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RESUMEN

Cylindrospermopsis raciborskii es una cianobacteria filamentosa de agua dulce,
de estructura multicelular, que presenta células vegetativas (fotosintéticas), células
especializadas para la fijacién de nitrégeno (heterocistos), y células de resistencia
(akinetes). Se han descrito dos morfologias, filamentos curvos y rectos.

C. raciborskii es una especie potencialmente toxica, debido a que existen cepas
capaces de producir la hepatotoxina cilindrospermopsina (CYL) que inhibe la sintesis de
proteinas, cepas productoras de toxinas del Veneno Paralizante de Mariscos (VPM), que
son potentes bloqueadores de canales de sodio voltaje dependientes en células de
mamiferos y estan conformadas por saxitoxina (STX) y sus anilogos; o no producir
toxinas. C. raciborskii ha sido responsable de florecimientos toxicos en regiones tan
diversas como Australia, Brasil, Estados Unidos y Europa. A pesar de las diferencias en
distribucién geografica, morfologia y toxicidad, C. raciborskii presenta un alto
porcentaje de similitud en las secuencias del ARN ribosomal 168S, sobre un 99% de
similitud, siendo por lo tanto dificil correlacionar con el fenotipo toxigénico las
relaciones filogenéticas establecidas en base a este marcador. En esta tesis se analizd el
espaciador polimérfico ITS entre los genes de TARN 16S y 238 de 8 cepas de C.
raciborskii de distinta toxicidad. Se detectaron mediante PCR dos fragmentos de 430 y
630 pb aproximadamente en las cepas productoras de CYL y en las no productoras de
toxinas, mientras que en la cepa productora de STX, los tamafios fueron 600 y 400 pb,

aludiendo la presencia de al menos dos operones ribosomales. El anélisis de secuencias’

demostrd que los espaciadores poseen dominios conservados en bacterias que solo han




sido descritos para un nimero reducido de cianobacterias y que la diferencia en tamafio
de los espaciadores se debe a la presencia en el espaciador largo de la secuencia que
codifica para los tARN"™ y tARN®". Al asociar estas secuencias a las del gen de TARN
168, se observé que la variacién intragénica es mayor que la variacion observada en la
misma region entre diferentes cepas.

Para analizar la variabilidad genética en la especie C. raciborskii se realizé un
andlisis de restriccién del genoma completo mediante electroforesis en gel por campo
pulsado (PFGE). Para esto, se optimizaron protocolos de obtencién de un concentrado
de cianobacterias con una carga reducida de bacterias heterétrofas y ADN cromosdmico
intacto embebido en moldes de agarosa. Considerando la alta tasa de metilacion presente
en el ADN de cianobacterias, se probaron 16 enzimas de restriccién de corte frecuente y
poco frecuente, de las cuales sélo se obtuvo un patrén de digestion de fragmentos
discretos con las enzimas Xho 1y Miu 1. A través de este anlisis el tamafio gendmico de
las cepas de C. raciborskii se estimé entre 1,6 y 2,06 Mb para la digestion con Xho 'y
entre 2,12 y 3,05 Mb para la digestién con Mz 1.

Se establecieron relaciones filogenéticas entire las cepas de C. raciborskii en base
a las secuencias del gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS correspondientes a
cada operdn ribosomal, observandose una topologia distinta para cada arbol, lo que
sugiere una evolucion independiente de cada operén. Esta divergencia entre los operones
sin embargo, no se correlaciond con la toxicidad de cada cepa, lo que es apoyado por las
relaciones filogenéticas estimadas en base a las secuencia del espaciador ITS Jargo de
cepas de C. raciborskii de distintas regiones geograficas y toxicidades, donde se observa

una agrupacion filogeografica pero no una correlacion con la toxicidad y con aquellas

Xix




relaciones filogenéticas obtenidas a partir del patrén de restriccion de PFGE con las
enzimas X#o I y Mlu 1, donde las cepas productoras de toxinas agrupan en conjunto con
las cepas no téxicas. De acuerdo a los resultados obtenidos, se plantea la hipdtesis que
los genes involucrados en la toxicidad pudieron haber sido adquiridos por procesos de
transferencia horizontal en eventos independientes para las cepas Australianas y para la

cepa procedente de Brasil.
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ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii is a filamentous freshwater multicellular
cyanobacterium due to the presence of nitrogen fixing specialized cells (heterocystous)
and resistance cells (akinets) besides the photosynthetic cells. Two morphologies have
been observed, coiled and straight trichomes.

There are strains of C. raciborskii which produce either cylindrospermopsin,
(CYL) a hepatotoxin, which inhibits protein synthesis, Paralytic Shellfish Poisoning
(PSP) toxins, conformed by saxitoxin (STX) and its derivatives, a class of neurotoxic
alkaloids that selectively block voltage-gated Na* channels in excitable cells, or strains
that do not produce toxins. C, raciborskii has been involved in toxic blooms in diverse
geographic regions such as Australia, Brazil, United States and Europe. Regardless of
the differences in geographic distribution, morphology and toxicity, strains of C.
raciborskii are very homogeneous in their 16S rRNA sequences; similarities higher than
09% have been reported, being difficult to establish phylogenetic relationships and
correlate it with toxigenic phenotype. We analyzed the polymorphic 16S-23S rRNA
Internal Transcribed Spacer (ITS) region from eight C. raciborskii strains able to
produce different toxins. Two ITSs fragments of 430 and 630 bp, were detected by PCR
amplification in CYL producers and non-toxic strains, and two spacers of 400 and 600
bp in the PSP toxin-producing strain, indicating the presence of at least two ribosomal
operons. Sequence analysis of these regions showed in both spacers the presence of
conserved motifs described only in a few species of cyanobacteria. In addition, the size

differences between spacers are given by the presence of tRNA" and tRNA™® in the
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longer spacer. Sequence analysis of the 16S rDNA plus ITS showed an intragenic
variation higher than the variation between different strains.

In order to analyze genetic variability between C. raciborskii strains we
performed a complete genome analysis by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).
The optimization of protocols for obtaining concentrated C. raciborskii cells with a
reduction in the proportion of bacteria associated and intact chromosomal DNA agarose
embedded was necessary previous to perform PFGE. Considering the high content of
methylation in cyanobacterial genomes, 16 frequent and non-frequent cutting restriction
enzymes were assayed. Discrete and distinctive restriction patterns were obtained only
with X#0 I and Mlu I enzymes. Through this analysis genome size of C. raciborskii
strains was estimated in the range of 1.6 - 2.06 Mbp for X#o I and 2.12 - 3.05 Mbp for
Milu 1 digestions.

The phylogenetic relationships established between C. raciborskii strains based
on the 168 rDNA plus ITS sequence from each operon, showed different topologies;
suggesting an independent evolution of each operon. This divergence nevertheless, did
not correlate with the toxicity. This results were supported by the phylogenetic trce
created with the longer ITS of C. raciborskii strains isolated from different geographic
regions and able to produce different toxins that shows a phylogeography that does not
correlate with a toxic phenotype. Phylogenetic trees based on the restriction pattern of
the complete genome also showed no correlation between the toxic phenotype and a
phylogenetic association. Our results support the hypothesis that genes involved in
toxicity could have been transferred by independent processes of horizontal transfer for

the Australian and Brazilian strains.
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INTRODUCCION

Desde hace més de un siglo que se conocen casos de intoxicacién animal debido
a la ingesta de agua con alto contenido de cianobacterias téxicas (Francis, 1878). Sin
embargo, intoxicaciones en humanos sélo se han descrito desde hace 20 afios. El primer
incidente ocurrié en Palm Island (North Queensland) al norte de Australia. En
Noviembre de 1979, 100 nifios de familias aborigenes cayeron enfermos en el hospital
con algunos sintomas de gastroenteritis. La enfermedad no se identifico inmediatamente
por lo que fue denominada la enfermedad misteriosa de Palm Island (Palm Island
mystery disease) (Griffiths y Saker, 2003). No fue sino hasta 1983 que se estableci6 la
relacion entre la enfermedad y un florecimiento de cianobacterias ocurrido en la reserva
de agua potable mas importante de la isla, Solomon Dam (Bourke y col., 1983). Casos
como estos han vuelto a ocurrir, principalmente en Australia y Brasil. En Australia mas
de 1000 km del rio Darling se contaminaron con florecimientos de cepas de Anabaena
circinalis durante la sequia de 1991 (Bowling y Baker, 1996). En Febrero de 1996 en
Caruaru, estado de Pernambuco, Brasil, 52 enfermos fallecieron por fallas hepaticas
luego de ser sometidos a tratamiento de hemodidlisis. Se descubri6 que agua
contaminada con toxinas de cianobacterias fue utilizada en el tratamiento de estos
pacientes (Azevedo y col., 2002). Intoxicaciones cronicas en humanos mediante la
exposicién a toxinas de cianobacterias por el consumo de suplementos alimenticios
elaborados de cianobacterias es otro aspecto que no ha sido completamente estudiado.
La utilizacién de cianobacterias cultivadas en su medio natural v por lo tanto no exentas

de la presencia de otras cianobacterias toxicas llevo en 1996 a la contaminacién de




suplementos alimenticios con hepatotoxinas (Saker y col., 2005). El consumo periodico
de estos suplementos contaminados puede a largo plazo causar cancer e incluso la
muerte (Gilroy, 2000).

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos cuya coloracion se debe a
la presencia de pigmentos fotosintéticos como clorofila @ y pigmentos accesorios
{ficocianinas, ficoeritrinas y ficobilinas). Es posible clasificarlas segiin su morfologia,
existiendo cianobacterias unicelulares de forma esférica o cocoides, a veces agregadas
en una cadpsula mucilaginosa, y cianobacterias filamentosas. Las cianobacterias
filamentosas pueden ser consideradas como organismos multicelulares debido a que
ademas de células vegetativas pueden presentar células especializadas para la fijacién de
nitrogeno (heterocistos) y células de resistencia (akinetes). En algunas ocasiones los
filamentos se pueden encontrar envueltos por mucilago.

Debido a que los requerimientos para el crecimiento de las cianobacterias no son
estrictos (oxigeno, nitrégeno y fdsforo principalmente), la creciente eutroficacion de los
ambientes acuaticos y las sequias producto de los cambios climdticos, enire otros
factores, pueden favorecer la proliferacion masiva de cianobacterias. Este aumento en el
numero de células puede causar efectos negativos en el ambiente, tales como
alteraciones en el pH del agua, disminucién del oxigeno disuelto y mal olor. Sin
embargo, lo mads preocupante es la presencia de toxinas en los denominados
Florecimientos Algales Nocivos o FANs. La progresiva aparicion de FANs de
cianobacterias en reservas de agua potable y aguas recreacionales ha despertado el
interés cientifico, ya que se estima que mas del 50% de estos florecimientos son t6xicos

(Sivonen y col., 1990).




Cianobacterias y produccién de toxinas

Las cianobacterias producen un gran nimero de metabolitos secundarios, que son

compuestos no esenciales para su metabolismo, entre ellos, toxinas. La funcioén natural
que cumplen estas toxinas en el medio ambiente se mantiene desconocida, pero de
manera interesante, afectan principalmente a los mamiferos terrestres més que a los
organismos acudticos. Segun el efecto que producen en el mamifero, las cianotoxinas o
toxinas cianobacteriales pueden clasificarse en dermatotoxinas, neurotoxinas y
hepatotoxinas; estos tltimos dos grupos son capaces de causar la muerte,
Se han descrito al menos 46 especies de cianobacterias productoras de toxinas que
afectan a mamiferos (Sivonen y col., 1999) representadas en agua dulce por: Microcystis
sp., Synechocystis sp, Planktothrix rubescens, Synechococcus sp., Planktothrix agardhii,
Gloeotrichia sp., Anabaena sp., Lynghya sp., Aphanizomenon sp., Nostoc sp., algunas
especies de Oscillatoria, Schizothrix sp. y Cylindrospermopsis raciborskii. La gran
diversidad de cianotoxinas existentes es producida por diferentes especies de
cianobacterias (tabla 1).

Por otro lado, la produccion de toxinas no es una caracteristica de la especie, ya
que dentro de una especie existen cepas no productoras y productoras de uno o més
grupos de toxinas. Este es el caso de Cylindrospermopsis raciborskii, una cianobacteria
de agua dulce, potencialmente toxica, ya que se ha reportado como productora de la
hepatotoxina cilindrospermopsina (CYL) (Othani y col., 1992) y de toxinas del veneno

paralizante de mariscos (VPM) (Lagos y col., 1999).




Tabla 1. Cianotoxinas y sus géneros o especies productoras. Aquellas toxinas en plural poseen
analogos estructurales.

Cianotoxina

Género o especie productora

Hepatotoxinas

CYL

Microcistinas
Nodularines

Neurotoxinas
STX y sus andlogos

Anatoxina-a
Anatoxina-a (S)

Dermatotoxinas
Lyngbyatoxina-a

Aplisiatoxinas

Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon
ovalisporum, Umezakia natans, Raphidiopsis curvata, Anabaena bregi,
hymgbya sp., Microcystis sp.

Microcystis, Planktothrix, Nostoc, Anabaena, Anabaenopsis.

Nodularia.

Cylindrospermopsis raciborskii, Anabaena circinalis, Arabaena lemermannii,
Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon gracile, Aphanizomenon issatschenkoi,
Lyngbya sp., Planktothrix sp.

Anabaena, Planktothrix, Aphanizomeinon.

Anabaena,

Lyngbya.
Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix.,

Cylindrospermopsis raciborskii

C. raciborskii es una cianobacteria filamentosa de agua dulce perteneciente al
género Nostocales. Se caracteriza por la presencia de vacuolas de gas, akinetes,
heterocistos y células vegetativas. C. raciborskii es extremadamente pequefia en
comparacion con otras algas, sus filamentos, conocidos como tricomas, son tipicamente
de 2-3 pm de ancho (Padisak, 2003) y de largo variable, en el rango de 10-120 um

(Briand y col., 2002), pueden ser curvos o rectos (Fig. 1) y a veces estar envueltos en

una capa mucilaginosa.




Figura 1. Microscopia de epifluorescencia ejemplificando las dos morfologias observadas en C.
raciborskii. A. Filamentos curvos (cepa CS-506). B. Filamentos rectos (cepa CS-505).

La presencia de akinetes y heterocistos esta determinada por las condiciones
ambientales. La fijacion de nitrégeno no es un proceso obligatorio, ya que C. raciborskii
puede utilizar como fuente de nitrogeno tanto urea, nitrato y amonio como nitrogeno
atmosférico (Saker y Neilan, 2001). Asi mismo, el desarrollo de los akinetes estd
determinado por condiciones de estrés, principalmente por los cambios en la temperatura
(Gorzd, 1987 en Padisak, 2003). Los akinetes de C. raciborskii germinan en un rango de
temperatura relativamente alta (22 y 23.5°C) si se compara con la temperatura de
germinacion de los akinetes de otros miembros del género Nostocales (18-25°C) (Gorzo,
1987 en Padisak, 2003). C. raciborskii se ha descrito como una especie tropical, sin
embargo, en los ultimos 10 afos se ha expandido a regiones de climas templados
(Padisak, 1997) donde sus florecimientos estan restringidos al periodo de verano (Toth y
Padisak, 1986; Briand, y col., 2002). Las condiciones bajo las que C. raciborskii crece
en aguas tropicales y temperadas parecen ser heterogéneas. Ademas de las diferencias en
la temperatura, se han observado otros factores implicados en el crecimiento de C.

raciborskii. Es posible encontrar por ejemplo, florecimientos en aguas con alta cantidad




de amonio (donde no presenta heterocistos) (Bouvy y col., 1999), alta concentracion de
minerales disueltos (sulfato y calcio) (Briand y col., 2002) y baja concentracion de
fosfato (Itsvanovics y col., 2000).

Las variaciones morfolégicas que experimenta C. raciborskii fueron descritas
por Singh (1962) al observar una poblacién anual. En el esquema de la figura 2 (Padisék,
2003) se pueden observar tricomas en estadios tempranos de desarrollo (Iig. 2: 1-2, 16),
tricomas cortos fragmentados (Fig. 2: 3-4), tricomas desarrollados con heterocistos
terminales en ambos extremos (Fig. 2: 12), desarrollo de heterocistos (Fig. 2: 5-8) y
desarrollo de akinetes (Fig. 2: 9-11, 13-14).

Las cepas de C. raciborskii son capaces de producir CYL, toxinas del VPM o no
producir toxinas. Las toxinas del VPM estén representadas por saxitoxina (STX) y sus
analogos. Se han descrito 26 tipos de andlogos de STX, los que varfan en toxicidad,
siendo STX el anadlogo mas potente (Fig. 3). Estas toxinas pueden ser producidas por
dinoflagelados marinos, y por cianobacterias de agua dulce. Son potentes bloqueadores
de canales de sodio en células de mamiferos voltaje dependientes, lo que afecta la

transmision del impulso nervioso causando la muerte por paro respiratorio a corto plazo.
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Figura 2. Variaciones morfologicas de Cylindrospermopsis raciborskii (reproducido de las
figuras 1-16 en Singh 1962 y extrafdo desde Padisak, 2003). 1-2. tricomas jovenes con extremos
en punta; 3-4. Tricomas cortos fragmentados; 5-8. Desarrollo de los heterocistos; 9-11, 13-14.
Desarrollo de los akinetes; 12. Tricoma largo con heterocistos a ambos extremos; 15. Tricoma

corto con heterocisto en un extremo; 16. Tricoma curva.
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Figura 3. A. Estructura molecular de STX, se designan como R1, R2, R3 y R4 los grupos que
varian en los andlogos de STX. En el recuadro rojo se indica el grupo R4, que define la
clasificacion de la toxina como carbamato, N-sulfocarbamoil o decarbamoil. B. Tabla que
muestra las sustituciones en R1, R2, R3 y R4 que conforman las toxinas del VPM, se destacan
los grupos: carbamato en recuadro purpura, N-sulfocarbamoil en recuadro verde y decarbamoil
en recuadro naranjo.

Las hepatotoxinas ocasionan el tipo mas comun de intoxicacion relacionada con
las cianobacterias, son de accién lenta, causando la muerte en dias. Existen dos andlogos
de la hepatotoxina CYL, 7-epicilindrospermopsina (Banker y col., 2000), un metabolito
secundario de Aphanizomenon ovalisporum, y el andlogo no toxico 7-

desoxicilindrospermopsina (do-CYL) (Norris y col., 1999) (Fig. 4).
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Figura 4. CYL y sus analogos, en naranjo se enmarcan los grupos hidroxilo y H que se
modifican para originar los analogos 7-epicilindrospermopsina y 7-desoxicilindrospermopsina.

Se ha demostrado que CYL es un potente inhibidor de la sintesis de proteinas
(Hawkins y col., 1985; Falconer y col., 1999; Griffiths y Saker, 2003), e impide la
destoxificacion celular (Runnengar y col., 1994, 2002). La estructura de CYL consiste
en un esqueleto triciclico sulfatado, que contiene un grupo guanidinio central unido a un
grupo hidroximetiluracilo (Fig. 4). Esta estructura basada en nucledtidos y con grupos
potencialmente reactivos como la guanidina y los grupos sulfato, sugiere una interaccion
entre CYL y 4acidos nucleicos. Esta interaccion se ha demostrado en estudios en raton, en
que se observo la ruptura de las hebras de ADN (Shaw y col., 2000). En humanos sélo
se ha demostrado que la exposicion a CYL produce anomalias citogenéticas en células

linfoblastoides (Humpage y col., 2000).




Las vias de biosintesis, tanto de STX y sus andlogos como de CYL se
desconocen. Estudios en el dinoflagelado Alexandrium tamarense y en la cianobacteria
Aphanizomenon flos-aquae con precursores marcados han demostrado que los
precursores de STX en ambos microorganismos son: tres moléculas de arginina, una
molécula de metionina y una de acetato (Shimizu, 1986). Esto sugiere que las vias de
biosintesis pueden ser similares, asi como también los genes involucrados en la sintesis
de STX y sus andlogos. Los dinoflagelados son organismos eucariontes, dificilmente
axénicos, cuyo tamafio genémico estd en el rango de 3.000 a 215.000 Mb (Hackett y
col., 2004). En comparacién, el tamafio del genoma de diferentes especies de
cianobacterias se encuentra entre 1,8 Mb y 13,6 Mb (Strehl y col., 1999). Es por esta
razén, que las cianobacterias son consideradas como un buen modelo para el estudio de
la biosintesis de las toxinas del VPM.

Los complejos multienzimdticos modulares tipo péptido sintetasas no
ribosomales (Non Ribosomal Peptide Sythetases, NRPSs) y policétido sintasas
(Poliketide Synthases, PKSs) son responsables de la sintesis de las hepatotoxinas
microcistinas y nodularinas en cianobacterias (Dittmann y col., 1997; Moffitt y Neilan,
2004). Para la sintesis de CYL en la cianobacteria Aphanizomenon ovalisporum se han
propuesto tres genes putativos que codifican para: una amidinotransferasa (AocaA); un
hibrido entre una péptido sintetasa no ribosomal y policétido sintasa (AoaB); y una
policétido sintasa (AoaC) (Schembri, y col., 2001; Shalev-Alon, y col., 2002). Kellman

y col., (2006) mediante PCR especifico contra fragmentos de aoad, €l médulo de

adenilacion (NRPS) de aoaB y el mddulo cetosintasa (PKS) de aoaC, demostraron la

presencia de estos genes en cepas de C. raciborskii sélo productoras de CYL.
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Pese a las diferencias en distribucion geografica, morfologia, toxicidad y
condiciones de crecimiento, las cepas de C. raciborskii presentan un alto porcentaje de
similitud en las secuencias del ARN ribosomal de 16S. Neilan y col., (2003) estudiaron
la variacion genética entre cepas de C. raciborskii aisladas de distintos paises, como
Australia, Brasil, Alemania, Hungria Portugal y Estados Unidos encontrando un 99,1%
de similitud. De la misma manera estudios en cepas australianas revelaron un 99,8% de
similitud, demostrando asi que C. raciborskii conforma un taxén bien definido. La
relacion filogenética establecida a partir de estas secuencias mostrd que existe una
asociacién filogeografica entre las cepas, aunque no es posible establecer una
correlacién entre relacion filogenética y fenotipo toxigénico. Por el contrario, estudios
similares en cepas de Anabaena circinalis productoras y no productoras de STX
mostraron que la asociacion filogenética estd en concordancia con la toxicidad (Beltran
y Neilan, 2000). Debido al alto grado de conservacion de las secuencias génicas del
ARN ribosomal de 168 de C. raciborskii, el analisis filogenético de las cepas de esta
especie debe considerar secuencias que posean una mayor variabilidad.

Los métodos basados en el estudio del polimorfismo genético, como el andlisis
de las secuencias espaciadoras entre los genes de 16S y 238 ribosomales (“Internal
Transcribed Spacer”, ITS), y el analisis de macrofragmentos de restriccion mediante
electroforesis en gel en campo pulsado (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”, PFGE)
cumplen con estos requisitos y por lo tanto son aptos para realizar estudios de

variabilidad genética entre cepas de C. raciborskii.
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Espaciadores ITS entre los genes de 16S y 23S ribosomales.

Los genes ribosomales en bacterias generalmente estdn organizados en operones
en el orden ARN 16S - ARN 23S - ARN 58, y cada gen estd separado por una region
espaciadora ITS. La secuencia de estos espaciadores contiene motivos conservados enfre
todas las bacterias y a menudo contiene un solo ARN de transferencia que puede ser,
tARN® o tARN®® o dos: tARNA?® y tARN™ Las regiones espaciadoras de
cianobacterias varian en tamafio en un rango aproximado de 400 y 700 pb y en las
cianobacterias filamentosas y f{ijadoras de nitrégeno se han encontrado miltiples
espaciadores (Iteman y col., 2000). Se ha demostrado que la longitud de la secuencia y
el grado de variacién genética en estos cspaciadores es un buen método para la
diferenciacién de cepas bacterianas (Navarro y col, 1992). Gugger y col. (2005)
mediante el analisis de secuencias ITS determinaron la diversidad de 16 cepas de C.
raciborskii y 2 cepas de Raphidiopsis sp. en 4 continentes (Ameérica, Oceania, Africa y
Europa) encontrando agrupaciones intracontinentales con 99% de similitud entre cepas y
91% de similitud entre cepas intercontinentales, demostrando que se puede diferenciar
entre cepas. El andlisis de estas cepas basado en parte de las secuencias del ARN

ribosomal de 168 no mostré diferencias entre las cepas de C. raciborskii y Raphidiopsis

sp.

Analisis del genoma completo mediante PFGE
Los métodos de tipificacion se basan en el hecho que las cepas relacionadas de
acuerdo a su fenotipo toxigénico derivan de la expansion clonal de un tinico ancestro y,

por lo tanto, comparten caracteristicas que difieren de aquellas de microorganismos que
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no comparten su fenotipo toxigénico. La tipificacién fenotipica es ampliamente
utilizada, pero debido al predominio de ciertos fenotipos, en la investigacion
epidemioldgica se requieren técnicas que generen patrones de ADN. Entre éstas, las mas
comunes son la ribotipificacidn, el andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLP’s), el analisis del
perfil plasmidico y el anélisis del polimorfismo de longitud de macrofragmentos de
restriccion mediante PFGE.

El anélisis por PFGE tiene una gran capacidad de diferenciacion, ya que es capaz
de subdividir cepas o aislados bacterianos que se encuentran estrechamente relacionados
genotipicamente. Es por esto que esta técnica es preferida para realizar epidemiologia
molecular, Esta capacidad puede ser calculada por el indice de discriminacion D, que
estd basado en la probabilidad de que dos cepas, escogidas al azar de una poblacion de
cepas no relacionadas sean distinguidas por el método de tipificacion (Hunter y Gaston,
1988). Otras herramientas utilizadas para la evaluacion de la técnica son: la capacidad de
tipificaci6n y la reproducibilidad (Hunter, 1990). La PFGE puede revelar polimorfismos
en el andlisis de genoma completo, facilitando asi los estudios evolutivos y de
poblaciones en un sinfin de especies.

La PFGE se utiliza para separar fragmentos de ADN de alto peso molecular,
entre aproximadamente 20 kb a 10 Mb, en geles de agarosa. Permite obtener el tamafio
de cromosomas completos o de los fragmentos de la digestion de un cromosoma. Como
los fragmentos de ADN son muy grandes, les es dificil migrar a través del gel. Para
facilitar la migracion se aplican campos eléctricos (generalmente dos) alternados sobre

el ADN inmovilizado en un molde de agarosa. Cada campo eléctrico es aplicado en
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forma de pulsos de voltaje de duracién variable y dependiente del tamafio de la
molécula, De esta manera, los fragmentos mds grandes requieren de pulsos mds largos
que los fragmentos pequefios. La incidencia del primer campo eléctrico sobre el gel
causa un estiramiento y migracion de las moléculas de ADN, el segundo campo eléctrico
es aplicado formando un 4ngulo con el primero. El ADN debe entonces cambiar su
conformacién y reorientarse antes de que pueda migrar en la direccién del segundo
campo eléctrico. Este movimiento causa que las moléculas de ADN serpenteen en su
camino hacia el fondo del gel (Fig. 5). Las moléculas mds grandes toman mas tiempo en
realinearse después de cambiar el campo que las moléculas méas pequefias. Para prevenir
la ruptura de las moléculas de ADN, las células intactas se embeben en bloques de
agarosa. La lisis y desproteinizacion celular se realiza in situ. Asi mismo, se puede llevar
a cabo la digestién del ADN en el mismo bloque de agarosa.

Ademas de ser una técnica utilizada en tipificacion, la PFGE ha sido
ampliamente utilizada para la estimacién de tamafios genémicos (Strehl y col., 1999), ya
que puede dar un estimado del tamaifio de los fragmentos comparando su posicion con la
del estandar de peso molecular conocido.

Andlisis de PFGE en cianobacterias se han realizado para encontrar secuencias
de transposones en Anabaena circinalis (Fernandez-Pifias y col., 1994; Khudyakov y
Wolf, 1996), y realizar mapas genéticos en Synechococcus sp. (Chen y Widger, 1993) y
Anabaena sp. (Bancroft y col., 1989). Hasta el momento no hay estudios que involucren

el analisis por PFGE en C. raciborskii.
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CHEF

Figura 5. Sistema CHEF. Se muestra la orientacién de los 24 electrodos, y el movimiento de
serpenteo que siguen las moléculas de ADN en su migracion hacia el fondo del gel.

De acuerdo a lo expuesto hasta el momento, las cepas de C. raciborskii presentan
diferencias en términos morfoldgicos y fisioldgicos, por lo que es posible esperar una
alta variabilidad genética. Los antecedentes demuestran que no es posible la
determinacion de esta variabilidad por medio del andlisis de las secuencias del ARN
ribosomal de 168, por lo tanto, es necesario realizar andlisis que involucren regiones
variables dentro del genoma o bien, el genoma completo. Dentro de este contexto, nos
planteamos la signiente hipotesis: “El fenotipo toxigénico en la especie C. raciborskii
estd asociado a un patron clado-especifico, el cual puede ser determinado mediante

estudios de variabilidad genética”.
Por lo tanto, en este trabajo realizamos tanto el estudio de la variabilidad dentro
de los espaciadores ITS, como el andlisis de restriccion de genoma completo mediante

PFGE, con el objetivo de establecer relaciones filogenéticas entre cepas productoras de
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CYL, toxinas del VPM y no tdxicas y determinar si existe una relacién entre la

asociacion filogenética y el fenotipo toxigénico.
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OBJETIVOS

General

“Establecer relaciones filogenéticas entre las cepas de C. raciborskii productoras
de CYL, toxinas del VPM y no téxicas y determinar si existe una relacion entre la

asociacion filogenética y el fenotipo toxigénico™.

Especificos

1. Para cepas de C. raciborskii de distinta toxicidad, obtener muestras con una
carga reducida de bacterias heter6trofas para realizar ya sea extracciéon de ADN o
PFGE.

2. Determinar diferencias enire las secuencias de los genes de rARN 168 asociados
a sus respectivos espaciadores (ITS), de las cepas de C. raciborskii productoras
de CYL, STX y no productoras de toxinas y establecer relaciones filogenéticas
entre ellas.

3. Obtener ADN integro embebido en moldes de agarosa y definir las enzimas
adecuadas para realizar andlisis de restriccion en PFGE.

4. Establecer relaciones filogenéticas entre las cepas a partir de los patrones de
digestion del ADN cromosdmico obtenido por PFGE.

5. Determinar la correlacion entre la asociacion filogenética y el fenotipo

toxigénico de acuerdo a los objetivos especificos 2 y 4.

17




MATERIALES Y METODOS

1. Cepas y condiciones de cultivo.

En la tabla 2 se informa acerca de la toxicidad, morfologia y procedencia de las
cepas utilizadas en este estudio. Las cepas de C. raciborskii productoras de CYL y no
productoras de toxinas junto con la cepa ACMBI13 de A. circinalis se obtuvieron del
Commonwealth Scientific and Indusirial Research Organisation (CSIRO). La cepa D9
productora de toxinas del VPM, corresponde a un cultivo clonal aislado por Loreto
Fuenzalida, originado de Ia cepa SPC 338 que fue aislada en Brasil desde la reserva de
Billing (Lagos y col., 1999).

La totalidad de las cepas analizadas se crecieron en matraces de 250 ml con 100
ml de medio de cultivo MLA (MgSO47H,0 49,4 mg/l; NaNO; 170 mg/l; K;HPO, 34,8
mg/l; H3BO3 2,47 mg/l; vitamina Bz 0,05 pg/l; tiamina HCI 0,1 mg/I; biotina 0,05 pg/l;
NaEDTA 4,36 mg/l; FeCl;-6H,0 1,58 mg/l; CuSO45H,0 0,01 mg/l; ZnSO,-7H,0 22
pg/l; CoCly'6H,O 0,01 mg/l; NaMoO42H,O 0,006 mg/l; NaHCO; 169 mg/l;
CaCl,'2H;0 29,4 mg/l). Los inéculos fueron siempre a vna dilucién 1/10 a partir de un
cultivo en fase exponencial (8-15 dias dependiendo de la cepa). Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura en un rango aproximado de 25-28°C y bajo un
fotoperiodo de 12 h/12 h oscuridad/luz blanca a una intensidad de luz de 40

pmoles/m®s'.
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2. Obtencion y chequeo de filamentos de C. raciborskii y A. circinalis con una carga

reducida de bacterias heterdtrofas.

2.1 Eliminacion de las bacterias acompaiantes.

Debido a que ninguna de las cepas utilizadas en este estudio es axénica, antes de
llevar a cabo cualquier experimento que implicase analisis genético, se llevo a cabo un
protocolo de lavado. Los cultivos se filtraron al vacio a través de una membrana de
nitrocelulosa Millipore® de 3 um de diametro de poro. Para los analisis de PFGE, 100
ml de cultivo en fase exponencial se lavaron con 2 | de agua Milli Q estéril. Para
extraccion de ADN, 20 ml de cultivo se lavaron con 1 1 de agua Milli Q estéril (Fig. 6).
Luego de la filtracion, las células adheridas al filtro se resuspendieron en 1 ml de agua

Milli Q estéril.

(815 das)

Bacterias
acompanantes
H.0, MLA

Figura 6. Esquematizacion del proceso de lavado. Tanto el volumen de cultivo como el volumen
de agua empleados en el lavado dependen del proceso al que serdn sometidas las células, ya sea
extraccion de ADN o PFGE.

20




2.2 Microscopia de Epifluorescencia.

10 pl del resuspendido de células obtenido en la etapa de lavado, se
resuspendieron en 1 ml de agua Milli Q estéril, se filtraron en una unidad de filtracién de
vidrio a través de una membrana de policarbonato tefiida con Negro de Sudan y se
tifleron con naranja de acridina 0,01 % (p/v) de acuerdo a lo descrito por Hobbie, (1977).
La preparacion de cianobacterias tefiidas con naranja de acridina se observo en un
microscopio de epifluorescencia Nikon® con un filiro azul Nikon® G-2A (excitacion de
510 a 570 nm y emisién desde los 590 nm hacia el espectro visible) con el objetivo de
inmersién 100X. La documentacién de imdgenes fue realizada con la cdmara Olympus

C-5060.

22.1 Cuantificacion de las bacterias acompafiantes mediante microscopia de

epifluorescencia.

La cuantificacién de las bacterias heterétrofas acompafiantes se realiz6 mediante
un conteo de las bacterias observadas en 9 campos del objetivo 100X. La estimacion del
atmero de bacterias por muestra se calcul6 entre el producto del promedio de bacterias
por campo y el siguiente factor de conversion.

Factor de conversion = drea filtro / area foto= (200 mm?/ 7:107 mm®)= 28-10°
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3. Anailisis del operén ribosomal de las cepas de C. raciborskii y ACMB13 de A.

circinalls,

3.1 Extraccion del ADN gendmico.

La extraccion del ADN genomico de todas las cepas de C. raciborskii y A.
circinalis ACMB13 se realiz6 lavando 20 ml de cultivo en fase exponencial segin lo
descrito en la seccidn 2.1. El resuspendido de células se centrifugd a 14000 rpm por 20
min y se eliminé el sobrenadanate. Luego se sigui6 el protocolo del bromuro de cetil-
trimetil amonio (CTAB) descrito por Ausubel y col., (1985). La verificacion de la
integridad del ADN genémico extraido se realizd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en TBE 1X (89 mM Tris pH 7,89; 89 mM Acido bérico; 2 mM
EDTA), bajo condiciones de corrida electroforética de 80 V por 80 min y tincién con
bromuro de etidio 0,5 pg/ml por 15 min. El ADN tefiido con bromuro de etidio se

visualizd en un transiluminador UV.

3.2 Amplificacién de los genes de rARN 168, espaciador ITS entre los genes de tARN

168 v 238 v del gen de rARN 168 asociado a su regitn espaciadora (ITS).

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo mediante la reaccién en cadena de
la ADN polimerasa (PCR) ya sea en el termociclador TC-312 de TECHNE® o

Mastercycler® de Eppendorf® en volumenes de reaccién de 30 pl.
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3.2.1 Amplificacién del espaciador (ITS) entre los genes de rARN 165 y 238.

1 pl de dilucién 1/50 del ADN gendmico extraido se amplificé mediante PCR
utilizando 0,25 U de Tag ADN polimerasa Invitrogen®, 3 pl de tampon 10X para PCR
Invitrogen®, 3 mM de MgCl Invitrogen®, 0,3 pM de los partidores 322F y 340R (tabla
2) y 0,2 uM de cada desoxinucleétido, con 95°C por 5 min de desnaturacién inicial, 30
ciclos a 95°C por 30 s, 58°C por 30 s y 72°C por 30s; y 72°C por 10 min de extension

final.

3.2.2 Amplificacion del gcen de tARN 168 v del gen de tARN 16S asociado a su regién

espaciadora (ITS) entre los genes de rARN 168 vy 238S.

Para la amplificacion del gen de rtARN 168, 1 ul de dilucién 1/10 del ADN
gendmico extraido se amplifico mediante PCR utilizando 0,3 U de Tag ADN polimerasa
Invitrogen®, 3 pl de tampoén 10X para PCR Invitrogen®, 2,5 mM de MgCl Invitrogen®,
0,2 pM de los partidores 27F y 1492R (tabla 3) y 0,46 uM de cada desoxinucledtido. La
amplificacion del gen de rARN 16S asociado a su ITS entre Jos genes de rARN 16S y
23S se realizd utilizando 0,4 pM de los partidores 27F y 340R y 0,93 pM de cada
desoxinucleétido. El programa de amplificacién utilizado para ambas regiones consistid
en: un primer ciclo a 95°C por 3 min, 58°C por 6 min y 72°C por 1,5 min; un segundo
ciclo a 95°C por 1,5 min, 58°C por 3 min y 72°C por 1,5 min; 28 ciclos a 95°C por 1,5
min, 58°C por 1,5 min y 72°C por 1,5 min; un ciclo final a 95°C por 1,5 min, 58°C por

1,5 min y 72°C 10 min.
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Tabla 3. Secuencias vy sitios blanco de los partidores utilizados en el analisis de los operones
ribosomales.

Partidor Secuencia (5°->3") Sitio blanco Referencia

FMI13 GACGTTGTAAAACGACGGCCAG  2956-20729 Kit pGEM®-T Easy Promega
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 827 (168)° Lane D. J. y col (1983)
CYAI06F2 CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 106-127 (168)° Nitbel U. y col (1997)
1055F ATGGCTGTCGTCAGCT 1055-1070 (16S)>  Pexris M. I. y col (1996)
322F TGTACACACCGCCCGTC 1332-1348 {168)° Tteman L y col (2000)

RMI13 CACAGGAAACAGCTATGACCATG 176-192¢ Kit pGEM®-T Easy Promega
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 1492-1513 (168)* Lane D. J. y col (1985)
I1221R® ATTGTAG(T/C)ACGTGTGTAGCC 1221-1240 (168)®  Neilan B. y col (1997)

340R CTCTGTGTGCCTAGGTATCC 1999-1979 {235y ItemanI. y col (2000)

* Pastidores utilizados Ginicamiente para secuenciar

b Posicion del partidor basada en la numeracién del ARN ribosomal 168 en E. coli

< Posicién del partidor de acuerdo a la secuencia del operdn ribosoinal de Symechocystis PCC 6803
4 Posicion del partidor de acuerdo a la secuencia del vector pGEM®-T Easy de Promega

3.3 Analisis ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) del gen de

rARN 168.

Se amplifico el gen de rARN 16S desde ADN genémico de las cepas de C.
raciborskii y A. circinalis ACMBI13 segimn el protocolo descrito en la seccién 3.2.2, 10ul
del producto de PCR se digirieron con 6 U de Eco RI, a 37°C por 3 h. Los fragmentos de
restriccion se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v), a 90V

por 90 min, en tampén TBE 1X y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio 0,5

pg/ml.
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3.4 Generacion de bibliotecas del gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS.

3.4.1 Purificacién y ligacién del gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS.

La region del gen de rARN 168 asociada a su espaciador ITS se amplificé desde
el ADN gendémico de las cepas de C. raciborskii y A. circinalis ACMBI13 segin el
protocolo descrito en la seccién 3.2.2. El producto de PCR de interés recién amplificado
se purificd mediante electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusién (Low
Melting Point, LMP) al 0,8 % (p/v) (USBiological), usando TAE 1X (40 mM Tris; 20
mM 4cido acético; 1 mM EDTA) como tampén de corrida. E1 ADN se visualizé usando
tincién con bromuro de etidio 0,5 pg/ml por no més de 5 min en un transiluminador UV.
La banda se extrajo cortandola con una hoja de bisturi y el ADN se purificé con kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. El producto purificado se ligo
al plasmidio pGEM®-T Easy de Promega segn las instrucciones del fabricante. La
reaccion de ligacién se realiz6 toda la noche a 4°C. Para eliminar las sales, el ADN
ligado al plasmidio se dializ6 por 1 h en membrana de nitrocelulosa Millipore® de 0,025

um de didmetro de poro.

3.4.2 Transformacién de E. coli DH5a electrocompetentes.

Las células de E. coli DH5a se crecieron toda la noche en 5 ml de LB (2% (p/v)
triptona; 1% (p/v) extracto de levadura; 1% (p/v) NaCl) a 37°C con’agitacion, a partir de
una colonia. 50 pl de estas células se inocularon en 2 mi de LB y se crecieron hasta una

D.O. de 0,5 a 620 nm. Para climinar el medio LB se tomé 1 ml de cultivo manteniendo

las células en hielo y se centrifugéd a 10000 rpm por 2 min a 4°C. Se retir6 el




sobrenadante y se agregd 500 pl de agua Milli Q estéril, resuspendiendo suavemente 2
veces con micropipeta. Este lavado se repitio tres veces, removiendo en el ultimo paso
todo el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 45 pl de agna Milli Q estéril. Se
incorporé la mezcla de ligacion al resuspendido de células y se agreg6 cuidadosamente a
una cubeta BioRad®. La electroporacion se realizé a 1800 V. Las células se recuperaron
en Medio S.0.C. (2% (p/v) bacto-triptona, 0,5% (p/v) extracto de levadura, 10 mM

NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM glucosa, 20 mM Mg*?) por 1 1.

3.4.3. Seleccidon de los transformantes.

Con el propdsito de obtener un fragmento representativo de la regién corta y
larga del 16S rARN asociado a su espaciador ITS, se realizé una seleccion de los
transformantes.

Se verificd la presencia del inserto en los clones por seleccion en placas de agar
LB suplementado con ampicilina 100 pg/ml y 20 pl de X-Gal 20 mg/ml. 47 clones
positivos para el inserto y 3 clones negativos para cada cepa se crecieron en placas
LB/Amp/X-Gal. Se realizd la extraccion del ADN plasmidial (seccién 3.5.1) y
posteriormente se realizd la amplificacién con los partidores FM13-RM13 (tabla 3) para
la cepa CS-508 de C. raciborskii y ACMBI3 de A. circinalis. También se amplifico por
PCR directamente desde una colonia (seccién 3.5.2) con los partidores FM13-RM13
para las cepas D9, CS8-505, CS-506, CS-507, CS-509, CS-510 y CS-511 de C.

raciborskii.
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3.5 Analisis de los transformantes.

3.5.1 Extraccion del ADN plasmidial.

Se crecieron 10 clones de E. coli DH5a de cada libreria del gen de tARN 16S
asociado a su espaciador ITS de la cepa CS-508 de C. raciborskii y ACMBI3 de A.
circinalis en 2 ml de LB suplementado con ampicilina 100 pg/ml toda la noche a 37°C
con agitacién. La extraccion del ADN plasmidial se realizé segin €l protocolo descrito
por Birnboim y Doly (1979). 5 pl del ADN plasmidial extraido se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TBE 1X a un voltaje de 100 V por I h 40
min, utilizando como marcador 500 pg del ADN del fago A digerido con Hind IIL. 1pl
del ADN  plasmidial de 1 clon representativo de la  regién
que contiene el gen de rARN 168 asociado a su espaciador largo (Banda Superior, BS),
y 1 clon representativo de la region que contiene el gen de rARN 168 asociado a su
espaciador corto (Banda Inferior, BI) de cada cepa, se amplifico con los partidores
FM13-RM13 y se purificé segin el protocolo descrito en la seccidn 3.4.1 para su

posterior secuenciacion.

3.5.2 Amplificacién por PCR directamente desde una colonia.

Una colonia de 1 clon de interés se resuspendio en 100 pl de agua Milli Q estéril,
se hirvié 10 min, se enfrié en hielo y centrifugd para eliminar los restos de células. 1 pl
del sobrenadante se amplificé con los partidores FM13-RM13 (tabla 3) utilizando las
mismas concentraciones de reactivos que para la amplificacidon del gen de rARN 168

asociado a su ITS, pero con un programa mas estricto para disminuir la cantidad de

[N
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productos no especificos en la reaccion de PCR. El programa es el siguiente:
Desnaturaci6n inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos de (95°C por 1 min, 59°C por 1 min y
72°C por 1 min), con una extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se visualizaron utilizando tincién con plata en
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% (p/v), f;n tampon TBE 1X, a 170 V por 90
min. Para la secuenciacion de los fragmentos de interés, se amplificd en triplicado un
clon representante de una BS y un clon representante de una BI del gen de rARN 165
asociado a su espaciador ITS de cada cepa de C. raciborskii y ACMB13 de 4. circinalis.
Los productos de PCR se purificaron con kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System de Promega, segin lo descrito en la seccién 3.4.1 para su posterior

secuenciacion.

3.6 Anélisis de las secuencias del gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS.

3.6.1 Secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion fueron llevadas a cabo en la empresa Macrogen

(www.macrogen.com) utilizando un secuenciador ABI3730XL (Applied Biosystems)

Big Dye terminador v3.1 POP7 polymer y en la Pontificia Universidad Catélica de Chile
utilizando un secuenciador ABI3100 (Applied Biosystems). Los partidores utilizados
para la secuenciacion correspondieron tanto a los partidores utilizados en las reacciones

de amplificacion como partidores internos del gen de rARN 168 y espaciador ITS (tabla

3).
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3.6.2 Alinearnientos.

Todos los alineamientos se realizaron utilizando la herramienta Clustal W del
programa Bioedit sequence alignment y el programa Vector NTI®. El operén ribosomal
resH de E. coli cepa K-12 se utilizé como marcador de la posicién 1 del gen de rARN

168.

3.7 Analisis filogenéticos

En todos los andlisis se excluyeron las secuencias de los partidores y se utilizaron
fragmentos de tamafio equivalente, eliminando las regiones ambiguas observadas en los
alineamientos. Los analisis filogenéticos se realizaron con los programas MEGA 3.1 y
PAUP 4.0b utilizando los algoritmos de méaxima parsimonia y Neighbor-joining (NJ); en
este Ultimo se aplico la distancia p. Para evaluar la estabilidad de las agrupaciones se

realizaron “bootstrap” de 1000 réplicas.

3.7.1 Analisis filogenéticos del gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS.

Los fragmentos de entre 1656 pb y 1840 pb correspondientes al gen de tARN
16S asociado a su espaciador ITS corto y largo respectivamente se analizaron por
separado, dependiendo del tamatfio del espaciador asociado. La secuencia de 4. circinalis

ACMBI13 fue utilizada como grupo externo.

3.7.2 Andlisis filogenéticos de los espaciadores ITS largos (ITS I.)

La secuencia de los espaciadores ITS L, de 504 pb, de todas las cepas de C.

raciborskii utilizadas en este estudio se analizé en conjunto con la secuencia de los
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espaciadores ITS L de cepas de C. raciborskii descritas por Gugger y col,, (2005)
obtenidas de la base de datos NCBI. Se utilizé6 como grupo externo la secuencia del
espaciador ITS I de las cianobacterias filamentosas, fijadoras de nitrogeno,
pertenecientes al orden Nostocales, Anabaena circinalis ACMBI13, Aphanizomenon
ovalisporum 1LC-146, Anabaena Ilemermanni, y las cianobacterias unicelulares
pertenecientes al orden Chroococcales, Synechococcus RCC307 y Synechococcus UW

140.

4, Analisis del genoma completo de las cepas de C. raciborskii.

4.1 Preparacidn de los estindares de PFGE.

4.1.1 Preparacién de los estandares de Vibrio parahaemolvticus cepa KX,

La cepa KX de V. parahaemolyticus se obtuvo del laboratorio de Biotecnologia
del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA) de la Universidad de
Chile, por gentileza del Dr. Romilio Espejo. El protocolo utilizado consiste en una
modificacion del protocolo utilizado por Hara-Kudo y col., (2003), con algunas
modificaciones. 10 ml de un cuitivo procedente de una colonia crecida toda la noche en
medio de cultivoe LB al 1% (p/v) de NaCl, se incubd a 37°C con agitacidén suave (200
rpm) hasta una D.O. de 0,2 a 600 nm. Se tomdé 1 ml de cultivo con D.O. de
aproximadamente 0,5 o una cantidad equivalente a 1-10® células/ml y se centrifugé a

8000 x g por 4 min. Las células centrifugadas se resuspendieron en 0,15 ml de solucién

tampo6n (10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 50 mM EDTA pH 8,0) y se les agreg6 150 ul de




agarosa LMP al 1,6 % (p/v) precalentada a 45°C, se mezcld con pipeta cuidadosamente
sin generar burbujas y se llenaron los moldes, que se dejaron gelificar a 4°C por 10 min.

Los moldes sélidos se traspasaron a un tubo de 50 ml que contenia 1 ml por molde de
solucién de lisis [10 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 100 mM EDTA pH 8,0, 0,2% (p/v)
desoxicolato de sodio, 0,5% (p/v) dodecil sulfato de sodio (SDS)] con 1 mg/ml de
lisozima y 2 pg/ml de RNAsa agregadas al momento de usar, y se incubaron a 37°C por
3 h. Para eliminar las proteinas, los moldes se incubaron por 14 h a 55°C en 1 ml por
molde de tampdn ESP (0,5 M EDTA, 1% (p/v) sarkosil) con 1 mg/ml de proteinasa K
(Winkler). Para eliminar los restos celulares e inhibir la accion de la proteinasa K, los
moldes se incubaron toda la noche a 4°C con Ipl/ml de Para-Metil-Fenil-Sulfonilo
(PMSF) 0,1 M en solucion de lavado (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA pI 8,0) y
luego se lavaron 2 veces por 1 h con solucion de lavado a temperatura ambiente. Los
moldes se almacenaron a 4°C en TE 1X (10 mM Tris, | mM EDTA) hasta el momento
de uso. Se utilizo medio molde para la digestion del ADN cromosdémico de V.
parahaemolitycus cepa KX con la enzima de restriccidon Not 1 (Fermentas), previamente
lavado durante 1 h en TE 1X a temperatura ambiente. El molde lavado se equilibré en
200 pl del tampon 1X de [a enzima de restriccion recomendado por el fabricante por 1 h
a temperatura ambiente y la digestion se realizé en 100 ul de tampén 1X fresco de la
enzima de restriccion con 25 U de Not 1, por 16 h a 37°C. El molde que contenia ADN
cromosémico de V. parahaemolyticus cepa KX digerido con Nof I se utilizd

inmediatamente luego de la digestion.
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4.1.2 Preparacion de los estandares de Saccharomyces cerevisiae YNN 295.

Saccharomyces cerevisiane YNN 295 fue facilitada gentilmente por el Dr. Victor
Cifuentes, director del laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Para preparar los moldes de agarosa se siguié el protocolo
descrito por Schwartz y Cantor (1984), con modificaciones. El protocolo se describe a
continuacién: 10 mi de la cepa, se cultivaron en medio YPD (Extracto de Levadura 1%
(p/v), Peptona 2% (p/v), Glucosa 2% (p/v)), incubando a 30°C con agitacion durante 24
h. Para colectar las células, los 10 ml se centrifugaron a 7000 rpm por 10 min y las
células recuperadas se resuspendieron en 5 ml de EDTA 50 mM pH 8,0. Esta suspension
se centrifugd a 7000 rpm por 10 min y las células obtenidas se resuspendieron en EDTA
50 mM pH 8,0 hasta completar un volumen de 500 pl, luego, a estos 500 pl se le
agregaron 2,5 pl de zimoliasa de un stock 2 mg/ml y se mezclaron con 1,5 ml de agarosa
LMP al 1% (p/v) en EDTA 125 mM precalentada a 42°C. La mezcla fue rdpidamente
Hevada a moldes, los que se dejaron gelificar a 4°C por 10 min. Una vez listos los
moldes, estos se sumergieron en 3 ml de LET (EDTA 0,5 M pH 8,0, Tris 12,4 mM, §-
mercaptoetanol 75 ml/I) con 0,4 mg/ml de zimoliasa e incubaron durante 16 h a 37°C. Se
retiro el sobrenadante y para inactivar las enzimas que pudiesen degradar al ADN, se
agregaron 5 ml de EDTA 50 mM pH 8,0 agitando suavemente. Este paso se repitié una
vez méas. Luego se elimind el EDTA y los moldes se incubaron a 50°C por 24 h en 3 ml
de tampon NDS (EDTA 0,5 M pH 8,0, Tris 12,4 mM, N-butilsarcosina 1% (p/v)) con
0,5 mg/ml de proteinasa K. A continuacidén, se realizaron una serie de lavados para
eliminar los restos de proteina que quedaron en el bloque: se eliminé la solucién de NDS

y se lavo dos veces con 5 ml de TE 1X (EDTA 1mM, Tris 10 mM), precalentado a
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50°C, incubando a 50°C por 30 min cada vez; luego se agregaron 5 ml de TE 1X
precalentado a 50°C, no se incub6, a continuacion se incubé dos veces con 5 ml de TE
1X a temperatura ambiente por 30 min cada vez; luego se agregd 5 ml de TE 1X a
temperatura ambiente, sin incubar. Finalmente, los moldes se guardaron en 3 ml de

EDTA 50 mM a 4°C hasta el momento de usar.

4.2 Obtencion del ADN cromosoémico de las cepas de C. raciborskii_embebido en

moldes de agarosa.

4.2.1 Estimacién del crecimiento mediante cuantificacion de clorofila a.

Para determinar el crecimiento de las cepas de C. raciborskii en el momento de
realizar los moldes de agarosa, se realizé cuantificacién en base a la determinacién
especirofotométrica de clorofila a. El protocolo de extraccion de clorofila a utilizado
corresponde al descrito por Yentsch y Menzel (1963), con algunas modificaciones. De
cada matraz, se tomé 1 mi de cultivo (resuspendiendo las células en el matraz antes de
tomar cada muestra, para lograr homogeneidad) el cual se centrifugé en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml a 14000 rpm por 15 min. Se reemplazd 900 pl de sobrenadante por
900 pl de acetona 100% logrando una concentracion final de acetona al 90%. Los tubos
se incubaron por 19 h a 4°C. Luego se centrifugaron a 14000 rpm por 15 min. La
clorofila a presente en el sobrenadante se cuantificé en un espectrofotémetro BioMate3
UV-visible (Thermo Electron Corporation), haciendo un barrido desde 600 a 800 nm.

Todos los experimentos para cuantificar la clorofila  se realizaron en triplicado.
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4.2.2 Obtencion del ADN cromosomico embebido en moldes de agarosa.

El protocolo utilizado fue derivado de los protocolos descritos por Hess y col.
(1999), para Prochlorococcus y Alduina y col. (2002), para Streptomyces, a los que se
les hicieron modificaciones. 100 ml de cultivo de C. raciborskii en fase exponencial de
crecimiento (8-15 dias dependiendo de la cepa) se lavaron como se describi6 en la
seccion 3.1, para eliminar las bacterias acompaifiantes. Las células concentradas en el
filtro se resuspendieron en 1 ml de EDTA 50 mM pH 8,0 y se centrifugaron por 20 s a
14000 rpm, se eliminé el sobrenadante, las células centrifugadas se resuspendieron en
500 pl de EDTA 50 mM pH 8,0 y se mezclaron por vortex suave con 500 ul de agarosa
LMP al 1,5 % (p/v) precalentada a 42°C, rdpidamente se formaron los moldes y se
dejaron gelificar a 4°C por 10 min. Los moldes sélidos se incubaron en 5 ml de tampon
ESP con 1 mg/mi de proteinasa K a 55°C por 24 I, y otras 48 h con 0,5 mg/ml de
proteinasa K, cambiando por tampédn fresco a las 24 h. Para inhibir la accién de la
proteinasa K, los moldes se incubaron con 1 pl/ml de PMSF 0,1 M en tampon TE25Suc
(25 mM EDTA; 25 mM Tris pH 8,0; 0,3 M Sacarosa) a 4°C y luego se lavaron 3 veces
durante 1 h con TE25Suc a 4°C. Los moldes se almacenaron a 4°C en EDTA 50 mM pH

8.0 hasta el momento de uso, hasta un maximo de 4 meses.

4.2.3 Obtencion del ADN cromosomico digerido de las cepas de C. raciborskii.

Para eliminar los restos celulares, los moldes se lavaron tres veces, en lavados de

1 h en TE 1X a temperatura ambiente, y Iuego se incubaron por 1 h con 200 pl del

tamp6n correspondiente a la enzima de restriccion utilizada (recomendado por el




fabricante): la digestion se realizo en un volumen final de 250 ul con las enzimas

indicadas en la tabla N° 4. En este paso se probaron 16 enzimas de restriccion.

Tabla 4. Detalle de las enzimas de restriccion y condiciones utilizadas para digerir el ADN
cromosomico de las cepas de C. raciborskii.

4.3 Condiciones de corrida de la PFGE del ADN genémico y digerido.
La PFGE fue llevada a cabo en un sistema CHEF DRII (Clamped Homogeneous

Electric Field Electrophoresis) (Fig. 5), que es capaz de resolver fragmentos de ADN
sobre 7000 kb. Este sistema consta de 24 electrodos equidistantes orientados alrededor
de un hexdgono y conectados a la fuente de poder a través de resistencias de igual valor,
lo que divide el voltaje de forma uniforme en cada uno de ellos, creando campos
eléctricos uniformes. El dngulo de reorientacion de los campos es de 120°.

Debido a que se utilizaron enzimas de restriccion de corte frecuente (Mlu 1, Xho
I, Apa 1, Bgl 11, Pvu 1, Stu 1, Rsa 1, Hpa 1, Kpn 1, Sac 1, Sma 1y Bam HI) y poco

frecuente (Not I, Sgs 1. Pac 1y ICeu 1), se experimentaron 4 condiciones de corrida
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electroforética (tabla 5), orientadas a separar bandas de mayor o de menor peso
molecular. Para la separaciéon del ADN cromosoémico de C. raciborskii y de los
fragmentos de restriccién obtenidos en la digestion con las enzimas Not Iy Sgs I se
utilizé el protocolo de corrida 1. Para la separacién los fragmentos de restriccion
obtenidos en la digestion con las enzimas Apa [, Kpn I, Sac 1, Sma 1, Bam Hl, Stu 1, Rsa
I, Pvul, Hpa 1 y Mlu I se utilizd el protocolo de corrida 2, para la electroforesis de la
digestion con las enzimas Pac I, Bgl 11 y ICeu I se utilizd el protocolo de corrida 3 y
para la electroforesis de la digestién con Xho I se utilizd el protocolo de corrida 4. Para
todos los protocolos de corrida se mantuvo constante: el voltaje a 6 V/em, la
temperatura a 14°C y el tampdn TBE 0,5 X suplementado con Tiourea 50 pM. El ADN
se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) por 30 min en un

transiluminador UV,

Tabla 5. Condiciones de corrida electroforética para PFGE de ADN cromosémico digerido y
sin digerir.

Concentracion
Protocolo Pulso (s) Tiempo de corrida (h) Agarosa (%)

1 50-90 24 0,9
2 1-18/3-80 10/10 1,2
3 1-18/3-80 6/12 1,2

4 0.1-25 21 1,2




4.5 Calculo del tamafio gendmico de las cepas de C. raciborskii.

Para la determinacién del tamafio gendémico de las cepas de C. raciborskii se
utilizaron como estindar los fragmentos de digestion con Not I de la cepa KX
secuenciada de V. parahaemolyticus. Se generd una curva de calibracién asumiendo una
migracion logaritmica de los fragmentos utilizados como estandar (Anexo F).

Cada fragmento de restriccion de las cepas de C. raciborskii, obtenido en el gel
de PFGE proveniente de la digestion con Xho 1y con Miu 1 se enumerd segiin su
migracion en el gel y de forma independiente de la cepa de procedencia. Se calculd la

migracion de cada fragmento enumerado.

4.6 Andlisis filogenéticos entre las cepas de C raciborskii basados en PFGE de

digestion.

Se obtuvo una matriz de distancia basada en la presencia o ausencia de bandas
de cada gel de PFGE, se encontraron 59 bandas caracteristicas en el gel de PFGE de
ADN cromosémico digerido con Mlu 1y 58 bandas para la PFGE de ADN cromosémico
digerido con XAo 1.

El andlisis filogenético se realizo con el programa PAUP 4.0b utilizando los
algoritmos de méxima parsimonia y Neighbor-joining (NJ). Para evaluar la estabilidad

de las agrupaciones se realizaron “bootstrap” de 1000 réplicas.
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RESULTADOS

1. Analisis del operdn ribosomal de cepas de C. raciborskii v A. circinalis.

1.1 Eliminacién de las bacterias acompafiantes.

Previo a los andlisis gendmicos se realizé un protocolo de lavado para
disminuir la carga de las bacterias acompafiantes en los cultivos de C. raciborskii y A.
circinalis. En un cultivo de C. raciborskii de 8 a 15 dias de crecimiento, el ntimero de
bacterias acompafiantes alcanza aproximadamente a 3-10° bacterias/ml. Mediante el
protocolo descrito en materiales y métodos, el nimero de bacterias heterdtrofas
acompafiantes disminuyé aproximadamente a 4-10 bacterias/ml (Fig. 7).
La determinacidn del nimero de bacterias contaminantes en este concentrado, se realizé

mediante microscopia de epifluorescencia.

1.2 Extraccion del ADN gendémico de las cepas de C. raciborskii v ACMBI13 de A.

circinalis.
Mediante el protocolo del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) se obtuvo

ADN de un tamafio aproximado de 23 kb o superior y con un bajo nivel de degradacién

para todas las cepas de C. raciborskii y A. circinalis (Fig. 8)
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Figura 8. Analisis de la extraccion del ADN genémico de las cepas C-508, CS-506, CS-507,
CS-505, CS-509, CS-510, CS-511 y D9 de C. raciborskii, y ACMBI3 de A. circinalis mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las electroforesis se realizaron a 80V por 80 min. El
ADN se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio. Se utilizé el marcador de peso
molecular de ADN de A /Hind 111 de Fermentas®.

1.3 Analisis de restriccion del gen de rARN 168 (ARDRA).

La presencia de polimorfismos en el gen de rARN 168 de todas las cepas de C.
raciborskii y A. circinalis se evalud mediante andlisis de restriccion ARDRA utilizando
la enzima de restriccion Eco RI. Estudios previos demuestran que el andlisis ARDRA es
{itil para discriminar entre cepas. Sin embargo, en el caso de C. raciborskii, las cepas
analizadas no presentaron diferencias en el patrén de digestién. Tampoco se observo un
patrén disimil en la cepa ACMB13 de 4. circinalis. El analisis ARDRA del gen de
rARN 16S produjo dos fragmentos, de 600 y 700 pb aproximadamente (Fig. 9). Este
patron concuerda con el descrito en estudios previos realizados en el laboratorio para el
cultivo clonal C10 de C. raciborskii (proveniente de la cepa SPC 338, la misma cepa de

origen que C. raciborskii D9).
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Figura 9. Anélisis ARDRA de las cepas D9, CS-505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-
510 y CS-511 de C. raciborskii y ACMBI3 de A. circinalis mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%. La electroforesis se realizé a 90V por 90 min. EI ADN se visualizé mediante
tincién con bromuro de etidio. Se utilizé ¢l marcador de peso molecular 100 pb plus de
Fermentas®.

1.4 Amplificacién de la regi6n espaciadora (ITS) entre los genes de rARN 168 v 238S.

La amplificacién con los partidores 322F-340R (tabla 3) especificos para
cianobacterias produce fragmentos del largo del espaciador ITS mds un total de 200 pb
(150 pb desde el extremo 3’ del gen de rARN 168 y 50 pb desde el extremo 5° del gen

23S rARN) (Fig. 10).
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Se observaron dos productos de PCR en las cepas de C. raciborskii y tres en 4.

circinalis (Fig. 11), lo que indica la presencia de al menos 2 operones ribosomales en el

rADN 16S |
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rADN 235
ITS |
— P

7///////A 23:1:
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caso de C. raciborskii y 3 operones ribosomales en el caso de 4. circinalis, y concuerda
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con lo descrito para cianobacterias filamentosas fijadoras de nitrégeno (Iteman y col.,

2000).

Figura 10. Esquema representativo de parte de un operdn ribosomal de cianobacteria, donde se
muestra el gen de rARN 16S y la region espaciadora ITS, con los partidores utilizados en esta
tesis. Las flechas grises indican los partidores especificos para cianobacterias y las flechas
negras los partidores para eubacterias. Informacién acerca de las secuencias y la posicién de
estos partidores se encuentra disponible en la tabla 3.

La amplificacién del ADN de las cepas CS-505, C8-506, CS-507, CS-508, CS-
509, CS-510 y CS-511 de C. raciborskii produjo fragmentos del mismo tamafio, de 430
y 630 pb aproximadamente, exponiendo una diferencia en tamafio con los productos de
PCR de la cepa D9 de C. raciborskii, de 400 y 600 pb. Los espaciadores de las cepas de
C. raciborskii, de 400 y 430 pb se designaron como espaciadores ITS cortos (ITS C)
(Fig. 11). De la misma manera, los espaciadores de 600 y 630 pb se designaron como
ITS largos (ITS L) (Fig. 11). ACMBI13 mostrd tres productos de PCR bien definidos de

600, 780 y 800 pb aproximadamente, de tamafio considerablemente diferentes a las

cepas de C. raciborskii (I'ig. 11).
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Figura 11. Anélisis de los productos de PCR de la amplificacién con los partidores 322F y 340R
de las cepas D9, CS-505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-510y CS-511 de C. raciborskii
y ACMBI13 de A. circinalis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. La
electroforesis se realizd a 150V por 60 min y los productos de PCR se visualizaron por tincién
con nitrato de plata. Se utilizé el marcador de peso molecular 100 pb plus de Fermentas®. ITS
L: espaciador ITS largo. ITS C: espaciador ITS corto.

1.5 Bibliotecas del gen de TARN 16S asociado a su espaciador ITS de cepas de C.

raciborskii y ACMBI13 de 4. circinalis.

Al amplificar el gen de rARN 168 asociado a su espaciador ITS con los
partidores 27F-340R (tabla 3, Fig. 10), se observaron dos productos de PCR
correspondientes a la suma del peso molecular del gen de rARN 168 mas el espaciador
ITS L o ITS C en todas las cepas de C. raciborskii. Estos fragmentos se designaron
como banda superior (BS) y banda inferior (BI) respectivamente (Fig. 12). De acuerdo a
los tres espaciadores observados en 4. circinalis ACMBI3, se espero encontrar tres
fragmentos al amplificar con los partidores 27F-340R, sin embargo, la resolucién de la

técnica no permitié observarlos (Fig. 12).
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Los productos de PCR se purificaron y clonaron en E. coli DH50. para realizar

bibliotecas de todas las cepas de C. raciborskii y de A. circinalis ACMBI3.
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Figura 12. Anilisis de los productos de PCR de la amplificacion con los partidores 27F y 340R
de las cepas D9, CS-505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-510, CS-511 de C. raciborskii 'y
ACMBI13 de 4. circinalis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. La
electroforesis se realizé a 150V por 60 min. Los productos de PCR se visualizaron mediante
tincién con nitrato de plata. Se utilizo el marcador de peso molecular 100 pb plus de
Fermentas®. BS: gen de rARN 16S asociado a su espaciador ITS L. BI: gen de rARN 163
asociado a su espaciador ITS C.

Se analizaron 10 clones correspondientes a cada cepa y se escogié un clon que
poseyera el inserto del gen de rARN 168 asociado al espaciador ITS L (BS) y un clon
que poseyera el inserto del gen de rARN 168 asociado al espaciador ITS C (BI) para su
posterior secuenciacion.

Los clones de las cepas CS-508 de C. raciborskii y ACMBI3 de A. circinalis se
analizaron mediante extraccion de ADN plasmidial. En ambas extracciones se obtuvo

dos bandas de aproximadamente 4,9 kb (clon 1 Fig. 13A y clon 25 Fig. 13B) y de 5,1 kb
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(clon 11 Fig. 13A y clon 20 Fig. 13B) correspondientes a la suma del peso molecular del
plasmidio (3 kb) mas la banda superior (BS) o la banda inferior (BI) respectivamente.

Las bandas de tamafio superior corresponden a sobrenrrollamiento del ADN plasmidial

(Fig. 13).
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Figura 13. Analisis de la extraccion del ADN plasmidial de los clones seleccionados que poseen
ya sea el inserto con el gen de rARN 168 asociado al espaciador ITS L (clones 11 y 20) o al
espaciador ITS C (clones 1 y 25) mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%. Clones de
las cepas A: ACMBI13 y B: CS-508. Las electroforesis se realizaron a 100 V por 100 min, EI
ADN se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio. Se utilizé el ADN de A/Hind 111 como
marcador de peso molecular.

Los clones de las cepas de C. raciborskii D9, CS-505, CS8-506, CS-507, CS-509,
CS-510, CS-510 y CS-511 se analizaron mediante amplificacién directo desde una
colonia con los partidores FM13 y RM13. Se obtuvo una sola banda correspondiente a la
BS y una sola banda correspondiente a la BI en todos los clones de las cepas de C.

raciborskii (Fig. 14).
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Figura 14, Analisis de la amplificacién por PCR directo desde una colonia con los partidores
FM13-RM13 de los clones seleccionados que poseen va sea el inserto con el gen de rARN 16S
asociado al espaciador ITS L (BS) o al espaciador ITS C (BI) mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8%. Clones de la cepas A: CS-505, B: C8-506, C: CS-507, D: D9, E: CS-509,
F: CS-510 v G: CS-511, La electroforesis se realizé a 170 V por 90 min. Los amplificados se
visualizaron mediante tincion con nitrato de plata. Se utiliz6 el marcador de peso molecular 100
pb plus de Fermentas®.




1.6 Andlisis de secuencias.

Se secuencio el inserto correspondiente a la BS o BI de cada uno de los
clones seleccionados y se realizé un alineamiento entre las secuencias obtenidas. Para
indicar la posicién 1 del gen de rARN 168 se utilizo la secuencia del oper6n ribosomal
rrsH de E. coli cepa K-12

El alineamiento de las secuencias del gen de rARN 16S correspondientes a
ambos operones de las cepas de C. raciborskii demostrd, como se preveia segin los
antecedentes, un 99,77% de similitud (Anexos A y B).

Las principales diferencias observadas, se encontraron entre los espaciadores ITS
de una misma cepa y fueron mayores a las diferencias observadas entre los espaciadores
de cepas distintas (Fig. 15). El alineamiento de las secuencias de los espaciadores ITS L
¢ ITS C entre todas las cepas de C. raciborskii revelé la presencia de los dominios
conservados en bacterias D1, D1’, D2, D3, D4, D5 y V3 y las secuencias
antiterminadoras box A y box B. Estos dominios han sido descritos para un nimero
reducido de cianobacterias (Iteman y col., 2000).

En todas las cepas el espaciador largo posee 171 pb de diferencia con el
espaciador corto, correspondientes a la presencia del tARN™, tARNA®, al dominio D3 y
a variaciones en el dominio D2 y la regién entre el dominio D1’ y el dominio D2. En la
region comprendida entre el tallo V3 y el dominio D5 de la cepa D9 estén ausentes 20

pb en el espaciador ITS L y 27 pb en el espaciador ITS C. La regién entre los dominios

conservados D1’ y D2 es la que presenta mayor variacion entre todas las secuencias.
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Figura 15. Alincamiento de las secuencias de los

espaciadores ITS L ¢ ITS C de las cepas de C. raciborskii D9,

CS-505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-510 y CS-

511 y cepa K-12 de E coli Se muestran los dominios
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un recuadro rojo. En amarillo se indican las secuencias
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1.7 Andlisis filogenéticos.

Debido a que la mayor variabilidad del operon ribosomal se encontrd en las

regiones espaciadoras ITS, se realizo el andlisis filogenético del gen de rARN 16S y su

region espaciadora asociada. Ambos arboles filogenéticos se muestran en la figura 16.

CS5-306 BS

No toxica

CS 507 BS

No toxica

CS-509 BS

A Gen de rARN 16S e ITS L
ACMNB13 BS
Toxica, STX v andlogos
D9 BS
Toxica, STX vy analogos
CS-3058 BS
I'oxica, CYL
C5-508 BS
No toxica
C5-510 BS
100 No toxica
CS-511 BS
Taxica, CY1
62
10
B Gen de rARN 16S e ITS C
D9 BI
Taxica, STX y analoges
ACMBI13 BI
Toxica, STX ¥ andlogos
CS- 508 BI
No toxica
C5- 506 BI
100 Nu (Hxica
CS.507 BI
No thxica
64 —
56
10

No toxiea

CS- 505 Bl
Toxica, CY1

CS 309 BI
No téxica

Cs-510 BI
No toxica

CS- 511 BI
Téxicn, CYL

Figura 1 6 Relaciones filogenéticas de los genes de rARN 16S e ITS L (A) o ITS C (B)
construidos utilizando el algoritmo de maxima parsimonia y bisqueda heuristica. A: Arbol
consenso de los 6 arboles mas parsimoniosos (Largo: 63 pasos, IC: 0,9206; IR: 0,9167). B:
Unico arbol maés parsimonioso (Largo: 21 pasos, IC: 1; IR: 1). Los valores sobre los nodos
corresponden a bootstrap (1000 réplicas).
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Los arboles presentados se construyeron utilizando el algoritmo de Méxima
Parsimonia (MP). El andlisis por separado de cada operén mostré una alta similitud
entre las cepas, corroborando el resultado encontrado en los alineamientos. A pesar de la
similitud encontrada, los arboles presentan una topologia distinta. En el analisis del
operén correspondiente al gen de rARN 16S asociado al espaciador ITS L (BS) se
observaron dos ramas (Fig. 16A). En la primera se encuentran las cepas no toxicas CS-
508 y CS-510 (tabla 2), junto con las cepas productoras de CYL, CS-505 y CS-511. Las
cepas no toxicas CS-506, CS-507 y CS-509 se agrupan formando la segunda rama
(“bootstrap” de 62%). En el andlisis del operén correspondiente al gen de rARN 168
asociado al espaciador ITS C (BI) por el contrario, se observan tres ramas (Fig. 16B). En
la primera se encuentra la cepa no toxica, CS-508. La segunda rama agrupa a las cepas
CS-506 y CS-507, ambas no téxicas. La tercera rama agrupa a las cepas no toxicas CS-
509 y CS-510 con las cepas productoras de CYL, CS-505 y CS-511. Esta agrupacion
estd apoyada por un valor de “bootstrap” de 56%. En ambos arboles, la cepa D9,
productora de toxinas del VPM agrupa lejanamente relacionada al resto de las cepas de
C. raciborskii y 1a cepa ACMBI3 de 4. circinalis se muestra como grupo externo.

La topologia observada en el arbol filogenético para cada operdn nos indica que
el fenotipo toxico de cepas productoras de CYL pudo haberse debido a eventos de
transferencia horizontal donde existen dos posibilidades, i) solo las cepas toxicas (CS-
505 y C8-511) recibicron los genes que codifican para las enzimas involucradas en la
sintesis de CYL o ii)} todas las cepas recibieron dichos genes pero las cepas no toxicas
(CS-506, CS-507, CS-508, CS-509 y CS-510) los perdieron a través de la evolucion. Si

bien la topologia cambia para cada operdn, el bajo valor de “bootstrap” (62% para el
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operdn largo y 64% y 56% para el operon corto) nos hace suponer que las cepas de C.
raciborskii australianas forman un solo clado y que la cepa D9 es la méas distante
evolutivamente, aunque esta distancia no se define en los arboles realizados con MP. La
divergencia observada en los opérones ribosomales sin embargo, no se correlaciona con
el fenotipo toxigénico en C. raciborskii.

Por otro lado, se realizé un arbol filogenético utilizando solamente la secuencia
del espaciador ITS L de todas las cepas de este estudio y de cepas de distintas
toxicidades de 4 continentes como Africa, América, Europa y Oceanfa (Australia) (Fig.
17).

En este drbol se observan agrupaciones independientes enire las cepas de C.
raciborskii dependiendo del continente de procedencia, Australia, Africa, Europa y
América. Las cepas CS-505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509 y CS-510 provenientes
de Australia agrupan con las cepas productoras de CYL, CYP-026], CYP-023 y CYP-
030B procedentes de Australia y con las cepas no tdxicas PMC 115.02 y PMC117.02
procedentes de Africa formando un “cluster”. Las cepas no téxicas CYLI53 y ATC-
9502, la cepa productora de CYL PMC98.14, y la cepa de toxicidad desconocida
PMC99.12 provenientes de Europa forman un segundo “cluster” separado del “cluster”
que conforman las cepas de toxicidad desconocida PMC118.02 (Senegal) y PMC114.02
(Francia). Por 1ltimo, las cepas provenientes de Brasil: cepa D9, productora de STX,
cepas ITEP-005, ITEP-007 e ITEP-A3 no productoras de toxinas y la cepa PM(C99.06

no toxica de México agrupan formando un altimo “cluster”.
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Figura 17. Reconstruccion filogenética de los espaciadores ITS L obtenidos en este estudio y
descritos por Gugger y col., (2005). Se muestra un arbol de NJ, usando la distancia p. Los
valores sobre los nodos corresponden a bootstrap (1000 réplicas). En naranjo se destacan las
cepas productoras de CYL y en rojo las cepas productoras de toxinas del VPM. Las cepas
utilizadas en esta tesis se destacan en negrita.
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Dentro de las agrupaciones encontradas, no fue posible observar una
correlacion con el fenotipo toxigénico, ya que las cepas productoras de CYL (aquellas
en naranjo) y la cepa D9 (en rojo) productora de toxinas del VPM, agrupan junto con
cepas no toxicas.

En este analisis se utilizaron como grupos externos las secuencias del espaciador
ITS L de A. circinalis ACMB13 (obtenida en esta tesis), Synechococcus sp. RCC307,
Synechococcus sp. UW140, Anabaena lemermanni 262 y Aphanizomenon ovalisporum

ILC-146.

2. Analisis de genoma completo mediante PEGE de cepas de C. raciborskii.

Previo al andlisis de PFGE se obtuvo filamentos con una carga reducida de
bactetias acompafiantes heterotrofas (Fig. 7, p.39), segimn el protocolo de lavado descrito
en materiales y métodos.

Se cuantificd la clorofila @ presente en los cultivos en el momento antes de
realizar los moldes de agarosa, como un estimativo de la biomasa presente. La
concentracién de clorofila a varid en el rango de 1,29 mg/l y 4,24 mg/l para 100 ml de

cultivos en fase exponencial y 4,75 mg/l para 200 ml de cultivo de CS-509 (tabla 6).

54




Tabla 6. Cuantificacion de la clorofila @ presente en los cultivos de C. raciborskii en el
momento previo a la realizacion de los moldes de agarosa.

Cepa Clorofila a (mg*I't)

Do 2,72
CS-505 1,87
C5-506 2,08
CS-507 2,58
CS-508 2,10
CS-509 1,29
CS-309 4,75
CS-510 2,49
CS-511 4,24

2 clorofila a extratda de 200 ml de cultivo de CS-509.

2.1 Estimacion del tamafio sendmico de las cepas de C. raciborskii.

De acuerdo al protocolo descrito en materiales y métodos, se obtuvo ADN
gendmico intacto embebido en moldes de agarosa de todas las cepas de C. raciborskii.
Se supuso como unico ADN presente el de cianobacteria ya que el protocolo de lavado
logré disminuir en gran ntimero a las bacterias heterotrofas; ademds estudios anteriores
realizados en el laboratorio demostraron que utilizando este protocolo de lavado, el
ADN presente en los moldes de agarosa no amplifica con partidores especificos para
bacterias heterotrofas.

El tamafio del ADN gendémico de todas las cepas de C. raciborskii se estimé
cerca de 2,2 Mb, debido a que migrd en conjunto con el cromosoma de 2,2 Mb de S
cerevisiae. (Fig. 18A). La separacion del ADN cromosdmico se realizé utilizando un

sistema de pulsos destinados a separar bandas de alto peso molecular (protocolo 1, tabla
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5) por lo que solo es posible observar la migracion de fragmentos de hasta 225 kb (Fig.
18A), la presencia de elementos extracromosomicos de menor peso molecular, por lo
tanto, no puede ser observada de esta manera. Utilizando un protocolo de corrida
destinado a separar bandas de alto y de bajo peso molecular (protocolo 2, tabla 5) se
encontré la presencia de elementos extracromosomicos en las cepas CS-505 y CS-509

de C. raciborskii (Fig. 18B).

A
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L i
2250 kb —1—) 1

Figura 18. PFGE del ADN cromosémico de las cepas de C. raciborskii. A. Cepas D9, CS-505,
CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-510 y CS-511. Las condiciones de corrida electroforética
fueron: agarosa al 0,9%, 6 V/cm, pulsos de 50-90 s por 24 h. B. Cepas CS-505, D9, CS-508, y
CS-509, en circulos se indican los posibles elementos extracromosomicos. Las condiciones de
corrida electroforética fueron: agarosa al 1,2%, 6 V/cm con pulsos de 1-18 s por 10 h, y 3-80 s,
por 10 h. En ambas PFGEs la temperatura se mantuvo a 14°C, se utilizo TBE 0,5 X como
tampon de corrida y la tincion fue con bromuro de etidio. SC: ADN cromosémico de §.
cerevisiae.
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2.1.1 Andlisis de macrofragmentos de restriccion.

Para estimar de una manera mas exacta el tamafio del genoma de las cepas de C.
raciborskii, se realizaron digestiones con las enzimas de restriccion Not I, Sgs Iy Pac 1
(tabla 5) de corte poco frecuente, es decir, aquellas que cortan el ADN en fragmentos
discretos de alto peso molecular. Sin embargo, estas enzimas produjeron digestion

incompleta (Fig. 19A) o fragmentos de bajo peso molecular sin definicion (Fig. 19B).

Sgs1

A
'd ™
mMe8sE3aH
W W W now nw
D Qv R AR
Ao DD D DO

Figura 19. PFGE del ADN cromosomico de las cepas de C. raciborskii digerido con diferentes
enzimas de restriccién de corte poco frecuente. A. Digestion con Not I 'y Sgs I; las PFGEs se
realizaron bajo las condiciones de pulsos de 50-90 s por 24 h. B. Digestion con Pac I; la PFGE
se realizé bajo la condicién de pulsos de 1-18 s por 6 h'y 3-80 s por 12 h. En A y B se utiliz6 un
gel de agarosa al 1,2% y la electroforesis se realizé a 6 V/em, en tampon TBE 0,5 X a 14°C. El
ADN se visualizd mediante tincién con bromuro de etidio. SC: ADN cromosomico de S.

cerevisiae.
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Debido a que no fue posible obtener macrofragmentos de restriccion discretos

utilizando enzimas de restriccion de corte poco frecuente, se utilizaron enzimas de
restriccién de corte frecuente y no tan frecuente. Los resultados obtenidos fueron
similares a la digestién con enzimas de corte poco frecuente.
Las enzimas Apa 1, Kpn 1 y Sac 1, no produjeron cortes en el ADN cromosémico de las
cepas de C. raciborskii (Fig. 20A). Las enzimas Bg! II, Sma I, Bam HI, Stu 1, y Rsa |,
produjeron fragmentos de bajo peso molecular sin definicién (Fig. 20B) y las enzimas
Pvu 1y Hpa 1 produjeron digestién incompleta (Fig. 20C).

Se utilizé ademés la enzima de restriccion ICeu I cuyo sitio de reconocimiento se
encuenira dentro del gen de rARN 23S, esta enzima no produjo cortes en el ADN
cromosdmico de las cepas de C. raciborskii, a excepcidon de D9 donde sélo produjo
digestion incompleta (Fig. 20D).

De las enzimas de corte frecuente, s6lo XA I logrd producir macrofragmentos de
restriccién discretos en cada una de las cepas de C. raciborskii, de hasta 240 kb (Fig.
21A). Para lograr la mayor definicion de estos fragmentos, en la corrida electroforética
se utilizé un protocolo de corrida dirigido a separar bandas de bajo peso molecular
(protocolo 4, tabla 5). La digestion con X#o I produjo entre 26 y 33 macrofragmentos de
restriccion dependiendo de la cepa (Fig. 21A). Las bandas en CS-506, CS-508, CS-509 y
CS-510 a la altura de entre 280 y 1080 kb se consideraron como digestion incompleta,
debido que en otros PFGE de digestién con esta enzima las bandas no estuvieron

presentes (Anexo D).
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Figura 20. PFGE del ADN cromosomico de las cepas de C. raciborskii digerido con diferentes
enzimas de restriccion. A. Digestion con dpa I, Kpn 1y Sac I; las PFGEs se realizaron bajo las
condiciones de pulsos de 1-18 s por 10 h y 3-80 s por 10 h. B. Digestion con Bgl I, Sma I, Bam
HI, Stu 1y Rsa [; las PFGEs se realizaron bajo las condiciones de pulsos de 1-18 s por 6 h y 3-80
s por 12 h para la digestion con Bgl Il y pulsos de 1-18 s por 10 h y 3-80 s por 10 h para la
digestion con Sma I, Bam HI, Stu 1, y Rsa 1. C. Digestion con Pvu 1y Hpa I bajo las condiciones
de pulsos de 1-18 s por 10 h y 3-80 s por 10 h. D. Digestién con ICex I bajo la condicién de
pulsos de 1-18 s por 6 h y 3-80 s por 12 h. En A, B, C y D se utiliz6 un gel de agarosa al [,2% y
la electroforesis se realizé a 6 V/cm, en tampén TBE 0,5 X y a 14°C. El ADN se visualizé
mediante tincidn con bromuro de etidio. SC: ADN cromosomico de S. cerevisiae, KX: ADN
cromosémico de V. parahaemolyticus cepa KX digerido con Not 1.
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De acuerdo a estudios previos realizados en el laboratorio, la enzima Mlu I,
produce macrofragmentos discretos, y mediante Ia digestién con esta enzima, el tamafio
del ADN genomico de la cepa D9 de C. raciborskii fue estimado en 1,7 Mb. Por lo
tanto, se utilizé esta enzima para digerir el ADN cromosdmico de todas las cepas de C.
raciborskii. En la corrida electroforética se utilizd un sistema de dos tipos de pulsos,
orientados a separar bandas de alto y bajo peso molecular (protocolo 2, tabla 5). La
digestién con Mlu I produjo entre 19 y 24 macrofragmentos de restriccién dependiendo
de la cepa (Fig. 21B). Las bandas en CS-510 a la altura de 1 Mb se consideraron como
fragmentos de digestion incompleta ya que en otra PFGE no estén presente (Anexo E).

La resolucién de los fragmentos fue baja en las cepas CS-505, CS-506 y CS-509
debido o a la gran cantidad de ADN (CS-505 y CS-506) o por el contrario, a la poca
cantidad de ADN (CS-509). Para solucionar esto se realizé otra PFGE utilizando la
misma condicién de corrida electroforética, pero disminuyendo el tamafio del molde de
agarosa en el caso de las cepas CS-505 y CS-506 y realizando nuevos moldes con el
doble de cultivo (200 ml) de la cepa CS-509 (Fig. 21C), correspondiente a 4,75 mg/l de
clorofila a (tabla 6).

Si observamos la figura 21, podemos ver que cada cepa posee un patrén de
digestion caracteristico, a excepcién de las cepas CS-507 y CS-508 que no presentaron
diferencias observables. Este patrén se repite en ambas PFGE de la digestién con My [
y en otras corridas electroforéticas (Anexo E) lo que nos indica la reproducibilidad del
método. En el caso de la cepa CS-511, la digestién con Miu I se visualiz6 en dos PEGEs

distintas (Fig. 22).

60




‘g1ojdwoour uonsadip sod sopronpoid sojuawFes
:sonaur) “(g) 1 pdy uod 0 () A y) | 10N uod opuadip Xy edeo snoudjowanyppd 4 3p 0OIWOSOWOId NIV IXM "OIp1d ap oInwoiq uod
uoidul} dUeIpaul 9ZI[ensIA s NAV [ "ot B X §°0 6.1 ugdwey ua ‘wo/A 9 & (D A g) y 0 Jod s 08-¢ Ay o] 10d s 81-] A (V) y [ Jod ‘s
ST-1°0 dp sos|nd ap sau0IdIPuod se| ofeq ‘o 7°| & esoseSe ap [9F un Ud UOIBZI[BAL 3S SN SE] 11Y840q120.4 7)) 3P [16-SD £ 015-SD ‘60S
“SD "80$-SD “L0S-SD “90S-SD ‘S0$-SD ‘61 sedad se| 3p (D A @) [ #y £ (V) | 04y u0d opLaSip 0dIWesOWoId NAV 19p 9Ddd 1T eandiy

61




>
CS-511
SC
P
SC
Cs-511

e
Yoy, o

g

S

Figura 22. PFGE del ADN cromosomico de la cepa CS-511 digerido con Mlu 1. A: PFGE bajo
la condicién de pulsos de 1-18 s por 10 h y 3-80 s por 10 h. B: PFGE bajo la condicion de pulsos
de 0,1-25 s por 21h. En ambas PFGEs se utilizé un gel de agarosa al 1,2 % y se utilizaron las
siguientes condiciones de corrida electroforética: 6 V/em, 14°C, tampén TBE 0,5 X. El ADN se
visualizé mediante tincién con bromuro de etidio. SC: ADN cromosémico de S. cerevisiae. KX
ADN cromosémico de V. parahaemolyticus cepa KX digerido con Not 1.

2.1.2 Estimacidn de los tamaifios gendmicos mediante analisis de restriccién.

Para identificar cada fragmento y realizar la genotipificacién de las cepas, se
enumerd cada fragmento de restriccién en los geles de PFGE de las digestiones con Xho
Iy Mlu 1, segin lo descrito en materiales y métodos. Se enumeraron 57 bandas de

digestion en la digestion con X#o I en base a la figura 21A (Fig. 23A).
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Figura 23. Enumeracion de los fragmentos de restriccion observados en las PFGEs del ADN
cromosdmico de las cepas de C. raciborskii digerido Xho 1 (A) y Mlu I (B). Cada banda fue
enumerada de acuerdo a su migracion en el gel y de forma independiente de la cepa de
procedencia.

La enumeracion de las bandas en la PFGE de la digestion con MTu 1, se realizo en
base a la figura 21A y B (Fig. 23B). Se enumeraron 54 bandas de digestion. Debido a
que la cepa CS-511 se analizé en una PFGE distinta al del resto de las cepas, no fue
posible enumerar los fragmentos de restriccion de esta cepa al igual que el resto.

El marcador de peso molecular utilizado en las PFGEs de las figuras 21A y 21C
correspondié al ADN genémico de V. parahaemolyticus cepa KX digerido con Not 1 y
en la figura 21B digerido con Apa 1. Sin embargo, solo la digestion con Not I produce
fragmentos de restriccion de tamafios que se encuentran descritos, por lo tanto los
tamafios genomicos de las cepas de C. raciborskii se calcularon en base a este marcador

de peso molecular, y a la migracién de cada banda enumerada en el gel de PFGE, segtin
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lo indicado en materiales y métodos. El tamafio estimado del genoma de las cepas de C.
raciborskii obtenido en la digestion con M/u I se encontré entre 2,12 y 3,05 Mb (tabla 7)
y en la digestion con Xho I entre 1,6 y 2,06 Mb (tabla 8). El tamafio de CS-511 fue
estimado de Ia misma forma, segin la migracion de las bandas en la figura 22 (tabla 7).
(Los gréaficos y ecuaciones obtenidas, utilizadas para el calculo de los tamafios

gendémicos se encuentran en el Anexo F).

Tabla 7. Extrapolacién de los tamafios de los macrofragmentos de restriccién obtenidos
mediante la digestion total del ADN genémico de las cepas de C. raciborskii con la enzima de
restriccion Miu I,

D9 CS-505 CS-506 CS-507 CS-508 CS-509 CS-510 CS-511

261,34 325,70 388,92 374,24 374,24 282,24 282,24 406,05
218,85 287,72 310,07 282,24 282,24 261,34 253,63 286,69
195,41 268,70 261,34 268,70 268,70 247,74 218,85 261,74
169,34 238,39 208,80 261,34 261,34 218,85 184,85 165,14
147,69 191,69 195,41 191,69 191,69 208,80 168,26 143,67
136,46 175,23 165,76 152,50 152,50 168,26 147,69 135,45
118,50 155,46 155,46 143,64 143,64 147,69 138,81 123,01
101,38 147,69 143,64 128,26 128,26 138,81 118,50 109,34
97,97 136,46 123,15 118,50 118,50 123,15 107,18 103,63
93,27 128,26 118,50 107,18 107,18 118,50 101,38 97,18
78,45 123,15 107,18 93,27 93,27 9797 93,27 85,46
69,6 104,46 97,97 83,64 83,64 93,27 89,18 82,76
67,26 101,38 93,27 81,52 81,52 89,18 81,52 74,75
64,30 93,27 89,18 69,60 6960 81,52 7845 63,66
62,14 86,18 83,64 67,26 6726 7845 69,60 60,66
57,66 83,64 73,89 62,14 62,14 69,60 62,14 53,35
50,83 73,890 72,02 57,66 57,66 6726 57,66 51,66
44,71 72,02 64,30 46,07 46,07 57,66 53,51 4897

41,93 64,30 62,14 53,51 46,07 46,66
39,50 62,14 57,66 46,07 44,71
57,66 48,70 41,93 41,93
46,07 46,07
44,71
41,93

Tamafio estimado 515 397 305 2,559 259 2,69 244 24
del genoma (Mb)
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Tabla 8. Extrapolaciéon de los tamafios de los macrofragmentos de restriccion obtenidos
mediante la digestion total del ADN gendmico de las cepas de C. raciborskii con la enzima de
restriccion Xfo 1.

D9 CS-505 CS-506 CS-507 CS-508 CS-509 CS-510 CS-511

155,51 158,75 153,92 158,75 158,75 153,92 14821 137,43
129,64 14821 121,87 14821 14821 13743 13743 114,57
110,70 116,95 111,08 113,01 113,01 105,14 118,57 105,14
93,88 107,70 105,14 105,14 105,14 98,50 111,08 93,88
90,00 105,14 100,90 98,50 98,50 93,88 100,90 87,65
84,69 98,50 98,50 9518 9518 90,09 95,18 84,40
77,73 95,18 92,60 90,09 90,09 79,07 92,60 77,73
74,85 90,09 87,65 84,40 84,40 74,08 87.65 74,08
6846 87,65 8440 7907 79,07 6822 81,56 70,85
64,58 84,40 7773 74,08 74,08 64,80 77,73 6822
61,76 77,73 7408 70,85 70,85 61,76 74,08 61,76
5826 74,08 6822 6822 6822 5826 70,85 60,29
5514 6822 6480 6480 64,80 5533 6822 5687
5328 6480 61,76 6029 6029 50,78 61,76 5328
50,78 6029 6029 56,87 56,87 4890 6029 50,78
4890 5826 56,87 5328 5328 4628 56,87 4790
4628 5533 5533 4890 4890 44557 5328 45,50
44,57 5148 5328 4790 4790 4133 50,78 42,62
39,80 50,78 48,90 4550 4550 3898 47,90 41,33
37,54 4790 4790 4457 4457 3754 4550 37,54
31,20 4550 44,57 42,62 42,62 36,02 42,62 36,02
3034 42,62 41,75 4133 4133 3398 41,33 34,57
29,52 41,33 37,54 40,07 40,07 32,50 38,98 33,40
2747 3898 3677 3677 3677 3034 3602 32,17

37,54 34,57 36,02 36,02 29,52 34,57 3034

34,57 33,98 33,40 3340 2747 32,17 2747

33,98 32,17 31,29 3129 29,52

31,29 31,29 3034 30,34

2952 2952 2747 2747

2747 2747

Tamafio estimado 1,63 2,06 1,97 1,93 1,93 164 1,92 1,60
del genoma (Mb)




2.2 Matriz de distancia v relaciones filogenéticas entre cepas de C. raciborskii.

Para establecer relaciones filogenéticas entre cepas de C. raciborskii, se cred una
matriz de distancia basada en la presencia o ausencia de cada banda de restriccién
obtenida segin la enumeracion en la figura 23 de las PFGE de digestion con X#o I y con
Mlu 1. En el caso de la cepa CS-511, la enumeracion de las bandas se realizé asignando a
cada tamafio de fragmento un mimero de banda. Con estas matrices de distancia (Anexos
G y H) se construy6 un arbol filogenético utilizando el algoritmo de maxima parsimonia
(materiales y métodos) (Fig. 24).

El érbol filogenético entre las cepas de C. raciborskii agrupa a las cepas CS-507
y CS-508, ambas no téxicas, formando una rama y a las cepas CS-510, no tdxica y CS-
511 productora de CYL, formando otra, estas ramas agrupan juntas, presentando un alto
valor de “bootstrap” (100%). La cepa CS-505 productora de CYL agrupa relacionada a
la rama anterior y més lejanamente a la cepa no productora de toxinas, CS-506. La cepa
no téxica CS-509 se encuentra mds relacionada a la cepa CS-506 y més lejana a la cepa
D9 productora de STX, que forma un clado independiente en el arbol filogenético. Las
agrupaciones observadas en este 4rbol no se correlacionan con el fenotipo toxigénico de
las cepas de C. raciborskii. Solo es posible determinar una correlacion con la regién de

procedencia de las cepas (Australia y Brasil).
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Figura 24. Arbol filogenético construido a partir de los analisis restriccion de PFGE con las
enzimas Xho I'y Mlu 1. Se obtuvo una matriz de distancia basada en la presencia o ausencia de
bandas de cada gel de electroforesis, 58 bandas para la electroforesis en campo pulsado de ADN
cromosomico digerido con Xho Iy 58 bandas caracteristicas para la digestion con Miu 1. Se
obtuvo un dnico drbol mas parsimonioso al utilizar el algoritmo méxima parsimonia y bootstrap

CS-509

de 1000 réplicas. (Largo: 195 pasos, IC: 0,5744, IR: 0,4503).
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DISCUSION

Para realizar estudios gendmicos en un cultivo no axénico, como es el caso de los
cultivos de C. raciborskii, se requirié optimizar un protocolo que redujera la carga de
bacterias heterétrofas que acompafian a las cianobacterias. Sin embargo, reducir el
nimero de bacterias acompafiantes de C. raciborskii no es facil, ya que los filamentos,
que pueden alcanzar una longitud de 200 pm, se agrupan formando redes y a menudo
secretan mucilago manteniendo a las bacterias adheridas a ellos (Fig. 7G’). Ademas, las
bacterias forman ctimulos que no atraviesan el filtro de 3 um, Debido a esto, el protocolo
utilizado contempld el lavado con abundante agua (1 1 para lavar 20 ml de cultivo y 2 1
para lavar 100 ml de cultivo), agitando constantemente para remover las bacterias
adheridas. Con este protocolo se logro obtener un concentrado de cianobacterias con una
carga reducida de bacterias heterdtrofas y de confiabilidad para realizar estudios
genomicos (Fig. 7A’-T°).

C. raciborskii es una especie altamente homogénea en las secuencias del gen de
rARN 168, lo que ha impedido utilizar este marcador para diferenciar las distintas cepas
de la especie (Neilan y col., 2003). Sin embargo, el anélisis ARDRA del gen de rARN
168 con la enzima Eco RI habia demostrado polimorfismos en dos cepas de C.
raciborskii presentes en el cultivo mixto SPC 338, demostrando que con éste método si
era posible diferenciar entre cepas. A pesar de estos antecedentes, no se observaron
polimorfismos en el gen de rARN 16S en ninguna de las cepas de C. raciborskii, ni

siquiera en la cepa ACMBI13 de 4. circinalis (Fig. 9), sugiriendo que la regién de
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reconocimiento de Eco RI dentro de este gen es altamente conservada entre estas dos
especies de cianobacterias.

La correlacién entre el nimero de operones ribosomales y la presencia de
productos de PCR de diferentes tamafios al amplificar la region intergénica ITS, ha sido
descrita en los géneros de cianobacterias Anabaena, Aphanizomenon, Anabaenopsis,
Nostoc, Cylindrospermopsis, y Nodularia (Neilan y col., 1997; Iteman y col., 2000,
2002; Janse y col., 2003). En este estudio, la totalidad de las cepas de C. raciborskii
presentd dos espaciadores ITS, sugiriendo la presencia de al menos dos operones
ribosomales (Fig. 10). El andlisis de estas secuencias evidencié que la diferencia en
pesos moleculares entre ITS L ¢ ITS C estd dada por la presencia de tARNA® y tARN™
en las secuencias de mayor tamafio o ITS L (Fig. 15). Esto apoya lo descrito en la
literatura, donde no todos los operones ribosomales de cianobacterias contienen tARNA®
y tARN" no observandose en ningin caso la Jpresencia de tARN" descrita para otras
bacterias (Boyer y col., 2001). A diferencia de las cepas procedentes de Ausiralia, la
cepa D9 de fenotipo toxigénico distinto, presentd dos espaciadores mas pequeiios (Fig.
11), lo que se debe a la ausencia de 27 pb en el extremo 3 de estos espaciadores. Este
analisis revelo de manera adicional la presencia de motivos conservados en bacterias,
descritos tan solo para un nimero reducido de cianobacterias (Iteman y col., 2000) y que
la mayor variabilidad en las secuencias se encuentra entre estos dominios (Fig. 15). Se
encontrd que el grado de variacidn presente entre espaciadores de una misma cepa es tan
0 mas alto que entre cepas, tal como se ha descrito en cianobacterias (Iteman y col.,

2000).
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La alta homogeneidad en las secuencias del rARN de 168 se contradice con el
fenotipo encontrado en cepas de C. raciborskii, ya que existen morfologias,
caracteristicas de crecimiento y fenotipos toxigénicos diversos. Por lo tanto, es esperable
encontrar heterogeneidad genética en C. raciborskii. Una aproximacion para abordar
este punto es la técnica de PFGE, que ha sido utilizada ampliamente en estudios de
epidemiologia molecular en V. parahaemolyticus, (Wong y col., 1996), V. cholerae
(Cameron y col., 1994) y S. aureus (Chung y col., 2000), entre oiros microorganismos.
Es por esto, que han sido descritos una serie de protocolos para la obtencion de ADN
integro en bacterias. Sin embargo, la obtencion de ADN de cianobacterias filamentosas
embebido en moldes de agarosa no es un proceso trivial y se deben tener en cuenta una
serie de consideraciones: 1) hay que superar el problema de las bacterias heterétrofas
presentes en el medio de cultivo; ademds, ii) se debe considerar el gran nimero de
DNasas descritas en cianobacterias (Scharnagl y col., 1998; Sopper y Reddy, 1994), lo
que resulta en una rapida degradacién del ADN al momento de ser liberado al medio; iii)
no se han descrito protocolos de obtencién de ADN genémico {ntegro de cianobacterias
filamentosas.

Después de lograr reducir la carga de las bacterias heterétrofas en la preparacién
de cianobacterias, en base al protocolo descrito en materiales y métodos, se utilizé una
modificacién del protocolo descrito para la obtencién de ADN genémico de la
cianobacteria unicelular Prochlorococcus (Hess y col, 1999). Las células fueron
mezcladas rapidamente con agarosa LMP y tratadas con proteinasa K por 3 dias, para
asegurarnos de que las lisis proteica y celular fueran completas. De esta manera, se

obtuvo ADN integro embebido en moldes de agarosa de todas las cepas de C.
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raciborskii (Fig. 18). En el caso de la cepa CS-509, se puede observar un cierto nivel de
degradacion del ADN (Fig. 18A). Esto puede estar relacionado con que se utilizd el
doble de cultivo para realizar los moldes de agarosa pero se mantuvo la concentracion de
proteinasa K, lo que pudo impedir la total degradacién de las DNasas, o simplemente a
que ocurrié una fragmentacion de los filamentos en el momento del lavado. Aunque la
lisis por proteinasa K permite obtener ADN integro la mayoria de las veces, la
desproteinizacién no es siempre completa, ya que luego de 4 meses el ADN comienza a
degradarse (resultados no mostrados). Por este motivo los moldes se utilizaron dentro de
ese lapso de tiempo.

La PFGE de ADN gendémico permitié observar la presencia de un solo
cromosoma en todas las cepas de C. raciborskii, de tamafio ligeramente superior a 2,2
Mb (Fig. 18).

Se ha descrito que muchas cianobacterias, tanto unicelulares como filamentosas,
poseen uno o mas elementos extracromosémicos (Schaefer y col., 1993). En Nostoc
PCC 7120 se han descrito 4 plasmidios, uno de mdas de 100 kb, dos de 55 y 40 kb y uno
de 5,5 kb (Lee y col., 2003). Mediante un sistema de pulsos para separar bandas de alto
y bajo peso molecular (protocolo 2, tabla 5) se investi.gé la presencia de estos elementos
en las cepas CS-505, D9, C8-508 y CS-509, enconfrandose elementos
extracromosomicos s6lo en las cepas CS-505 y CS-509 (Fig. 18B).

Para estimar en forma mas exacta el tamafio del ADN cromos6mico de las cepas
de C. raciborskii se realizaron PFGEs con ADN digeridos con distintas enzimas de

restriccion. En este punto hay que tener en cuenta que existen antecedentes de que el

genoma de las cianobacterias posee una alta tasa de metilacion (Soper y Reddy, 1994;




Scharnagl y col., 1998), lo que impedirfa el completo reconocimiento de las enzimas de
restriccion. Estudios previos realizados en el laboratorio demostraron que la enzima de
restriccién Mlu I digiere el ADN de C. raciborskii D9. Por este motivo se utiliz6 esta y
otras 15 enzimas para este andlisis. Sin embargo, s6lo se obtuvo un patrén de digestion
de fragmentos discretos con las enzimas Xho Iy Miu I (Fig. 21). De acuerdo a los
resultados obtenidos con las enzimas de restriceion y a la sensibilidad a metilaciones de
cada enzima utilizada, se infiri6 que el patrén de metilacion del genoma de C
raciborskii esta determinado por metilaciones en adenina y citosina al azar ya que dentro
de las enzimas utilizadas obtuvimos tres tipos de resultados: ADN sin digerir, digestion
incompleta del ADN y digestién completa pero en fragmentos de bajo peso molecular y
similares entre ellos (que migraron en la parte inferior del gel) (Figs. 19 y 20). Estos
resultados también podrian sugerir un bajo porcentaje de GC en el genoma de C.
raciborskii, ya que las enzimas de restriccién que reconocen alto contenido de GC: Not
L, Apa 1, 5gs 'y Sma 1, no cortaron o produjeron digestién incompleta.

Aunque se estimé un tamafio genémico levemente superior a 2,2 Mb para todas
las cepas de C. raciborskii, solo los tamafios calculados con Mlu 1 apoyaron este
resultado, encontrdndose en el rango de 2,12 y 3,05 Mb (tabla 6), los tamafios estimados
con Xho I, por el contrario, se encontraron en el rango de 1,6 y 2,06 Mb (tabla 7),
inferiores a 2,2 Mb. Esta subestimacién de los tamafios genémicos puede deberse a que
la digestién con X#o 1 produce fragmentos de menor peso molecular que Miu Iy a que
con ¢l sistema de pulsos utilizado estos no se separan por completo. El fragmento més
grande encontrado con Xho I es de 150 kb (Fig. 21A) y con Mu I es de 406 kb (Fig. 21B

y C). Utilizando un sistema de pulsos mds cortos, que separaran los fragmentos de bajo
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peso molecular, se podria obtener una mayor resolucién de las bandas y por lo tanto una
mejor estimacion del tamatfio del genoma de las cepas de C. raciborskii.

Los resultados obtenidos mediante PFGE se pueden evaluar de acuerdo a
parametros como tipificabilidad, reproducibilidad y discriminacién. En el caso de las
digestiones con Xho 1 y Miu I, a las 8 cepas estudiadas se les asignd un patrén de
restriccion con claridad, indicando un 100% de tipificabilidad. Este patrén de restriccién
ademds, se repitié cada vez que realizamos PFGE con ADN digerido por Mlu I (Figs.
21B y C y 22 en resultados y Anexo E) y Xho I (Fig. 21A en resultados y Anexo D),
denotando un 100% de reproducibilidad en la técnica. Por Gltimo, y de acuerdo con lo
descrito en la literatura de los métodos de genotipificacion, PFGE es una de las técnicas
que posee valores mas altos de discriminacion (Eriksson y col., 1999; Tullus y col.,
1999). El indice de discriminacion obtenido para ambas PFGE fue 0,9643 (descripcion
del calculo en Anexo I), lo que quiere decir que existe un 96,43 % de probabilidad que
dos cepas de C. raciborskii no relacionadas (o con genotipos distintos) sean agrupadas
correctamente, demostrando la heterogeneidad genética de la especie.

Si bien dentro de las especies de cianobacterias existen cepas que producen
diferentes toxinas y cepas que no producen toxinas (tabla 1), s6lo se ha descrito una
relacion entre el fenotipo toxigénico y la distribucion filogeografica para A. circinalis,
productora de neurotoxinas (Beltran y Neilan, 2000). Hasta ahora no se han realizado
este tipo de estudios para C. raciborskii ni para otras especies de cianobacterias
productoras de STX o CYL. En esta tesis se presentd el primer estudio dirigido a

investigar la relacion entre la asociacion filogenética y el fenotipo toxigénico entre cepas

de C. raciborskii.




El estudio del operdn ribosomal en cepas de C. raciborskii fue dirigido a los
genes de rARN 168 asociados a su espaciador ITS. De las cianobacterias filamentosas
cuyo genoma se encuentra secuenciado, Anabaena variabilis y Nostoc PCC 7120, ambas
pertenecientes al orden Nostocales, presentan un 100% de identidad en la secuencia de
los genes ribosomales de 168 entre sus dos operones ribosomales. Para las cepas de C.
raciborskii se estudiaron estas regiones correspondientes a los dos operones ribosomales
(estimados por la presencia de dos espaciadores ITS). Los alineamientos de estas
secuencias demostraron que a diferencia de Anabaena variabilis y Nostoc PCC 7120,
existen polimorfismos en esta region, aunque estos corresponden a un 0,23% (Anexo B)
y son transiciones y transversiones al azar (Anexo A). Se investigd si la presencia de
estos polimorfismos se refiejaba en una divergencia en el drbol filogenético, no
encontrandose diferencias entre las cepas de la misma procedencia (Anexo C).

Se ha descrito que las regiones intergénicas ITS son mas polimdrficas que el gen
de rARN 16S (Navarro y col., 1992) y por lo tanto aptas para establecer relaciones
filogenéticas en cianobacterias (Boyer y col., 2001). Por este motivo el uso del
espaciador ITS} asociado al gen de rARN 16S puede proporcionar mayor informacién
evolutiva al sumar los cambios presentes en estas dos secuencias. Debido a que los
andlisis de las secuencias del rADN de 16S mds ITS demostraron que la variacion
intragénica es tan o mas alta que la variacion entre las distintas cepas (Fig. 15), se
realizaron 4rboles filogenéticos por separado de las secuencias correspondientes a cada
operén. La filogenia obtenida demostré que todas las cepas de C. raciborskii agrupan
estrechamente relacionadas, separadas de la cianobacteria 4. circinalis, utilizada como

grupo interno (Fig. 16). Esto corrobora lo descrito por Neilan (2003), que caracteriza a
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C. raciborskii como una especie monofilética. De manera interesante, se distinguié una
topologia distinta en el 4rbol filogenético creado para cada operdn, lo que puede ser un
indicio de que cada operén evoluciond de forma independiente.

Los analisis filogenéticos realizados en base a las secuencias de una parte de del
operdn ribosomal, y en base a PFGE demuestran que no existe una correlacion entre la
asociacién filogenética y el fenotipo toxigénico (Figs. 16 y 24 respectivamente). Si es
posible, por otro lado, determinar una asociacién filogeografica entre las cepas. Esta
asociacion se observa claramente en la figura 17, donde las cepas productoras de CYL
agrupan de acuerdo a su regién de procedencia y la cepa productora de neurotoxinas,
D9, agrupa en conjunto con las cepas procedentes de América, pero no productoras de
toxinas.

De acuerdo a estos resultados, en el transcurso de la evolucién de C, raciborskii, dos

posibilidades podrian dar cuenta del fenotipo toxigénico:

i) Los genes involucrados en la toxicidad estuvieron presentes en el ancestro
comim de C. raciborskii, y en el transcurso de la evolucién las cepas no
toxicas los perdieron,

if) Los genes involucrados en la toxicidad pudieron haber sido adquiridos por
procesos de transferencia horizontal, en eventos independientes de acuerdo a
la regi6n de procedencia de las cepas.

Una explicacién posible del fenémeno de transferencia horizontal, es que las
rutas metabolicas involucradas en la sintesis de toxinas fueron transferidas por fagos, ya
que se ha descrito la transferencia de islas genémicas entre cianobacterias mediada por

cianofagos, en la cianobacteria Prochlorococcus marinus (Coleman y col., 2006).
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Los complejos hibridos entre péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) y
policétido sintasas (PKS), son responsables de la sintesis de la hepatotoxina microcistina
en las cianobacterias unicelulares Microcystis sp. (Tillett y col., 2000) y Planktotrix sp.
(Christiansen y col., 2003) y en Ia cianobacteria filamentosa Anabaena sp. (Rouhiainen
y col,, 2004). Se ha demostrado que estos genes estan presentes en cepas de C.
raciborskii productoras de CYL (Kellman y col., 2006). La presencia de estos genes en
cepas de C. raciborskii productoras de STX no se ha estudiado.

No es ilogico pensar en la presencia de estos complejos hibridos en C.
raciborskii, ya que han sido descritos en una serie de cianobacterias filamentosas
(Ehrenreich y col., 2005) y se encuentran involucrados en la produccién de.una serie de
metabolitos secundarios, como antibiticos, toxinas (Tang y col., 2004; Dittman y
Bdrmer, 2004) y siderdforos (Crossa y col., 2002).

Una estrategia para comprobar si existen estos complejos es utilizar partidores
dirigidos a dominios conservados de NRPS, PKS e hibridos NRPS/PKS, descritos para
otras cianobacterias (Kellman y col., 2006). Ademas se pueden utilizar estas secuencias
conservadas como sondas de hibridacién para Southern blot en PFGE, lo que permitiria
determinar la cantidad y posicién en el genoma de ellos. A partir de estas
aproximaciones y los resultados obtenidos en esta tesis por PFGE se podrd construir
librerias de cosmidos o fésmidos que contengan el operén completo como se ha descrito
para Microcystis que posee un operén de 55 kb (Tillett y col., 2000). Esto permitiria
dilucidar cémo cepas tan homogéneas en su rADN de 16S presentan toxicidades

distintas.
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Los estudios realizados en esta tesis permitirdan sustentar los futuros estudios
genoémicos que faciliten el entendimiento de la biosintesis y funcién de STX en
cianobacterias y desde alli establecer las comparaciones con otros sistemas mas

éomplejos como lo son los dinoflagelados marinos productores de STX.
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CONCLUSIONES

La optimizacién de un protocolo de lavado logré obtener un concentrado de
)
cianobacterias con una carga reducida de bacterias heter6trofas acompafiantes y apto

para realizar estudios genémicos en las cepas de C. raciborskii.

La deteccién de dos espaciadores ITS indicd la presencia de dos operones ribosomales.
Mediante el andlisis de las secuencias de los genes ribosomales de 16S asociados a su
espaciador ITS se determiné que existe una variacién intragénica en cada cepa mayor
a la variacién que existe en la misma region entre distintas cepas y se establecieron

relaciones filogenéticas entre las cepas de C. raciborskii.,

Se logré obtener ADN integro de todas las cepas de C. raciborskii para realizar PFGE,
con el que se observd la presencia de elementos extracromosémicos sélo en las cepas
CS-505 y CS-509. Se estimé el tamafio gendémico entre 1,6 y 2,06 Mb y 2,12 y 3,05
Mb mediante digestién con las enzimas Xho I y Mlu I respectivamente. El patrén de

digestién permitié establecer relaciones filogenéticas entre las cepas de C. raciborskii.

Los andlisis filogenéticos realizados en esta tesis demuestran que no es posible
establecer una correlacién entre Ia asociacion filogenética y el fenotipo toxigénico
entre cepas de C. raciborskii y apoyan la hipétesis que eventos independientes de
transferencia horizontal estuvieron involucrados en la adquisicién del fenotipo

toxigénico de las cepas productoras de STX y CYL.
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ANEXOS




ANEXO A

Alineamiento de las secuencias del gen de rARN 16S correspondientes al operén

largo y corto de las cepas de C. raciborskii.

TTGATCATGGETC TGAACGCTGGCGGTA
DR (1) TTGATCATGGCTC ACGCTGGE
0985 (1) AGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGARCGCTGEEGETA

Consenaus (141) GGTCGGGGATAACAGT TGGAAACGACTGCTARTACCGGATET GCCGAGAGGTGARRGA 7T uﬂmmemﬂmmmmﬂmmm

TACCGOGTGA

AAGCCTGACGGAGCAL
AAGCCTGACGGAGCARTACCGCGT GAGGGAGRARGTE

ARGCCTEACCGACGCAATACCGEGTGAGGGAGGAAGG

X GGAGCAATAC TC
TCCCTAGCTGETCTGh ACTY : ; GGGAATATTGCAL = AAGCCTGATGCARCCAT GOCGOGTGTATGAAGARGGCCT
Consenaus. (281) GRTCAGTAGCTGGTCT GAGAGGATGAT CAGCCACACTGAGACTGAGACACGGCCCAGACTCOTAL CAGK A TTTTCCGCAAT GOGCGARAGECT GACGGAGCARTACCGE T GAGGGAGGAAGGCTC

S06BS (383) TTGEGTCGTARRCCTCTTTTCTY
S108S (346) TTGGETCETAAACCTCTTITCTS = g X ; ; 3 ] A A A
51185 (383 FARCTCCGTG GCR GCGCTAATACGGAGGATGCAR A A

Ecdl (421) TCEGETTETAAAGTACTT TCAGCGOG, m&mmmmmmm
Consensus (421) TTGGGTCGTARACCTCTTTTCTCAAGGARGARG ARRGT GRCGGTACTTGAGGAAT RAGCATC GGCT AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATAC GCAAGCCTTATCCGGAR




GEOCGTARAGGS G GANCTGAAA T TSI TARA GAGT T G6CT TARCT AT AAAAGE GOTGEA A CT ACAGAACT AGA T GOGaTACEACARARGEAR TTOC T OO TOTR GO CTCARAT T
Ecoh (561) T TACT GEaEaT AR AGCGC A AR GG OG0 T T TG T TR T AR ATGT GAARTCCCOGRG0T CANCE TGGGAN C TR A TC YA TACT GOCAAGETTGAS AGE AGAATTOCASGTGTAGCOGTGAMATGNG
Consensis (561) TGATTGGGCGTARAGGSTCTCCAGGTGRAACTGARRGTCTCCTGTTARAGAGTTT GGCTTARCCARAT ACTACAGAACTAGAGTGCGGTAGGGGE TCCTGGTGTAGCGETCARRTGIG

Ecdl [701) mmwmmmmmmm es FTOCAC
Consensus (701) TAGATATCAGGARGRACACC GGTGGCGARAGLCTTTTGC TAGACCETAACT GACACT GAGGGAC GRAAGC TAGGGGAGC GARTGGGAT TAGA TACCCCAGT AGTCCTAGCCGTARAC GATGGATACT AGGCGTGGCTTGT

78S (781) ATCEACCEGAL ATCTK TGCARC A
5088S (744) ATCGACCCGAGCCGTGLE it " -
S09BS (781) ATCGACCCRAGE ! ATGTGGTTTAATTCGATGCAS A
51085 (744) TGGTTT AACGCGARGA
GACTATG . ;
Consensis (841) ATCGACCOGAGCCGTGCCGEAGCTARCGCGT TARGTATCCCGCCT GCACGCARGTGTGAARCTCAARGGAATTGACGGEGEECCCECACARGCGATAGAC TTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

Ecail (1118) O TG T GOCA G GGT COGGOCGERAMT CAARGGAGACT GO AGT GATARAS e PCAAGT e el TAC TAC GGCGEATRCAAMG,
Consensus(1121) TTTTTAGTTGCCAGCATTARGTT GGGCACTCT) TGCCGGTGACAARCCGGA 2 GTCAAGT CAGCATGCCCCT TACGT CT TGGGCTACACACGTACTACAATGCTAG A




(126i1) 1261 1270 1280 1290 1300 1310 A0 130 1340 1350 1360 1370 1380 3380 1400

GCAAGCCGEGEATGACARGIGAATL
510 BS(161) CCARGUCASGEATGEANGECAATC
511 BS(1188) GEARGUCAGGEATGEAMGEGRATC . \AC
Ecali (1258) GCGACCTCECEA GART AR GCCGACE TCATAAA GTGCGTC GTAGT CEGEATTG CARCTCG
Consenss(1281) GCAAGCCAGGGATGECARGCGAATC CAGAAACCOTAGCTCACTTCAGATCGAAGGCTECARCTOR

508 8(1300) ACCEC0N C .wmmm«mmmmmmmmm
510 B(1300) CRCACC TGGT TACCCCARCCGAARGEACSSGoRT GO CTAAGGT AGEACT GGTGAC T GEGET GAACTC ST ARCAAGGTA GLCGTACCGEAAGGTGTGGCT GAATCACTT
511 BI(1337) ACCGOONGTCA 'GGT CACGOCCGAAGT CATTACCL CGARAGERGGE GEAT GO T A RGET AGGR CT GO T GAC T ST GAASTC ST AR CARGETA GO CCTACOGGARGGT S TEOCTGGAT ACTT

ANCCGTA

AGGACTGET GACT GGGGTGAAGTCOTARCAAGGTAGCCETACCGGARGETGTGECTGRATCACCT

Los alineamientos de las secuencias del gen de rARN 168 de las cepas de C. raciborskii D9, CS-
505, CS-506, CS-507, CS-508, CS-509, CS-510 y CS-511 y cepa K-12 de E. coli se realizaron
con el programa Vector NTI®. Los partidores 27F y 322F se indican en recuadros rojos. En
amarillo se indican las secuencias idénticas y en azul las secuencias conservadas. En circulos
purpura se destacan los polimorfismos encontrados entre las secuencias.




ANEXO B

Cilculo de Jas distancias entre las secuencias del gen de rARN

correspondientes al operdén largo.y corto de las cepas de C. raciborskii.

Title: 165 cepos C raciboraskii
Dasciription
No. ‘of Taxa 1 ‘16
Data Type : Nucleotilde
Anmlysi=s : Pamirwise distance calculation
Compute t Dimtances only
Ipclude Sices § ¥
Gaps/Hissing Date : Complete Delation
‘Substitucion Model :*
Hode! : Nucleotide: Kimura Z-parameter
Substitutions to Include : d: Transitions + Tranaversions
Pattern awong ‘Lineages : S3ame (Homogeneous)
Rates samong sites ! Uniform rates
No. of Jites : 1444
d : Estimate m

11 #pg; BS

2] ¥505_BI
3] #s0s_ps
4] #3506 _BI
5] #506 B3
6], #507_BL
7] #507_BS
-8] #508_BI
t '3 #508_BS
[10) #509_BI
[11] #509_B3
{12] #510_BI
[12] #510_8S
f14] #511_BI
[15] #511_8S

el laiaiatalal™

[16] #¥DS_BI

[ t 2 3 q 5 6 7 8 3 10 11 12 13 14 18
[

[ 21 0.c049

[ 3] 0.0056 o,0007

[ 4] 0.0063 0.0014 0.0021

[ 51 0.0056 0.0007 0.0014 0,002%

{ 61 0.0056 0.0007 0.0014 0.0021,0.0014

{71 0.0048 £.0000.0.6007 0.0014 0.0007 G,0007

[ 8] 0.0056 0.00D7 0.0014 00021 .0,00140.0014 0.0007

[ 9] ‘0.0070 0.0D21 0.0028 0.0035 0.0028 0.0028 0.0021 0.0028

[10] ©.0045 0.GUOD 0.0067 0,0014 0,0007 0.0007 0.0000 0.0807 0.00Z1

[11] ©.0670 0.0021 0.00268 0.00350.0028 0,0028 0,002 0.0020 0.0042 0.0021

[12] D.0049 0,0000 0,0D07 0.0014 0,0007 0.0007 0.0000 0.0007 0,0021 0.0000 0.0021

[13] 0.0049 0.0000 0.0007 §,0014 0.0007 0.0007 0,00CC 0.0007 0.6021 O.0000 G.00Z1 O.0000

[14] 0.0049 0.0000 0.GOO7 0.0014 0,0007 0.0007 0.0CCO 0.0007 0.0621 0,0000 0,0021 0.0000 0.0000

{151 0,0070 0.0021 0;0028 0,0021- 0,0014 0.0026 0.0021 D.D026 0.0042 0.002% D.D042 0.00Z1 0.0021 0.0021

{16] D0.D014°0.0035 0.0042 G,0049 G.0D42 0,0042 '0,0035 0.0042 D.D056 O.0035 0.0056 0,0035 0.003S 0.0035 0,0056
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El célculo de las distancias se obtuvo con el programa MEGA 3.1, utilizando el modelo de
Kimura de dos parametros. La distancia promedio calculada fure: 0,0023.




ANEXO C

Relaciones filogenéticas de los genes de rARN 16S correspondientes al operén

largo y corto de las cepas de C. raciborskii.

Synechocystis PCC 6803
ACMBI13

CS-505 BI

CS-505 BS

C$-506 BI

100 CS-506 BS

CS-507 BI

CS-507 BS

CS-508 BI

100 CS-508 BS

CS-509 BI

CS-509 BS

CS-510 BI

CS-510 BS

CS-511 BI

CS-511BS

98 | D3
L D9 BI

100 Anabaena variabilis

L Nostoc PCC 7120

10

Relacién filogenética de los genes de rARN 168S. Se muestra el arbol consenso de los 16 arboles
mas parsimoniosos, el que se construyé utilizando el algoritmo de Maxima Parsimonia y
realizando bisqueda heuristica. Los valores sobre los nodos corresponden a bootstrap (1000
réplicas). (Largo: 1814 pasos, IC: 0,9525; IR: 0,9456). BS: Gen de rARN 16S proveniente del

operén que contiene el espaciador ITS largo. BI: Gen de rARN 16S proveniente del operdn que
contiene el espaciador ITS corto.




ANEXOD

PFGE del ADN digerido con la enzima X#o 1.
Se muestra una PFGE adicional de digestion con la enzima de restriccion X#o 1, que
comprueba la digestidn incompleta de los fragmentos sefialados en circulos turquesa en

la figura 25. Se demuestra ademés la reproducibilidad del método.

&
=

W oo =
= = -
& % 2
& &) | &]

PFGE del ADN cromosémico digerido con Xko I de las cepas D9, CS-505, CS-506, CS-507,
CS-508, CS-509, CS-510 y CS-511 de C. raciborskii. La PFGE se realizé en un gel de agarosa
al 1,2 %, bajo Ias condiciones de pulsos de 0,1-25 s, por 21 h, a 6 V/cm, en tampon TBE 0,5 X a
14°C. E1 ADN se visualiz6 mediante tincién con bromuro de etidio. SC: ADN cromosémico de
§. cerevisiae.




ANEXOE

PFGE del ADN digerido con Ia enzima Mlu 1.
Se muestra una PFGE adicional de la digestion con la enzima de restriccion y Mu 1, que
comprueban la digestién incompleta de los fragmentos sefialados en circulos turquesa en

la PFGE de la figura 26. Se demuestra ademas la reproducibilidad del método.

PFGE del ADN cromosémico digerido con M 1 de las cepas CS-507, CS-505, CS-510, CS-
509, CS-506, CS-508 y D9 de C. raciborskii. La PFGE se realizd en un gel de agarosa al 1,2 %,
bajo las condiciones de pulsos de 1-18 s por 10 h y 3-80 s por 10 h, 2 6 V/cm, en tampdn TBE
0,5 X a 14°C. El ADN se visualizd mediante tincion con bromuro de etidio. SC: ADN
cromosdmico de S. cerevisive.




Log PM

ANEXOF

Determinacién de las curvas de calibracién para el cilculo del tamaiio del genoma

de C. raciborskii.

Migracion v/s log PM de I parahaemolvticus
28 cepa KX en PFGE de digestion con o [
254
Y=-0,14713*X+297123
244 R*=099574
23+
E 22
=0
1)
-_ 214
204
194
18 T y T T T T T 1
3 4 5 8 7 8
Migracion (cm)
G P i C Cepa CS-511
274 Nﬂgrac]::;c;z " Slj;“é];: d;. *F J.c{m{m I:;,'l f;‘ i 28+ Migracion v/s log PM I parahaemolvticus
1 cepa A en e digestion con Miu cepa KX en PFGE de digestion con M 1
26
254
Y =-0,09283 * X +3,12085 Y =-0,22976 * X +3,23994
254 5 1
R=0.09012 24 R’ =0.9963
24
234 E 2.3
=11]
] 3
224 22
2.1
214
20+
5 6 78 s o 1 2 20 T T T

Mjgracién (em) 30 35 4,0 45 5.0 5.5

Migracion (em)
Graéficos de la migracion de los fragmentos del ADN cromosémico de V. parahaemolitycus cepa
KX digerido con Not I versus el logaritmo del peso molecular de cada fragmento de tamafio
conocido. Se muestra la ecuacion de la recta (y el valor R cuadrado) utilizada para el calculo del
tamafio de los fragmentos de restriccion de todas las cepas de C. raciborskii en la PFGE de
digestién con Xho I de la figura 25 (A) y Miu 1 de la figura 26 (B) y para el calculo del tamario
de los fragmentos de restriccion de la cepa CS-511 en la PFGE de digestion con Mlu I de la
figura 24 (C).




ANEXO G

Matriz de distancia obtenida segin la PFGE de digestién con X#o 1, en base a Ia

*r

enumeracion de las bandas de la figura 25.

C8-511

CS5-50% | CS-510

CS-508

CS8-507

CS8-506

CS-505

D9

Banda

10
i1
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23
24

25
26

27
28
29
30
31

32
33

34

34a
35
36

37




38
39

40

41
42

43
44

45
46
47
48
49

S0
51

52

53
54

35
56
57




ANEXOH

Matriz de distancia obtenida segiin la PFGE de digestién con Miu 1, en base a la

"

enumeracion de las bandas de la figura 26.

CS-510 | Cs-511

CS8-507 | CS-508 | CS-509

CS-506

C8-505

D2

Banda

10
11
12
13
14
15
16
17
i8

19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29

30

3

32
33

34

3a
35




36

37

38

39
40

41

412
42

43

44

45

46

46a
47

48

49
50

50a
51

52

53

54




ANEXO 1

Célculo del indice de discriminacién (D)
El indice de discriminacién se calculd segiin la formula descrita por Hunter y Gaston,

(1988):

Donde N es el niimero de cepas, s es el niimero total de tipos (o patrones de digestion de
PFGE en este caso) determinados y #; es el niimero de cepas que pertenecen al /*° tipo.
Para la digestion con Xho 1 y Miu I se determing:

N=8§

s=7

nae =1

ny=2

y por lo tanto el indice de discriminacién obtenido, D = 0,9643.




