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RESUREN

El veneno paralizante de mariscos (VPM) es producido tanto por dinoflagelados

marinos, en el caso de Chile, 4/era72dr.zim ca/ene//a, como por cianobacterias de agua

dulce. Cuando el VPM est5 asociado al fitoplancton puede ser acumulado por bivalvos

filtradores, y asi transmitida a los humanos. Estas toxinas actian bloqueando los canales

de  sodio  de  celulas  de  mani'fero,  provocando  la  muerte  generalmente  por  parfuisis

respiratoria. EI VPM causa grandes perdidas econ6micas en Chile y el resto del mundo,

sin mencionar el gran problema de salud que ocasiona.  Las toxinas que conforman el

VPM son todas analogas a saxitoxina (SIX). La rna biosintetica de SIX es desconocida

y la complejidad gchica de los dinoflagelados hace de estos tiltimos un dificil modelo de

estudio,  I.as  cianobacterias,  en  canbio,  poseen  un  genoma  mis  pequefio  y  menos

complejo que los dinoflagelados. C)//I-whaspermapsz.s racl.borst/.i- es una de las especies

de   cianobacterias   de   agua   dulce   capaz   de   producir   SIX   y   analogos.   De   esta

cianobacteria filanentosa,  fijadora de  nitr6geno  y  originaria de  regiones  tropicales  y

subtropicales que pertenece al orden Jvasfoca/es, se ham descrito cepas no productoras de

toxinas y cepas productoras de la hepatotoxina cilindrospermopsina (CYL), y de  STX.

En esta Tesis, se escogi6 a C.  racz.borrfu.i. como modelo de estudio para realizar analisis

prelininares  que  permitan  entender  c6mo  oculre  la  biosintesis  de  STX.  A  partir  del

cultivo  de  C.  raci.Z)or5rb.i.  SCP338  (cultivo  mi}fro  y  no  ax6nico)  se  obtuvo  un  cultivo

unialgal, llimado D9, el cual no lleg6 a ser axchico. ha proporci6n relativa de bacterias

acompafiantes  en  un  concentrado  de  celulas  de  C.  rac].borsb.i.  D9,  se  logr6  reducir

mediante un protocolo de lavados. Utilizando preparaciones de este tipo, se optimiz6 un



procedimiento  que  permiti6 obteneT un  DNA  gen6mico  integro para poder estimar su

tamafio  mediante  digesti6n  con  enzimas  de  restricci6n  de  corte  poco  frecuente  y

electroforesis   de   campo   pulsado   (Pulse   Field   Gel   Electrophoresis,   PFGE).    La

optihizaci6n de las condiciones de electroforesis requiri6 numerosos ensayos variando

los  parinetros  de  pulsos,  tiempos  de  corrida,  concentraci6n  de  agarosa,  etc.   Los

resultados mostraron que C.  raci.Ziorwh.f. D9 tiene un cromosoma estimado de  1,7 a 2,0

Mb  aproximadanente   No  fue  posible  detectar  elementos  extracromosomales  en  los

Tangos de tamafios analizados. ha obtenct6n de un DNA gen6mico integro es el primer

paso para realizar los futuros analisis gen6ndcos de C. rac7.bors'fr'7. D9.

En  el  aspecto  fisiol6gico,  y  con  la  perapectiva  de  pesquisar  condiciones  de

mckima y minima producci6n de toxinas, se analiz6 el efecto de diferentes fuentes de

nitr6geno (nitrate de sodio o urea) y la variaci6n en las razones de nitr6geno  : fosforo

(84:  6 mg/I;  84:  0,06 mg/I;  0,84:  6 mg/I;  0,84:  0,06 mg/I)  en el  crecimiento y niveles

intra  y  extra-celular  de  STX  producidos  por  C.   racz.borsdr'/.  D9.  El  crecimiento  fue

determinado  mediante  cuantificaci6n  de  clorofila  a  y  la  concentraci6n  de  STY  fue

estimada mediante cromatografia liquida de alta resoluci6n y detecci6n de fluorescencia

en  linea  (HPLC-FLD).  Los  resultados  indicaron  que  la  limhaci6n  de  nitr6geno  (0,84

mg/I) no permiten el  crecimjento de C.  racJ.borsh.7. D9 en ambas fuentes de nitr6geno

usadas. ha alta raz6n de liitr6geno adicionado como urea, no permite el crecimiento. El

nitrate  de  sodio  results  ser  la  mejor  fuente  de  nitr6geno,  ya  que  permite  un  buen

crecimjento de C.  rt7ci.borckz.i. D9 y por esto, las mediciones de toxina se realizaron en

este  medio.  El  crecimiento  en  baja  raz6n  N:P  (I:0,07)  permite  alcanzar  hiveles  de

crecimiento mayores que con alta raz6n N:P (1 :0,0007) solamente en la fase estacionaria



de crecimiento. Se  detecfo mayor cantidad de toxina en medio con bajo fosforo (N:P de

I :0,0007), que en medio con alto fosforo (N:P de 1 :0,07). Tanto en nitrdgeno como urea,

la toxina fue acumulada en la fracci6n celular y ]a mayor detecci6n de toxina coincide

con  el  momento  de  mayor  crecimiento  de  C.  rac7.borsb.I.  D9.  Al  final  de  la  fase  de

muerte  celular  (dia  45)  no  se  detect6  toxina  en  la  fracci6n  celular,  y  muy  poca  en

sobrenadante, indicando rna posible biotransfomaci6n o simplemente degradaci6n de la

toxina.  C.  rzzci'borsfa.7. D9 no es capaz de crecer en medio con altas concentraciones de

urea (mayor a  1,5 mM) como fuente de nitr6geno, y alcanza un mayor crecimiento en

medio  con  nitrato  de  sodio  que  con  cloruro  de  amonio.  Experimentos  posteriores

indicaron que posiblemente el i6n cloruro no foe el factor limitante en el crecimiento en

medio con cloruro de amonio.

En  resumen,  cousiderando  el  tamafio  aproximado  de  C.   racz.bored.i.  D9,  la

obtenci6n  de  DNA  adecuado  para  analisis  moleculares  y  un  metodo  confiable  de

estimaci6n del crecimiento, se plantea que esta cianobacteria es un modelo simple para

estudios  gendmicos  que  permitan  deteminar los  genes  involucrados  en  la  sintesis  de

toxins paralizantes.



ABSTRACT

Paralytical   Shellfish   Poisoning  (PSP)  toxins   are   produced   by   both   marine

dinoflngellates  (in  Chile mostly f4/e*4rndri."in ca/enc/7a) and  freshwater  eyanobacteria.

When PSP toxins are associated with phytoplankton they can be accumulated by filter

feeding  bivalves,  and  subsequently  conveyed to  humans.  PSP  toxins  act  by  blocking

sodium channels in mammalian cells, inducing generally death by respiratory pardysis.

In  addition  to  great  health  problem  associated,  the  PSP  toxins  cause  an  enormous

economical impact in Chile and the rest of the world. Toxins that comprise the PSP are

all analogs of saxitoxin (STX). The biosynthetic pathway of SIX is unknown and the

genctic  complexity  of  the  dinoflagellates  makes  them  a  difficult  model  to  study,

Cyanobacteria, however, have a smaller genome and it is less complex than that of the

dinoflagellates.   C}J/z'ndrospermapsz.s  racf'borsdr.i'  is  one  of  the  species  of  freshwater

cyanobacteria able to produce  SIX and  its analogs.  These  filamentous  cyanobacteria

belong to the Order Nostocales, are able to fix nitrogen and are found in tropical and

subtropical  regions.  Non-toxin  produeing  strains,  strains  producing  the  hepatotoxin

eylindrospermopsine  (CYL),  and  strains producing  SIX have  been  described.  In this

Thesis, C.  rac7-borsdr.i. was selected as a model to analyze how the biosynthesis of STX

occurs. Starting from the C. r¢cz.borch'i. SCP338 culture (that was mixed and nonaxchc)

a unialgal culture was obtained, naned D9. This culture was not axenic. The proponion

of  bacteria  associated   to   C.   racj.borsb.z-   D9   in  a  concentrate   of  these   cells  was

substantially reduced by a wash protocol. Using this kind of preparations, a procedue

xyii



was optimized to obtain  integral  genomic  DNA.  This  DNA was suitable  for digestion

with restriction enzymes with infrequent targets estimation of the genome size by Pulse

Field  Gel   Electrophoresis   (PFGE).   Optimization  of  the   electrophoresis   conditions

required several  tests with variation of pulses,  run times,  agarose  concentration.  The

results showed that C.  rt7ci-borwh-z. D9 had a chromosome in a range of 1,7 to  2,0 Mb

approximately. It was not possible to detect any extra chromosomal elements in the size

range analyzed. The attainment of an integral genomic DNA is the first stay to make the

future genomic analyses of C. rmc7-borsb-7. D9.

In  the  physiological  aapect,  and  with  the  perspective  to  define  conditions  of

maximum and minimum toxin production, we analyzed the effects of different nitrogen

sources  (sodium  nitrate  vs.  urea)  and  of different  nitrogen:  phosphorus  ratios  (84:  6

mg/I;   84:   0,06  mg/I  ;  0,84:   6  mg/I   ;  0,84:   0,06  mg/I)  on  growth  and  intra-  and

extracellular  levels  of  STX  produced.   Growth  was   determined  by   chlorophyll   a

quantification  and  the  SIX  concentration was obtained  by  High Performance  Liquid

Chromatography   with    Fluorescence    on    Line    Detection   (HPLC-FLD).    Nitrogen

limitation (0,84 mg/I) did not allow growth of C. rac7.borsfo.I. D9 in both nitrogen sources

used.  Higher nitrogen ratio add as urea, did not allow growth.  Sodium nitrate was the

best nitrogen source, since it allowed good growth of C.  rt7ci.borsfa.I. D9; for this reason,

the measurements of toxin production were realized in this media. Growth with a low

N:P ratio (I :0,07) allowed higher growth than with a high N:P ratio (I :0,0007), only in

the stationary phase.  Was detected   higher amounts of toxin in the medium with low

phosphorus (N:P I :0,0007), than the produeed in the medium with high phosphorus (N:P

1 :0,07). As much in sodium nitrate as urea, the toxins was accumulated in the cellular
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fraction and the highest toxin detection corresponded with the moment of higher growth.

At the end of the death-phase (day 45) toxin was not detected in the cellular fraction and

very    little    amounts    were    found    in    the    supematant,    indicating    a    possible

biotransformation or simple toxin degradation. C.  rae).borswh.I. D9 was not able to grow in

media with high concentrations of urea Qigher than  I,5  mM) as nitrogen source, and

reached  higher  growth  in  media with  sodium  nitrate  than  with  ammonium  chloride.

Further experiments indicated that possibly the chloride ion was not the growth limiting

factor when the media contained ammonium chloride as a nitrogen source.

In  summary,  considering  the  estimated  size  of C.  rt7c7.borsb.7.  D9  genome,  the

DNA  preparation  for  molecular  analyses  and  the  reliable  method  of estimation  of

gro`wh,  we  propose  that  this  cyanobacterium  is  a  good,  simple  model  for  genomic

studies that will  help to identify the  genes involved  in the  synthesis of the paralyzing

toxin.



I.   INTRODUCCI0N

EI  Veneno  Paralizante  de  Mariscos  (VPM)  esta  compuesto  por  un  grupo  de

toxinas que bloquean los canales de sodio en mamiferos. A la fecha se ham descrito 26

tipos diferentes de toxinas del VPM, todos analogos a la saxitoxina (STX),  una de las

mds potentes.  Las toxinas del VPM son hidrofilicas,  de bajo peso molecular Q}ajo los

500  Da)  formadas  por  un  esqueleto  bdsico  de  3,  4,  6-trialquil  tetrahidropurina.  Se

clasifican en tres grandes gnipos:  i) carbamatos que incluyen a la SIX, ncosaxitoxina

(NEO) y las gonyautoxinas (GTX1, 2, 3 y 4); ii) N-sulfocarbamoil toxinas que constan

de  GTX5  y  las  C  toxinas y  iii)  fas  decarbanoil  toxinas  (Iogos,  1998)  (Fig.  I).  Estas

moleculas   son   una   clase   de   alcaloides   neurot6xicos   que   comprenden   diferentes

isoformas y con variadas toxicidades (Strichartz,1981). La SIX es capaz de unirse a la

membrana  nerviosa  con  gran  afinidad  (CatteTall,  1980).  ha  union  se  realiza  del  lado

extracelular de la membrana plasmitica y provoca la oclusi6n de la entradr del poro del

canal de Na+, donde la carga positiva del grupo guanidinio de las VPM interactha con la

carga negativa del  grupo carboxilo del  monte  del  canal  (Cctele y  Catterall,  2000),  La

SIX  y  sue  ahalogos  al  bloquear  los  canales  de  sodio  de  las  celulas  neuronales  y

musculares de mani'fero,  impiden la transmisi6n del  impulso nervioso y generan una

paralisis  muscular  (Gallacher  y  col.,   1992).  Por  lo  tanto,  la  causa  de  muerte  por

intoxicaci6n con VPM es el paro respiratorio,
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Fig.1,  Estructura de  la  saxitoxina (STX)  y  sus  analogos.  Los motivos  guanidinios  se
muestran resaltados con una llave. R1, R2, R3 y R4 son los sustituyentes de la estructura
bdsica de la STX.

Cuando  el  VPM  esfa  presente  en  el  plancton  es  concentrado  por  bivalvos

filtradores (de donde deriva su nombre) tales como choritos, cholgas, almejas y ostras,

principales recursos explotados en nuestro pals. Este fen6meno genera un fuerte impacto

econ6mico en Chile, causando perdidas entre US$  10 y  50 millones anuales.  Tambi6n

tienen  un  impacto  social,  ya  que  afecta  a  numerosas  comunidades  de  pescadores

artesanales y mariscadores del  Sun de Chile.  Por lo tanto, los problemas de salud y las

implicaciones  econ6micas  de  los  Florecimientos  Algales  Nocivos  (FAN),  conocidos



popularmente como "marea roja", son enormes.  En las uttimas d6cadas sc ha detectado

niveles t6xicos de VPM en las regiones XI y XII de Chile, asociados a florecimientos de

especies t6xicas de dinoflagelados (VIlez y col., 2001 ). En el afro 2002 la contaminaci6n

se extendi6 a la X region. declarindose en esa oportunidad 4 comunas de Chiloe como

area  de  cafastrofe.  En  las  regiones  de  Aysch  y  Magallanes  entre   1972  y  2000  se

registraron 387  intoxicaciones por VPM,  incluyendo 26 casos  fatales  (Guzman y  col.,

2002).

Las toxinas del VPM pueden ser producidas por dinoflagelados, cianobacterias

(algas verde-azules) y por bacterias marinas heter6trofas, aunque en este ultimo caso la

evidencia  ann  no  es  definitiva.  Dentro  de  los  dinoflagelados  hay  tres  generos  que  se

ascoian  a  VPM..  Alexandrium  sp.,  Pyrodinium  sp.  y  Gymnodinium  sp.  (11alleg[acff,

1993),  los  cuales  se  distribuyen  ampliamente  en  el  mundo.  Los  dinoflagelados  son

organismos eucariontes, dificilmente axchicos, cuyo tamafio gen6mico esti en el Tango

de  3.000  a  215.000  Mb  (Spector,  1984).  En  comparaci6n,  el  tamafio  del  genoma  de

diferentes especies de cianobacterias se encuentra entre  I,8 Mb y 13,6 Mb (Strehl y col.,

1999).

Dentro de las cianobacterias se reconocen cinco especies productoras de VPM:

Aphanizomenon flos-aquae (Mabm!oed y Camichact., 1986). Lyngbya wollei (Onodera

y   col.,   \991),  Anabaena   circinalis   al:\im:page  y   c;ol.,   \994),   Cylindrospermapsis

racr.borsb.I. (Lagos y col.,  1999) y P/owfro/frrir sp.  Q'omati y col., 2000). En anbientes

de   agua   dulce,    las   toxinas   del   VPM   estin   casi   exclusivamente   asociadas   a

cianobacterias,   y   la   aparici6n   de   aumentos   masivos   de   dichas   bacterias   se   han

incrementado en los ultimos afros (Kaas y Henriksen, 2000; Pereira y col,, 2000; Pomati



y col., 2000). I.as cianobacterias son procariontes peTtenecientes al dominio Eubacteria;

a la feeha se ham descrito alrededor de  1000 especies que componen este linaje.  Estos

organismos  fotoautotr6ficos,  poseen  la  hal)ilidad  de  sintetizar  clorofila  a  ademds  de

otros  pigmentos  como  ficocianina  y  ficoeritrina.   I.as  especies  que  poseen  c6lulas

diferenciadas   denominadas   heterocistos,   son  capaces  de   fijar  nitr6geno  y   es  una

caracten'stica  que  divide  a  fas  cianobacterias  en  distintos  generos,  En  cambio  las

vacuolas  de  gas  (que  le  aportan  la  capacidad  de  flotar)  se  extienden  a  lo  largo  de

diferentes  gcheros  (Oliver  y  Ganf,  2000).  Las  cianobacterias  se  clasifican,  segtin  su

morfologia, como unicelulares y filamentosas pudiendo ambas encontrarse en forma de

colonia o  aisladas.  ELlas  representan una potencial  fuente  de  metabolitos  secundarios,

como por ejemplo: antibi6ticos, supresores tumorales y toxinas. Estas toxinas tienen una

variada   estructura   quhica:   alcaloides,   compuestos   policet6nicos   y   peptidos   no

ribosomales. Las ciano-toxinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su blanco de acci6n

en tres grupos: hepatotoxinas, dermatotoxinas y neurotoxinas (Falconer y col.,  1996). A

esta ultima categon'a corresponde la STX.

Hasta el momento no se ha podido dilucidar la ruta de sintesis de la SIX,  Sin

embargo,   se   ham   realizado   aproximaciones   a   esta   por   sintesis   qu'mica   y   por

experimentos   en    log   cuales   se   usaron   precursores   marcados   radioactivamente.

Interesantemente,  para  el  dinoflagelado  t4Jenmdrz.aim  /am«reurc  y  la  cianobacteria

.4pha»z.zonne#on /as-flg2.ae,  se obtuvieron resultados similares.  En ambos organismos,

SIX se sintetiza a partir de tres moldeulas de arginina, rna molecula de mctionina y una

molecula de acetato (Shimizu,1986). Esta evidencia sugiere que pueden compartir rutas

metab6Iicas y tambich genes responsables de la sintesis de SIX y sus analogos.



Cianobacterias Droductoras de STX

Entre las cianobacterias productoras de SIX y sus andlogos la thica encontrada

en Sudamchca corresponde a C)//jradrchxpermqprzs racjborsk!.I. ¢ig2), aislada en Brasil

desde  la  reserva  de  Billing  (Lagus  y  col.,  1999).  C.  rocz.bors#J  es  una  cianobacteria

filamentosa perteneciente al orden Nostocales,  fija nitr6geno y  se caracteriza por tener

vacuolas  de  gas  y por  la forma y  dimensiones  de  sus  heterocistos terminales,  c6lulas

vegetativas y tricomas.  Se encuentra en hfroitats de agua dulce temperada y tryicamente

produce  la hepatotoxina cilindrospermopsina.  De  hecho,  la  cepa  brasilefia  es  la `inica

capa descrita como productora de SIX.

Fig 2. Microscopia de epifluorescencia de un cultivo no ax6nico de C'};/i."drospermopsz.s

racz.borsfa.I..   En  la  fotografia  se  observan  filamentos  verdes   correspondientes  a  C.

racj.borsfo.z.  (flechas  naranjas)  y  bacterias  acompafiantes  de  tipo  cocobacilo  (flechas

celestes).



I.a elevada concentraci6n de nutrientes  ex6genos  ha sido  considerado  el  factor

mds     significativo     para     promover     el     desarrollo     masivo     de     cianobacterias.

Aproximadanente la mitad de los florecimientos masivos son t6xicos  (Sivonen y  col.,

1990). Debido a su impacto para la salud humana y animal, se ha tratado de precisaB. los

factores  que  controlan  la toxicidad de  las  cianobacterias.  A  pesar de  que  hay  muehos

estudios sobre la farmacologfa y quinica de fas toxinas, muy poco se conoce en relaci6n

al  metabolismo de  las toxins bloqueadoras de  los canales  de  sodio  (Sodium  Channel

Blocking, SCB). Hay escasos estudios sobre aspectos tan importantes como condiciones

en   las   cuales   se   estimule   o   reprima  la  produeci6n   de   STY   y   sus   analogo§   en

cianobacterias,  las  proporciones  de  cada una  de  ellas  a  hivel  intra  y  extracelular,  asi

como  el  papel  de  las  SCB  en  el  micrcorganismo  que  las  produce.  Ademds,  no  hay

estudios  gen6micos  en  cianobacterias  productoras  de  STX.  I.a  ausencia  de  cultivos

axchicos representa un gran inconveniente para realizar este tipo de estudios.

Estudio  Een6mico  mediante  electrofobesis  I)or  camDo  Dulsado  thllse  Field  Gel

Electrot)horesis. PFGEI

Los  pocos   estudios  gen6micos  mediante  electroforesis   por  campo   pulsado

Q'FGE)  que  hay  en  cianobacterias,  corresponden  a  aquellas  per(enecientes  al  gchero

Smechoq+slfs'  (Churin  y  col.,  1995)  y  Procworococa!4s  (Strehl  y  col.,  1999)  quc  no

producen  toxinas.   Ademds,  estas  cianobacterias  no  son  filamentosas,   como  to  es

C}/f»drcxpermqpsis  rac7.borrb-i.  Consiguientemente,  Ire  existen  protocolos  apropiados

para realizaT un  PFGE  en dicha cianobacteria,  especialmente  en  le  que  se  refiere  a la

preparaci6n de la muestra, por lo que es necesario desarrollar y optimizar protocolos.



EI   PFGE   separa   moleculas   de   DNA   embebidas   en   matrices   de   agarosa

sometichdolas a campos electricos que  se alteman en dos direcciones (Mathew y  col.,

1988). Cuando el primer campo electrico se aplica al gel, las moleculas se alargan en la

direcci6n  del  campo  y  migran  en  el  gel.  El  primer  campo  electrico  se  suprime  y  un

segundo canpo, formando un ingulo con el primero, se activa. EI DNA debe cambiar su

confomaci6n  y  reorientarse  antes  de  que  pueda  migrar  en  la  direcci6n  del  segundo

campo electrico. El tiempo requerido para esta reorientaci6n es muy sensible del tamafio

de  la molecula.  Mol6culas nds grandes toman mds tiempo  en realinearse  despues  de

canbiar el campo que molecular mis pequefios. El tiempo que se mantiene activo cada

campo  se  ha  denominado  pulso  y  su  duraci6n  es  una  funci6n  del  taniafio  de  las

moleculas  que  se  descan  separar.  Este  mctodo  se  considera  frecuentemente  como  el

"estindar dorado"  de los mctodos de tipificaci6n molecular.  EI PFGE pemite separar

moldeulas   de   DNA   que   tienen   un  tamafio  desde   20   Kb  hasta   10   Mb.   Para   la

electroforesis en gel por campo pulsado, los aislamientos bacterianos se hacen crecer en

algtin medio s6lido o liquido y luego se combinan con agarosa fundida y se colocan en

pequefros  moldes.   De  esta  manera  se  obtienen  inser(os  de  agarosa  que  contienen

bacterias completas.  Las bacterias embebidas en la agarosa se someten a lisis I.» s'7tw y

luego el DNA libre e inmovilizado en la matriz de agarosa se corta con una enzima de

restricci6n que tenga baja frecuencia de cor(e en el genoma estudiado. Dependiendo de

la geometn'a del electrodo, la homogeneidad y el mctodo de reorientaci6n de log campos

electricos existen varios sistemas de electroforesis en gel por campo pulsado (Fig.3).
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Fig. 3. Diferentes sistemas de electroforesis en gel por campo pulsado (PFGE).

Los diferentes sistemas descansan sobre el mismo fen6meno de separaci6n, esto

es,  someter  a  las  mol5culas  de  ADN  a por  lo  memos  dos  campos  el5ctricos  que  se

alternan. El tamafio linite malcimo que puede ser resuelto por esos sistemas parece ser el

mismo.

En este estudio se emple6 un sistema de electroforesis en gel por campo pulsado

que  corresponde  al  tipo  CHEF  (Siglas  del  ingles  de  Clamped  Homogeneous  Electric

Field Electrophoresis),  que  se caracteriza por obtener lineas rectas empleando para tal

fin  canpos  homog6neos.  En  este  sistema,  veinticuatro  electrodos  se  disponen  en  un

arreglo hexagonal (Fig. 3). El voltaje de la fuente de poder se divide en esos electrodos



de tal forma que el gradiente de vo]taje que se produce es constante a lo largo de todo el

gel. El ingulo de reorientaci6n de los campos puede variar entre 60 y 120.

El   conocimjento   de   aspectos   bdsicos   de   la   fisiologfa   y   del   genoma   de

C}./7.r2draspermops7.s  rc]cz.bors'b.i. resultan  fundamentales  para establecer,  por una parte,

los factores que influyen en la produeci6n de las toxinas del VPM, y por otra, definir las

caracteri'sticas  genicas  de  esta  especie  e  iniciar  su  caracterizaei6n  gen6mica  con  el

prop6sito de identificar los genes responsables de la ruta de biosintesis de SIX,

Por lo tanto, considerando los antecedentes expuestos anteriormente, en donde se

indican las ventajas de fas cianobacterias respecto de los dinoflagelados, tales como la

menor  complejidad  gen6mica y  que  ambos  organismos  comparten  precursores  de  la

sintesis de STX, en este trabajo se plantea que: Cy/indruspcrmapsis. roalborstz.I. D9 es

un  buen  organismo  mode[o  pars  estudiar  aspectos  genieos  y  risio]6gicos  quc

contribnyan al entendimiento de la biosintesis de SIX y sus an£]ogos.



ORIETIVOS

General

Caractcrizar  genotl'pica  y  fisiol6gicamente  a  la  cianobacteria  pToductora  de  toxinas

paldi:Izan:tes Cyl indrosperTnopsis raciborskii D9 .

Especificos

I.   Obtener una cepa clonal desde el cultivo mixto de C. rc7cjborsb.i. SPC338.

2.    Obtener  DNA  de  un  cultivo  clonal  de  C.  rac7'borsdr.i.  libre  de  material  gehico

proveniente de bacterias acompafiantes.

3.   Dcteminar   las   condiciones   6ptimas   para   obtener   DNA   gen6mico   integro

embebido en moldes de agarosa.

4.   Establecer  condiciones  de  electroforesis  por  campo  pulsado  neeesarias  para

obtener una buena definici6n de bandas, tanto de DNA gen6mico integro como

de los fragmentos de restricci6n.

5.   Estimar    el    tamafro    gendmico    aproxinado    y    presencia    de    elementos

extracromosomales en C.   r4c7.borsb.7' D9.

6.   Evaluar el crecimiento de un clon de C.  nzc'7.borsfa.I. D9 en diferentes fuentes de

nitr6geno  (nitrato  y  urea) y  el  efecto  de  la raz6n entre  las  concentraciones  de

nitr6geno  y  fosforo  en el  medio  de  cultivo,  sobre  el  crecimiento  y  los niveles

intra y extracelular de SIX de esta bacteria.

10



7.   Dependiendo de los resultados del objetivo anterior, se evalunri el efecto en el

crecimiento  de  C.  rtzcI.aorsfa.i  D9  en  fuentes  altemativas  de  nitr6geno  ®or

ejemplo cloruro de amorio).
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MATERIALES Y METODOS

I. Cei)a v condiciones de cultivo

C.  rac;borskf7. SPC 338 fue aislada en Brasil desde la reserva de Billing (Lagos y

col.,  1999) y  donadas  a  la  Iba.  M6nica V5squez  desde  dicho  lugar por  la  ELa.  I\haria

Teresa de  Paiva a petici6n del  Dr.  Pedro  Zngatto,  quien fue  al  primero  en describir  la

presencia de este tipo de especies en Brasil (Lagos y col.,1999).

C. racjborskji. SPC 338, el cual no es un cultivo clonal y que corresponde a por lo

menos 2 cepas de C.  7.ndhatJj (Vfsquez y col, datos no publicados) fue crecida en

200 ml de medio MLA (Mgs04.7H20 49,4 mg/I; NaNcb  170 mg/I; K2lIP04 34,8 mg/I;

H3803  2,47  mg/I;  vitamina  Bi2  0,05  I+g/I;  tianrina  Hcl  0,I  mg/I;  biotina  0,05  I+g/I;

NaEDTA 4£6  mg/I;  Fec13.6H20  lj8  mgA;  CuS04.5H20  0,01  mgA;  Zns04.7H20  22

ng/I;    CoC12.6H20    0,01    mg/I;   NaMo04.2H20    0,006    mgfl;   NaHC0b    169   mg/I;

Ccac12.2H20  29,4  mg/I)  descrito  por  CSRO  Marine  Research  para  cianobacterias.  El

oultivo se prepar6 en matraces de vidrio de  I  I bato ciclos de  12 h:  12 h oscuridad-luz

blanea (40 iiE  I/m2 . s-I) a 28 °C aproximadamente usando como in6culo un ddeimo de

volumen de un cultivo en fase estacionaria de crecimiento (25 dias).

2. Obtenci6n de un cultivo c]onal a Dartir de a rmofborsAAj SPC338.

2.I Pbeparaci6n de un cultivo clomL

En  trabqjos anteriores se aisl6 un cultivo clonal desde C. row.borsfo'; 338 (cultivo

mixto)  llamado  C.  rmcjhorstfl.  Clo  (Castro  y  colry  2004)  sin  embargo  este  clon  se

perdi6, Por esta raz6n, a par(ir del cultivo de C. raefborskfJ SPC 338 se aislaron tricomas
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para obteneT un nuevo clon. Este procedimiento se realiz6 bajo e] microscopio, toman

al azar celulas individuales que fueron puestas en placas de 96 pocillos con 200  wl de

MIA fresco. Se verific6 bajo ricroscopio que cada uno de estos pocillos presentara solo

un  tricoma,  haciendo  un  seguimiento  de  varios  dias.   Luego,  cuando  este  tricoma

present6 un erecimiento a simple vista (ovillo verde),  se traslad6 a un tubo de cultivo,

que contem'a 5 ml de medio MLA fresco.  Se incub6 hasta que el cultivo estuviese bien

desarrollado y finalmente estas c6lulas se subcultivaron en matraces de vidrio de  1  I en

200 ml  de medio  MLA  con  diluei6n  I:10,  en  las mismas  condiciones de  iluminaci6n

descritas para el cultivo SPC 338.

2.2   Extracci6n   y   analisis   de   restricci6n   de]   gen   16S   rRNA   (Amplirled   16S

Ribosomal   DNA   Restriction   Amlysis,   ARDRA)   de   una   cepa   c]ona]   de   C.

raciboTskii.

2.2.1 ELiminacidn de bacterias acompafiantes de] cultivo de C. «ci.tors4I.z..

Debido a que el  cultivo de C racl.borst}.I. SPC  338 no es axenico y los cultivos

clonales obtenidos en la etapa anterior tampoco lo son (Castro y col., 2004), se realiz6

un protocolo de lavados para eliminar la mayor cantidad de bacterias acompafiantes. C.

rac7.borwh.7. puede alcanzar un tamafro de 10-loo I.in de largo, mientras que las bacterias

acompafiantes tienen un tamafio de 1  Hm aproxinadanente. Por esta raz6n, se tomaron

200 ml de cultivo clonal  en fase  exponencial  de crecimiento  (15  dias,  momento  en el

cual las celulas presentan un intenso color verde) y se filtr6 mediante rna membrana de

3  Hm  de  poro  y  posteriormente  se  lav6  con  I  I  de  agua  destilada  esteril.  Luego  las

celulas fueron retiradas del filtro y resuspendidas en I nd de agua destilada esteril.
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2.2.2   Tinci6n   de   bacterias   con   naranja   de   acridim   y   recuento   mediaDte

microscopha de epifluores€encin.

La  diluci6n  de   I   ul  de  concentrado,  obtenido  en  la  etapa  de  lavado  de  C.

rac7'borsfu.I. D9, en 1 ul de agua destilada esteril fue filtrada en rna uhidad de filtraci6n de

vidrio  y  una membrana de  policarbonato  tefiida con Negro  de  Sudan,  de  acuerdo  a  lo

descrito   por   Hobbie   (1977).    Los   filtros   se   observaron   en   un   microscopio   de

epifluoresoencia Nikon® con un filtro azul en el Tango de excitaci6n de 450 a 490 nm y

de emisi6n desde los 500 nm hacia el espectro visible.

2.23. Extracci6n d€ DNA gen6mi€o.

Para la extracci6n de DNA gen6hico de C. raci.borsfo.i.  se utiliz6 el protocolo de

Kirby   Mix   descrito   papa   SrrcpJonyces   sp.   (Kieser   y   col.,   2004)   con   algunas

modificaciones.    Celulas    ya    lavadas,    como    se    describi6    anteriormente,    fueron

resuspendidas en  1,5 nd de tamp6n TE25Sue (25  mM Tris base pH 8, 25 mM EDTA,

0,3 M Sacarosa) y Tepartidas en dos tubos de 2 mJ a los cuales se le agreg6 soluci6n de

lisozima hasta rna concentraci6n final de 2 mg/ml. Posteriormente se incub6 por 10 min

a 37°. Luego se agreg6 480 Hl de Kirby Mix (2 % SDS,  12 % sodio 4-aminosalicilato,

0,lM Tris-Hcl pH  8,  6 % v/v Feliol pH  8,0 equilibrado) y  se agit6 suavemente por 5

min. Se agreg6 480 LLl de fenol/clorofomo/alcohol isoamilico (25:24: I ) agitando por 15

seg en acttaci6n suave. Luego se centrifug6 por 10 min a 5000 Ipm. I.a fase acuosa fue

tranrfinda a un tubo  con  360  ul  de  fenol/ clorofomo/alcohol  isoamilico  y  72  ul  de

Acetato de Sodio 3 M.  Se agito suavemente y se centrifug6 por 10 min a 5000 rpm. Se
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separ6 la fase acuosa y se agreg6 0,6 volhmenes de isopropanol frio, dejando precipitar

por 30 min a -20°. Posteriomente se centrifug6 a 13100 rpm por 30 min. Se elinin6 el

sobrenadante  y  el  precipitado  obtenido  se  lav6  con  0,6  voltimenes  de  etanol  70  %

centrifugando  5  min a  13000 Ipm.  Luego se elimin6 el  sobrenadante,  se dej6 secar al

aire  y  se  rehidrat6  en  150  pl  de  TE  IX.  Para  eliminar  el  RNA,  se  agreg6  RNasa

(concentraci6n final de 40 ngrful) y se incub6 a 37°C por 2 h. A continuaci6n, se hizo

una  re-extracci6n  con   150  Hl  de  fenol/clorofomo/alcohol  isoamilico  (25:24:1).   Se

centrifug6  por  10  min a 5000 rpm.  A  la fase acuosa obtenida se  le  agreg6  loo  Lil  de

cloroformo/alcohol  isoan'lico (24:I).  Se centrifug6 por  10 min a 5000 rpm. A  la fase

acuosa obtenida se le agreg6 0,6 voldrenes de isopropanol dejando precipitar a -20 °C

toda la noche. Luego, se centrifug6 a 13100 rpm por 30 min a 4°C. Al precipitado se le

agreg6 etanol 70 % y se centrifug6 nuevalnente a 13100 rpm por 30 min. El precipitado

obtenido se resuspendi6 en  loo ul de agua MilliQ esteril.  Para chequear la calidrd del

DNA  gen6mico y  cuantificarlo,  se realiz6 una electroforesis  en  gel  de agarosa  en las

siguientes condicioncs: 2  ul de muestra, 2 ul de marcador de peso molecular (DNA de

Lalnbda/Hi.ndll), agarosa al 1 % en TBE IX a/v), 50 V por 3 h y tinci6n con bromuro

de  ctidio  0,5  wg/ml  por  media  hera.  Luego  se  estim6  la  cantidad  de  ADN  extraido,

cuantificando    con    respeeto    al    estindar    de    concentraci6n    conocida    ADN    de

I.anbda/H7.ndll.
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2.2.4.  Amplificaci6n  y  analisis  de  restricci6n  d€l  gen  16S  rRNA  (Amplir[€d  16S

Ribosoma] DNA Restriction Amlysis, ARDRA) de la cepa c]onal de C. r4cf.borsAi.i..

Se   amplific6   el   16S   rDNA   del   DNA   gendmico   purificado   anteriormente,

mediante la  reacci6n en cadena de la DNA polinerasa Q'CR) usando una diluci6n 1 :5

de DNA gen6hico.  Se usaron los partidores 27F (5'-GGTTACCTrGTrACGACTI`-3 '

y  1492R  (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')  descritos  para  bacterias  en  general

(Lane y col.,1985). I.a reacci6n de anplificaci6n se realiz6 usando la enzima rczg DNA

Polimerasa   (Gibco"   BRL,   Eggenstein,   Germany)   y   el   siguiente   programa   de

amplificaci6n: un ciclo inicial de 95°C 6 min., 58°C 6 min. y 72°C  I,5 min.; un segundo

ciclo de 95°C  I,5 min., 58°C 3 min. y 72°C  I,5 nin; 30 ciclos a 95°C  1,5 min., 58°C  I,5

min.  y  72°C  1,5  min.;  un ciclo final  a 95°C  I,5  min.,  58°C  1,5  min y  72°C  5  min.  EI

producto del PCR, fue digerido con la enzina de restricci6n EcoRI en un volumen de

reacci6n de 30  Lil,  usando por cada tLg de DNA  6  unidades de  enzima e  incubando a

37°C por 2 h. Lus productos de digesti6n fueron observados en electroforesis en gel de

agarosa al 2 % en TBE IX a/v), 70 V por 90 min y tinci6n con bromuro de etidio (0,5

Ltg/ml) durante 30 min.
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3 Can)cterizaci6n f!enotii)ica de] cultivo clonal de a malbomfff.

3.1.  Anilisis de  ]a  region  espacindora aTS) entre los genes  16S y 23S  rDNA del

cu[tivo c]ona] C. mcf.tors*z.i. D9

Se realiz6  la amplificaci6n de  la regi6n intergchica entre  los  genes  16S  y  23S

rRNA mediante PCR de una diluei6n  I/10 del DNA obtenido del cultivo clonal  de C.

raciborsb.I.. Se utili2aron dos pares de partidores: 322F (5'-TGTACACACCGCCCGTC-

3)   -   340R   (5'-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3)   especificos   para   cianobacterias

(Iteman      y      col.,      2000)      y      L1      (5'-CAAGGCATCCACGT-3')      -      Gl      (5'-

GAAGTCGTAACAAGG-3')  (Jensen  y  col.,   1993)  como  especificos  para  bacterias

heter6trofas.  La  reacci6n  de  amplificaci6n  se  realiz6  usando  la  enzima  rap  DNA

Polimerasa   anvitrogen).   Para  los  partidores   322F  y   340R   se   utiliz6   el   siguiente

programa de amplificaci6n: un ciclo inicial de 95°C 6 min, 54°C 3 min y 72°C  I,5 min;

un segundo ciclo de 95°C  I,5  min,  50°C  3  min y  72°C  1,5  min;  28 ciclos a 05°C  I,5

min, 54°C I,5 min y 72°C 1,5 min; un ciclo find a 95°C 195 min, 54°C 1,5 min y 72°C 5

min. Para los partidores Gl-Ll  el programa de amplificaci6n fue el siguiente:  un ciclo

inicial de 95°C 3 min, 50°C 3 min y 72°C  I,5 min; un segundo ciclo de 95°C  1,5 min,

5o°C 3 min y 72°C  I,5 min; 28 ciclos a 95°C  1,5 min, 50°C  I,5 min y 72°C  I,5 min; un

ciclo final a 95°C I,5 min, 50°C 1,5 min y 72°C 5 min. I.a electroforesis fue realizada en

gel de poliacrilamidr al 7,5 %, 150 V, 1  h 15 min y tinci6n con nitrato de plata (Espejo y

Escanilla,   1993).   En  el  caLso  de  los  partidores  Gl-Ll   las  bandas  obtehidas  en  la

amplificaci6n fueron secuenciadas. Para esto se carg615  ul del producto de PCR en un

gel  de  poliacrilamida  al  7,5  %  a  150  V  por  1  h.  Luego  se  tifi6  durante  15  min  con
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Bromuro de Etidio (0,5 LJg/ml) y se cortaron las bandas observadas bajo tTansi]uminador

UV.  Las bandas extraldas del gel fueron puestas en tubos de 0,5 ml con 20 ul de agua

(filtrada por 0,2 irm y esterilizada en autoclave) e incubadas durante toda la noche a 4°C.

Luego,  se  tomb  1   Hl  de  cada  etuido  y  se  amplific6  siguiendo  el  protocolo  descrito

anteriormente para los partidores Gl -L1. El producto de PCR de cada banda fue cargado

en un gel de agarosa LMP al I,6 % en TAE 1 X. La electroforesis se realiz6 durante 5 h a

65 V.  Luego,  se cort6 cada banda y se realiz6 la extracci6n del DNA desde la agarosa

mediante Wizard® PCR Preps (Promega) siguiendo fas instrucciones del  fabricante.  A

continuaci6n, se amplific6 nuevamente cada banda con par(idores Gl -Ll  utilizando 1  ul

de  rna  diluci6n  i/10  del  DNA  obtenido.  El  producto  PCR  fue  visualizado  mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5 % a  150 V por  lh y tefiido con nitrato de

plata  para  verificar  que  cada  banda  se  encontrara  pura.  Finalmente,  cada  producto

obtenido  en  la  etapa  de  purificaci6n  por  Wizard  fue  secuenciado  en  secuenciador

automatico Modelo Applied Biosystem 373a.

32. Estinaci6n de] tamafio g€n6mico de C. racl.hars*f.f. mediante Electroforesis pop

campo pulsado a'FGE).

3.2.I. E]ectroforesis por Campo Pulsado

EI   PFGE   fue   realizado   utilizando   un   sistema   CIIEF   11   (contour-clamped

homogeneous field electrophoresis) BIORAD. Este equipo tiene un ingulo fijo de 120°.
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3.2.2 Preparaci6n de estindares de DNA pars PFGE

a`) Saccharomyces cerevisiae YNN 295

La cepa de S:clccharonyccs cereiJ7.s'7.ae YNN 295 fue facilitada por el Dr.  Victor

Cifuentes,  Director  del  Laboratorio  de  Genctica  de  la  Facultad  de  Ciencias  de  la

Universidad  de  Chile.  Para  preparar  los  moldes  de  agarosa  se  sigui6  el  protocolo

descrito  por  Schwartz  y  Cantor  (1984)  con  algunas  modificaciones.  El  protocolo  se

describe a continuaci6n:  50  Ill  de  la cepa,  almacenada a -70 °C,  fueron cultivados en

placa con medio YPD (Extracto de Levadura 1 %, Peptona 2 %, Glucosa 2 %) con I ,5 %

de agarosa incubada a 30°C por 24 h. Luego, de la placa se tomb una colonia con la que

se inocularon 50 ml de medio YPD, incubando a 30°C con agitaci6n durante 24 h, hasta

D.O de 0,5. Para colectar las celulas, los 50 ml fueron centrifugados a 7000 rpm por 10

min y las celulas recuperadas fueron resuspendidas en 10 ml de EDTA (50 mM pH 8,0).

Esta suspension fue centrifugada a 7000 rpm por 10 min y las celulas obtenidas fueron

resuspendida en EDTA 50 mM pH 8,0 hasta completar 500 Hl. Luego a estos 500 Hl se

le  agregaron  2,5  ul  de  zymoliasa de  un  stock  2mg/ml  y  se  mezclaron  con  I,5  ml  de

agarosa LMP al  I % en EDTA 125 mM equilibrada a 42 °C. La mezcla fue fapidamente

llevada  a  moldes,  los  que  se  dejaron  gelificar  a 4°C  por  10  min.  Una  vez  listos  los

moldes, estos fueron sumengidos en 3 ml de LET (EDTA 0,5 M pH 8,0, Tris I ,5 gr/I, 8-

mercaptoetanol 75 ul/I) con 0,6 mg/inl de zymoliasa e incubados durante  16 h a 37°C.

Luego se retire el sobrenadante y se agregaron 5 ml de EDTA 50 mM pH 8,0 agitando

suavemente. Este paso se rapiti6 una vez mds. Luego se elimin6 el EDTA y los moldes

fueron incubados a 50°C por 24 h en 3 ml de tamp6n NDS (EDTA 0,5 M pH 8,0, Tris

1,5   g/I,   N-butilsarcosina   1   %)   con   0,5   mg/ml   de   Proteinasa   K   (Invitrogen).   A
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continuaci6n se realizaron una serie de lavados para eliminar los restos de proteina que

quedaron en el bloque: se elimin6 la soluei6n de NDS y se lav6 dos veces con 5 ml de

TE  IX a3DTA  lmM, Tris  10 mM), precalentado a 50°C, incubando a 50°C por 30 min

cada vez.  Luego,  se  lav6 una vez mds con   5 ml de  TE  IX precalentado a 50  °C, sin

incubaci6n.  A  continuaci6n  se  incub6  dos  veces  con  5  ml  de  TE  IX  a  temperatura

ambiente por 30 min cada vez. Luego se agreg6 5 ml de TE  IX 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.

b) Lambda y Lambda/J7z.wdill

En este caso se utiliz6 DNA de ^ (Promega,  515  Hg/ml).  Se tomaron  I,5  Hl  de

DNA y se mezclaron con  100 L.I de agarosa al 2% en TE25Suc. De esta misma manera

38 ul de una diluci6n I : 10 de DNA de WH!.Halll (Gibco 550 Hg/Lil) se mezclaron con 60

prl  de  agarosa al  2  %  en  TE25Suc.  Ambas preparaciones  fueron  puestas  en moldes  y

solidificadas  durante  10  min  a 4°C.  Finalmente  los  moldes  se  guardaron  en  3  ml  de

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

323  Prepanci6n  de  molder  d€  agarosa  de  C.  mrcf.borsAjJ.  D9  para  analisis  por

PFGE.

Se probaron dos protocolos (A y 8) para preparar los moldes. En ambos casos, se

usaron 200 ml de cultivo en face exponencial de crecimiento (15  dias),  los que fueron

filtrados y lavados con I  I de agua MilliQ esteril a traves de una membrana de 3 iim.
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EI  Protocolo A  fue descrito por Alduina y col.  (2002) para Lstrepfom}ices, al  curl  se  le

realizaron modificaciones. I.as celulas fueron retiradas del filtro con  I  I de agua MilliQ

estdil  y  centrifugadas  a  ndxina  velocidad  durante   10  min.  Luego,  se  elimin6  el

sobrenadante y  el  concentrado de celulas obtenido fue lavado dos veces  con  Sacarosa

0,3 M mediante centrifugaci6n por 1 min a 5000 rpm. A continuaci6n, las celulas fueron

resuspendidas con hasta 2 ul de TE25Sue por cada 1  g de celulas. Esta suspensi6n fue

mezclada con agarosa LMP al  I % en TE25Sue ®recalentada a 45°C) en proporci6n de

0,9 ml de agarosa LMP por cada 0,3 ul de suspension celular. Rapidamente la mezcla

fue  llevada  a  moldes  y  solidificadas  a  4°C  por  10  min.  Una  vez  ya  gelificados,  los

moldes fueron puestos en un tubo Falcon de 50 ml (con 10 ml de tampon TE25Suc que

contenia 2 mg de lisozima e incubados durante 3 h a 37°C. A continunci6n los moldes

fueron trarisferidos a un tubo Falcon nuevo e incubados con 10 ml de soluci6n de NDS

(I   %  n-laurosylsarcosin,  0,5  M  EDTA,   10  mM  tris  base  pH  9)  con  2  mg/ml  de

Proteinasa K (Invitrogcn), el cual fue precalentado por I  h a 50°C. Se incub6 durante 40

h  a  50°C.  Luego  se  inactiv6  la  Proteinasa  K  con  PMSF  a=enil  Metil  Sulfohilo)  en

tamp6n TE25Suc. Para 10 ml de TE25Sue se agreg610 pl I de PMSF 0,I M. Finalmentc

los moldes fueron lavados 3 veces, una hera cada lavado en tampon TE25Suc a 4°C para

luego   ser  mantenidos   en  TE25Suc   a  4°C.   Todas   las   soluciones   utilizndas  en  las

incubaciones fueron previamente filtradas por 0,22  irm y esterilizadas por autoclave,  a

excepci6n del tampon TE25Suc que solo fue filtrado.

EI    Protocolo    8,    descrito   por   Berry   (2003)   tambich   fue   descrito   para

Strap/onp;cos.  A diferencia del  Protocolo A,  se agreg6  50 ml  de  EDTA  50 mM  en el

lavado. Las celulas, despues de los lavados respechvos, fueron retiradas del filtro con  I
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ml de agua MilliQ y centrifugadas a 14000 rpm por 20 seg. El precipitado obtenido fue

resuspendido en 250 ul de tanp6n 2X STE (I  M Nacl,  0,I  M EDTA pH 8,0,  10 mM

Tris pH 8,0) y mezcladas con 0,5 ml de agarosa LMP al 2 % a/v) en 0,5X TBE (89 mM

Tris, 89 mM Acido b6rico, 2 mM EDTA). Ia mezcla fue colocada inmediatamente en

moldes y refrigerades a 4° por  10 minutos.  Los moldes obtenidos fueron colocados en

tubos Falcon de 50 ml que conteulan 5 ml de soluei6n de lisis fresca (10 mM Tris pH

8.0, 50 mM Nacl, 0,I  M EDTA, 1 % sarkosil, 1mg de Lisozima por ml) e incubadas por

3 horas a 37 °C. Luego, los moldes fueron deproteinizados en 5 ml de tamp6n ESP (I  %

de  sarkosil,  0,5  M  EDTA)  al  que  se  le  agreg6  1mg/ul  de  Proteinasa K  (Invitrogen),

previamente  lavados  con  10  ml  de  tanp6n  ESP,  e  incubados  a  55  °C  toda  la  noche.

Luego se reemplaz6 por tamp6n fresco ESP con Proteinasa K y se incub6 por  I  hera a

55 °C. Para inactivar la Proteinasa K, los moldes fueron incubados en 1 nd por molde de

Te25Sue con 5 Hl de PMSF 0,I  M a 4°C por I  hora y posteriormente lavados 3 veces,1

hera cada lavado,  en TE25Suc a 4°C.  Finalmente  los moldes fueron almacenados en

EDTA 50 mM a 4°C hasta ser usados.

3.2.4. Eva]uaci6n de la caLidad de log motdes de agarosa

la evaluaci6n  de  la calidad de  los  moldes cousisti6  en  dos  etapas,  Primero  se

verific6  si  las  celulas  se  lisaron;  esto  se  hizo  observando  los  moldes  de  agarosa,  los

cuales debian estar transparentes si  la lisis fug  efectiva.  Segundo,  se  comprob6 que  el

DNA  habia  pemanecido  intacto  hasta  este  momento,  para  lo  cual  se  realiz6  una

electroforesis convencional en gel de agarosa al 0.6 %, 50 V durante 4 horas y media en

TBE  IX.  De  haber  degradaci6n  del  DNA,  al  tefiir con Bromuro  de  Etidio  se  deben'a
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observar  en  el  carril  una  intensa  fluorescencia,  si  por  el  contrario  no  se  detecta  gran

fluorescencia en el carril pero si en el pocillo, esto sugiere que el DNA esta integro.

3.2.5 Digesti6n  del DNA  cromosomal de C.  «cjborsAf.f. D9 embebido en  moldes de

agarosa.

Para  generar  los  macrofrogmentos  de  restricci6n  se  probaron  enzimas  con

diferentes sitios de reconocimiento (Tabla 1).

Tabla I. Enzimas y concentraciones utilizadas en la digestion del DNA cromosomal de

C. raciborskii.

Enzina Secuencia de
reconociniento

Unidades de
cnzina/mo]de

de agarosa

IVo/  I             GcjGGCC
hflw I             A|. CGCGT
Ps/ I             CTGCA|G

Born  HI          GJGATCC
Bs„  RI              GG

Previo a fas digestiones para eliminar restos de pigmentos, proteinasa K y PMSF

los  moldes  fueron  lavados  3  veces  en  tamp6n  TE  IX  a  temperatura  ambiente,  cada

lavado  con  duraci6n  de  1  h.  Posteriormente  los  moldes  fueron  equilibrados  en  tubos

Eppendorf de  1,5 ml durante  1  hora en 500 ul de tampon de la enzima correspondiente

(segtin recomienda el fabricante) a temperatura ambiente y luego incubados por 16 horas
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a 37°C en tampon fiesco con las unidades de enzima previamente sefialadas (Tabla  I),

en un volumen fiml de 250 Hl,

3.2.6. Condiciones de corrida pars PFGE de DNA cromosomal sin digerir

Se ensayaron dos condiciones diferentes de corrida electroforetica para obtencr la

mejor separaci6n de los estindares y del DNA cromosomal de C.  rac7.borwh-i. D9 (Tabla

2). Para evitar la posible degradaci6n del DNA producto de la corrida, se suplernent6 el

tampon de corida con tiourca 50 LiM (Sigma) (Corkill y col,, 2000).

Tabla 2. Condiciones de corrida para PFGE de DNA cromosomal sin digerir.

Ticm o          Buffer        A ai.osa             T°              Volta e           Pu]so
Protocolo sl         48 h          TBE 0.5X         0.9 %              14°C              160 V         90 -90 seg
Protocolo s2          16 h           TBE 0.5X         0.9 %              14°C              200 V         50 -90 se

El gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 wg/ml) en tampon TBE 0.5X por 30 min.

3.2.7. Extracci6n desd€ agarosa del DNA cromosoma] ]uego de] PFGE y posterior

anp]ir]caci6n pop PCR.

Luego de realizar el PFGE del DNA cromosomal de C. rac].borsb.i. D9, se cort6 el

segmento del gel en el cual se observ6 el DNA con mayor integridad. Tambich se cort6

un segmento correspondiente a la parte central del carTil de corrida, donde no se aprecian

bandas pero si una sombra que indica posible degradaci6n del DNA. EI DNA se extrajo

centrifugando  los  fragmentos  sobre  lena de  vidrio  esteril  durante  30  seg  a  10000.g.  EI

DNA eluido fue amplificado directamente sin purificaci6n adicional,  con los partidores
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322F-340R y G1 -L]  (ambos partidofes para los dos sitios seleccionados del gel) segivn lo

descrito previanente.

3.2.8. CoDdiciones de corrida pars PFGE de DNA digerido.

Se ensayaron 2 diferentes condiciones de corrida electroforetica (Protocolo D I  y

protocolo D2) para lograr la mejor separaci6n de  los  fragmentos  obtenidos  durante  la

digesti6n con enzimas de restricci6n. Se suplemento el tamp6n de corrida con 50 LiM de

Tiourea (Sigma)

Se ensayaron las condiciones descritas en la tabla 3 .

Tabla 3. Condiciones de corrida para PFGE de DNA cromosomal digerido.

Tiem o         Buffer        A arosa            T°             Volta e          Pulso
Protocolo Dl          20 h           TBE 0.5X          I.0 %               14°C              160 V         50 -90 seg
Protocolo D2          16 h           TBE 0.5X          I.2 %               14°C              200 V         50 -90 se

Luego, el gel fue tefiido con bromuro de etidio (0.5 Lig/nd) en tampon TEE 0.5X por 30

min.

4. Caracterizaci6n fisio]6rica de a rmciharsAii I)9

4.I. Efecto de diferentes fuentes de Ditrdgeno y la raz6n de nitr6geno y fosfolro en e]

crecimiento y niveles intro y extrace[ular dc S'IX en a roGihargAfi

Iros  Tangos  de  concentraciones  de  nitr6geno  y  fosforo  empleados  oTabla  4)

fueron seleccionados de acuerdo a los resultados obtenidos por Vezie y col.  (2002).  Se

utiliz6 como medio de cultivo base MIA, preparado sin fuente de nitr6geno (NaN03) y

fosforo  (K2IH'04).  Luego,  se  combin6  flitrdygeno  aportado  como  NaN03  (Nitrate  de
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Sodio) 6 H2NCONH2 (urea) y fosforo (K2HP04) en diferentes razones sestn lo que se

describe en Tabla 4.

Tabla  4.  Razones  de  hitr6geno  y  fosforo  utilizados  en  el  medio  de  cultivo  de  C.
raciborskii.

Medio          N (in )P(in
Alto N-alto p           84                     6                  I :0,07
Alto N-baj op           84                  0,06            I :0,0007
BajoN-altop         0,84                   6                     1:7

P         0,84                 0,06               I :0,07

N = nitrdgeno, P = fosforo, N:P  = raz6n nitr6geno fosforo.

4.1.1   Evaluaci6n   del   crecimiento   mediante   cuantifica€i6n   espectrosc6pica   de

c]orofJaa.

Para evaluar el crecimiento, se cuantific6 espectrofotomctricamente la Clorofila a

a 665 nm. I,a determinaci6n se realiz6 cada 3 dias, durante 27 dias. Luego, se realiz6 una

ultina  toma  de  datos  el  dia  45.  Para  cuantificar  la  clorofila a  se  utiliz6  eL  protocolo

descrito por Yentsch y Menzel (1963) con algunas modificaciones.  Para cada medio, se

tomb  1  ml  de  cultivo  (agitando  el  matraz  antes  de  tomar  cada  muestra,  para  lograr

homogeneidad) el cual fue centrifugado en tubo eppendorf de 2 ml a  14000 rpm por  15

min.  Se reemplaz6  900  Hl  de sobrenadante por 900  Hl de acctona  100 % logrando una

concentraci6n final de acetona al 90 % v/v. Los tubos fueron incubados toda la noche a

4°.  Luego  fueron  centrifugados  a  14000  rpm  por  15  min.  Luego,  el  sobrcnadante  fue

medido (en un mckimo de hasta 4 dias despots) en un espectrofot6metro SHIMADZU

UV-1601  UV-visible, haciendo un barrido desde 600 a 800 nm. Todos los experimentos
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papa cuantificar clorofila a fueron realizados en triplicado desde el  mismo matraz,  papa

verificar la tecnica.

4.I.2. 0l)tenci6n y tratamiento de las muestras de cu]tivo de C. «cf.horsAf.f. pars el

anflisis de torinas por HPLC.

La toma de muestra se realiz6 cada 3 dias, centrifugando 5 ml de C.  rac7.borstz.7' a

13100.g durante  15 min. De esta manera se obtuvo la fracci6n celular y el sobrenadante

por  separado.   Las  fracciones  celulares  obtenidas  fueron  liofilizadas  en  Speed-Vac

(SC210A, SA-VANT). Cuando fue visible una fase de color blancuzco, debido a un alto

contenido de proteinas, se repiti6 el procedimiento de separar la fase acuosa y luego se

prosigui6  con  la  liofili2aci6n hasta sequedad total  y  luego  las muestras  se  secaron  en

estufa a 60°C hasta obtener peso constante. Finalmente, los precipitados fueron pesados

en balanza analitica. Para la extracci6n de toxinas de la fracci6n celular y sobrenadante

de  C.  rac7.borwh'7.  D9  se  sigui6  el  protocolo  descrito  por  Lagos  y  col.  (1999)  con  fas

modificaciones   que   se   describen   a   continuaci6n.   A   cada  precipitado   de   cultivo,

liofilizado y  obtehido  como  se  describi6  anteriomente,  se  le  agreg6  500  pl  de  deido

acetico 0,05 M ®H 5) homogenizando el precipitado, Se sonic6 durante I 5 min agitando

peri6dicamente. Luego, fueron agregados 2 volinenes de metanol/cloroformo (I : I, v/v)

y se sonic6 entre 5 a  10 min ngitando peri6dicamente, para luego centrifugal a  12500.g

durante  10 min y extraer la fase acuosa (que contiene las toxinas). A la fase orginica se

le volvi6 a agregar 250 Ltl de deido acctico 0,05 M para una re-extracci6n.  Finalmente,

se juntaron ambas fases acuosas y se liofilizaron en Speed-Vack. Cuando fue visible rna
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fase de color blancuzco, por un alto contenido de proteinas, se repiti6 la extracci6n con

metanol:  cloroformo y  luego  se  prosigui6  con la liofilizaci6n hasta  sequedad total.  El

liofilizado final se resuspendi6 en 250 ILL de deido acetico 50 mM.

I.os sobrenadantes se filtraron mediante 0,22 LLm. A cada muestra se le agreg6 100

Ill de Hcl 0,25 N para mantener la estabilidad de la toxina, y se liofilizaron en Speedvac.

Para la extracci6n deida, el liofilizado obtenido de cada muestra fue resuspendido en 250

Hl de deido ac6tico 0,05 M, agitado por vortex y sonicados en forma altemada durante 30

min. Despdes de centrifugar durante 5 min a 11.000 rpm se recuper6 la fase acuosa, esta

se traspas6 a un nuevo tubo y se guard6 a 4°C hasta el momento de uso. I.as muestras

fueron tomadas en triplicado desde el mismo inatraz de cada medio de cultivo analizado,

4.13. HPLC-FLD y derivatizacidD postcolumna pars la detecci6n de toxinas eb las

muestras de cu]tivo d€ C. rmrcf.Aorstfr. D9.

Se  sigui6  el  protocolo  descrito  por  Oshima  (1995),  con  las  modificaciones

descritas por Lagos (1998). Todos los reactivos qu'micos y solventes utilizados fueron de

grado HPLC o analitico,  Ia adquisici6n y procesamiento de datos se llev6 a cabo con el

software CLASS-CRlo o con un integrador Hitachi D-2500.  La fase m6vil cousisti6 en

acido  I-heptanosulfonico  2  mM  en  tamp6n  fosfato  de  amonio  30  mM  ®H  7,1)  mds

acetohitrilo   3   %   voLumen   para   las   toxinas   del   grupo   SIX.   Las   condiciones   de

cromatografia utili2adas fueron :

-Tampon para SIX =  7 ml/ min

5u
-Columna c8      = 15 cm largo, 4,6mln diinetro.
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-Estindares utilizados = STX,

-Tiempo de eluci6n de estindar de SIX = 16 min.

-Volumen de muestra inyectado = 20 ul.

Las concentraciones de STY en las muestras fueron calculadas por comparaci6n del area

del pico conespondiente a STX, en el extracto de la muestra proveniente del cultivo de

cianobacteria con  respecto al  de  la soluci6n  estindar.  I.as  muestras  fueron  tomadas  en

triplicado, desde el mismo matraz de cada medio de cultivo analizado.

4.2.  Efecto  de  diferentes  concentraciones  de  NHcl  y  de  ui.ca    como  fucbte  d€

nitr6geno en e] crceimiento de C. r4cifers*I.i. D9.

La fuente primaria de  hitr6geno  (Nal`T03) en medio MLA fue reemplazada por

distintas  concentraciones  de  NILcl  (Tabla  5).  Estos  medio  fueron  inoculados  con

diluciones  1 /10 de C.  raci.borsdr.7. D9.

Tabla 5. Concentraciones de NH4Cl utilizadas como fuente de nitr6geno en el medio de
cultivo de C. racl-borsb.I. D9.

NH4Cl [mM]

Luego, se ana]iz6 el efecto de difeTentes concentraciones de Nacl en el medio de

cultivo. Para esto, se adiciouron diferentes concentraciones de Nacl,  de acuerdo a lo
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descrito  en  la  Tabla  6,  a  medio  base  MLA.   Se  inocularon  dilueiones   I/10  de  C.

raciborskii D9 .

Tabla 6. Concentraci6n de Nacl adiciormdas al medio de cultivo de C. racjborsb.I. D9.

Nacl(grn)    CI-(gro
10,6

21,2

31,8

42,4
53
73,6

Luego,  se  creci6  a  C.   rflcz.borsfo'I-  D9  en  diferentes  concentraciones  de  urea,

reemplazando   la   fuente   de   nitr6geno   (NIN03)   del   medio   MLA   por   diferentes

concentraciones de urea las que se describen en la tabla 7.

Tabla 7.  Concentraciones de urea utilizadas como  fuente  de  ritr6geno  en  el  medio de

cultivo de C. raci.borsb.J. D9.

Ureil [mM]
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El  seguimiento  del  cTecimiento  de  C.  racl.borsfa.i.  para NH4Cl,  Nacl  y  urea  se

realiz6   mediante   cuantificaci6n   espectrosc6pica  de   clorofila  a   como   se   describi6

anteriormente.

Los analisis estadisticos para los ensayos de cuantificaci6n de clorofila a y toxina,

fueron desarrollados usando la prueba de Kruskal-Wallis (analisis no paranetrico) con el

programa Systat 11  (Systat Software, Inc. 2004). Esta prueba es una generali2aci6n de la

prueba de U de Man-Whitney para k grupos independientes, no exigiendo el supuesto de

normalidad ni el de homogeneidad de varianzas (Domchech y Riba,1987),

4.2.I.   Detecci6n   de   ]a   producci6n   de   uneasa   en   cianobacterias   y   mjcrobiota

acompahante.

Se filtr6  10 ml de cultivo clonal de C.  mac7.borsfr.7. mediante filtro con un tamafio

de poro de  3  iim.  El filtrado obtenido contehia a fas bacterias acompafiantes.  Luego,  se

procedi6  a  lavar  las  celulas  de  C.  raci.horwh.7.  adheridas  al  filtro  con  500  ml  de  agua

destilada  esteril  para  eliminar  las  bacterias  acompafiantes  de  las  cianobacterias.   Se

realizaron diversos tratamientos a las muestras como se describe en la Tabla 8.
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Tabla 8.  Ensayo de agar ureasa en muestras de C.  raci.bar.?tJ.I' D9 con y sin microbiota
acompafiante.

Tubo                                              h6culo
C.  rac7.borsdr.i.  D9 sin filtrar
C. raci'borsfa.7.  D9 filtradas
C. racl.borsb.I.  D9 filtradas y sonicadas
Celulas acompaintes
Corutlo\ positivo (Vibrio parahaemolyticus )
Control ne

Se inocularon 20 L.I de cada preparado en tubos que conterian medio Christensen-Urea-

agar (Christeusen,  1946).  Se  incub6 durante  5  dr'as con los ciclos de  luz y  temperatura

descritos  anteriormente  para  los  cultivos  de  cianobacterias.   y.  parchczemofyJ7-ccis'  fue

preparado segtin lo descrito por Lean (2005). Luego, la visualizaci6n de la producci6n de

ureasa se observ6 gracias a la presencia de un indicador de pH, el rojo fenol, cuyo color

cambia por cambio de pH  a travds de la aparici6n de un  color rojo  (del  indicador rojo

fenol) ®H 6,8-8,4), phrpura ®H<8,4). El no viraje de color y por lo tanto la pemanencia

de color amarillo del medio indic6 ausencia de ureasa.

422. Ani]isis de la producci6n de Ureasa en bacterias acompafiantes.

Se  obtuvo  un  filtrado  de  la  microbiota  asociada  a  C.   racJ.borst}'7.  como  se

describi6 en el punto anterior.  Luego,loo Lil sin diluir, diluciones  I :50 y  1:loo de estc

filtrado  se  distribuyeron  homogcheamente  en  placas  de  Petri  separadas,  con  medio

Christeusen-Urea-agar (Christensen,  1946).  Se  incub6 durante 5  dias con los ciclos de

luz y temperatura descritos anteriormente para los cultivos de cianobacterias.  Luego, la
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visualizaci6n  de  la producci6n de  ureasa se observ6  como  se  indic6 previamente.  Las

colonias   de  color  rosado  que   erecieron  en  la  placa,   fueron  reaisladas  en  medio

Christensen-Urea-agar e incubadas en las mismas condiciones descritas anteriomente.
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RESULTADOS

1. Obtenci6n de un cultivo clonaL a Dartir de a rmciboryAif SPC338.

1.1. Aislamiento, c]onalidad y eva]uaci6n de la axenidad del aislado.

Siguiendo  el protocolo  descrito  en materiales y  m6todos,  se  obtuvo  un  cultivo

proveniente  de  una  sola  c6lula nombrado  como  C.  rc!c!.Z)orsfa.z.  D9.  Previo  a  cualquier

analisis molecular, se realiz6 el protocolo de lavados para obtener un concentrado de C.

rclcz.borsb.I. D9 con una reducida carga de bacterias acompafiantes (Fig. 4).

Fig. 4. Microscopia de epifluorescencia de cultivo de C.  rac!.borsdr.I. D9 antes y despues

de protocolo de lavados. A) C.  racz.borsdr.j-D9 sin lavar y 8) C. rclcz.bors'b.!. D9 lavadas.

La determinaci6n del ndmero de bacterias contaminantes en este concentrado, se

realiz6 mediante microscopia de epifluorescencia. El protocolo de lavado aplicado logr6

eliminar la mayoria de las bacterias acompafiantes (de tipo bacilo y cocobacilo) dejando,

aproximadanente  1000 bacterias contaminantes por ml de concentrado de celulas de C.

racg-borsfu.z.   D9   (0,1   g   de   cianobacterias   aproximadanente).   En   un   cultivo   de   C.

rcrc!.borsfa.!.   D9   de   15   dr'as   de   crecimiento   (no   filtrado),   la   cantidad   de   bacterias
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acompafiantes puede superar las 3 x  108 c6l/ml. Por lo tanto, el protocolo de lavado del

cultivo disminuy6 el ninero de contaminantes 6 a 7 6rdenes de magnitud.

1.2. Extracci6n de DNA gen6mico de C. rocl.bors*I.j. D9 y verificaci6n de clonalidad

del cu]tivo mediante ARDRA.

Este protocolo (materiales y m6todos) did un buen resultado ya que se logr6 eliminar las

nucleasas y pigmentos, obtehiendose un DNA gen6rico integro, con una concentraci6n

aproximada de  100 ng/Lil Q7ig. 5).

23.I Kb -

Fig.5. Extracci6n de DNA gen6mico de C. racz.borJfa.I. D9 mediante Kirby Mix. Carriles:
1,  marcador  de  peso  molecular DNA  de  ^ /ff7.]€dlll;  2,  DNA  de  C.  racz.borsfa.I. D9.  La
electroforesis fue realizada en gel de agarosa al  1  % en TBE  IX a/v),  50 V por 3 h y
tinci6n con bromuro de etidio 0,5 LJg/ml.

El analisis mediante ARDRA, es una herramienta util para diferenciar entre cepas.  En

trabajos anteriores (Vdsquez y col, datos no publicados) el patron obtenido por ARDRA

y  digesti6n  con  Eco  RI  para  la  cepa  clonal  C.   rac!.borsfo.z.  C10,  proveniente  de  C.

rclcr.Dorsfo.z.  SPC338,  estaba formado  por  dos bandas:  una  de  600  b  y  la  otra de  700  b

aproximadamente;    mediante    secuenciaci6n    se    comprob6    que    estos    fragmentos
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correspondian a secuencias de cianobacteria. El analisis mediante ARDRA mos pemite

por lo tanto, demostrar la procedencia del DNA gehomico extraldo desde un cultivo no

axerico  y  ademds  si  este  DNA  corresponde  a  rna  cepa  clonal  de  C.  rac!.borsdr.I..  El

analisis ARDRA  (Fig.  6),  evidenci6  que el  cultivo  de  C.  rclcz.borsfa.I. D9  era un cultivo

clorml y que el DNA obtenido era perteneciente a C.  rocz.borsk].I. D9 y no a las bacterias

acompafiantes, ya que el patr6n de digestion obtenido corresponde al mismo encontrado

para la cepa clonal C. racz.borskz.I. C10. Ademds, se comprob6 la buena calidad del DNA

obtehido en la extracci6n mediante Kirby Mix.

12

1500 b +

S00 b -

I,'J"i";»th`.

Fig.  6. Electroforesis en gel de agarosa del ARDRA de C.  rac!.bo7~sfa.I. D9 con la enzima
EcoRI.  Carriles:   1,  Marcador  loo  b  BoerhingerTM;  2,  DNA  de  C.  rac!.borskj.7.  D9.  La
electroforesis fue realizada en gel de agarosa al 2 % en TBE IX a/v), 70 V por 90 min y
tinci6n con bromuro de etidio (0,5 Lig/nd) durante 30 min.
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2. Caracterizaci6n t!enotfroica de C. rocfoorsk!.I. D9

2.1  Analisis  de  la  regi6n  espaciadora  aTS)  entre  los  genes  16S y  23S  rDNA  del

cultivo clonal de C. racthors*i.!..

La amplificaci6n con los partidores 322F-340R, 1a cual es especifica para cianobacterias,

did dos productos de amplificaci6n, uno aproximadamente de 600 b y otro de 400 b (Fig.

7A).  Estos amplificados tienen un tamafio id6ntico a los observados anteriomente para

C,  racz.borsfu.I. C10 (Vdsquez, datos no publicados). La amplificaci6n con los partidores

G1-Ll dio como resultado 5 amplificones entre 600 y 800 b (Fig. 78).

12-_r -  _

-_--_-
-ii_i
EEEF
_ ` L_-
|J=  BZT500 b  -  dy - 600 b
tw, ut  --400 b
ELut

-..`..`..

800b

Fig 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de ainplificaci6n por PCR
correspondientes  a  los  ITS  de  C.   racj.borski!.  D9.  (A)  Ampliflcaci6n  con  partidores
322R-340F  especi'ficos  para  cianobacterias.  (8)  Amplificaci6n  con  partidores  G1-LI
para  bacterias  heter6trofas.  Cariles:  1,  marcador  100  bp  plus  Fermentas";  2,  DNA
cromosomal    de    C.    racz.ZJorsfo.J.   D9.    La   electroforesis    fue    realizada   en    gel    de
poliacrilanida al 7,5 %,150 V,1 h 15 min y tinci6n con nitrato de plata
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I.as  bandas  amplificadas  mediante  los  partidores  G1-Ll   fuel.on  extraldas  del  gel  de

poliacrilamida para posteriormente secuenciarlas. Sin embargo, solo fue posible separar

4 de las 5 bandas. La secuencia de cada una de ellas fue alineada con la base de datos de

PubMed      (http://www.ncbi.nlm.nib.govfolastfo12seq/wb]ast2.cgi)      para      vcr      si

correspondian  a secuencias  de  cianobacterias. No  obstante,  ninguna de  las  secuencias

fue relacionada al genero C'ycrnohac/erz.a, sino que al gencro yl-br7-a.

2.2. Anilisis mediantc PFGE de C. mrcl.torstfr. D9

2.2.1.  Evaluaci6n de ]a integridad de] DNA en  ]os mo]des de agarosa usando dos

protocolos de preparaci6n y lisis.

Se utilizaron los protocolos descritos en materiales y mctodos y nombrados como A y 8.

En ambos protocolos, al finalizar la etapa de lisis, los moldes de agarosa se encontraban

transparentes, sugiriendo que fas celulas embebidas en los bloques fueron exitosanente

lisadas.  Los  bloques  obteridos  en  ambos  protocolos,  al  ser  tefudos  con  bromuro  de

etidio, presentaron un brillo intenso similar en ambos casos.  Sin embargo, al momcnto

de realizar la electroforesis para chequear la  integridad del DNA,  el bloque preparado

con  el  protocolo A  presents  un DNA muy  degradado  (Fig.  8  A).  Por el  contrario,  el

molde preparando con el protocolo 8 present6 un DNA integro (Fig. 8 8). En relaci6n a

los protocolos de corrida electrofordica para DNA sin digerir, ambos protocolos (S I  y

S2)  resultaron  ser eficientes, ya que  el  estindar  (SaccAaromyces  ccrcv7's7'ae)  se  separ6

claralnente en ambos casos (Fig. 8 A y 8),
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Fig.8.   Electroforesis  por  campo  pulsado   de  DNA  gen6mico   de   C.   racz.Z)orsfu.I.  D9
preparado con diferentes protocolos. A) Protocolo de moldes A.  Condiciones de corrida
electrofoietica: agarosa al 0,9 %, TBE 0,5X, 200 V, pulsos de 90-90 seg, 48 h a 14°C. 8)
Protocolo de moldes 8. Condiciones de corrida electrofor6tica: agarosa 0,9 %, TBE 0,5X,
200 V, pulsos de 50-90 seg,16 h a 14°C. En ambos casos se us6 tinci6n con bromuro de
etidio  (0,5  Hg/ml)  en tanp6n TBE 0.5X.  Carriles:  I, DNA gen6mico de Sacharo7%};ces
cerevz.s'z.ae; 2, DNA cromosomal de C.  rcrcz.borsfa.I. D9.

Como  se  observa  en  la  figura  88,  el  DNA  de  C.   7.cic!.borsfe.z.  D9  cohigra  con  el

cromosoma de mayor tamafio de S.  cercvisJ.ae, lo que hace suponer que tiene un tamafio

aproximado de 2,2 Mb y no se observan plasmidios en el rango de tamafio analizado (2,2

Mb -  6,6  Kb).  Aunque  el protocolo  8  fue  mejor  que  el  protocolo  A,  se  observa una

mancha a lo largo del carril, lo que probablemente corresponde a DNA degradado.

2.2.2.I. Identificaci6n de ]a procedencia de] DNA observado en el PFGE.

Para  continuar,  fue  necesario  verificar  que  el  DNA  que  se  observaba  en  el  PFGE

correspondia a C.  raczbors'fa'7' y no a las bacterias acompafiantes. La amplificaci6n de los
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ITS  entre los  genes  16S y 23S rDNA del DNA extraldo de la banda correspondiente al

DNA  cromosomal  de  C.  rclc!.borsk±.I.  D9,  amplific6  solo  con  los  partidores  especificos

para  cianobacterias  322F-340R  (Fig.   9A)  y  no  con  los  partidores  G1-L1   (Fig.   98)

especificos  para  bacterias  heter6trofas.   EI  DNA  extraido   desde  el   centro  del  carril

tambien amplific6 con los partidores 322F-340R lo que indica rna degradaci6n del DNA

de C. rc!cz.borskj.I. D9. Sin embargo, DNA de bacterias acompafiantes no fue detectado.

12     3     4     5- -- tr

))hiD                                         h,I

i  faed -  - ti a
500 b- W

4oob+             ,I  +

1234

Fig  9.  Electroforesis en  gel  de poliacrilamida de  los  fragmentos  ITS  amplificados por
PCR, desde bandas extraldas del gel de PFGE de C.  raciz7orske.z. D9.  (A) Amplificaci6n
con partidores 322R-340F especificos para cianobacteria.  Cariles:  1  y 5, marcador 100
bp plus FementasTM; 2, DNA extraldo desde la banda correspondiente al cromosoma de
C.  rcrcz.borsdr.z. D9;  3, DNA extraido desde el centro del carril; 4, DNA de C.  rcrcz.Dorffa.i.
D9  extraldo  desde  cultivo.  (8)  Amplificaci6n  con partidores  G1-Ll  para bacterias  en
general.  Carriles:  1, marcador  100 bp plus Fermentas";  2, DNA de C.  racjborsb.I. D9
extrai'do desde cultivo; 3, DNA extraldo desde la banda correspondiente al cromosoma
de C.  racj.Dorsfa.I. D9; 4, DNA extraldo desde el centro del carril. Condiciones de corrida
electrofor6tica:  gel de poliacrilamida al 7,5 % a  150 V por  1  h y tinci6n con nitrato de
plata.
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Luego de comprobar que el  DNA visualizado por PFGE era exclusivamente de

C. rac7.borsfo.i. D9, se prosigui6 a obtener un calculo mds exacto del tamafio gen6mico de

C.  raci.borsb-I. D9.  Se realiz6 la digesti6n del genoma con endonucleasas de restricci6n,

donde se requen'a cortar el DNA en fragmentos discretos. Se probaron dos protocolos de

corrida para DNA digerido. El protocolo 2 para corrida electroforetica de DNA digerido,

fue  el  mds  satisfactorio,  ya  que  logr6  bandas  mds  definidas  (en  el  caso  de  la enzima

A47z/I) que el protocolo 1  (datos no mostrados), posiblemente debido a que la agarosa del

gel se utiliz6 mds concentrada.

ha primera enzima ensayada fue IVofl, sin embargo esta enzima no produjo cortes

en  el  genoma  (Fig,   10A),  incluso  al  utilizar  un  exceso  de  enzima  (el  doble  de  lo

recomendado  por  el  fabricante).  Como  se  observa  en  la  figura   lop,  se  utilizaron

diferentes enzimas (todas con sitios de reconocinientos ricos en G-C) y ninguna produjo

corles en el genoma de C. raci.borsb.J. D9.

Al  contrario  de  lo  ocurrido  con  las  enzimas  anteriores,  se  obtuvo  una  buena

digesti6n con la enzima iw7wl, generando ahededor de a  16 fragmentos entre 9,4 y 228

Kb ffig.  10C).
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Fig  10.  Electroforesis  por  campo  pulsado  de  DNA  cromosomal  de  C.  rflcz.borsdr.I.  D9
tratado con diferentes enzimas de restricci6n. (A) Tratamiento con enzima IVofl. Carriles:
1,  DNA  cromosomal  de  Saccharong;ces'  cerev!.s'z`ae;  2,  DNA  de  lambda;  3,  DNA  de
lambda/f7z.72dlll; 4, DNA de C. raci.borskJ!. D9 (8) Tratamiento con enzimas BswRI, Psfl y
Baj„HI.  Carriles:  1, DNA de lambda/H!.ndlll;  2,  DNA de  C.  racj.borsfa.I. D9 tratado con
BswRI; 3, DNA de C.  rclcz.borskz.I. D9 tratado con PsJI; DNA de C.  roczborsfo.z. D9 tratado
con B¢mHI.  (C)  Digestion  con enzima A47c/I.  Carriles:  I,  DNA de  lambda;  2,  DNA  de
lambda/Hz-7gcHII;  3,  DNA  de  C.  r¢cz.borskz.I. D9;  4,  DNA cromosomal  de Saccfaarom};cos
cerevz.sz.ae. Las flechas azules indican bandas consideradas como dobles y flechas negras
indican  bandas  consideradas  como  thicas.   Condiciones  de  corridas  electroforeticas:
agarosa 1,2 %, TBE 0,5X, 200 V, pulsos de 50-90 seg,16 h a 14°C, tinci6n con bromuro
de etidio (0,5 Lig/ml) en tampon TBE 0,5X.
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A  partir de  los  estindares  utilizados  (S.  ccrcvi.£i'ae  y  fago  A  cortado  con  #I.ndl]I)  se

calcularon los tamafios de las bandas obtenidas para C.  rac7.borsfa.i. D9.  Los fragmentos

mds grandes fueron calculados con la ecuaci6n obtenida para S.  cerev7.s'z'ac (Y= -1167,2

LN(X) + 2642,8; R2=0,995) y los mds pequchos con la ecunci6n de fago AvfJI.ndlll (Y=-

47,089  LN(X)  +  98,437;  R2=0,945).  En  ambas  ecunciones  se  reemplaz6  X  por  los

valores  de  migraci6n  (cm)  de  las bandas obtenidas en  el  PFGE.  El  tanafio gen6mico

aproximado de C. mcj.borsb.I. D9 fue de I,7 Mb (Tabla 9).

Tabla 9,  Tamafio de los fragmentos de restricci6n generados con  la enzima iw7zil en el
genomai de C. raciborskii D9.

ento  Tamafio qb)
1

2
3
4
5

6
7
8
9
10

1]

12

13

14

15

261

261

175

175

159

159

70
70
65
62
57
55

55

50
19

TOTAL               1693
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3. Caracterizaci6n fisiol6rica de C. roci.4ors*i.I.

3.1. Efecto de] tipo de fuente de nitr6geno y de la raz6n de nitr6geno y fosforo en el

crecimiento y niveles intra y eriracelular de STX producidos per C. mcf.frorskf.f. D9.
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Fig.11.  Efecto de diferentes fuentes de nitr6geno y razones de nifrogeno:  fosforo en el
crecimiento y producci6n de SIX de C.  7.ocjbors'fa.I. D9. (A) Curva de crecimiento de C.
racz.bors'fu.j. D9 en diferentes medios de cultivo. (8) Determinaci6n de SIX intracelular y
extracelular  en  medio   con  raz6n  N:P   84:6  mg/I   (1:0,07).   (C)   Detecci6n  de   SIX
intracelular  y  extracelular  en  medio  con  raz6n N:P  84:0,06  mg/I  (1 :0,0007).a NaN03
84 mg N: 0,06 mg P (1 :0,0007);. NaN03 84 mg N: 6 mg P (1 :0,07); A urea 84 mg N: 6
mg  P  (1:0,07); v  urea  84  mg  N:  0,06  mg  P  (1:0,0007);      STX  extracelular, +  STX
intracelular.
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C.  raci.borsdr.]. D9 puede crecer en medio con NaN03 como fuente de nitr6geno.

Sin  embargo,  la  condici6n  de  bajo  nitr6geno  ensayada  (0,84  mg/I)  no  permiti6  el

orecimiento de  C.  r¢c!.bors'b.I. D9  (dates no mostrados).  En el  caso de  los  medios con

urea como fuente de nitr6geno, solo creci6 hasta el dia 3 y luego present6 rna ripida

clorosis  y  posterior  lisis  celular  a'ig.10A).  Por  esta  raz6n,  los  niveles  de  SIX  solo

fueron medidos en medio con NaN03 como fuente de ritr6geno y en las razones N:P de

84:6 mgA (I :0,07) y 84:0,06 mgA (1 :0,0007).

Las  curvas  de  creciniento  de  C.  racz.borsfa.7.  D9  en  las  razones  N:P  I:0,07  y

1:0,0007   presentaron   una   tendencia   similar   en   las   tres   etapas   distinguibles   de

crecimiento,  es decir,  los dias 0 y  9  (fase de crecimiento exponencial),  los dias  10-15

(fase  estacionaria)  y  despues  del  dr'a  16  en  donde  comienza  la  fase  de  muerte.  Sin

embargo, se observa un mayor crecimiento (33%) entre los dr'as de crecimiento 9 y 14 en

medio con alto fosforo (N:P de I :0,07) que en medio con bajo fosforo (N:P de I :0,0007)

segiin lo indicado por la prueba Kmskal-Wallis, p = 0,049 y g1=  I . A pesar de que hubo

mayor crecimiento en medio con alto fosforo, la detecci6n de SIX tendi6 a ser mayor

(el doble) en medio con bajo fosforo (N:P de  i:0,0007) que en medio con alto fosforo

(N:P de  I :0,07). La mayor detecci6n de STX, en ambos medios experimentados (alto y

bajo  fosforo,  N:P  de   I:0,07  y  de   I:0,0007  respectivamente),  se  produce  cuando  el

crecimiento  del  cultivo  es  maximo  a]ig.11),  es  decir  entre  los  dias  9  y  14  (fin  del

crecimiento exponencial y mitad de la fare estacionaria). Como se observa en la Figura

10,  existe  una  tendencia  biol6gica  a  concentrar  la  toxina  en  la  fracci6n  celular,  sin

embargo el analisis estadistico indica que no hay diferencias en la concentraci6n de SIX

intra y  extracelular  en  medio  con  alto  fosforo  (N:P  I:0,07)  segivn  lo  indicado  por  la
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prueba Kniskal-Wallis, p=0,827 g1=1. En el caso de la detecci6n de SIX en medio con

bajo  fosforo  (1:0,0007),  tambien  se  observa  una tendencia  biol6gica  a  concentrar  la

toxina  en  la  fracci6n  celular  entre  los  dr'as  de  mayor  crecimiento.  Sin  embargo,  este

resultado  tampoco  fue  estadisticamente  significativo  segtin  lo  indicado  por  la prueba

Kniskal-Wallis, p=0,175 g1=1. En la Fig.  12 se muestra el cromatograma del estindar de

SIX utilizado y la determinaci6n de SIX intracelular de C.  rcrcz.borsb.I. D9 crecida en

medio con alto nitr6geno y alto fosforo.

Dat&r:©C["2.DOC     Ch=2
tla-¢hocl:ecl"l.X06
"z`I]a]:enmf2.COS     At.ten:3

Dot.a:©CIL"2.D14     Ch=Z
Hcelio{l:©cltmi1.tii4
ChroD:cO"2.C14    Atten:3

Fig.  12. Detecci6n de SIX mediante IIfLC-FLD. (A) Cromatograma de un estindar de
STX. (8) Cromatograma de la extracci6n de toxina de la fracci6n celular del cultivo de
C.   rcrci.Z7orsdr.I.   D9   al   dia   9   de   crecimiento   en  medio   con  raz6n  N:P   1:0,07   (C)
Cromatograma de la extracci6n de toxina de la fracci6n celular de C.  r¢cz.borsb.I. D9 al
dfa 43 de crecimiento en medio con con raz6n N:P 1 :0,07.
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3.2.  Efecto de NH4C] y urea y  como fuente de nitr6geno  en  e]  crecimiento  de  C.

raciborskii.

El  crecimiento  en medio  con NILcl como inica fuente de nitr6geno  (Fig.  13),

solo  permite  el  crecimiento  de  C.  racr.borsb.i.  D9  hasta  rna  concentraci6n  de  3  mM

seg`in    lo    indicado    por   la   prueba   Kmskal-Wallis,    p=    0,013    g1=    4.    Mayores

concentraciones provocaron la muerte celular.

0                         2                         ,                         6                         8                        ,0

T.Dpo (Drag)

Fig.13. Crecimiento de C.  rflcI.borfdr.i. D9 en diferentes concentraciones de NILcl como
fuente de nitr6geno. Concentraciones: (. ) 3 mM, (® ) 6 mM, (A ) 12 mM, ( V ) 20 mM,
( a ) 100 mM.

Para verificar si el crecimiento de C.  racz.borsdr.I. D9 con NH4Cl era afectado por

el  cloruro  puesto   en  el  medio,   se  creci6  la  cepa  en  medio  MLA  con  diferentes

concentraciones de Nacl (Fig.14).

-#,T,:--.
11

T[empo aHrs)

Fig.   14.   Crecimiento  de  C.   racJ.borsfa.I-  D9  en  diferentes  concentraciones  de  Nacl.
Concentraciones: (I) MLA, ( ® ) 1  gA, (A ) 2 gA, (V ) 3 gA, (a ) 4 gA, (+) 5 gA, (   ) 7 gn.
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C.  r¢cz.borsfa.i.  D9  creci6  hasta una  concentraci6n  de  1  gwl  de  Nacl  seg`in  lo

indicado por la prueba Kruskal-Wallis, p= 0,001  g1 = 6 (que contiene 0,6 gr de Cl-), la

curl  es  mayor  que  en  medio  con  6  mM  de  NH4Cl  (que  contiene  0,1  gr/I  de  Cl  -),

condici6n en la que presentaron una inhibici6n del crecimiento (Fig.  13). Por lo tanto, es

posible que el cloruro no sea el causante de la muerte celular en medio con NH4Cl. La

producci6n de amonio podria ser una posible causa de la muerte celular.

De acuerdo a lo que se muestra en la figura 15, C. racl.borskz.I. D9 no puede crecer

en  concentraciones  sobre  I,5  mM  de  urea,  seg`in  lo  indicado  por  la  prueba  Kruskal-

waliis, p= 0,049 8i= 1 .

0                        2                        4                        6                        8                       ,0

TieDpe oh8)

Fig.  15.  Crecimiento de  C.  racz.bors'fo.z-D9 en diferentes concentraciones de urea como
fuente de nifrogeno. Concentraciones:( I ) I,5 mM, (® ) 3 mM, ( A ) 6 mM, ( a )10 mM,
(V   )  50 mM.  (La flecha indica la concentraci6n de urea utilizada como alta fuente de
nitr6geno en fig.11)

3.3. Producci6n de ureasa en el cultivo de C. r¢cfoorskl.I. D9.

Se analiz6 la producci6n de ureasa en el cultivo con el prop6sito de determinar si

era originada por  las  cianobacterias  y/o  por  la microbiota  acompafiante.  Para esto,  se
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inocularon  tubos  con  medio  Christeusen-Urea-agar  como  se  describe  en  materiales  y

metodos (Tabla 6).

Todos  los  in6culos  presentaron  viraje  de  color  naranja  a  fucsia  (Fig.  16),  sin

embargo, estos fueron apareciendo en diferentes tiempos durante 5 dr'as.

123456

¥T:`_:=I:i:_-a
Fig.16. Ensayo Christensen-Urea-agar para detectar producci6n de ureasa. Tubos:  1, C.
rczcz.bors'fa.I. D9  sin filtrar;  2,  C.  rclcJbor5ikj.z. D9  filtradas;  3,  C.  rcJcz.ZJorsfa.I. D9  filtradas y
sohicadas;     4,     filtrado     de     bacterias    acompafiantes;     5,     Control    positivo     (71
pc}rcl¢aemo/ztz.cws RIMD 2210856); 6, Control del medio.

Seg`in este resultado, es posible que tanto  C.  rclc!.borsfa.j. D9 como las bacterias

acompafiantes produzcan ureasa. Debido a que el viraje de color en el tubo con filtrado

de  c6lulas   acompaintes  puedo   estar  dado  por  ureasa  liberada  al  medio  por  las

cianobacterias y/o por las bacterias acompafiantes,  se inocul6 el filtrado en placas agar

Christensen  para  detectar  colonias  de  bacterias  acompafiantes  productoras  de  ureasa.

Como  se  observa  en  la  figura  16,  las  bacterias  que  acompafian  a  C.   rcrczbors'A}.I.  D9

producen ureasa.
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Fig.16. Aislamiento de microbiota acompafiante (diluci6n 1/50) de C.  rac7-borsfo.I-D9 en
medio Christensen-Urea-agar en placa para detectar producci6n de ureasa.
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DISCUSI0N

E) analisis mediante ARDRA del clon C.  raci.her.gt].f. D9 y del clon C10 (CastTo y

col., 2004), obtenidos ambos a partir del mismo cultivo mixto (C.  rac!.borsfa.i. SPC338)

indic6  que  ambos  clones  son  identicos.  Por  esta  raz6n,  los  datos  obtenidos  para  C.

racz.borsdr.I. D9 pueden ser extrapolados a C. rac7.borftz.z' C 10 y viceversa.

Debido a que el cultivo de C.  raci-borsb.!- D9 no es axenico, al igual que el clon

Clo,  se  aplic6  el  mismo protocolo ya descrito  (Castro y  col,,  2004) para eliminar las

bacterias que  acompafian al  cultivo C.  racl.borsdr.i. D9,  con el prop6sito de  obtener un

cultivo  adecuado  para  los  analisis  moleculares.  Dada  la morfologia  de  C'.  roc7.borsfa.i.

(celulas filamentosas de mds de 100 I.in de largo), forman una red que en el momento de

filtrar  atrapan  con  facilidad  las  bacterias  acompafiantes  y  no  permiten  eliminarlas

completamente. Ademds, las bacterias acompafiantes pueden formar aglomerados que no

pasan por el filtro y que con mayor facilidad quedan atrapadas entre las cianobacterias.

Sin   embargo,   la   cantidad   de   bacterias   contaminantes   que   quedan   deaputs   del

procediniento  de  lavado  (1000  bacterias  acompafiantes  aproximadamente  por  ml  de

concentrado de C.  racz'borwh-z.) garanti2a que el DNA visibles por PFGE corresponde a

DNA de C. racJ.Ziorsb.i D9 (Fig. 7A y 8).

Esta  descrito  que  las  cianobacterias  producen  una  gran  cantidad  de  nucleasas

(Soper y Reddy,  1994) que hacen muy dificil la obtenci6n de DNA gen6mico  intacto.

Ademds,  el  DNA  que  se  obtiene  tiene  rna  gran  cantidad  de  iones  metalicos  que

interfieren  con  los analisis moleculares posteriores,  como  la amplificaci6n por PCR y

digestion  de  DNA.  Al  igual  que  C.   racf.borsb.i.,   Sfrep/om}/ces  sp.   es  una  bacteria
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filamentosa  (alcanza  hasta  loo  L4m  de  largo)  a  la  que  se  le  han  descrito  numerosas

nucleasas (Aparicio y  col.,  1988;  Cat y  col.,  1996; Nicie2a y  col.,  1999) que degradan

completamente el DNA de dicha especie. El protocolo Kirby Mix (Kieser y col., 2004)

descrito en materiales y metodos utilizado para la extracci6n de DNA de Sfrcp/om})ces

sp. protege el  DNA de la actividad nucleolftica, por lo que se utiliz6 esta mctodologia

para la extracci6n de DNA de C.  roci.borrfu'J. D9.  Este protocolo result6 ser rna buena

forma de obtener DNA integro desde C. rac].bors'b.I. D9 a]ig. 5).

Ia electroforesis por campo pulsado es una techica utilizada arnpliamente para

estimar  el  tanafio  gendmico  de  bacterias  y  se  ham  descrito  protocolos  muy  bien

estandari2ndos, como es el caso de  y parahaemdyf7.cz.s (Chowdhury y col., 2000).  Sin

embargo, en el caso de las cianobacterias existen muy pocos protocolos para PFGE y de

estos  ringuno  es  para  aquellas  que  son  filamentosas.  Por  esta  raz6n,  fue  necesario

implementar  un  protocolo  adeeuado.  EI  Protocolo  A  produjo  moldes  de  agarosa  con

DNA completamente degradado. Este protceolo cousiderd el lavado de las celulas de C.

rac7borstz.i. D9 con Sacarosa 0,3 M lo que probablemente hace que este tipo de celulas se

rompan (posiblemente por diferencia de osmolaridades) y libeTen una gran cantidad de

nuclcasas que degradan el DNA. Tambien, puede ocurrir una degradaci6n produeto de la

agitaci6n que  es necesario hacer,  en ambos protocolos,  en el  momento de mezclar los

filamentos con la agarosa LMP. Es posible que esta agitaci6n provoque un rompimiento

mecinico de las celulas y por lo tanto la liberaci6n anticipada de las nucleasas, ademds

de  un  dafio  directo  en  el  DNA  produeto  de  la  agitaci6n.  A  pesar  de  que  LLsando  el

Protocolo 8 se observa una pequefia degradaci6n del DNA de C.  rcrc7.borsk7.7. D9, como
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se muestra en ]a Fig. 88, esta degradaci6n es mueho menor que la producida utilizando

el  Protocolo  A.  Entre  las  modificaciones  realizadas  al  Protocolo  8  para  proteger  la

integridad del DNA, puede haber sido muy  importante la incorporaci6n de  EDTA  50

mM  en el  momento de realizar el  lavado para eliminar la micro flora acompafiante.  EI

EDTA  actha  quelando  metales,  los  que  son  imprescindibles  para  que  fas  nucleasas

puedan actuar. Debido al exito del Protocolo 8, los moldes de agarosa para desalrollar el

PFGE fueron realizados con este protocolo.

EI  PFGE  usando  el  Protocolo  8,  permiti6  observar  que  C.   rat.I.borwh.I.  D9

presenta un solo cromosoma de aproximadanente 2 Kb (Fig.  88).  Sin embargo, en el

calculo del tamafio gen6mico utilizando la enzima de restricci6n ^flwl, dio un tamafio un

poco menor al anterior,I,7 Mb aproximadamente (Tabla 9).  Una posible causa de este

hecho, es que al no obtener una 6ptina separaci6n en el PFGE de fas bandas producidas

con  la  digesti6n  con  la  enzima  AdJ"I,  es  probable  que  haya  bandas  que  no  fueron

cousideradas en el calculo del taniafio gen6mico. Por esta raz6n, es necesario mejorar las

condiciones de corrida electroforetica, incluyendo un bloque alcomienzo con pulsos de

tiempos mis cortos para separar las bandas mfs pequefias y luego un bloque conpulsos

mds  Largos  para  separar  las  bandas  mds  grandes.  Tambich  se  pudo  observar  que  C.

rac7.borsb.I.  D9   no   presenta  elementos   extracromosomales   en   el   Tango   de  tamafio

analizado.

En general,  sc ha descrito que el  DNA de diferentes especies de cianobacterias

puede  ser  digerido  por  la  enzima  de  restricci6n  IVo/I,  como  ocurre  en  el  caso  de

Sp;7Icchocys/I.s sp (Churn y col.,1995) y Procworococcws marl.nws (Strehl y col.,1999).

Sin  embargo,  en  el  caso  de  C.  mcl.borwh'I.  D9  dicha  enzima  no  produjo  cortes  en  su
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genoma  en   las   condiciones  ensayadas.   En   numerosos  casos,   se   ha  encontrado   el

fen6meno  de  metilaci6n  en  cianobacterias  (Schamagl  y  col.,  1998;  Soper  y  Reddy,

1994), mds ate en el caso de las cianobacterias fflamentosas Q'adhy y col.,1988). Se ha

descrito que eapecies de cianobacterias pertenecientes especificamente al gchero Ivas/oc,

son altamente  metiladas  (Jager y  Potts,  1988);  posiblemente  por esta raz6n  la enzima

IVo/I  y  varias  otras  enzimas  ensayadas  no  produjeran  cortes  en  el  genoma  de  C.

rac7.borsb.I. D9. Sin embargo, estas enzinas reconocen secuencias con alto contenido de

GC,  por  lo  tanto,  tambich  es  posible  que  el  contenido  de  GC  en  el  genoma  de  C.

rac7.borsfo.I. D9 sea muy bajo y por esto no se produzcan cor[es con dichas enzima.

El tamafio gendmico de  los dinoflagelados es aproximadamente  100 veces mas

grande que el  del  humano y  se  encuentra en el  rango de  3000-215000  Kb  (Hackett y

col.,   2004).   En   comparaci6n,   el   tanafio   del   genoma   de   diferentes   especies   de

cianobacterias se encuentra entre  I,8 Mb y  13,6 Mb (Strehl y col.,1999). El tamafio de

C.  rac7-borsfo.i.  D9  estimado  en  esta  tesis  mcdiante  PFGE  estaria  dentro  de  los  mds

pequedos encontrados hasta ahora para cianobacterias.  Debido a que  se estima que   la

SIX  es  producida  por  un  grupo  de  genes  tipo  peptido  sintetasa  con  una  extensi6n

probable   de  40-50   Kb     (M.Vasquez,   datos  no  publicados),   el  tamafro   gen6mico

aproximado de  C.  rcrc7.borsfa.7. D9 (suponiendo un tamafio  gen6mico de  2 Mb) permite

predecir que 260 clones de  una genoteca en cosmidos sen'a un ndmero necesario para

poder representar el genoma completo de la bacteria y continual con el estudio de la mta

biosintetica de STX.

Para  realizar  los  estudios  fisiol6gicos  de  C.  nac7.borsb.I.  se  necesit6  definir  un

m6todo  confiable  para  evaluar  el  crecimiento  de  la  bacteria.  Por  las  caracten'sticas
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morfol6gicas  de  C.  raci.bors*Z.I.  (filamentosas y  con  vacuolas  de  gas  que  les  permiten

flotar) es muy dificil calcular la concentraci6n de ellas mediante deusidad 6ptica.  Una

forma altemativa para deteminar el crecimiento en forma indirecta, es la cuantificaci6n

de clorofila a (Yentsch y Menzel,  1963).  Este pigmento s6lo esfa presente en bacterias

que realizan fotosintesis. De esta manera+ se pudo asegurar que el crecimiento evaluado

cuantificando  clorofila  cr  s6lo  corresponde  a  las  cianobacterias  y  no  a  la  microbiota

acompafiante.

Los  estudios  fisiol6gicos  estuvieron  enfocados  a  la  evaluaci6n  del  efecto  del

nitr6geno  y  fosforo  (nutrientes  esenciales  para  el  crecimiento  bacteriano)  sobre  el

cnecimiento   y   la  producci6n  de   toxinas.   El   fosforo   es   la  base   de   innumerables

biomoldeulas:   el   fosforo   es   un   componente   esencial   de   la   membrana   lipfdica,

carbohidratos complejos como lipopolisacaridos y 6cidos nucleicos (Wanner,1996). De

esta manera,  el  metabolismo  del  fosforo  involucra nLmerosas  vi'as  metab6licas.  Se  ha

descrito  que  el  nitr6geno  puede  jugar  un  papel  significativo  en  la  produeci6n  de

microcistina y anatoxina-a en especies de 4rmhae»a y Apha»z'zomc»o» (Rapala y col.,

1993,  1997)  y  sobre  toxinas  de  dinoflageledos  marinos  (Anderson  y  col.,  1990a).  El

nitr6geno es una parte integral de la cstnlctiITa qu'mica de STX, puesto que 6sta contiene

un 33% de nitr6geno en su peso molecular (Anderson y col.,  1990b).  En el caso de log

medios  con  baja  fuente  de  nitr6geno  (aportados  como  NaN03  y   como  urca),   C.

racf-bors'fa-I. D9 no fue capaz de crecer. S6lo creci6 en altas concentraciones de nitr6geno

aportado como NaN03. Al igual que C.  racl.borwh.I. D9, cepas toxicas de A4/crogAsr7's no

fueron capaces de crecer en medio con bajo hitr6geno. Sin embargo, cepas no toxicas de

A4icrocysfJ-s'  fueron  capaces  de  crecer  en  bajo  nitr6geno,   dando  cuenta  de   que  la
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demanda  de  nitr6geno  puede  variar  dentro  de  bacterias  pertenecientes  a  la  misma

especie  (Vezie  y  col.,  2002).  Segth  estos  resultados,  se  ha  planteado  que  especies

t6xicas  requieren  mayor  cantidad  de  nitr6geno  que  especies  no  t6xicas  (Vezie  y  col.,

2002) debido al gran gasto que realizan en la producei6n de toxinas, que posiblemente se

realizaria mediante  complejos multienzimaticos (Dittmann y col.,  1997; Neilan y col.,

1999; Nishi2awa y col., 2000). Una baja raz6n N:P produce un mayor crecimiento de C.

racz.borsfa.f.  D9  y  una  alta  raz6n  N:P  produce  un  menor  creciniento.  Andlogamente,

Nascimento y Azevedo (1999) reportaron que una alta concentraci6n de Clorofila a en

Spwcchoo;ffis  ap!Aarri'/I.s /  sia/7'»a  (indicativo  de rna mayor biomasa)  fue  observada en

cultivos  crecidos  en  medio  ASM-I  con  baja  raz6n  N:P.  A  pesar  de  esto,  se  pueden

observar algunos paralelos dentro de  la misma especie.  Para el  caso de  C.  raci.bcirsb.i'

Woloszyuska (Scker y col., 1999), a pesar de que esta cepa presenta un bajo crecimiento

en minimas concentraciones de nitr6geno, prcsenta una alta producci6n de toxina. Mds

ate, cuando fue cultivada en altas concentraciones de nitrdgeno, esta cepa presents rna

alta tasa de crecimiento y rna baja producci6n de toxina. Estas diferencias entre cepas de

la misma especie, mos da cuenta del amplio rango de caracteristicas que pueden tener las

cianobacterias,  ya  que  condiciones  que  son  favorables para  algunas  son periudiciales

para otras.

I.a mayor detecci6n de STY en C. rac7.bor5fo.i. D9, se asocia al pen'odo en el cual

se encontr6 un mayor erecimiento en cada medio estudiado y se hallo una tendencia   a

acumular la toxina en la fracci6n intracelular. En medio con bajo fosforo (N:P I :0,0007)

hubo una tendencia a producir mds toxina que en medio con alto fosforo (N:P  I :0,07).

Segin    los    ahalisis    estadisticos,    Ias    diferencias    antes    mencionadas    no    son

56



significativamente  distinta.  Sin  embargo,  debido  a  que  fas  rdylicas  tomadas  en  cada

analisis fueron hechas a partir de la misma muestra, es necesario realizar un aumento en

el ndmero de muestras para realizar un andlisis estadistico adecuado,

Analogamente a la tendencia de acumular toxinas en la fracci6n intracelular, esto

tambich  se  ha  observado  en  otras  cianobacterias  como  es  el  caso  de  A4ycroeysfz's

acrztg7.»asa. En Mycrocystis la mayor concentraci6n intracelular de toxina fug detectada

bajo condiciones favorables de crecimiento (Watanabe y Oishi.,  1985). Ademds, en esta

misma bacteria se ha observado que la produeci6n de microcistina se encuentra acoplada

a su ciclo celular, con un m4xino de produeci6n en la fase de crecimiento logan'tmica

tardia y la fase estacionaria temprana (Ohtake y col,, 1989; Van Der Westhuizen y Eloff,

1983,1985).

En la fase de muerte (dr'a 45) de C.  racJ.borsb.7. D9, en el medio con raz6n N:P

I :0,0007,  se  detecta un alto contenido de  SIX en el  sobrenadante,  probablemente por

efecto de lisis celular. A pesar de esto, csta no alcanza a representar el total de la SIX

producida. Adicionalmente, en el medio con razfa N:P I :0,07 en el dia 45, donde ya casi

no se detecta la presencia de celulas de C. raci-borsfa.i. D9, no se encuentra toxin en la

fracci6n celular ni en el sobrenadante. En resumen, estos resultados sugieren que la SIX

se   esta   biotransformando   ®uede   ocurrir   a   hivel   intracelular   o   extracelular)   o

simplenielite  inactivando  en  el  medio  extracelular.  Estos  resultados  coinciden  con  1o

descrito  para  el  clon  C.  racz.borsfa.7'  Clo  (Castro  y  col.,  2004),  donde  se  sugiere  la

biotrausformaci6n de SIX a los epineros GTX2 y GTX3.

Los ensayos para cuantificar toxinas por HPLC se realizaron usando cultivos de

C.  rcrcl.borsfo.i. D9 sin lavar,  es decir con presencia de la microbiota acompafiante.  Sin

57



embargo,   trabajos   previos   con   cepas   axchicas   y   no   axchicas,   sugieren   que   la

coexistencia de bacterias acompafiantes en el dinoflngelado .4/er'nd7.ow sp. (Dantezer.

y   Levin,   1997),   ri   en   la   cianobacteria   a.   agard7zf.!-   (Sivonen,   1990)   inducen   la

producci6n de toxina.  Seghn estos estudios, los niveles de toxina en cultivos axchicos

fueron similares a los encontrados en cultivos no axchicos.

Como  fuente  altemativa  de  crecimiento  se  utiliz6  el  NH4Cl,  determinindose

crecimiento  a un maximo  de  3mM.  Como  se vio  en  los experimentos posteriores con

Nac], el clonro adicionado al medio con NILcl posiblemente no fue el causante de la

muer(e celular (Fig.  13 y fig.  14). Curiosamente, C'. rac7.borstz.I. D9 presenta una mayor

resistencia a Nacl que la otra capa productora de la STX,  C.  racl.bors'b.I. T3  0omati y

col,,  2004).  ha  cepa  C.  rczci.borsb.7-  D9  manifiesta  una  concentraci6n  inhibitoria  del

erecimiento de 17 mM de Nacl mientras que la cepa T3 de 10 mM. Debido a que SIX

actha bloqueando canales de Na+ voltaje dependientes, los cuales ham sido putativamente

identificados  en  cianobacterias  Q'omati  y  col.,  2004),  estos  autores  sugieren  que  esta

toxina juega  un  rot  impor(ante  en  la  mantenci6n  de  la  homeostasis  celular  y  en  la

regulaci6n de los niveles intracelulares de sodio y potasio en esta cianobacteria.

Los estudios llevados a cabo en esta tesis, no revelan cual es el principal factor

respousable  del  incremento  de  la  producci6n  de  toxina  en  C,  racl.borsb.7.  1».  Sin

embargo,  con  ellos  se  muestra  la  complejidad  de  la  regulaci6n  de  la  producci6n  de

toxina por condiciones ambientales.

Con respecto a la microbiota acompafiante, como se cnconfro en los analisis de

secuencias,  posiblemente  son  pertenecientes  al  gchero   yz'br)'o.  Cousistentemente  con

estos resultados, Islaln (1991 ) detect6 la presencia de yl.br7.a cho/erae en el mucilago de
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la cianobacteria f4nchacna sp. Se ha encontrado que muchas especies de cianobacterias,

marinas y de agua dulce, pueden usar urea como thica fuente de nitr6geno  (Flores y

I]errero,  1994).  La  area  es transportada al  interior de  las  cianobacterias y  en  ellas  es

metabolizada, mediante la enzina urcasa, a una molecula de C02 y dos moleculas de

amonio resultando en un aumento del pH intracelular (Mobley y col.,  1995). I.a enzima

urcasa ha sido aislada desde  algunas  especies de  cianobacterias  (Argall  y  col.,  1992).

Cuando  se  utiliz6  urea  como  fuente  de  nitr6geno,  C,  rczcJ.borstJi  D9  no  fue  capaz  de

crecer en dicho medio observindose  la lisis celular sobre  I,5  mM  de urea.  En el  afro

1998,  Sakamoto  y  col.,  demostraron  que  la  cepa  Sp;Hcchococcc/I  sp.   PCC  7002  en

presencia  de  50  mM  de  urea  presenfa  una  fapida  clorosis  y  muerte  celular  en  fase

estacionaria, producto de la formaci6n de per6xidos t6xicos que desencadenan un dafio

oxidativo en las celulas. En el caso de C.  rac7'borsb.I' D9, se observ6 la misma forma de

muer(e del cultivo celular descrita para la capa S);77echococcc+s sp.  PCC 7002, ouando C.

racz.borsb'7' D9 fue crecida en medio con urca (3 mM) como tlnica fuente de nitr6geno.

Cuando se verific6 si existia rna concentraci6n limite de urea para el crecimiento de C.

r4cl.bored.i. D9 a7ig.  15), se comprob6 que s6lo podia crecer en concentraciones bajas de

urea aiasta I ,5 mM).

Debido a que los cultivos de C.  raci.aorsb.I. D9 no son ax6nicos y debido a esto,

existe  la posibilidad  de  ulia  sobre  producci6n  de  ureasa,  se  trato  de  establecer  si  las

cianobacterias,  la micro flora acompafiante o ambas producian ureasa.  No  obstante,  no

fue posible comprobar ni descartar que C.  rocJ.borsfo.I. D9 produjera dicha enzima. En el

ensayo para detectar la presencia de ureasa a:ig.  16), en todas lan muestras analizadas

hubo  reacci6n  positiva  para  la  presencia  de  dicha  enzima.  El  tubo  que  contem'a  solo
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celulas  acompafiantes,  no  cambi6  de  color  inmediatamente  sino  que  a  los  3  dfas.  Es

posible que la ureasa haya sido producida por las bacterias acompafiantes y no fuese la

traida  con  el  medio   filtrado.   Como   se  demuestra  en  la  Figura   17,   la  microbiota

acompafiante   presente   en   el   cultivo   de   C.   racz.borsfo'7.   D9   produce   `neasa.   Esta

microbiota,  observada  mediante  epifluorescencia,  presenta  altas  tasas  de  crecimiento

(datos  no  mostrados).  De  esta manera,  y  mds  ann  sin  descartar  la posibilidad que  C.

rczcJ'borsfo.I' D9 produzca  ureasa,  es posible  que  ocurra un  aumento  desmedido  del  pH

producto del aumento de amonio (forma altamente t6xica, producida por la degradaci6n

de  la urea mediante la urcasa) y  de radicales libres en el  medio de  cultivo y que  esto

afecte directamente el crecimiento de C.  racJ.bors'fa.I. D9 en medio con urea como `inica

fuente de nitr6geno.  Al  igual  que lo encontrado para C'.  raci.borwh.I. D9,  se ha descrito

que    la    cepa    no     ax6hica    de     C.     racJ.borsb-i.    Woloszynska     ®roductora    de

cilindrospermopsina),   no  puede  crecer  en  medio  con  urea  como  ihica  fuentc  de

nitr6geno (Saker y col.,  1999).

En  esta  Tesis  se  cousigui6  optimizar  los  diferentes  protocolos  indispensables

para  realizar  el  analisis  gen6mico  en  C.  rac7.borsfr.I.  D9,  tales  como:  evaluaci6n  del

crecimiento, la extracci6n de DNA y praparaci6n de DNA para PFGE. Con esta base es

posible continuar con el analisis gen6mico de C. racJ.borsb'J. D9 y definir si existen mar

de biosintesis similares entre cianobacterias y dinoflagelados.

Finalmente, muchas preguntas quedan por resolver con respecto a la fisiologia de

la  producci6n  de  la  SIX  y  mds  atn,  de  la  funci6n  que  cumple  dicha  toxina  en  la

cianobacteria y en el ambiente. A pesar de esto, el rumbo del eselarecimiento de estas

inc6gnitas cada vez se ve mis cercano, con la esperanza de algtin dr'a llegar a tener una
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mejor convivencia con estas bacterias, que sin duda mos acompafiarin por mucho tiempo

mds.
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CONCLUSIONES

/   El protocolo de lavados aplicado al cultivo de C.  mar.I.orst}.I. D9, permite obtener

un  concentrado  de  celulas  de  dicha  cianobacteria  con  una  reducida  carga  de

bacterias acompahantes, lo que garantiza que los estudios moleculares realizados

posteriores  a los  lavados  sean  cl  resultados  de  los  ahalisis  realizados  sobre  el

DNA de la cianobacteria y no de fas bacterias acompafiantes.

/   El    tamafio    gendmico    estimado    para    C',    racl.borwh-7.    D9    (1,7    -    2    Mb

aproximadamerite),  indica  que  esta  cianobacteria  es  un  modelo  simple  para

estudiar   la  nda   biosintdica   de   SIX  y   sus   analogos   debido   a   su   menor

complejidad   gendmica,    comparada   con   otros    modelos,    tales    como    los

dinoflagelados.

/   Diferentes  razones  de  nitr6geno  (aportado  como  ritrato  de  sodio)  y  fosforo,

exhiben  una distinta producci6n  de  la STX.  Por  esto,  estas  condiciones  sen'an

buenas  candidatas  para  realizar  futuros  estudios  prote6ndcos,  con  el  fin  de

encontrar proteinas relacionadas a la sintesis de la SIX.
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