   entre   las   dos

genotecas    se    refiere    al    porcentaje    de    secuencias    de    dinoflagelados

propjamente tal, las que son  10 veces mss en la genoteca 2 que en la genoteca

1   (3.40/o  y  33.3%  respectivamente).  Otra  diferencia  significativa  corresponde  al

porcentaje de secuencias bacterianas, este es 6 veces menor en  la genoteca 2

con respecto a la genoteca  1  (de un 37.60/a a un 6.1 0/a del total de secuencias).

Por otro  lado,  el  porcentaje de secuencias  de  plantas es 2 veces  mayor

en  la genoteca 2,  mientras que el porcentaje de secuencias de mamiferos es 2

veces menor en comparaci6n con la genoteca  1.
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En  cuanto  a  los  grupos  taxon6micos  menos  representados,  se  aprecia

una  mayor diversidad  en  la  genoteca 2,  en  esta,  a  diferencia  de  la  genoteca  1,

se  encuentran  secuencias  hom6logas  a  otras  de  peces,  hongos  y  secuencias

de  muestras  ambientales  del  Mar  de  los  Sargazos,  aunque  no  se  encuentran

hom6logas a protozoos (Tabla lv).

Tabla V. Distribuci6n grupos taxon6micos de secuencias hom6logas conocidas
de genotecas de A. catene//a.

Grupostaxon6micos Genoteca 1 Genoteca 2
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Bacterias 44 37,6 6 6,1

Plantas 13 11,1 23 23,2

Dinoflagelados 4 3,4 33 33,3

Mamfferos 28 23,9 13 13,1

Algas verdes 2 1,7 2 2,0

Nematodos 5 4,3 5 5,1

lnsectos 6 5,1 1 1,0

Protozoos 5 4,3 0 0
Bacterj6fagos 4 3,4 1 1,0

Peces 0 0,0 4 4,0

Hongos 0 0,0 3 3,0

Sec.  Mar de losSargazos
0 0,0

2 2,0

Cianobacterias 2 1.7 0 0
Grupostaxon6micosfrecuencia<2o/o 4 3.4 6,00 6,1

Total 117 100,0 99 100,0
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3.4.3 Comparaci6n de los grupos de ort6Iogos de secuencias conocidas

Comparando la distribuci6n de grupos de proteinas ort6logas a los cuales

pertenecen las secuencias conocidas encontradas (Tabla V), se puede apreciar

que  la  principal  diferencia  entre  ambas  genotecas  es  el  mayor  contenido  de

secuencias   desconocidas   en   la  genoteca  2   (53.5%)   que   en   la  genoteca   1

(37.60/a).  Por otro  lado,  las secuencias no caracterizadas son 7.80/a  menos en  la

genoteca  2  que  en  la  genoteca  1,  mientras  que  las  diferencias  en  las  otras

categorias son  menos  significativas,  en  la  Figura  14 se  puede  apreciar que  los

mayores  porcentaj.es  corresponden  a  funciones  Metabolismo,  luego  Procesos

Celulares y Expresi6n Genica .

Tabla VI. Distribuci6n de grupos funcionales de las secuencias conocidas
de genotecas  cJe  A. catene//a.

Grupos  deort6Iogosdeproteinas Genoteca1 Genoteca2

Frecuencia Porcentai.e Frecuencia Porcentaje
Secuenciasdesconocidas

44 37,6 53 53,5
Proteinas nocaracterjzadas

21 17,9 10 10,1

Metabolismo 21 17,9 17 17,2

Expresi6n a6nica 16 13.7 11 11,1

Procesoscelulares
15 12,8 8 8,1

Total 117 100,0 99 100,0
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Fiaura 14. Distribuci6n de grmpos funcionales de las secuencias conocidas de ambas
genotecas de A. catene/7a.
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3.4.4 Genes conocidos encontrados

Confirmando    los    resultados    descritos    en    el    analisis    de    grupos

taxon6micos,  en  la  genoteca  1  las secuencias  bacterianas  constituyen  tambi6n

un   alto  porcentaje  de  las  secuencias  identificadas  con  funciones  conocidas

(mss   del   500/o)   (Tabla  Vl).   Destacan   los   grupos  funcionales   Metabolismo  y

Expresi6n   G6nica,   ya   que   constituyen   un   74°/o   y   un   57°/o   de   secuencias

bacterianas  respectivamente,  en  general,  las secuencias encontradas son  muy

diversas  y  con  bajos  valores  estadisticos  de  E,  llegando  incluso  a  0  en  las

proteinas   hidrogenasa-4,   glutamina   permeasa,   malato   sintasa,   psiD,   ADN

fotoliasa, ADN polimerasa,  Moa D,  proteina periplasmatica TorT y gen ycjx.  Las

secuencias  de  dinoflagelados  de  esta genoteca son  solo 4  y pertenecen  a  los

grupos  Expresi6n  G6nica  (ARNr 24S  y 5.8S)  y  Metabolismo  (gliceraldehido-3P

dehidrogenasa),  en  este  caso,  s6lo  las  secuencias  de  ARNr  poseen  valores

estadisticos de E iguales a 0.

En   la   genoteca  2   (Tabla  Vll)   mas  del  50%   de   los  genes  de  funci6n

conocida  pertenecen  a  djnoflagelados,  cabe  destacar el  grupo  de  Metabolismo

donde  estas  secuencias  constituyen  el  86°/a  y  el  grupo  de  Expresi6n  G6nica

donde   constituyen   el   100%.   Los   genes   de   dinoflagelados   encontrados   son

principalmente   citocromo   b   y   c,   gliceraldehido-3P   deshidrogenasa,   ARNr  y

HSP90  (Heat Shock Profe/.n 90),  estos genes son  normalmente  utiljzados  para

realizar  estudios  de  filogenia  de  estas  microalgas.  Otra  secuencia  identificada

es parte del gen que codifica para la PCP (proteina que une peridinina-clorofila),

su  inter6s radica en  la exclusMdad del  uso del  pigmento carotenoide  peridinina
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por   parte   de   los   dinoflagelados   en   su   proceso   de   fotosintes`is   y   se   utiliza

normalmente en estudios de endosimbiosis secundaria.

Dentro  de  las  secuencias  identificadas,  no  se  encontraron  secuencias

homologables          a          la          proteina          Rubisco          (ribulosa-1,5-bisfosfato

carboxilasa/oxigenasa).

En  la  genoteca  2  se  encontr6  un  secuencia  homologable  a  la  proteina

Pherophorina    del    alga    verde    Vo/vow    carter/.,    esta    es    una    glicoproteina

relacjonada   con   la   transducci6n   de   seFiales   en   procesos   de   diferenciaci6n

sexual  (Godl y col.,1997).

Se  observa  en  la  genoteca  2  una  reiteraci6n  en  los  genes  a  los  cuales

pertenecen  las  secuencias  de  dinoflagelados  encontradas,  estos  insertos  no

son redundantes, sino que constituyen diferentes partes del gen conocido.

Fue     posible     identificar     dos     de     los     contigs     encontrados,     ellos

corresponden  a  citocromo  oxidasa  subunidad  1  y ARNr  24S,  los  cuales  luego

de ensamblados, poseian 920 nucle6tidos y 547 nucle6tidos respectivamente.
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Tabla Vll. Genes conocidos encontrados en la genoteca 1

Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mico Score lden-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

Hidrogenasa-4componenteF
Metabolismo E.  coli bacteria 882 980/o 0 M63654

Citrato liasa Metabolismo E.  coli bacteria 557 96% 1e-162 D90703

Aldehidodehidrogenasa
Metabolismo E.  coli bacteria 494 960/o 1e-136 AE000250

Glutaminapermeasa
Metabolismo E.  coli bacteria 759 96% 0 X14180

Malato sintasa Metabolismo E.  coli bacteria 775 99% 0 X12431

livJ  (prot.periplasm.  uneleucina,isoleucina.yvalina)

Metabolismo E. coli bacteria 319 9 1 0/o 2e-84 U00039

ldhA (participaenfermentaci6n)
Metabolismo E. coli bacteria 555 95% 1e-155 AE000235

1 ,4-alpha-glucanbranchingenzyme

Metabolismo S.avesrmitilis bacteria 50 100O/o 6e-03 AP005032

Glicosi'transferasa
Metabolismo H.  influenzae bacteria 49 78C/'o 4e-05 NP  438427

Esterasalactona.especifica
Metabolismo M.  Ioti bacteria 120 73% 9e-27 NP   102005

Succinatodehidrogenasa
Metabolismo a. pertussis bacteria 139 94% 3e-32 CAE42632

Hippuratohidrolasa
Metabolismo

R.solanacearuin
bacteria 108 64% 1e-22 NP  520992

Prot. demembrana Ret.endoplasmatico
Metabolismo C. elegans nematodo 45 34% 4e-04 XP   227801

gamma-glutamilcisteinasintetasa.
Metabolismo a. satlva planta 48 100% 9e-03 BE040348

citrato sintasa Metaboljsmo P. putida bacteria 151 640/a 3e-62 NP   746311

Gliceraldehido3Pdehidrogenasa
Metabolismo S.muscatinei dinoflagelado 52 96% 3e-04 AY314974

Gliceraldehido3Pdehidrogenasa
Metabolismo G. polyedra dinoflagelado 77 67% 7e-20 AAD01871

ATP sintasasubunidadBeta
Metaboljsmo DesmidiumSP.

planta 54 84% 2e-04 AY093931
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Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mico Score 'den-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

psiD(alkylphosphonateuptake)
Metabolismo E.  coli bacteria 781 96% 0 J05260

ADN fotoliasa Exp. genjca E.  coli bacteria 854 99% 0 X57399

ADNpolimerasa
Exp.  genica S. flexnerl bacteria 773 97% 0 AE015400

Timidina kinasa Exp. g6nica S. flexnerj bacteria 119 940/o 8e-24 AE015150

Timidina kinasa Exp. genica S. flexnerj bacteria 180 92% 2e-42 AE015150

Timidinafosforilasa
Exp.  g6nica S. coelicolor bacteria 104 70% 2e-21 NP   629043

Alx (Activadordetranscrlpci6ndelelikotoxin)

Exp. genica M.haemolytica
bacteria 53 47% 7e-07 AAC44666

ARNt sintasa Exp. genica P. falciparum bacteria 49 36% 3e-05 NP  703507

Prot. PutativaRecA/RadA
Exp. genica

IV.aromaticivora
bacteria 90 60% 5e-09

ZP  00094639

recombinasa „S

ARNr 24S Exp. genica A. tamarense dinoflagelado 880 97% 0 A8088279

ARNr 16S Exp.  genica C. campestris planta 50 100% 4e-03 AJ401353

ARNr 5.8S Exp.  genica A.tamarense dinoflagelado 1251 98% 0 A8088333

ARNpolimerasa  11
Exp. genica R. norvegicus mamifero 91 36% 1e-17 XP   218480

Ribonucleo-proteina
Exp. g6nica X. Iaevis anfibio 43 36% 2e-03 P09406

Six2  (factor detranscripci6n)
Exp.  genica P.dumerilii nematodo 82 9 1 a/o 2e-12 AJ316542

Putativa  prot.Ena(uneactina)
P.  celulares D.Melanogaster

lnsecto 54 96% 3e-04 NM   166331

MoaD(bioslntesis demolibdopterjn)
P.  celulares E.  coli bacteria 700 980/o 0 X70420

hipot6tica AidA
P. celulares Magnetococc

bacteria 59 340/o 4e-08
ZP  0004327

(adhesina) USSP 2
comp.  F deenterobactinasintetasa

P. celulares E.  coli bacteria 553 93% 1e-154 U82598

ProtelnaPeriplasmaticaTorT
P.  celulares E.  coli bacteria 1146 960/o 0 D90737

PAK2  (kinasa) P.  celulares H. sapiens mamifero 86 93% 8e-14 AF092132

ATpasa (Na/Ktransporte)
P. celulares M.  musculus mamifero 50 100% 7e-03 XM   354790
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Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mico Score Idem-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

Zinc fingerprotein
P. celulares M. musculus mamifero 46 36% 2e-04 XP  232689

Prot.  modlJlarunidaacalcio
P.  celulares M. musculus mamifero 74 34% 2e-12 XP   218003

pherophorina-dzl P. celulares V. carieri alga verde 57 440/o 1e-07 CAD22154

Glicoprot.  rjcaenhidroxiprolina
P.  celulares V. carteri alga verde 79 47% 3e-14 CA862280

Precursor deprot.deparedcelularricaenglicina

P.  celulares petunia planta 64 32% 2e-09 P09789

Kinasarelacionadaconcdc2-r
P.  celulares P. falciparum protozoo 62 42% 2e-09 NP   702803

Kinasarelacionadaconcdc2-r
P. celulares P. talc.Iparum protozoo 58 45% 1e-07 NP   702803

gen ycjx(enzimaputativa) Nocaracterizada
E.  coli bacteria 807 97% 0 AE000230

gen yzzu
Nocaracterizada

E.  coli bacteria 502 9;no/o 1e-139 D90702

Fosfohidrolasa Nocaracterizada
S. flexneri bacteria 559 96% 1e-156 AE015141

yebQ (prot detransporte) Nocaracterizada
S. flexneri bacteria 565 93% 1e-158 AE015164

Receptor 7helicestransmembrana
Nocaracterizada

H. sapiens mamifero 65 43% 1e-10 BAC05810

Receptor 7helicestransmembrana
Nocaracterizada

H.  sapiens mamifero 59 400/a 1e-08 BAC05810

Receptor 7h6licestransmembrana
Nocaracterizada H. sapiens mamifero 67 34% 1e-10 BAC05810

Receptor 7h6licestransmembrana
Nocaracterizada

H.  sapiens mamlfero 52 32% 1e-05 BAC05810

richohyalin(intermedio deprot.asoc.afilamento)
Nocaracterizada H. sapiens mamifero 64 96% 5e-10 XP   195464

sclerostin Nocaracterizada
M.  musculus mamifero 48 100% 4e-03 AF326737

Putativocomponente deuni6nATP(transporte)
Nocaracterizada

E.  coli bacteria 167 98% 4eJ1 NP  417134
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Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mico Score Idem-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

ProteinaNuclear Nocaracterizada
E.  minor molusco 46 34% 2e-04 AAA98076

ProteinaNuclear Nocaracterizada
C. elegans nematodo 47 300/o 4e-04 NP  493794

alpha/beta No IV. cianobacteria 56 38% 9e-07
ZP   0011200

hydrolasa caracterizada punctiforme 5
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Tabla VIIl. Genes conocidos encontrados en la genoteca 2

Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mico Score lden-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

Citocromo b Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 65 560/o 3e-`O AAL83616

Citocromo  b Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 113 95C/'o 2e-22 AF357522

Citocromo b Metabolismo P. piscicida dinoflagelado 117 98% 1e-23 AF357522

Citocromo b Metabolismo P.  piscicida djnoflagelado 56 930/o 1e-04 AF357518

Citocromo b Metabolismo G. polyedra dinoflagelado 74 950/o 2e-07 AF142472

Citocromo b Metabolismo P. pisc',c',da dinoflagelado 96 96% 1e-16 AF357518

Citocromo b Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 113 91% 2e-22 AF357522

Citocromo c Metaboljsmo G. polyedra dinoflagelado 101 96% 1e-18 AF142472

Citocromo c Metabolismo G. polyedra dinoflagelado 96 95% 9e-17 AF142472

Citocromo c Metabolismo S. mansonj platelminto 90 100% 3e-15 BE463400

Citocromo c Metabolismo P. falciparum protozoo 86 78% 2,e-16 NP   701926

Citocromo c Metabolismo G. polyedra dinoflagelado 115 84% 1e-22 AF142472

Citocromooxidasasubunidad 1
Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 141 940/a 1e-30 AF463413

Pop  (prot.Peridinina-clorofila)
Metabolismo A. tamarense dinoflagelado 338 96% 1e-108 AJ306426

Gliceraldehido -3Pdehidrogenasa
Metabolismo A. tamarense dinoflagelado 250 81% 1e-63 CF948489

ARNr 24S Exp.  G6nica A. affine dinoflagelado 317 93% 1e-83 L38631

ARNr 24S Exp.  G6nica P. micans dinoflagelado 299 91% 2e-78 X15973

ARNr 24S Exp.  G6nica A. catenella dinoflagelado 591 78% 1e-166 AF200667

ARNr 23S Exp.  Genica P.reticulatum
dinoflagelado 80 940/a 3e-12 AY004264

Citocromo b Metabolismo P. piscicida dinoflagelado 65 56O/o 3e-`O AAL83616

Citocromo b Metabolismo P. piscicida dinoflagelado 113 95% 2e-22 AF357522

Citocromo b Metabolismo P. piscicida dinoflagelado 117 98% 1e-23 AF357522

Citocromo b Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 56 93% 1e-04 AF357518

54



Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mjco Score Iden-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

Citocromo b Metabolismo G. polyedra dinoflagelado 74 950/o 2e-07 AF142472

Citocromo b Metabolismo P.  piscicida dinoflagelado 96 96% 1e-16 AF357518

ARNr 23S Exp.  Genica P.reticulatum
dinoflagelado 96 90% 1e-16 AY004264

ARNr 23S Exp.  G6nica P.reticulatum
dinoflagelado 96 90% 1e-16 AY004264

ARNr 16S Exp.  Genica H.triquetra dinoflagelado 202 goo/o 5e-49 AF130038

ARNr 16S Exp.  G6nica H.triquetra dinoflagelado 70 85% 4e-09 AF130038

HSP90 P.  celulares C. cohnii dinoflagelado 93 57% 3e-31 AAM02974

Prot.  13especifica demicrospora
P. celulares a. napus planta 50 57% 3e-05 Q00650

Pherophorina P.  celulares V. carferi alga verde 52 36% 1e-05 T10798

tRNA-Arg(CCU)
P.  celulares S. cerevisiae levadura 50 91% 3e-03 X55342

Ubiquitina P.  celulares G. cydonium porifera 76 91% 1e-`O X70917

Poliubiquitina P.  celulares a. natans cercozoas 50 57% 2e-05 AAM51225

Prot. asociadaafimbriae
P.  celulares

S.parasanguiniS
bacteria 56 31% 7e-07 T17451

Zinc fingerprotein
P. celulares a. sativa planta 54 32% 4e-06 NP   914841

Hom6Ioga deExtensina
P.  celulares A. thaliana planta 52 51% 5e-06 T01456

dehydrin Nocaracterizada
H. vulgare planta 50 96% 7e-03 AF181452

Putativa prot.nuclear Nocaracterizada
C. elegans nematodo 51 300/o 2e-05 NP  499936

Antigenonucleardeproliferaci6ncelular
Nocaracterizada

M. vison mamifero 50 1000/o 7e-03 AY013710

Receptor 7helicestransmembrana
Nocaracterizada

H. sapiens mamifero 44 56% 8e-04 BAC05810

Prot.  hipoteticahcl Nocaracterizada
M. musculus mamifero 47 450/o 7e-05 S26689

Putativaaldehido-deshidrogenasa
Nocaracterizada

E.  coli bacteria 1243 970/a 0 U00096

ATP sintasa No Desmidium
planta 54 89% 3e-04 AY093931subunidad  beta caracterizada SP.
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Gen Funci6n Especie Grupotaxon6mjco Score Idem-tidad ValordeE NOdeaccesoGenbank

Putativapolimerasa-proteinasa
Nocaracterizada

S. flexnerj bacteria 56 100% 7e-05 AE005674
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4.- DISCUS16N

En    este   estudio,    se   secuenciaron    1.264   ADNc   obtenidos   de   dos

genotecas  preparadas  a  partir  de  cultivos  de  A/exandr/.urn  catene//a  (ACC07).

En  ambas  genotecas  se  encontr6  alrededor de  un  90%  de  secuencias  Cinicas,

las  cuales  fueron  utilizadas  para  los  analisis  posteriores.   Este  porcentaje  es

mayor  al   esperado   si   se   compara   con   resultados   de   genotecas   de   otras

microalgas,  donde  estos  valores  alcanzan,  por  ejemplo  83°/o  en  una  genoteca

de  la  djatomea  Phaeodecfy/urn fr/.cornutum (Scala y col.,  2002) y  un  440/o  en  el

dinoflagelado i/.ngu/od/.n/.urn po/yedrum (Bachvaroff y col. , 2004).

La   mayor   parte   (83%)   de   las   secuencias   dnicas   no   pudieron   ser

homologadas con secuencias de las bases de datos internacionales (GenBank),

utilizando  los  parametros valor de  E<10-3 e  identidad  >30°/o.  Este  porcentaje es

relativamente   concordante   con   los   descritos   por  otros   autores   en   estudios

s.im.ilares,  real.izaclos  en  Chrysochromulina  polylepis y  Karenia  brevis,  quienes

han  obtenido alrededor de  un  600/o  de secuencias no  identificadas  (John,  2003;

van  Dolah,  2003)  utiljzando  valores  similares  en  los  parametros  de  selecci6n.

Por  otro  lado,  alrededor  de  un  80°/o  de  las  secuencias  no  identificadas  son,

probablemente  codificantes,  ya  que  poseen  marcos  de  lectura  abiertos  de  mas

de  200  nucle6tidos,  por lo  tanto  la  dificultad  para  identificarlos  radica  en  la falta

de secuencias en las bases de datos con las cuales comparar.

De acuerdo  a  lo  esperado,  en  la  producci6n  de cultivos  ax6nicos  para  la

elaboraci6n   de   la   genoteca   2,   se   obtuvo   un   cultivo   con   alrededor  de   10-2

bacterias/dinoflagelado,   despu6s  de  6  ciclos  de  lavados  y  tratamientos  con
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antibi6ticos.     Estos  resultados  concuerdan  con  los  de  Uribe  y  Espejo  (2003),

que   obtuvieron   cultjvos   axenjcos,   para   este   mismo   organismo,   en   similar

periodo de tiempo de tratamiento.

Al   comparar   los   grupos   taxon6micos   a    los   cuales   pertenecen   las

secuencias   jdentificadas,   en   la   genoteca   1    se   encontraron   6   veces   mas

secuencias  de  origen  bacteriano  que  en  la  genoteca  2  (37.60/o  en  la  primera

versus  6.10/o  en  la  segunda).  En  cuanto  a  las  secuencias  de  dinoflagelados,

estas  son  10  veces  mas  en  la  genoteca  2  que  en  la  1   (3.40/a  en  la  primera

versus  33.3°/a   en   la  segunda).   Estos  resultados   muestran   la   importancia  de

trabajar con  cultivos axenicos en este tipo de estudios, ya que si bien se realiza

una   selecci6n   de   los   ARN   poliadenilados   mediante   columnas   de   oligo(dt),

aparentemente este proceso no es suficiente para obtener exclusivamente ARN

de   origen   eucarionte,   y  por  ello   resulta   imprescindible   realizar  procesos  de

eliminaci6n  de  bacterias  de  los  cultivos.  Es  importante  notar que  normalmente,

en  trabajos  realizados  por  otros  autores  para  la  obtenci6n  de  genotecas  de

djnoflagelados,   no   se   especifican   tratamientos   previos   de   limpieza   de   los

cultivos utilizados ni controles de ausencia de bacterias (Chan y col., 2002;   Bae

y Hastings,1994;  Lee y col.,1993).

Al  comparar  la  djstribuci6n  en  grupos  de  ort6logos  de  proteinas  de  las

secuencias encontradas,  Ia mayor diferencia entre ambas genotecas esta en la

cantidad  de  secuencias  con  funci6n  desconocida,  alcanzando  un  porcentaje de

37.60/o   en   la   genoteca   1    y   un   53.5%   en   la   genoteca   2,   esto   se   debe

probablemente   a   que,   a   traves   de   la   historia   las   bacterias   nan   sido   mas

estudiadas  y  secuenciadas  que  los  eucariontes.  A  modo  de  ejemplo,  existen
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mas   de   150   genomas   bacterianos   secuenciados   versus   20   genomas   de

eucariontes,  de ellos 8 son de plantas, que nan sido publicados en  las bases de

datos de  NCB I (http://www.ncbi.nlm.nib.gov/genomes/static/Cub_g.html).

Los  genes  de  dinoflagelados  encontrados  corresponden  a  citocromo  b  y

c,  gliceraldehido-3P  deshidrogenasa,  ARNr,  HSP90  (Hear Shock Prole/.n  90)  y

PCP  (per/.din/'r}-ch/orophy// profe/.n).  Estos  genes  han  sido  muy  jmportantes  en

estudios filogen6ticos y de la evoluci6n de los dinoflagelados y la endosimbiosis

secundaria.  Mientras que por otro lado,  las secuencias bacterianas encontradas

corresponden     a     genes     diversos     que     participan     mayoritariamente     en

metabolismo y expresi6n genica.  La presencia de ARNr (ARN  ribosomal)   en  las

secuencias    homologadas   encontradas   puede   deberse   a    que   si    bien,    Ia

purificaci6n  por columna  de  oligo(dT)  permite  obtener una fracci6n  enriquecida

en   ARN   poliadenilado,   esta   de   todos   modos   puede   poseer   ARNr   (ARN

ribosomal) o eventualmente ARNt (ARN de transferencia).

Es  importante  destacar  que  la  principal  dificultad  en  la  identificaci6n  de

genes   conocidos   en   dinoflagelados   es   la  escasez   de  secuencias  de   estos

organismos  presentes  en  las  bases  de  datos  (John;  van  Dolah;  Battacharya;

Anderson,  (2003)  comunicaci6n  personal).  Por  otra  parte,  la  identificaci6n  de

proteinas    conocidas    podria   verse    disminuida    por   el    hecho    de    que    los

dinoflagelados,    debido    a    su    posici6n    evolutiva    primitiva    dentro    de    los

eucariontes  (Loeblich,1984)  posee proteinas con funciones similares,  pero  con

una  baja  homologia  a  nivel  de  secuencia  a  las  encontradas  en   los  demas

eucariontes,   tal   es   el   caso   de   la   enzima   Rubisco   (ribulosa-1,5-bisfosfato

carboxilasa/oxigenasa)    de    dinoflagelados.     Esta    proteina    en    la    especie
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Symb/.od/.rw.urn   posee entre un 54% y un  65°/o de similitud a la forma  11  presente

en proteobacterias (Narang y col„  1984)  y solo un 250/o a un 30°/a con la forma I

presente  en  todos  los  demas  eucarjontes  (Martin  y  col.,1992;  Morden  y  col„

1992).  Otro  ejemplo,  es  la  utilizaci6n  dentro  de  los  eucariontes  del  pigmento

peridinina  para  la  captaci6n  de  luz  en  la  fotosintesis,  esto  implica  la  presencja

de  una  proteina  insoluble  tlnica  que  une  este  pigmento,  la  Perr.c/t.n/.n-ch/oraphy//

profe/.n  (PCP)  (Norris  y  Miller,1994).  Como  estas,  es  probable  que  existan  un

alto    ndmero    de    proteinas    con    baja    homologia    con    sus    contrapartes

secuenciadas en eucariontes.

AI analizar las proteinas de dinoflagelados encontradas,  llama la atenci6n

que no se encontraron secuencias pertenecientes a genes de Rubisco,  esto es

extrafio  considerando  que  existe  un  trabajo  reciente,  en  el  cual,  mediante  la

detecci6n   por   anticuerpos   anti-rubisco   en   "prole/.n   ge/   b/ofs",   muestran   la

presencia  de  esta  proteina  durante  todo  el  ciclo  circadiano  en  el  dinoflagelado

Gonyau/ax (Nassoury y col., 2001 ).

Dentro   de   las   proteinas   encontradas   pertenecientes   a   otros   grupos

taxon6micos  relacionados,  llama  la  atenci6n  la  proteina  pherophorina  del  alga

verde  Vo/vox carter/., esta es una gljcoproteina de la matriz extracelular que esta

relacionada  con  la  amplificaci6n  de  sefiales  de  diferenciaci6n  sexual  inducidas

por feromonas  (Godl  y  col.,1997).  Los  dinoflagelados  poseen  ambos  tipos  de

reproducci6n,  sexual  y  asexual,   por  lo  tanto  podrian   utilizar  mecanismos  de

sefiales similares a los de las algas verdes en algtln estado de su ciclo de vida.

La  aparici6n  de  secuencias  hom6logas  a  secuencias   bacterianas,  en

especial cianobacterias, en  la genoteca 2 es esperable desde la perspectiva de
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que   en    los   dinoflagelados   existen   2   tipos   de   organelos,    mitocondrias   y

cloroplastos,    que    fueron    originalmente    bacterias    de    vida    libre,    y    que

actualmente  forman   parte  de   los  dinoflagelados.   Debido  a  su   origen,   estos

organelos  poseen  genes  similares  a  cianobacterias  que  se  estan  expresando

habitualmente   en   los   dinoflagelados,   ya   que   constituyen   los   sistemas   de

respiraci6n  y  fotosintesis  de  estas  microalgas  (Gray  y  col.,   1999;  Simpson  y

Stern, 2002).

Dentro  de  las  secuencias  de  genes  conocidos  de  las  genotecas  no  se

encontraron secuencias homologables con genes participantes en  la biosintesis

de   toxinas   u   otros   metabolitos   secundarios   de   otros   sistemas,   como   por

ejemplo,  la  familia  de  las  polik6tidos  sintasas  que  estan  relacionadas  con  la

sintesis     de     diversos     grupos     de     productos      naturales     que     incluyen

antibacterianos,    antihongos,    anticancer,    entre    otros    (O`Hagan,    1991).    En

dinoflagelados,   Ia   familia   de   polik6tidos   sintasas   se   ha   relacionado   con   la

sintesis    de    diferentes    toxinas,     algunos    ejemplos    son     brevetoxina     8,

amphidinolido  J  y  acido  okadaico,  producidos  por Karen/.a  brev/.s,  Ampft/.d/.n/.urn

carferae   y   Prorocenfrum   //.rna   respectivamente   (Synder   y   col.,   2003).   Es

imporiante  destacar que  las  proteinas  involucradas  en  la sintesis  de saxitoxina

son  aun  desconocidas.  En  el  trabajo  de  Synder y  col.  se  encontr6  un  tipo  de

polik6tido   sintasa,   especificamente   el   tipo    I    en    la   especie    Gymr]odin/.urn

cater)afum  productora  de  saxitoxina,  los  cultivos  utilizados  en  este  trabajo  no

eran  axenicos  pero  se  entrega  evidencia  que  soportaria  el  origen  dinoflagelar

de estos genes (Synder y col., 2003).
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Finalmente,   es   importante   destacar   que   la   falta   de   informaci6n   en

gen6mica   de   dinoflagelados   es   una   piedra   de   tope   para   muchos   trabajos

destinados  estudiar  a   nivel  molecular  y  celular  estas  microalgas  y  tratar  de

esclarecer aspectos de su funcionamiento como metabolismo y otros  procesos

celulares,     especialmente     aquellos     relacionados     con     la     producci6n     de

saxitoxinas que ayuden a  mitigar los efectos dafiinos de estas microalgas y que

resultan  ser,  hasta  ahora  un  misterio.  Considerando  la  importancia  nacional  y

mundial  de  este  tipo  de  organismos,  tanto  en  sus  aspectos  beneficiosos  como

perjudiciales,  es  que  este  estudio  aporta  con  informaci6n  que  contribuye, junto

con   los   aportes   de   los   otros   grupos   a   nivel   mundial,   a   la   btlsqueda   de

respuestas y soluciones a estos problemas.
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5.-CONCLUSIONES

En    este   trabajo,    han   sido   obtenidas    1.264   secuencias   de   clones

recombinantes  de  dos  genotecas  de  ADNc  preparadas  a  partir  de  ARNm  de

Alexandrium catenella.

Los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  evidencian  la  importancia  de

utilizar  cultivos  de  dinoflagelados  libres  de  bacterias  en  la  realizaci6n  de  este

tipo   de   estudios.   Comparando   los   grupos   taxon6micos   de   las   secuencias

hom6logas  encontradas  en  ambas  genotecas  (la  primera  de  ellas  preparada  a

partir  de  un  cultivo  de A.  caferte//a  original  y  la  segunda  a  partir  de  un  cultivo

ax6nico), se observa que en  la genoteca  1,  la cantidad de secuencias de origen

bacteriano es mucho  mayor (alrededor de 6 veces) y la cantidad de secuencias

de  dinoflagelados  es  mucho  menor  (cerca  de  10  veces)  que  en  la  genoteca  2,

ya  que  si  bien  se  utilizan  m6todos  de  purificaci6n  de ARN  poliadenilado,  estos

parecen   no   ser   suficientes   para   obtener   exclusivamente   ARN   de   origen

eucarionte.

Por otro  lado,  en  este estudio queda en  evidencia  la falta de informaci6n

molecular    de     dinoflagelados     en     las     bases     de     datos     jnternacionales,

especificamente a  nivel  de  genes  secuenciados,  ya  que  la  mayor parte  de  las

secuencias en  ambas genotecas no pudo ser homologada con  otras conocidas

de  las  bases  de  datos  internacionales  (un  83°/o).  Esta  carencia  se  manifiesta

tambien  en  la  alta  cantidad  de  secuencias  hom6logas,  de  las  cuales  no  se

conoce la funci6n que cumplen dentro del organismo original.
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Los  resultados  de  este  trabajo  concuerdan  con  los  obtenidos  por  otros

autores   en   genotecas   de   dinoflagelados,   principalmente   en   la   dificultad   de

identificar las secuencias  obtenidas  por la falta  de  informaci6n  molecular sobre

estas  microalgas  en  general.   Este  trabajo  junto  con  los  de  los  otros  grupos

buscan  contribuir  al  nivel  de  informaci6n  que  se  posee  de  estos  organismos

para   poder   asi   acercarse   al   esclarecimiento   de   aquellas   caracteristicas   y

procesos celulares que los hacen ser tan especiales y a la vez tan nocivos.
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