;7{7 Cf S ; e FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

ESTUDIOS GENICOS Y FISIOLOGICOS EN LA CIANOBACTERIA
Cylindrospermopsis raciborskii, PRODUCTORA DE TOXINAS DEL VENENO

i PARALIZANTE DE MARISCO (VPM)

Memoria de Titulo
entregadaala
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular

por
Loreto Fernanda Fuenzalida Inostroza

Diciembre, 2005
Santiago-Chile

Director de Memoria de Titulo: Dra. Mdnica Vasquez Pérez




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

“ESTUDIOS GENICOS Y FISIOLOGICOS EN LA
CIANOBACTERIA Cylindrospermopsis raciborskii,
PRODUCTORA DE TOXINAS DEL VENENO
PARALIZANTE DE MARISCO (VPM)”

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

LORETO FERNANDA FUENZALIDA INOSTROZA.

AN [/
Dra. Ménica Vasquez Pérez I\ W 9/ \—
Director de Memoria de Titulo .

Comision de Evaluacion de la Memoria de Tltulo 2/

=] (J
Dra. Margarita Cara Marambio // M

Presidente Comisién /

Dr. Nicolas Guiliani
Corrector /

Santiago de Chile, Diciembre de 2005




“Llegué a la Universidad de Chile en el afio 1998. Como
todo nuevo alumno, con mucho susto y con las ganas de
comenzar una nueva experiencia. Hoy, en esta tltima etapa
en la Facultad de Ciencias, me doy cuenta de que lo que
aprendi y descubri fue mucho maés alld que una carrera
universitaria, fue una experiencia de vida y un grupo de

personas que jamas olvidaré”




EDICATORIA

“A niis padres, hermanos y, de manera especial,
a Francisco”

ii




AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi tutora, la Dra. Moénica Vasquez, por sus conocimientos
entregados y apoyo, por enseflarme a ser fuerte en los malos momentos, a disfrutar de
los buenos momentos y a sacar de ellos lo que me haga ser mejor persona. Profe,
muchas gracias por todo, nunca olvidaré que “un resultado es un resultado™ y que las
dificultades nos hacen mas fuertes.

Sin duda, no hubiese llegado hasta aqui sin la ayuda de mis padres, Francisco y
Selma. Muchas gracias por su esfuerzo, dedicacién y apoyo, por entender que
“biotecnologia™, a pesar de que parece algo un poco extrafio y de nombre complicado,
tiene una gran importancia y que la ciencia es un misterio que poco a poco se va
resolviendo. Creo que desde ahora van a ver los frutos de su gran esfuerzo y espero no
defraudarlos. Mi esfuerzo de todos estos afios es por Ustedes y para Ustedes. También
quiero agradecer a mis lindos hermanos: Francisco, Carolina, Rocio y Fernanda, por su
compaiiia y carifio durante todo este proceso universitario, por alegrarse con mis triunfos
y apoyarme en los malos momentos, muchas gracias queridos “hermaiios™. Agradezco a
mi abuelita Adela por su sabiduria con la que ha sabido ayudarme en todo momento y a
mi tia Eugenita por su carifio y preocupacion También a mis tias M” Ligia y Marianela,
por su preocupacion y el enorme carifio que me dieron, aunque estan lejos sé que estan
conmigo y les prometo que el estudio que realice de ahora en adelante contribuird a
salud por la que tanto lucharon. Sin esta maravillosa familia no hubiese llegado a

cumplir esta meta.




Durante el desarrollo de mi tesis conoci a personas maravillosas: Claudia, Ursula,
Gaston, Erika, Jessica, Karina y Katya que me ayudaron incondicionalmente y me
acompaiiaron largas horas de espera en el laboratorio, regresos a casa, conversaciones de
la vida y del mas alla. A todos Ustedes muchisimas gracias.

Agradezco al Dr. Victor Cifuentes y al Dr. Nestor Lagos por facilitarme los
equipos necesarios para el desarrollo de los experimentos de PFGE y HPLC. No puedo
dejar de agradecer a Salvador y a Rodrigo, dos personas sin las cuales no podria tener
los resultados que les presento en esta tesis.

Creo que una de las mejores cosas de mi paso por la universidad, son las
personas que aqui conoci. Por eso quiero agradecer a todos los amigos que hice en la
Facultad de Ciencias, nunca olvidaré las largas horas de estudio y fiestas compartidas y
por supuesto su compaifiia en penas y alegrias. Los momentos vividos son inolvidables y
les agradezco a todos Ustedes por eso.

Finalmente, quiero agradecer a una de las personas que mas me apoy6 y me
entrego su carifio: Francisco. Amor, muchas gracias por todo, llegaste en el momento
mas indicado a mi vida y te doy muchas gracias por eso. Creo a nadie le queda duda que
la persona con més paciencia en el mundo eres ti. Gracias también a tu familia, por ser
tan carifiosos y preocupados. Siento que dentro de todo lo bueno que pude aprender y
conocer en la U, lejos eres lo mejor que llegé a mi vida. Gracias por todo tu amor y
apoyo. Te amo y te amaré para siempre....

Estas tesis fue financiada gracias a los proyectos DI- U. de Chile-Iniciacion,

Fundacién Andes C-13680/5 y DI-U. de Chile/ CSMAR 02/5-2DI- U. de Chile.




INDICE DE CONTENIDO

DEDICATORIA .....couoeveceeeeeeressessess s sssssssssesmsosssssssssssssssssssessssesseesessessesssssesmesecssnse i
AGRADECIMIENTOS ....o..coeeerveeereeersneeensssesssesesssssessesssasessasssssssssassssmsssersssmnsssoseson iii
INDICE DE CONTENIDO ..cu..coomneeacerseeessssessasssssesemssseressseeeeseesesesmseeemasserassssmesesenns v
INDICE DE TABLAS ...oooooeeceeeeeeeeeevseesssssessmsssssssssmsssssossssssssssssssssasosssssssssnssssassossss ix
INDICE DE FIGURAS ....c.oooeeeeeeeeeveeesseeesseessssssssnsesssssossassosesmssommssemmsssmeesssmessemeseens X
LISTA DE ABREVIATURAS .....oourmvveerresensssesseseeessssssnssssssssssmsscssesemsesseessesssnssens Xii
RESUMEN ..o ioirtirririereerrerseerssesssseersssrsssssssensessesmssssessssanssssssssssssassssnsensssnsneses seonne Xiv
ABSTRACT ..t ceeeeesrree s eessne s s sesssessrs st sesbessasensmessns reaseesnsessmssnas semnssennens xvii
INTRODUCCION ....ecvvvvereerrearesranersressnressssssssessassssssssssssessmmsssesesemssemsesssnossensessssomen 1
OBIETIVOS «.oouvovneveerevnreesseesmssesssnsesssssssesssssnssssssesstessmmsseesssnsscssssessss ssssemseemsesssseees 10
MATERIALES Y METODOS .....o..ooeevvveneesseeaseseassesnassssssscensssemesessessssmsessesessssneene 12
1. Cepay CONAICIONES & CUIIVO w.verreeereeeeceeenreeeemeesmmemsmmessesssssssessessseseseesseesssssssmmmsennans 12
2. Obtencién de un cultivo clonal a partir de C. raciborskii SPC338..vooo 12

2.1 Preparacion de un cultivo clomal.......c.. oo sercerre v enessanes 12

2.2 Extraccion y analisis de restriccion del gen 168 rRNA (Amplified 16S
Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) de una cepa clonal de C.
PACIDOTSKIL. ..ottt e ses et s e besserene s e ssens e senssremessnenses 13

2.2.1 Eliminacion de bacterias acompafiantes del cultivo de C. raciborskii. ........ 13

2.2.2 Tinci6n de bacterias con naranja de acridina y recuento mediante
microscopia de epifluoresCenCia. . .covmrerererrireerenserssereinerssssesessseneassessssrasnns 14

2.2.3. Extraccion de DNA ZeNOmUICO. .......cceeeeeeerveereiereeessesseeseeceeeseeeessserassseressssnes 14




2.2.4. Amplificacién y andlisis de restriccion del gen 16S rRNA (Amplified
168 Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) de la cepa clonal de
C. PACTDOVSKIL. ..ot m s s enessssseeenssesersessessaseenessssessensnnsenees 15
3 Caracterizacién genotipica del cultivo clonal de C. raciborskii. .........ovvvrvvvvrvessnen. 17
3.1. Analisis de la regién espaciadora (ITS) entre los genes 16S y 23S rDNA
del cultive clonal C. raciborskii D9 ....ueeeeecervecrevestrceesrseessssesssssessesnesns 17

3.2. Estimacién del tamaiio gendmico de C. raciborskii mediante Electroforesis

por campo pulsado (PEFGE). ...ceivieirieecrverensnesiivinsieeversreseessesseseessessens 18
3.2.1. Electroforesis por Campo Pulsado ........cueeeeeeeeeriveenrieeeerceeeeee e 18
3.2.2 Preparacion de estdndares de DNA para PFGE.........ooovvevevrvenenniicsnnnn. 19

3.2.3 Preparacion de moldes de agarosa de C. raciborskii para analisis por

PEGE. et crcnicsesssssas st e s cseasserassesasssssns s e sesssnsasssssstrassseasoses 20
3.2.4. Evaluacion de la calidad de los moldes de agarosa ....uecveeeeeeeeeeeeveeeesenen 22
3.2.5 Digestion del DNA cromosomal de C. raciborskii embebido en moldes

08 AZATOSA. .coenermiermcnerrrirernctersetserartrsserrssessrevassessesrssssssresanssssnestosenssosnesesns 23
3.2.6. Condiciones de corrida para PFGE de DNA cromosomal sin digerir......... 24

3.2.7. Extraccion desde agarosa del DNA cromosomel luego del PFGE y

posterior amplificacion Por PCR. ... iicscenenenesessssssssenesssssnns 24
3.2.8. Condiciones de corrida para PFGE de DNA digerido. ......coverevereereernrenn. 25
4. Caracterizacion fisiol0gica de C. FACIBOISKIL ..covvevreereeireeeereeeeeseeeesensssesssrsssessensas 25

4.1. Efecto de diferentes fuentes de nitrégeno y la razén de la concentracion de
nitrégeno y fdsforo en el crecimiento y niveles intra y extracelular de STX

S WO 7 171,177 2 o 7 AU 25

vi




4.1.1 Evaluacién del crecimiento mediante cuantificacion espectroscopica de
ClOTOSIIA ...ttt sve st s s srs e s er e e e e enesnssens 26
4.1.2. Obtencién y tratamiento de las muestras de cultivo de C. raciborskii para
el andlisis de toxinas por HPLC. .........oviivcireecierereeecevesteseenscessnsesnenes 27
4.1.3. HPLC-FLD y derivatizacién postcolumna para la deteccién de toxinas en
las muestras de cultivo de C. raciborskii D9.........ucvveeiveerinvercenercrrssenane 28
4.2. Efecto de urea y NH4C1 como fuente de nitrégeno en el crecimiento de C.
PACIDOTSKIL c.vvvrvvresisirveeieeireeneemeecrereessassssssseessss st srsessassassssssssassassssnsnens 29

4.2.1. Deteccidn de la produccion de ureasa en cianobacterias y microbiota

ACOMPATIANEE. ....eooereecerrereeirceserse e ererrerreresrssesstssersseseesreresssesssssenssnesesssasanens 31

4.2.2. Analisis de la produccién de ureasa en bacterias acompafiantes................. 32
RESULTADOS covrererrnrremsssnsrtsenessssssnssssss st sss st sssrassssnremsesssessensssnsesserssrssssts 34
1. Obtencién de un cultivo clonal a partir de C. raciborskii SPC338......coveevevverveenaenn. 34
1.1. Aislamiento, clonalidad y evaluacion de la axenidad del aislado. ................. 34

1.2. Extraccién de DNA genémico de C. raciborskii D9 y verificacidn de

clonalidad del cultivo mediante ARDRA.. .......ccoeveeetincr e ceseeee s snsassnene 35
2. Caracterizacion genotipica de C. 1aciborskii D9......veveeeeeeeeeeceeeeeeeeeecrreverevesenens 37

2.1 Andlisis de la regién espaciadora (ITS) entre los genes 168 y 23S tDNA

del cultivo clonal de C. 7aACBOTSKL. w.cuewuneeeeeeerversreesee s eeeeeseeeeeseeeeeseesen 37
2.2. Anélisis mediante PFGE de C. 2aciBorskii D9 .....oeeeoveeesrereeseeesevesseeseessossrn 38
2.2.1. Evaluaci6n de la integridad del DNA en los moldes de agarosa usando

dos protocolos de preparacion ¥ 1iSiS........ueerueeceececuscrsesseseeseeeserssessssrsssessases 38

2.2.2.1. Identificacion de la procedencia del DNA obscrvado en el PFGE......... .39

vii




3. Caracterizacion fisiologica de C. FACIDOFSKIT .......c.cveveeeereeeeeceeeeeeeeeeceeee +1
3.1. Efecto del tipo de fuente de nitrégeno y de la razon de las concentraciones
de nitrégeno y fosforo en el crecimiento y niveles intra y extracelular de
STX producidos por C. raciborskii D9. ...........coooeveeeeercieiceeeeeeeene, 44

3.2. Efecto de urea y NH4Cl como fuente de nitrogeno en el crecimiento de C.

FACIDOFSKIL ...t 47

3.3. Produccion de ureasa en el cultivo de C. raciborskii D9............ccovevinennnnn, 48
DISCUSION ....oooouoiiieiiummeesieseasessesssssesssssessssssssssaessssessse e ssssss s ssssss s ssssssss 51
CONGLUSMINES 5ot o s isiiinmassnmesmptosmrsmmsmmrstsssmsensassrosnd 62
REFERENUIAS. . consasssmomenssiommms s s s s s S sissisisns 63

viii




INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Enzimas y concentraciones utilizadas en la digestion del DNA cromosomal

de C.raciborskii D9.........one et e e a e 23
Tabla 2. Condiciones de corrida para PFGE de DNA cromosomal sin digerir. .......... 24
Tabla 3. Condiciones de corrida para PFGE de DNA cromosomal digerido. ............ 25

Tabla 4. Razones de nitrogeno y fésforo utilizados en el medio de cultivo de
Coraciborskii D9, .. .ot e e, 26
Tabla 5. Concentraciones de NH4Cl utilizadas como fuente de nitrégeno en el medio

de cultivo de C. 7GCIBOFSKII DYoottt e resresaets e eeesms e st e senes 29
Tabla 6. Concentracion de NaCl en el medio de cultivo de C. raciborskii................ 30
Tabla 7. Concentraciones de urea utilizadas como fuente de nitrégeno en el medio

de cultivo de C. raciborskii DO.........coviiniiniiii e 30
Tabla 8. Ensayo de agar ureasa en C. raciborskii D9 con y sin microbiota

ACOMPATIANTE. o\ vuineeee ittt e et a e e s rnaas 32
Tabla 9. Tamaiio de los fragmentos de restriccién generados con la enzima Miul en

el genoma de C. raciborskii D9. c..cvvueene et 43




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de la saxitoxina (STX) y sus analogos.....................ccceeeeennnnn... 2
Figura 2. Microscopia de epifluorescencia de un cultivo no axénico de
Clindrospermopsis: raciBorshii ........imsisisonesasissimssngismsmsssisvaisioississasssavsis 5
Figura 3. Diferentes sistemas de electroforesis en gel por campo pulsado (PFGE)........ 7
Figura 4. Microscopia de epifluorescencia de cultivo de C. raciborskii D9 antes

y después de protocolo de lavados. ............oooveieiiiniiiiieii e, 34
Figura 5. Extraccion de DNA genémico de C. raciborskii D9 mediante Kirby Mix. . 35
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa del ARDRA de C. raciborskii D9 con
laenzima EcoRI. .......c.ooiiiiiii e 36
Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de amplificacion

por PCR correspondientes a los ITS de C. raciborskii D9..................cccccovviinnnnnn., 37
Figura 8. Electroforesis por campo pulsado de DNA genémico de C. raciborskii

D9 preparado con diferentes protocolos. ...............oooiiiiii i, 39
Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los fragmentos ITS amplificados

por PCR, desde bandas extraidas del gel de PFGE de C. raciborskii D9. ................ 40
Figura 10. Electroforesis por campo pulsado de DNA cromosomal de C. raciborskii

D9 digerido con enzimas de reStrieCiOn. ....ccicuvviiucivmsaversssviime svsmsnsssnsiisionssisis 42
Figura 11. Efecto de diferentes fuentes de nitrogeno y razones de nitrégeno: fosforo

en el crecimiento y produccion de STX de C. raciborskii D9..................ccceuee..... 44

Figura 12. Deteccion de STX mediante HPLC-FLD. ....................cooooivvininnin.. .. 46

Fig. 13. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de NH,Cl




como fuente de NItrOZENO. .........vveieineeeee e e 47
Fig. 14. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de NaCl........47
Fig. 15. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de urea como
foenle e nIOZER0. ..o crrmnssmsnsvnvns sxves s suss srvsassaes s FaETs s 9o FosT e SR TE T s e 48
Figura 16. Ensayo Christensen-Urea-agar para detectar produccion de ureasa. .......... 49
Figura 17. Aislamiento de microbiota acompaiiante (dilucion 1/50) de C. raciborskii

D9 en medio Christensen-Urea-agar en placa para detectar produccion de ureasa....... 50




LISTA DE ABREVIATURAS

DNA: 4cido desoxiribonucléico

ARDRA: Amplificacion y andlisis de restriccion del gen 16S rRNA (Amplified 16S
Ribosomal DNA Restriction Analysis)

RNA: 4cido ribonucléico

CYL: cilindrospermopsina

dcSTX: decarbamoil saxitoxina

EDTA: Acido etilen-diamintetra acético

FAN: florecimientos algales nocivos

GTX: gonyautoxina

HPLC-FLD: Cromatografia Liquida de Alta Presion con Deteccion de Fluorescencia en
Linea. (High-Performance Liquid Chromatography, with direct flourescence detection)
ITS: region espaciadora intergénica (Intergenic Spacer)

Kb: kilo bases

LMP: agarosa de bajo punto de fusién (Low Melting Point)

Mb: mega bases

N: nitrégeno

Na': i6n sodio

NEO: neosaxitoxina

NH;': ién amonio

NRPS: péptido sintetasa no ribosomal (nonribosomal peptide synthetase)

b: bases

Xii




P: fosforo

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PFGE: electroforesis por campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis)
PMSF: fenil metil sulfonil fluorhidro

rpm: revoluciones por minuto

PSP: Veneno Paralizante de Molusco (Paralytic Shellfish Poisoning)
SCB: bloqueadores de canales de sodio (sodium channel blocking)

STX: saxitoxina

UV: ultravioleta

VPM: veneno paralizante de marisco




RESUMEN

El veneno paralizante de mariscos (VPM) es producido tanto por dinoflagelados
marinos, en el caso de Chile, Alexandrium catenella, como por cianobacterias de agua
dulce. Cuando el VPM esta asociado al fitoplancton puede ser acumulado por bivalvos
filtradores, y asi transmitida a los humanos. Estas toxinas actiian bloqueando los canales
de sodio de c€lulas de mamifero, provocando la muerte generalmente por paralisis
respiratoria. EI VPM causa grandes pérdidas economicas 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 (STX). La ruta biosintética de STX es desconocida
y la complejidad génica de los dinoflagelados hace de estos ultimos un dificil modelo de
estudio. Las cianobacterias, en cambio, poseen un genoma mds pequefio y menos
complejo que los dinoflagelados. Cylindrospermopsis raciborskii es una de las especies
de cianobacterias de agua dulce capaz de producir STX y andlogos. De esta
cianobacteria filamentosa, fijadora de nitrogeno y originaria de regiones tropicales y
subtropicales que pertenece al orden Nostocales, se han descrito cepas no productoras de
toxinas y cepas productoras de la hepatotoxina cilindrospermopsina (CYL), y de STX.
En esta Tesis, se escogié a C. raciborskii como modelo de estudio para realizar anélisis
preliminares que permitan entender como ocurre la biosintesis de STX. A partir del
cultivo de C. raciborskii SCP338 (cultivo mixto y no axénico) se obtuvo un cultivo
unialgal, llamado D9, el cual no lleg6 a ser axénico. La proporcion relativa de bacterias
acompafiantes en un concentrado de células de C. raciborskii D9, se logré reducir

mediante un protocolo de lavados. Utilizando preparaciones de este tipo, se optimizé un
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procedimiento que permitié obtener un DNA genémico integro para poder estimar su
tamafio mediante digestion con enzimas de restriccion de corte poco frecuente y
electroforesis de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE). La
optimizacion de las condiciones de electroforesis requirio numerosos ensayos variando
los parametros de pulsos, tiempos de corrida, concentracion de agarosa, etc. Los
resultados mostraron que C. raciborskii D9 tiene un cromosoma estimado de 1,7 a 2,0
Mb aproximadamente. No fue posible detectar elementos extracromosomales en los
rangos de tamafios analizados. La obtencion de un DNA genémico integro es el primer
paso para realizar los futuros analisis gendmicos de C. raciborskii D9.

En el aspecto fisiolégico, y con la perspectiva de pesquisar condiciones de
méxima y minima produccién de toxinas, se analizé el efecto de diferentes fuentes de
nitrogeno (nitrato de sodio o urea) y la variacion en las razones de nitrégeno : fosforo
(84: 6 mg/l; 84: 0,06 mg/l; 0,84: 6 mg/l; 0,84: 0,06 mg/l) en el crecimiento y niveles
intra y extra-celular de STX producidos por C. raciborskii D9. El crecimiento fue
determinado mediante cuantificacion de clorofila @ y la concentracién de STX fue
estimada mediante cromatografia liquida de alta resolucion y deteccion de fluorescencia
en linea (HPLC-FLD). Los resultados indicaron que la limitacion de nitrégeno (0,84
mg/l) no permiten el crecimiento de C. raciborskii D9 en ambas fuentes de nitrégeno
usadas. La alta razon de nitrogeno adicionado como urea, no permite el crecimiento. El
nitrato de sodio resulté ser la mejor fuente de nitrgeno, ya que permite un buen
crecimiento de C. raciborskii D9 y por esto, las mediciones de toxina se realizaron en

este medio. El crecimiento en baja razéon N:P (1:0,07) permite alcanzar niveles de

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




de crecimiento. Se detecté mayor cantidad de toxina en medio con bajo fosforo (N:P de
1:0,0007), que en medio con alto fésforo (N:P de 1:0,07). Tanto en nitrégeno como urea,
la toxina fue acumulada en la fraccion celular y la mayor deteccion de toxina coincide
con el momento de mayor crecimiento de C. raciborskii D9. Al final de la fase de
muerte celular (dia 45) no se detectdé toxina en la fraccion celular, y muy poca en
sobrenadante, indicando una posible biotransformacion o simplemente degradacion de la
toxina. C. raciborskii D9 no es capaz de crecer en medio con altas concentraciones de
urea (mayor a 1,5 mM) como fuente de nitrégeno, 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 fue el factor limitante en el crecimiento en
medio con cloruro de amonio.

En resumen, considerando el tamafio aproximado de C. raciborskii D9, la
obtenciéon de DNA adecuado para analisis moleculares y un método confiable de
estimacion del crecimiento, se plantea que esta cianobacteria es un modelo simple para
estudios genémicos que permitan determinar los genes involucrados en la sintesis de

toxinas paralizantes.
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ABSTRACT

Paralytical Shellfish Poisoning (PSP) toxins are produced by both marine
dinoflagellates (in Chile mostly Alexandrium catenella) and freshwater cyanobacteria.
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 paralysis.
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 STX is unknown and the
genetic 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. Cylindrospermopsis raciborskii is one of the species of freshwater
cyanobacteria able to produce STX 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 producing strains, strains producing the hepatotoxin
cylindrospermopsine (CYL), and strains producing STX have been described. In this
Thesis, C. raciborskii was selected as a model to analyze how the biosynthesis of STX
occurs. Starting from the C. raciborskii SCP338 culture (that was mixed and nonaxenic)
a unialgal culture was obtained, named D9. This culture was not axenic. The proportion
of bacteria associated to C. raciborskii D9 in a concentrate of these cells was

substantially reduced by a wash protocol. Using this kind of preparations, a procedure
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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. raciborskii 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 step to make the
future genomic analyses of C. raciborskii D9.

In the physiological aspect, 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/l; 84: 0,06 mg/l ; 0,84: 6 mg/l ; 0,84: 0,06 mg/l) on growth and intra- and
extracellular levels of STX produced. Growth was determined by chlorophyll a
quantification and the STX concentration was obtained by High Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence on Line Detection (HPLC-FLD). Nitrogen
limitation (0,84 mg/l) did not allow growth of C. raciborskii 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. raciborskii D9; for this reason,
the measurements of toxin production were realized in this media. Growth with a low
N:P ratio (1:0,07) allowed higher growth than with a high N:P ratio (1:0,0007), only in
the stationary phase. Was detected higher amounts of toxin in the medium with low
phosphorus (N:P 1:0,0007), than the produced 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 supernatant, indicating a possible
biotransformation or simple toxin degradation. C. raciborskii D9 was not able to grow in
media with high concentrations of urea (higher than 1,5 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. raciborskii D9 genome, the
DNA preparation for molecular analyses and the reliable method of estimation of
growth, 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.
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1. INTRODUCCION

El Veneno Paralizante de Mariscos (VPM) estd compuesto por un grupo de
toxinas que bloquean los canales de sodio en mamiferos. A la fecha se han descrito 26
tipos diferentes de toxinas del VPM, todos analogos a la saxitoxina (STX), una de las
mas potentes. Las toxinas del VPM son hidrofilicas, de bajo peso molecular (bajo los
500 Da) formadas por un esqueleto basico de 3, 4, 6-trialquil tetrahidropurina. Se
clasifican en tres grandes grupos: i) carbamatos que incluyen a la STX, neosaxitoxina
(NEO) y las gonyautoxinas (GTX1, 2, 3 y 4); ii) N-sulfocarbamoil toxinas que constan
de GTXS y las C toxinas y iii) las decarbamoil toxinas (Lagos, 1998) (Fig. 1). Estas
moléculas son una clase de alcaloides neurotéxicos que comprenden diferentes
isoformas y con variadas toxicidades (Strichartz, 1981). La STX es capaz de unirse a la
membrana nerviosa con gran afinidad (Catterall, 1980). La unién se realiza del lado
extracelular de la membrana plasmatica y provoca la oclusion de la entrada del poro del
canal de Na', donde la carga positiva del grupo guanidinio de las VPM interactia con la
carga negativa del grupo carboxilo del monte del canal (Cetéle y Catterall, 2000). La
STX y sus andlogos al bloquear los canales de sodio de las células neuronales y
musculares de mamifero, impiden la transmision del impulso nervioso y generan una
paralisis muscular (Gallacher y col., 1992). Por lo tanto, la causa de muerte por

intoxicacién con VPM es el paro respiratorio.
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Carbamate R1 R2z R3 R4
STX H H H CONH,
NEO OH H H CONH,
GTX1 OH H 0S03 CONH,
GTX2 H H Q503 CONH,
GTX3 H 0503 H CONH,
GTX 4 oM 0503 H CONH;
N-Sulfocarbamoyl
GTX 5 H H H CONHSO,
c1 H H Qso2 COMNHSO,
c2 oM 0803 H CONHSO,
c3a OH H 0503 CONHSO,
G4 OH 0803 H CONHSO,
Oecarbamoyl
dcGTX2 H H 0S03 H
deGTXD H 0803 H H

Fig. 1. Estructura de la saxitoxina (STX) y sus andlogos. Los motivos guanidinios se
muestran resaltados con una llave. R1, R2, R3 y R4 son los sustituyentes de la estructura
basica de la STX.

Cuando el VPM esta 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 pais. Este fenomeno genera un fuerte impacto
economico en Chile, causando pérdidas entre US$ 10 y 50 millones anuales. También
tienen un impacto social, ya que afecta a numerosas comunidades de pescadores

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

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




popularmente como “marea roja”, son enormes. En las dltimas décadas se ha detectado

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

especies toxicas de dinoflagelados (Vélez y col., 2001). En el afio 2002 la contaminacion
se extendi6é a la X regién, declarandose en esa oportunidad 4 comunas de Chiloé como
area de catastrofe. En las regiones de Aysén 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 heterétrofas, aunque en este ultimo caso la
evidencia ain no es definitiva. Dentro de los dinoflagelados hay tres géneros que se
asocian a VPM: Alexandrium sp., Pyrodinium sp. y Gymnodinium sp. (Hallegraeff,
1993), los cuales se distribuyen ampliamente en el mundo. Los dinoflagelados son
organismos eucariontes, dificilmente axénicos, cuyo tamafio genémico estd en el rango
de 3.000 a 215.000 Mb (Spector, 1984). En comparacion, el tamafio del genoma de
diferentes especies de cianobacterias se encuentra entre 1,8 Mb y 13,6 Mb (Strehl y col.,
1999).

Dentro de las cianobacterias se reconocen cinco especies productoras de VPM:
Aphanizomenon flos-aquae (Mahmood y Carmichael., 1986), Lyngbya wollei (Onodera
y col, 1997), Anabaena circinalis (Humpage y col., 1994), Cylindrospermopsis
raciborskii (Lagos y col., 1999) y Planktothrix sp. (Pomati y col., 2000). En ambientes
de agua dulce, las toxinas del VPM estian casi exclusivamente asociadas a
cianobacterias, y la aparicion de aumentos masivos de dichas bacterias se han

incrementado en los tltimos afios (Kaas y Henriksen, 2000; Pereira y col., 2000; Pomati
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y col., 2000). Las cianobacterias son procariontes pertenecientes al dominio Eubacteria;

a la fecha se han descrito alrededor de 1000 especies que componen este linaje. Estos

organismos fotoautotroficos, poseen la habilidad de sintetizar clorofila a ademas de
otros pigmentos como ficocianina y ficoeritrina. Las especies que poseen células
diferenciadas denominadas heterocistos, son capaces de fijar nitrégeno y es una
caracteristica que divide a las cianobacterias en distintos géneros. En cambio las
vacuolas de gas (que le aportan la capacidad de flotar) se extienden a lo largo de
diferentes géneros (Oliver y Ganf, 2000). Las cianobacterias se clasifican, segin 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: antibidticos, supresores tumorales y toxinas. Estas toxinas tienen una
variada estructura quimica: alcaloides, compuestos policetonicos y péptidos no
ribosomales. Las ciano-toxinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su blanco de accion
en tres grupos: hepatotoxinas, dermatotoxinas y neurotoxinas (Falconer y col., 1996). A
esta ultima categoria corresponde la STX.

Hasta el momento no se ha podido dilucidar la ruta de sintesis de la STX. Sin
embargo, se han realizado aproximaciones a ésta por sintesis quimica y por
experimentos en los cuales se usaron precursores marcados radioactivamente.
Interesantemente, para el dinoflagelado Alexandrium tamarense y la cianobacteria
Aphanizomenon flos-aquae, se obtuvieron resultados similares. En ambos organismos,
STX se sintetiza a partir de tres moléculas de arginina, una molécula de metionina y una
molécula de acetato (Shimizu, 1986). Esta evidencia sugiere que pueden compartir rutas

metabdlicas y también genes responsables de la sintesis de STX y sus analogos.
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Cianobacterias productoras de STX

Entre las cianobacterias productoras de STX y sus analogos la unica encontrada
en Sudamérica corresponde a Cylindrospermopsis raciborskii (Fig.2), aislada en Brasil
desde la reserva de Billing (Lagos y col., 1999). C. raciborskii es una cianobacteria
filamentosa perteneciente al orden Nostocales, fija nitrogeno y se caracteriza por tener
vacuolas de gas y por la forma y dimensiones de sus heterocistos terminales, células
vegetativas y tricomas. Se encuentra en habitats de agua dulce temperada y tipicamente
produce la hepatotoxina cilindrospermopsina. De hecho, la cepa brasilefia es la tnica

cepa descrita como productora de STX.

Fig 2. Microscopia de epifluorescencia de un cultivo no axénico de Cylindrospermopsis
raciborskii. En la fotografia se observan filamentos verdes correspondientes a C.
raciborskii (flechas naranjas) y bacterias acompaiiantes de tipo cocobacilo (flechas

celestes).




La elevada concentracion de nutrientes exégenos ha sido considerado el factor
mas significativo para promover el desarrollo masivo de cianobacterias.
Aproximadamente la mitad de los florecimientos masivos son toxicos (Sivonen y col.,
1990). Debido a su impacto para la salud humana y animal, se ha tratado de precisar los
factores que controlan la toxicidad de las cianobacterias. A pesar de que hay muchos
estudios sobre la farmacologia y quimica de las toxinas, muy poco se conoce en relacion
al metabolismo de las toxinas 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 produccion de STX y sus andlogos en
cianobacterias, las proporciones de cada una de ellas a nivel intra y extracelular, asi
como el papel de las SCB en el microorganismo que las produce. Ademas, no hay
estudios genémicos en cianobacterias productoras de STX. La ausencia de cultivos

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

Estudio _genémico mediante electroforesis por campo pulsado (Pulse Field Gel

Electrophoresis, PFGE)

Los pocos estudios genémicos mediante electroforesis por campo pulsado
(PFGE) que hay en cianobacterias, corresponden a aquellas pertenecientes al género
Synechocystis (Churin y col., 1995) y Prochlorococcus (Strehl y col., 1999) que no
producen toxinas. Ademds, estas cianobacterias no son filamentosas, como lo es
Cylindrospermopsis raciborskii. Consiguientemente, no existen protocolos apropiados
para realizar un PFGE en dicha cianobacteria, especialmente en lo que se refiere a la

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




El PFGE separa moléculas de DNA embebidas en matrices de agarosa
sometiéndolas a campos eléctricos que se alternan en dos direcciones (Mathew y col.,
1988). Cuando el primer campo eléctrico se aplica al gel, las moléculas se alargan en la
direccion del campo y migran en el gel. El primer campo eléctrico se suprime y un
segundo campo, formando un angulo con el primero, se activa. El DNA debe cambiar su
conformacioén y reorientarse antes de que pueda migrar en la direccion del segundo
campo eléctrico. El tiempo requerido para esta reorientacion es muy sensible del tamaiio
de la molécula. Moléculas mas grandes toman mas tiempo en realinearse después de
cambiar el campo que moléculas mas pequeiios. El tiempo que se mantiene activo cada
campo se ha denominado pulso y su duracién es una funcion del tamafio de las
moléculas que se desean separar. Este método se considera frecuentemente como el
"estandar dorado" de los métodos de tipificacion molecular. El PFGE permite separar
moléculas 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
algiin medio sélido o liquido y luego se combinan con agarosa fundida y se colocan en
pequefios moldes. De esta manera se obtienen insertos de agarosa que contienen
bacterias completas. Las bacterias embebidas en la agarosa se someten a lisis in situ y
luego el DNA libre e inmovilizado en la matriz de agarosa se corta con una enzima de
restriccion que tenga baja frecuencia de corte en el genoma estudiado. Dependiendo de
la geometria del electrodo, la homogeneidad y el método de reorientacion de los campos

eléctricos existen varios sistemas de electroforesis en gel por campo pulsado (Fig.3).




FIGE

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

Los diferentes sistemas descansan sobre el mismo fenémeno de separacién, esto
es, someter a las moléculas de ADN a por lo menos dos campos eléctricos que se
alternan. El tamafio lfmite méximo que puede ser resuelto por esos sistemnas parece ser el
mismo.

En este estudio se empled un sistema de electroforesis en gel por campo pulsado
que corresponde al tipo CHEF (Siglas del inglés de Clamped Homogeneous Electric
Field Electrophoresis), que se caracteriza por obtener lineas rectas empleando para tal
fin campos homogéneos. 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 voltaje que se produce es constante a lo largo de todo el
gel. El angulo de reorientacion de los campos puede variar entre 60 y 120.

El conocimiento de aspectos basicos de la fisiologia y del genoma de
Cylindrospermopsis raciborskii resultan fundamentales para establecer, por una parte,
los factores que influyen en la produccién de las toxinas del VPM, y por otra, definir las
caracteristicas génicas de esta especie e iniciar su caracterizacion genémica con el
proposito de identificar los genes responsables de la ruta de biosintesis de STX.

Por lo tanto, considerando los antecedentes expuestos anteriormente, en donde se
indican las ventajas de las cianobacterias respecto de los dinoflagelados, tales como la
menor complejidad genémica y que ambos organismos comparten precursores de la
sintesis de STX, en este trabajo se plantea que: Cylindrospermopsis. raciborskii D9 es
un buen organismo modelo para estudiar aspectos génicos y fisiologicos que

contribuyan al entendimiento de la biosintesis de STX y sus anilogos.




OBJETIVOS

General

Caracterizar genotipica y fisiologicamente a la cianobacteria productora de toxinas

paralizantes Cylindrospermopsis raciborskii D9.

Especificos

. Obtener una cepa clonal desde el cultivo mixto de C. raciborskii SPC338.

. Obtener DNA de un cultivo clonal de C. raciborskii libre de material génico
proveniente de bacterias acompaiiantes.

. Determinar las condiciones Optimas para obtener DNA gendmico integro
embebido en moldes de agarosa.

Establecer condiciones de electroforesis por campo pulsado necesarias para
obtener una buena definicion de bandas, tanto de DNA genémico integro como
de los fragmentos de restriccion.

. Estimar el tamafio genémico aproximado y presencia de elementos

extracromosomales en C. raciborskii D9.

. Evaluar el crecimiento de un clon de C. raciborskii D9 en diferentes fuentes de

nitrégeno (nitrato y urea) y el efecto de la razén entre las concentraciones de

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

intra y extracelular de STX de esta bacteria.




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

crecimiento de C. raciborskii D9 en fuentes alternativas de nitrogeno (por

ejemplo cloruro de amonio).
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepa y condiciones de cultivo
C. raciborskii SPC 338 fue aislada en Brasil desde la reserva de Billing (Lagos y

col., 1999) y donadas a la Dra. Moénica Vasquez desde dicho lugar por la Dra. Maria
Teresa de Paiva a peticion del Dr. Pedro Zagatto, quien fue el primero en describir la
presencia de este tipo de especies en Brasil (Lagos y col., 1999).

C. raciborskii SPC 338, el cual no es un cultivo clonal y que corresponde a por lo
menos 2 cepas de C. raciborskii (Vasquez y col, datos no publicados), fue crecida en
200 ml de medio MLA (MgS0O4-7H,0 49,4 mg/l; NaNO; 170 mg/l; K;HPO4 34,8 mg/l;
H3;BOs3 2,47 mg/l; vitamina By 0,05 pg/l; tiamina HCI 0,1 mg/l; biotina 0,05 pg/l;
NaEDTA 4,36 mg/l; FeCl;-6H,O 1,58 mg/l; CuSO4-5H,0 0,01 mg/l; ZnSO4 7H,0 22
ug/l; CoCly6H,O 0,01 mg/l; NaMoO4s2H,O 0,006 mg/l; NaHCO; 169 mg/l;
CaCly-2H,0 29,4 mg/l) descrito por CSIRO Marine Research para cianobacterias. El
cultivo se preparé en matraces de vidrio de 1 1 bajo ciclos de 12 h: 12 h oscuridad-luz
blanca (40 pE 1/m?- s™") a 28 °C aproximadamente usando como inéculo un décimo de

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

2. Obtencién de un cultivo clonal a partir de C. raciborskii SPC338.

2.1 Preparacion de un cultivo clonal.
En trabajos anteriores se aislo un cultivo clonal desde C. raciborskii 338 (cultivo
mixto) llamado C. raciborskii C10 (Castro y col., 2004), sin embargo este clon se

perdio. Por esta razon, a partir del cultivo de C. raciborskii SPC 338 se aislaron tricomas
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para obtener un nuevo clon. Este procedimiento se realizé bajo el microscopio, toman
al azar células individuales que fueron puestas en placas de 96 pocillos con 200 pul de
MLA fresco. Se verificé bajo microscopio que cada uno de estos pocillos presentara solo
un tricoma, haciendo un seguimiento de varios dias. Luego, cuando este tricoma
presentd un crecimiento a simple vista (ovillo verde), se trasladé a un tubo de cultivo,
que contenia 5 ml de medio MLA fresco. Se incub6 hasta que el cultivo estuviese bien
desarrollado y finalmente estas células se subcultivaron en matraces de vidrio de 1 | en
200 ml de medio MLA con dilucién 1:10, en las mismas condiciones de iluminacion

descritas para el cultivo SPC 338.

2.2 Extraccion y andlisis de restriccion del gen 16S rRNA (Amplified 16S
Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) de una cepa clonal de C.
raciborskii.

2.2.1 Eliminacién de bacterias acompaiiantes del cultivo de C. raciborskii.

Debido a que el cultivo de C raciborskii SPC 338 no es axénico y los cultivos
clonales obtenidos en la etapa anterior tampoco lo son (Castro y col., 2004), se realizo
un protocolo de lavados para eliminar la mayor cantidad de bacterias acompaiiantes. C.
raciborskii puede alcanzar un tamafio de 10-100 pm de largo, mientras que las bacterias
acompafiantes tienen un tamafio de 1 pm aproximadamente. Por esta razén, se tomaron
200 ml de cultivo clonal en fase exponencial de crecimiento (15 dias, momento en el
cual las células presentan un intenso color verde) y se filtr6 mediante una membrana de
3 um de poro y posteriormente se lavé con 1 1 de agua destilada estéril. Luego las

células fueron retiradas del filtro y resuspendidas en 1 ml de agua destilada estéril.




2.2.2 Tincién de bacterias con naranja de acridina y recuento mediante
microscopia de epifluorescencia.

La diluciéon de 1 pl de concentrado, obtenido en la etapa de lavado de C.
raciborskii D9, en 1 ml de agua destilada estéril fue filtrada en una unidad de filtracion 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
epifluorescencia Nikon® con un filtro azul en el rango de excitacion de 450 a 490 nm y

de emision desde los 500 nm hacia el espectro visible.

2.2.3. Extraccién de DNA gendémico.

Para la extraccion de DNA genémico de C. raciborskii se utilizo el protocolo de
Kirby Mix descrito para Streptomyces sp. (Kieser y col., 2004) con algunas
modificaciones. Células ya lavadas, como se describi6 anteriormente, fueron
resuspendidas en 1,5 ml de tamp6én TE25Suc (25 mM Tris base pH 8, 25 mM EDTA,
0,3 M Sacarosa) y repartidas en dos tubos de 2 ml a los cuales se le agrego solucion de
lisozima hasta una concentracion final de 2 mg/ml. Posteriormente se incubé por 10 min
a 37°. Luego se agreg6 480 pl de Kirby Mix (2 % SDS, 12 % sodio 4-aminosalicilato,
0,IM Tris-HCI pH 8, 6 % v/v Fenol pH 8,0 equilibrado) y se agitd suavemente por 5
min. Se agregé 480 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) agitando por 15
seg en agitacion suave. Luego se centrifugd por 10 min a 5000 rpm. La fase acuosa fue
transferida a un tubo con 360 pl de fenol/ cloroformo/alcohol isoamilico y 72 pl de

Acetato de Sodio 3 M. Se agité suavemente y se centrifug6 por 10 min a 5000 rpm. Se
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separo la fase acuosa y se agregé 0,6 volumenes de isopropanol frio, dejando precipitar
por 30 min a —20°. Posteriormente se centrifugé a 13100 rpm por 30 min. Se eliminé el
sobrenadante y el precipitado obtenido se lavé con 0,6 volimenes de etanol 70 %
centrifugando 5 min a 13000 rpm. Luego se eliminé el sobrenadante, se dejo secar al
aire y se rehidraté en 150 pl de TE 1X. Para eliminar el RNA, se agregé RNasa
(concentracion final de 40 pg/ml) y se incubé a 37°C por 2 h. A continuacion, se hizo
una re-extraccion con 150 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se
centrifugé por 10 min a 5000 rpm. A la fase acuosa obtenida se le agrego 100 pul de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugé por 10 min a 5000 rpm. A la fase
acuosa obtenida se le agregé 0,6 volimenes de isopropanol dejando precipitar a -20 °C
toda la noche. Luego, se centrifugé a 13100 rpm por 30 min a 4°C. Al precipitado se le
agrego etanol 70 % y se centrifugé nuevamente a 13100 rpm por 30 min. El precipitado
obtenido se resuspendié en 100 pl de agua MilliQ estéril. Para chequear la calidad del
DNA genomico y cuantificarlo, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa en las
siguientes condiciones: 2 ul de muestra, 2 pl de marcador de peso molecular (DNA de
Lambda/Hindlll), agarosa al 1 % en TBE 1X (p/v), 50 V por 3 h y tincién con bromuro
de etidio 0,5 pg/ml por media hora. Luego se estim6 la cantidad de ADN extraido,
cuantificando con respecto al estandar de concentracion conocida ADN de

Lambda/Hindlll.




2.2.4. Amplificaciéon y analisis de restriccion del gen 16S rRNA (Amplified 16S
Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA) de la cepa clonal de C. raciborskii.
Se amplifico el 16S rDNA del DNA genomico purificado anteriormente,
mediante la reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR) usando una dilucion 1:5
de DNA genémico. Se usaron los partidores 27F (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’
y 1492R (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") descritos para bacterias en general
(Lane y col., 1985). La reaccion de amplificacion se realizé usando la enzima 7ag DNA
Polimerasa (Gibco™ BRL, Eggenstein, Germany) y el siguiente programa de
amplificacion: un ciclo inicial de 95'°C 6 min., 58°C 6 min. y 72°C 1,5 min.; un segundo
ciclo de 95°C 1,5 min., 58°C 3 min. y 72°C 1,5 min; 30 ciclos a 95°C 1,5 min., 58°C 1,5
min. y 72°C 1,5 min.; un ciclo final a 95°C 1,5 min., 58°C 1,5 min y 72°C 5 min. El
producto del PCR, fue digerido con la enzima de restriccion EcoRI en un volumen de
reaccion de 30 pl, usando por cada pg de DNA 6 unidades de enzima e incubando a
37°C por 2 h. Los productos de digestion fueron observados en electroforesis en gel de
agarosa al 2 % en TBE 1X (p/v), 70 V por 90 min y tincién con bromuro de etidio (0,5

pg/ml) durante 30 min.




3 Caracterizacién genotipica del cultivo clonal de C. raciborskii.

3.1. Analisis de la region espaciadora (ITS) entre los genes 16S y 23S rDNA del
cultivo clonal C. raciborskii D9

Se realizé la amplificacion de la region intergénica entre los genes 16S y 23S
rRNA mediante PCR de una dilucién 1/10 del DNA obtenido del cultivo clonal de C.
raciborskii. Se utilizaron dos pares de partidores: 322F (5'-TGTACACACCGCCCGTC-
39 - 340R (5-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3") especificos para cianobacterias
(Iteman y col, 2000) y L1 (5-CAAGGCATCCACGT-3) - G1 (5-
GAAGTCGTAACAAGG-3") (Jensen y col., 1993) como especificos para bacterias
heterotrofas. La reaccion de amplificacion se realiz6 usando la enzima Tag DNA
Polimerasa (Invitrogen). Para los partidores 322F y 340R se utilizé el siguiente
programa de amplificacion: un ciclo inicial de 95°C 6 min, 54°C 3 min y 72°C 1,5 min;
un segundo ciclo de 95°C 1,5 min, 50°C 3 min y 72°C 1,5 min; 28 ciclos a 95°C 1,5
min, 54°C 1,5 min y 72°C 1,5 min; un ciclo final a 95°C 1,5 min, 54°C 1,5 miny 72°C 5
min. Para los partidores G1-L1 el programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo
inicial de 95°C 3 min, 50°C 3 min y 72°C 1,5 min; un segundo ciclo de 95°C 1,5 min,
50°C 3 min y 72°C 1,5 min; 28 ciclos a 95°C 1,5 min, 50°C 1,5 min y 72°C 1,5 min; un
ciclo final a 95°C 1,5 min, 50°C 1,5 min y 72°C 5 min. La electroforesis fue realizada en
gel de poliacrilamida al 7,5 %, 150 V, 1 h 15 min y tincién con nitrato de plata (Espejo y
Escanilla, 1993). En el caso de los partidores G1-L1 las bandas obtenidas en la
amplificacion fueron secuenciadas. Para esto se carg6 15 pl 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




Bromuro de Etidio (0,5 pg/ml) y se cortaron las bandas observadas bajo transiluminador
UV. Las bandas extraidas del gel fueron puestas en tubos de 0.5 ml con 20 pl de agua
(filtrada por 0,2 um vy esterilizada en autoclave) e incubadas durante toda la noche a 4°C.
Luego, se tom6 1 pl de cada eluido y se amplificé siguiendo el protocolo descrito
anteriormente para los partidores G1-L1. El producto de PCR de cada banda fue cargado
en un gel de agarosa LMP al 1,6 % en TAE 1X. La electroforesis se realizé durante 5h a
65 V. Luego, se cort6 cada banda y se realizé la extraccion del DNA desde la agarosa
mediante Wizard® PCR Preps (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacion, se amplificé nuevamente cada banda con partidores G1-L1 utilizando 1 pl
de una diluciéon 1/10 del DNA obtenido. El producto PCR fue visualizado mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5 % a 150 V por 1h y tefiido con nitrato de
plata para verificar que cada banda se encontrara pura. Finalmente, cada producto
obtenido en la etapa de purificacion por Wizard fue secuenciado en secuenciador

automatico Modelo Applied Biosystem 373

3.2. Estimacion del tamaiio genémico de C. raciborskii mediante Electroforesis por

campo pulsado (PFGE).

3.2.1. Electroforesis por Campo Pulsado

El PFGE fue realizado utilizando un sistema CHEF II (contour-clamped

homogeneous field electrophoresis) BIORAD. Este equipo tiene un angulo fijo de 120°.




3.2.2 Preparacion de estindares de DNA para PFGE
a) Saccharomyces cerevisiae YNN 295

La cepa de Saccharomyces cerevisiae YNN 295 fue facilitada por el Dr. Victor
Cifuentes, Director del Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. Para preparar los moldes de agarosa se siguié el protocolo
descrito por Schwartz y Cantor (1984) con algunas modificaciones. El protocolo se
describe a continuacion: 50 ul de la cepa, almacenada a —70 °C, fueron cultivados en
placa con medio YPD (Extracto de Levadura 1 %, Peptona 2 %, Glucosa 2 %) con 1,5 %
de agarosa incubada a 30°C por 24 h. Luego, de la placa se tom6 una colonia con la que
se inocularon 50 ml de medio YPD, incubando a 30°C con agitacién durante 24 h, hasta
D.O de 0,5. Para colectar las células, los 50 ml fueron centrifugados a 7000 rpm por 10
min y las células 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 células obtenidas fueron
resuspendida en EDTA 50 mM pH 8,0 hasta completar 500 pl. Luego a estos 500 pl se
le agregaron 2,5 ul de zymoliasa de un stock 2mg/ml y se mezclaron con 1,5 ml de
agarosa LMP al 1 % en EDTA 125 mM equilibrada a 42 °C. La mezcla fue rapidamente
llevada a moldes, los que se dejaron gelificar a 4°C por 10 min. Una vez listos los
moldes, estos fueron sumergidos en 3 ml de LET (EDTA 0,5 M pH 8,0, Tris 1,5 gr/l, B-
mercaptoetanol 75 ml/l) con 0,6 mg/ml de zymoliasa e incubados durante 16 h a 37°C.
Luego se retird el sobrenadante y se agregaron 5 ml de EDTA 50 mM pH 8,0 agitando
suavemente. Este paso se repitié una vez mas. Luego se elimin6 el EDTA y los moldes

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

1,5 g/l, N-butilsarcosina 1 %) con 0,5 mg/ml de Proteinasa K (Invitrogen). A




continuacion se realizaron una serie de lavados para eliminar los restos de proteina que
quedaron en el bloque: se eliminé la solucién de NDS y se lavé dos veces con 5 ml de
TE 1X (EDTA 1mM, Tris 10 mM), precalentado a 50°C, incubando a 50°C por 30 min
cada vez. Luego, se lavé una vez mas con 5 ml de TE 1X precalentado a 50 °C, sin
incubacién. A continuaciéon se incubé dos veces con 5 ml de TE 1X a temperatura
ambiente por 30 min cada vez. Luego se agreg6 5 ml de TE 1X a temperatura ambiente,
sin incubar. Finalmente, los moldes se guardaron en 3 ml de EDTA 50 mM a 4°C hasta

el momento de usar.

b) Lambda y Lambda/Hindlll

En este caso se utilizo DNA de A (Promega, 515 pg/ml). Se tomaron 1,5 pl de
DNA y se mezclaron con 100 pl de agarosa al 2% en TE25Suc. De esta misma manera
38 pul de una dilucion 1:10 de DNA de A/Hindlll (Gibco 550 pg/ul) se mezclaron con 60
ul 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.

3.2.3 Preparacion de moldes de agarosa de C. raciborskii D9 para analisis por
PFGE.
Se probaron dos protocolos (A y B) para preparar los moldes. En ambos casos, se

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

filtrados y lavados con 1 | de agua MilliQ estéril a través de una membrana de 3 pm.




El Protocolo A fue descrito por Alduina y col. (2002) para Streptomyces, al cual se le
realizaron modificaciones. Las células fueron retiradas del filtro con 1 1 de agua MilliQ
estéril y centrifugadas a maxima velocidad durante 10 min. Luego, se eliminé el
sobrenadante y el concentrado de células obtenido fue lavado dos veces con Sacarosa
0,3 M mediante centrifugacion por 1 min a 5000 rpm. A continuacion, las células fueron
resuspendidas con hasta 2 ml de TE25Suc por cada 1 g de células. Esta suspension fue
mezclada con agarosa LMP al 1 % en TE25Suc (precalentada a 45°C) en proporcion de
0,9 ml de agarosa LMP por cada 0,3 ml 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 tamp6én TE25Suc que
contenia 2 mg de lisozima e incubados durante 3 h a 37°C. A continuacion los moldes
fueron transferidos a un tubo Falcon nuevo e incubados con 10 ml de solucién de NDS
(1 % n-laurosylsarcosin, 0,5 M EDTA, 10 mM tris base pH 9) con 2 mg/ml de
Proteinasa K (Invitrogen), el cual fue precalentado por 1 h a 50°C. Se incub6 durante 40
h a 50°C. Luego se inactivé la Proteinasa K con PMSF (Fenil Metil Sulfonilo) en
tampon TE25Suc. Para 10 ml de TE25Suc se agrego 10 pl 1 de PMSF 0,1 M. Finalmente
los moldes fueron lavados 3 veces, una hora cada lavado en tampon TE25Suc a 4°C para
luego ser mantenidos en TE25Suc a 4°C. Todas las soluciones utilizadas en las
incubaciones fueron previamente filtradas por 0,22 um y esterilizadas por autoclave, a
excepcion del tampén TE25Suc que sélo fue filtrado.

El Protocolo B, descrito por Berry (2003) también fue descrito para

Streptomyces. A diferencia del Protocolo A, se agregé 50 ml de EDTA 50 mM en el

lavado. Las células, después de los lavados respectivos, fueron retiradas del filtro con 1




ml de agua MilliQ y centrifugadas a 14000 rpm por 20 seg. El precipitado obtenido fue
resuspendido en 250 pl de tampén 2X STE (1 M NaCl, 0,1 M EDTA pH 8,0, 10 mM
Tris pH 8,0) y mezcladas con 0,5 ml de agarosa LMP al 2 % (p/v) en 0,5X TBE (89 mM
Tris, 89 mM Acido bérico, 2 mM EDTA). La mezcla fue colocada inmediatamente en
moldes y refrigeradas a 4° por 10 minutos. Los moldes obtenidos fueron colocados en
tubos Falcon de 50 ml que contenian 5 ml de solucién de lisis fresca (10 mM Tris pH
8.0, 50 mM NaCl, 0,1 M EDTA, 1 % sarkosil, Img de Lisozima por ml) e incubadas por
3 horas a 37 °C. Luego, los moldes fueron deproteinizados en 5 ml de tampén ESP (1 %
de sarkosil, 0,5 M EDTA) al que se le agregé 1mg/ml de Proteinasa K (Invitrogen),
previamente lavados con 10 ml de tampén ESP, e incubados a 55 °C toda la noche.
Luego se reemplazé por tampén fresco ESP con Proteinasa K y se incub6 por 1 hora a
55 °C. Para inactivar la Proteinasa K, los moldes fueron incubados en 1 ml por molde de
Te25Suc con 5 pl de PMSF 0,1 M a 4°C por 1 hora y posteriormente lavados 3 veces, |
hora 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. Evaluacion de la calidad de los moldes de agarosa

La evaluacion de la calidad de los moldes consistié en dos etapas. Primero se
verifico si las células se lisaron; esto se hizo observando los moldes de agarosa, los
cuales debian estar transparentes si la lisis fue efectiva. Segundo, se comprobé que el
DNA habia permanecido intacto hasta este momento, para lo cual se realizd una

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

TBE 1X. De haber degradacion del DNA, al tefiir con Bromuro de Etidio se deberia




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 Digestion del DNA cromosomal de C. raciborskii D9 embebido en moldes de
agarosa.
Para generar los macrofragmentos de restriccién se probaron enzimas con

diferentes sitios de reconocimiento (Tabla 1).

Tabla 1. Enzimas y concentraciones utilizadas en la digestion del DNA cromosomal de

C. raciborskii.

. Unidades de
. Secuencia de R
Enzima .. enzima/molde
reconocimiento
de agarosa
Nor 1 GC|GGCC 30U
Miul AlCGCGT 15U
Pst1 CTGCA|G 20U
Bam HI G|GATCC 20U
Bsu Rl GG |=CC 50U

Previo a las digestiones para eliminar restos de pigmentos, proteinasa K y PMSF
los moldes fueron lavados 3 veces en tampén TE 1X a temperatura ambiente, cada
lavado con duracion de 1 h. Posteriormente los moldes fueron equilibrados en tubos
Eppendorf de 1,5 ml durante 1 hora en 500 ul de tamp6n de la enzima correspondiente

(segun recomienda el fabricante) a temperatura ambiente y luego incubados por 16 horas
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a 37°C en tampén fresco con las unidades de enzima previamente sefialadas (Tabla 1),

en un volumen final de 250 pl.

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

Se ensayaron dos condiciones diferentes de corrida electroforética para obtener la
mejor separacion de los estandares y del DNA cromosomal de C. raciborskii D9 (Tabla
2). Para evitar la posible degradacion del DNA producto de la corrida, se suplementé el

tamp6n de corrida con tiourea 50 uM (Sigma) (Corkill y col., 2000).

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

Tiempo Buffer Agarosa ™ Voltage Pulso
Protocolo S1 48 h TBE 0.5X 0.9 % 14°C 160V 90 -90 seg
Protocolo S2 16 h TBE 0.5X 0.9 % 14°C 200 V 50 -90 seg

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

3.2.7. Extracciéon desde agarosa del DNA cromosomal luego del PFGE y posterior
amplificacion por PCR.

Luego de realizar el PFGE del DNA cromosomal de C. raciborskii D9, se corto el
segmento del gel en el cual se observé el DNA con mayor integridad. También se cortd
un segmento correspondiente a la parte central del carril de corrida, donde no se aprecian
bandas pero si una sombra que indica posible degradacion del DNA. El DNA se extrajo
centrifugando los fragmentos sobre lana de vidrio estéril durante 30 seg a 10000-g. El

DNA eluido fue amplificado directamente sin purificaciéon adicional, con los partidores
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322F-340R y G1-L1 (ambos partidores para los dos sitios seleccionados del gel) segun lo

descrito previamente.

3.2.8. Condiciones de corrida para PFGE de DNA digerido.

Se ensayaron 2 diferentes condiciones de corrida electroforética (Protocolo D1 y
protocolo D2) para lograr la mejor separacion de los fragmentos obtenidos durante la
digestion con enzimas de restriccion. Se suplement6 el tampon de corrida con 50 M de
TioUrea (Sigma)

Se ensayaron las condiciones descritas en la tabla 3.

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

Tiempo Buffer Agarosa T Voltage  Pulso
Protocolo D1 20h TBE 0.5X 1.0 % 14°C 160 V 50 -90 seg

Protocolo D2 16 h TBE 0.5X 1.2% 14°C 200V 50 -90 seg

Luego, el gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) en tamp6n TBE 0.5X por 30

min.

4. Caracterizacion fisiolégica de C. raciborskii D9

4.1. Efecto de diferentes fuentes de nitréogeno y la razén de nitrégeno y fosforo en el
crecimiento y niveles intra y extracelular de STX en C. raciborskii.

Los rangos de concentraciones de nitrogeno y fosforo empleados (Tabla 4)
fueron seleccionados de acuerdo a los resultados obtenidos por Vézie y col. (2002). Se

utilizé como medio de cultivo base MLA, preparado sin fuente de nitrégeno (NaNO;) y

fosforo (K;HPQO,). Luego, se combind nitrogeno aportado como NaNOj (Nitrato de




Sodio) 6 H,NCONHj; (urea) y fosforo (K;HPOy) en diferentes razones segun lo que se

describe en Tabla 4.

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

Medio N (mg/) P (mg/l) N:P

Alto N-alto P 84 6 1:0,07
Alto N-bajoP 84 0,06 1:0,0007
Bajo N-alto P 0,84 6 1:7
Bajo N-bajo P 0,84 0,06 1:0,07

N = nitrégeno, P = fosforo, N:P = razon nitrogeno fosforo.

4.1.1 Evaluaciéon del crecimiento mediante cuantificacion espectroscépica de
clorofila a.

Para evaluar el crecimiento, se cuantificé espectrofotométricamente la Clorofila a
a 665 nm. La determinacion se realizo cada 3 dias, durante 27 dias. Luego, se realizé una
ultima 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
tomo 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 reemplazé 900 pl de sobrenadante por 900 pl de acetona 100 % logrando una
concentracion 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 sobrenadante fue
medido (en un maximo de hasta 4 dias después) en un espectrofotometro SHIMADZU

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

verificar la técnica.

4.1.2. Obtencién y tratamiento de las muestras de cultivo de C. raciborskii para el
andilisis de toxinas por HPLC.

La toma de muestra se realizo cada 3 dias, centrifugando 5 ml de C. raciborskii a
13100-g durante 15 min. De esta manera se obtuvo la fraccion 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
prosiguié con la liofilizacion 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 extraccion de toxinas de la fraccion celular y sobrenadante
de C. raciborskii D9 se sigui6 el protocolo descrito por Lagos y col. (1999) con las
modificaciones que se describen a continuacién. A cada precipitado de cultivo,

liofilizado y obtenido como se describié anteriormente, se le agregé 500 pl de acido

acético 0,05 M (pH 5) homogenizando el precipitado. Se sonicé durante 15 min agitando
periodicamente. Luego, fueron agregados 2 volimenes de metanol/cloroformo (1:1, v/v)
y se sonico entre 5 a 10 min agitando periédicamente, para luego centrifugar a 12500-g
durante 10 min y extraer la fase acuosa (que contiene las toxinas). A la fase organica se
le volvio a agregar 250 pl de acido acético 0,05 M para una re-extraccion. Finalmente,

se juntaron ambas fases acuosas y se liofilizaron en Speed-Vack. Cuando fue visible una
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fase de color blancuzco, por un alto contenido de proteinas, se repitio la extraccion con
metanol: cloroformo y luego se prosigui6 con la liofilizacién hasta sequedad total. El
liofilizado final se resuspendio en 250 pl de acido acético 50 mM.

Los sobrenadantes se filtraron mediante 0,22 um. A cada muestra se le agregé 100
ul de HCI1 0,25 N para mantener la estabilidad de la toxina, y se liofilizaron en SpeedVac.
Para la extraccion 4cida, el liofilizado obtenido de cada muestra fue resuspendido en 250
ul de 4cido acético 0,05 M, agitado por vortex y sonicados en forma alternada durante 30
min. Después de centrifugar durante 5 min a 11.000 rpm se recuper? la fase acuosa, ésta
se traspasé a un nuevo tubo y se guardo a 4°C hasta el momento de uso. Las muestras

fueron tomadas en triplicado desde el mismo matraz de cada medio de cultivo analizado.

4.1.3. HPLC-FLD y derivatizacion postcolumna para la deteccién de toxinas en las
muestras de cultivo de C. raciborskii D9.

Se siguié el protocolo descrito por Oshima (1995), con las modificaciones
descritas por Lagos (1998). Todos los reactivos quimicos y solventes utilizados fueron de
grado HPLC o analitico. La adquisicion y procesamiento de datos se llevé a cabo con el
software CLASS-CR10 o con un integrador Hitachi D-2500. La fase movil consisti6 en
acido 1-heptanosulfonico 2 mM en tampoén fosfato de amonio 30 mM (pH 7,1) mas
acetonitrilo 3 % volumen para las toxinas del grupo STX. Las condiciones de
cromatografia utilizadas fueron:

-Tampo6n para STX = 7 ml/ min

S5u
-Columna C8 =15 cm largo, 4,6 mm diametro.




-Estandares utilizados = STX.

-Tiempo de elucion de estindar de STX = 16 min.

-Volumen de muestra inyectado = 20 pl.

Las concentraciones de STX en las muestras fueron calculadas por comparacion del area
del pico correspondiente a STX, en el extracto de la muestra proveniente del cultivo de
cianobacteria con respecto al de la solucion estandar. Las muestras fueron tomadas en

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

4.2. Efecto de diferentes concentraciones de NH,Cl y de urea como fuente de
nitrégeno en el crecimiento de C. raciborskii D9.

La fuente primaria de nitrogeno (NaNO;) en medio MLA fue reemplazada por
distintas concentraciones de NH4Cl (Tabla 5). Estos medio fueron inoculados con

diluciones 1/10 de C. raciborskii D9.

Tabla 5. Concentraciones de NH4Cl utilizadas como fuente de nitrégeno en el medio de
cultivo de C. raciborskii D9.

NH,CI [mM]
3
6
12
20
100

Luego, se analizo el efecto de diferentes concentraciones de NaCl en el medio de

cultivo. Para esto, se adicionaron diferentes concentraciones de NaCl, de acuerdo a lo




descrito en la Tabla 6, a medio base MLA. Se inocularon diluciones 1/10 de C.

raciborskii D9.

Tabla 6. Concentracion de NaCl adicionadas al medio de cultivo de C. raciborskii D9.

NaCl (gr/l) _CT (gr/l)
1 0,6
2 1,2
3 1.8
4
5
7

24
3
3,6

Luego, se crecid a C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de urea,
reemplazando la fuente de nitrogeno (NaNO;) 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 nitrogeno en el medio de

cultivo de C. raciborskii D9.

Urea [mM]
1,5

10
50

30




El seguimiento del crecimiento de C. raciborskii para NH4Cl, NaCl y urea se
realizd mediante cuantificacion espectroscopica de clorofila a como se describi6

anteriormente.

Los analisis estadisticos para los ensayos de cuantificacion de clorofila a y toxina,
fueron desarrollados usando la prueba de Kruskal-Wallis (anélisis no paramétrico) con el
programa Systat 11 (Systat Software, Inc. 2004). Esta prueba es una generalizacion de la
prueba de U de Man-Whitney para k grupos independientes, no exigiendo el supuesto de

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

4.2.1. Deteccion de la produccion de ureasa en cianobacterias y microbiota
acompaiiante.

Se filtré 10 ml de cultivo clonal de C. raciborskii mediante filtro con un tamafio
de poro de 3 um. El filtrado obtenido contenia a las bacterias acompafiantes. Luego, se
procedi6 a lavar las células de C. raciborskii adheridas al filtro con 500 ml de agua

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

realizaron diversos tratamientos a las muestras como se describe en la Tabla 8.




Tabla 8. Ensayo de agar ureasa en muestras de C. raciborskii D9 con y sin microbiota
acompaiiante.

Tubo Inéculo
1 C. raciborskii D9 sin filtrar
2 C. raciborskii D9 filtradas
3 C. raciborskii D9 filtradas y sonicadas
4 Células acompatfiantes
5 Control positivo (Vibrio parahaemolyticus )
6 Control negativo

Se inocularon 20 pl de cada preparado en tubos que contenian medio Christensen-Urea-
agar (Christensen, 1946). Se incub6é durante 5 dias con los ciclos de luz y temperatura
descritos anteriormente para los cultivos de cianobacterias. V. parahaemolyticus fue
preparado segun lo descrito por Ledn (2005). Luego, la visualizacion de la produccion de
ureasa se observo gracias a la presencia de un indicador de pH, el rojo fenol, cuyo color
cambia por cambio de pH a través de la aparicion de un color rojo (del indicador rojo
fenol) (pH 6,8-8,4), purpura (pH<8,4). El no viraje de color y por lo tanto la permanencia

de color amarillo del medio indicé ausencia de ureasa.

4.2.2. Anilisis de la produccion de Ureasa en bacterias acompafiantes.

Se obtuvo un filtrado de la microbiota asociada a C. raciborskii como se
describio en el punto anterior. Luego, 100 pl sin diluir, diluciones 1:50 y 1:100 de este
filtrado se distribuyeron homogéneamente en placas de Petri separadas, con medio
Christensen-Urea-agar (Christensen, 1946). Se incubé durante 5 dias con los ciclos de

luz y temperatura descritos anteriormente para los cultivos de cianobacterias. Luego, la
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visualizacion de la produccion de ureasa se observé como se indico previamente. Las
colonias de color rosado que crecieron en la placa, fueron reaisladas en medio

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

1. Obtencién de un cultivo clonal a partir de C. raciborskii SPC338.

1.1. Aislamiento, clonalidad y evaluacién de la axenidad del aislado.

Siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos, se obtuvo un cultivo
proveniente de una sola célula nombrado como C. raciborskii D9. Previo a cualquier
analisis molecular, se realizo el protocolo de lavados para obtener un concentrado de C.

raciborskii D9 con una reducida carga de bacterias acompaiantes (Fig. 4).

Fig. 4. Microscopia de epifluorescencia de cultivo de C. raciborskii D9 antes y después

de protocolo de lavados. A) C. raciborskii D9 sin lavar y B) C. raciborskii D9 lavadas.

La determinacion del nimero de bacterias contaminantes en este concentrado, se
realizd mediante microscopia de epifluorescencia. El protocolo de lavado aplicado logré
eliminar la mayoria de las bacterias acompafantes (de tipo bacilo y cocobacilo) dejando,
aproximadamente 1000 bacterias contaminantes por ml de concentrado de células de C.
raciborskii D9 (0,1 g de cianobacterias aproximadamente). En un cultivo de C.

raciborskii D9 de 15 dias de crecimiento (no filtrado), la cantidad de bacterias
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acompafantes puede superar las 3 x 10® cél/ml. Por lo tanto, el protocolo de lavado del

cultivo disminuyo el nimero de contaminantes 6 a 7 érdenes de magnitud.

1.2. Extraccion de DNA genomico de C. raciborskii D9 y verificacion de clonalidad
del cultivo mediante ARDRA.

Este protocolo (materiales y métodos) di6é un buen resultado ya que se logro eliminar las
nucleasas y pigmentos, obteniéndose un DNA gendmico integro, con una concentracion

aproximada de 100 ng/ul (Fig. 5).

Fig.5. Extraccion de DNA genémico de C. raciborskii D9 mediante Kirby Mix. Carriles:
1, marcador de peso molecular DNA de A /Hindlll; 2, DNA de C. raciborskii D9. La
electroforesis fue realizada en gel de agarosa al 1 % en TBE 1X (p/v), 50 Vpor3hy
tincion con bromuro de etidio 0,5 pg/ml.

El analisis mediante ARDRA, es una herramienta util para diferenciar entre cepas. En
trabajos anteriores (Vasquez y col, datos no publicados) el patron obtenido por ARDRA
y digestion con Eco Rl para la cepa clonal C. raciborskii C10, proveniente de C.

raciborskii SPC338, estaba formado por dos bandas: una de 600 b y la otra de 700 b

aproximadamente; mediante secuenciacion se comprob6é que estos fragmentos
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correspondian a secuencias de cianobacteria. El andlisis mediante ARDRA nos permite
por lo tanto, demostrar la procedencia del DNA gendémico extraido desde un cultivo no
axénico y ademas si este DNA corresponde a una cepa clonal de C. raciborskii. El
analisis ARDRA (Fig. 6), evidenci6 que el cultivo de C. raciborskii D9 era un cultivo
clonal y que el DNA obtenido era perteneciente a C. raciborskii D9 y no a las bacterias
acompariantes, ya que el patron de digestion obtenido corresponde al mismo encontrado
! para la cepa clonal C. raciborskii C10. Ademas, se comprobd la buena calidad del DNA

obtenido en la extraccion mediante Kirby Mix.

Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa del ARDRA de C. raciborskii D9 con la enzima
EcoRI. Carriles: 1, Marcador 100 b Boerhinger™; 2, DNA de C. raciborskii D9. La
electroforesis fue realizada en gel de agarosa al 2 % en TBE 1X (p/v), 70 V por 90 min y
tincion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 30 min.
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2. Caracterizacion genotipica de C. raciborskii D9

2.1 Analisis de la region espaciadora (ITS) entre los genes 16S y 23S rDNA del
cultivo clonal de C. raciborskii.

La amplificacién con los partidores 322F-340R, la cual es especifica para cianobacterias,
di6 dos productos de amplificacion, uno aproximadamente de 600 b y otro de 400 b (Fig.
7A). Estos amplificados tienen un tamaiio idéntico a los observados anteriormente para
C. raciborskii C10 (Vasquez, datos no publicados). La amplificacion con los partidores

G1-L1 dio como resultado 5 amplificones entre 600 y 800 b (Fig. 7B).
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Fig 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de amplificacién por PCR
correspondientes a los ITS de C. raciborskii D9. (A) Amplificaciéon con partidores
322R-340F especificos para cianobacterias. (B) Amplificacién con partidores G1-L1
para bacterias heterdtrofas. Carriles: 1, marcador 100 bp plus Fermentas™; 2, DNA
cromosomal de C. raciborskii D9. La electroforesis fue realizada en gel de
poliacrilamida al 7,5 %, 150 V, 1 h 15 min y tincién con nitrato de plata
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Las bandas amplificadas mediante los partidores G1-L1 fueron extraidas del gel de
poliacrilamida para posteriormente secuenciarlas. Sin embargo, sélo 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.nih.gov/blast/bi2seq/wblast2.cgi) para ver si
correspondian a secuencias de cianobacterias. No obstante, ninguna de las secuencias

fue relacionada al género Cyanobacteria, sino que al género Vibrio.

2.2. Analisis mediante PFGE de C. raciborskii D9

2.2.1. Evaluacién de la integridad del DNA en los moldes de agarosa usando dos

protocolos de preparacion y lisis.

Se utilizaron los protocolos descritos en materiales y métodos y nombrados como A y B.
En ambos protocolos, al finalizar la etapa de lisis, los moldes de agarosa se encontraban
transparentes, sugiriendo que las células embebidas en los bloques fueron exitosamente
lisadas. Los bloques obtenidos en ambos protocolos, al ser tefiidos con bromuro de
etidio, presentaron un brillo intenso similar en ambos casos. Sin embargo, al momento
de realizar la electroforesis para chequear la integridad del DNA, el bloque preparado
con el protocolo A presenté un DNA muy degradado (Fig. 8 A). Por el contrario, el
molde preparando con el protocolo B presenté un DNA integro (Fig. 8 B). En relacion a
los protocolos de corrida electroforética para DNA sin digerir, ambos protocolos (S1 y
S2) resultaron ser eficientes, ya que el estandar (Saccharomyces cerevisiae) se separd

claramente en ambos casos (Fig. 8 A y B).
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Fig.8. Electroforesis por campo pulsado de DNA genémico de C. raciborskii D9
preparado con diferentes protocolos. A) Protocolo de moldes A. Condiciones de corrida
electroforética: agarosa al 0,9 %, TBE 0,5X, 200 V, pulsos de 90-90 seg, 48 h a 14°C. B)
Protocolo de moldes B. Condiciones de corrida electroforética: agarosa 0,9 %, TBE 0,5X,
200 V, pulsos de 50-90 seg, 16 h a 14°C. En ambos casos se uso tincion con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) en tampén TBE 0.5X. Carriles: 1, DNA genémico de Sacharomyces
cerevisiae; 2, DNA cromosomal de C. raciborskii D9.

Como se observa en la figura 8B, el DNA de C. raciborskii D9 comigra con el
cromosoma de mayor tamafio de S. cerevisiae, lo que hace suponer que tiene un tamario
aproximado de 2,2 Mb y no se observan plasmidios en el rango de tamario analizado (2,2

Mb — 6.6 Kb). Aunque el protocolo B fue mejor que el protocolo A, se observa una

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

2.2.2.1. Identificacién de la procedencia del DNA observado en el PFGE.
Para continuar, fue necesario verificar que el DNA que se observaba en el PFGE

correspondia a C. raciborskii y no a las bacterias acompafantes. La amplificacion de los
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ITS entre los genes 16S y 23S rDNA del DNA extraido de la banda correspondiente al
DNA cromosomal de C. raciborskii D9, amplificé sélo con los partidores especificos
para cianobacterias 322F-340R (Fig. 9A) y no con los partidores G1-L1 (Fig. 9B)
especificos para bacterias heterétrofas. EI DNA extraido desde el centro del carril
también amplificé con los partidores 322F-340R lo que indica una degradacion del DNA

de C. raciborskii D9. Sin embargo, DNA de bacterias acompafiantes no fue detectado.
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Fig 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los fragmentos ITS amplificados por
PCR, desde bandas extraidas del gel de PFGE de C. raciborskii D9. (A) Amplificacion
con partidores 322R-340F especificos para cianobacteria. Carriles: 1 y 5, marcador 100
bp plus Fermentas™; 2, DNA extraido desde la banda correspondiente al cromosoma de
C. raciborskii D9; 3, DNA extraido desde el centro del carril; 4, DNA de C. raciborskii
D9 extraido desde cultivo. (B) Amplificaciéon con partidores G1-L1 para bacterias en
general. Carriles: 1, marcador 100 bp plus Fermentas™; 2, DNA de C. raciborskii D9
extraido desde cultivo; 3, DNA extraido desde la banda correspondiente al cromosoma
de C. raciborskii D9; 4, DNA extraido desde el centro del carril. Condiciones de corrida
electroforética: gel de poliacrilamida al 7,5 % a 150 V por 1 h y tincion con nitrato de

plata.
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Luego de comprobar que el DNA visualizado por PFGE era exclusivamente de
C. raciborskii D9, se prosigui6 a obtener un célculo mas exacto del tamafio genémico de
C. raciborskii D9. Se realizé la digestion del genoma con endonucleasas de restriccion,
donde se requeria cortar el DNA en fragmentos discretos. Se probaron dos protocolos de
corrida para DNA digerido. El protocolo 2 para corrida electroforética de DNA digerido,
fue el mas satisfactorio, ya que logré bandas mas definidas (en el caso de la enzima
Miul) que el protocolo 1 (datos no mostrados), posiblemente debido a que la agarosa del
gel se utilizo mas concentrada.

La primera enzima ensayada fue Norl, 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 10B, se utilizaron
diferentes enzimas (todas con sitios de reconocimientos ricos en G-C) y ninguna produjo
cortes en el genoma de C. raciborskii D9.

Al contrario de lo ocurrido con las enzimas anteriores, se obtuvo una buena
digestion con la enzima Mlul, generando alrededor de a 16 fragmentos entre 9,4 y 228

Kb (Fig. 10C).
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Fig 10. Electroforesis por campo pulsado de DNA cromosomal de C. raciborskii D9
tratado con diferentes enzimas de restriccion. (A) Tratamiento con enzima Notl. Carriles:
1, DNA cromosomal de Saccharomyces cerevisiae; 2, DNA de lambda; 3, DNA de
lambda/Hindl11; 4, DNA de C. raciborskii D9 (B) Tratamiento con enzimas BsuRI, Pstly
BamHI. Carriles: 1, DNA de lambda/Hindlll; 2, DNA de C. raciborskii D9 tratado con
BsuRI; 3, DNA de C. raciborskii D9 tratado con PstI; DNA de C. raciborskii D9 tratado
con BamHI. (C) Digestién con enzima Mlul. Carriles: 1, DNA de lambda; 2, DNA de
lambda/Hindlll; 3, DNA de C. raciborskii D9; 4, DNA cromosomal de Saccharomyces
cerevisiae. Las flechas azules indican bandas consideradas como dobles y flechas negras
indican bandas consideradas como tunicas. Condiciones de corridas electroforéticas:
agarosa 1,2 %, TBE 0,5X, 200 V, pulsos de 50-90 seg, 16 h a 14°C, tincién con bromuro

de etidio (0,5 pg/ml) en tampoén TBE 0,5X.
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A partir de los estandares utilizados (S. cerevisiae y fago L cortado con Hindlll) se
calcularon los tamafios de las bandas obtenidas para C. raciborskii D9. Los fragmentos
mas grandes fueron calculados con la ecuacion obtenida para S. cerevisiae (Y= -1167,2
LN(X) + 2642.8; R?=0,995) y los mas pequefios con la ecuacion de fago A/Hindlll (Y=-
47,089 LN(X) + 98,437, R2=0,945). En ambas ecuaciones se reemplazdo X por los
valores de migracion (cm) de las bandas obtenidas en el PFGE. El tamafio genémico

aproximado de C. raciborskii D9 fue de 1,7 Mb (Tabla 9).

Tabla 9. Tamaifio de los fragmentos de restriccion generados con la enzima Miul en el
genoma de C. raciborskii D9.

N° fragmento Tamaiio (kb)

1 261
2 261
3 175
4 175
5 159
6 159
7 70
8 70
9 65
10 62
11 57
12 55
13 55
14 50
15 19

TOTAL 1693




3. Caracterizacion fisiologica de C. raciborskii

3.1. Efecto del tipo de fuente de nitrégeno y de la razén de nitrégeno y fosforo en el

crecimiento y niveles intra y extracelular de STX producidos por C. raciborskii D9.
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Fig. 11. Efecto de diferentes fuentes de nitrégeno y razones de nitrégeno: fésforo en el
crecimiento y produccion de STX de C. raciborskii D9. (A) Curva de crecimiento de C.
raciborskii D9 en diferentes medios de cultivo. (B) Determinacion de STX intracelular y
extracelular en medio con razéon N:P 84:6 mg/l (1:0,07). (C) Deteccion de STX
intracelular y extracelular en medio con razén N:P 84:0,06 mg/l (1:0,0007)® NaNO;
84 mg N: 0,06 mg P (1:0,0007);® NaNO; 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. raciborskii D9 puede crecer en medio con NaNO; como fuente de nitrogeno.
Sin embargo, la condicién de bajo nitrégeno ensayada (0,84 mg/l) no permitio el
crecimiento de C. raciborskii D9 (datos no mostrados). En el caso de los medios con
urea como fuente de nitrégeno, sélo crecié hasta el dia 3 y luego presenté una rapida
clorosis y posterior lisis celular (Fig.10A). Por esta razon, los niveles de STX sélo
fueron medidos en medio con NaNO; como fuente de nitrogeno y en las razones N:P de
84:6 mg/1 (1:0,07) y 84:0,06 mg/1 (1:0,0007).

Las curvas de crecimiento de C. raciborskii D9 en las razones N:P 1:0,07 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 después del dia 16 en donde comienza la fase de muerte. Sin
embargo, se observa un mayor crecimiento (33%) entre los dias de crecimiento 9y 14 en
medio con alto fosforo (N:P de 1:0,07) que en medio con bajo fosforo (N:P de 1:0,0007)
segun lo indicado por la prueba Kruskal-Wallis, p = 0,049 y gl= 1. A pesar de que hubo
mayor crecimiento en medio con alto fésforo, la deteccion de STX tendié a ser mayor
(el doble) en medio con bajo fosforo (N:P de 1:0,0007) que en medio con alto fésforo
(N:P de 1:0,07). La mayor detecciéon de STX, en ambos medios experimentados (alto y
bajo fosforo, N:P de 1:0,07 y de 1:0,0007 respectivamente), se produce cuando el
crecimiento del cultivo es maximo (Fig. 11), es decir entre los dias 9 y 14 (fin del
crecimiento exponencial y mitad de la fase estacionaria). Como se observa en la Figura
10, existe una tendencia biologica a concentrar la toxina en la fraccion celular, sin

embargo el analisis estadistico indica que no hay diferencias en la concentracion de STX

intra y extracelular en medio con alto fésforo (N:P 1:0,07) segun lo indicado por la




prueba Kruskal-Wallis, p=0,827 gl=1. En el caso de la deteccién de STX en medio con
bajo fosforo (1:0,0007), también se observa una tendencia biologica a concentrar la
toxina en la fraccion celular entre los dias de mayor crecimiento. Sin embargo, este
resultado tampoco fue estadisticamente significativo seglin lo indicado por la prueba
Kruskal-Wallis, p=0,175 gl=1. En la Fig. 12 se muestra el cromatograma del estindar de
STX utilizado y la determinacion de STX intracelular de C. raciborskii D9 crecida en

medio con alto nitrogeno y alto fosforo.

A B C
_Dataz@CHRMZ.DOB Ch=Z Data:@CHRM2.D14  Ch=2 Date:8CHEMZ.D13. Ch=2
‘Mathod : BCHRM), . M0E - Yethod :BCIIRML . H14 Method :@CHRM] _H13
my Chrom:@CHRM2.C0B = Atten:3 nY Chrom:@CHEMZ2.C14 Atten:3 »Y Chrom:@CHRM2.C13 Atten:5
8 - 8
30
NEOSTX 51X
14.445/647491, |
& 15} 835,%3312" 6 18. 368,/745538}
o 20
.493/3214_79
4. 4
10
2 P4

S | Y S

g & i 15 20 wuin 0 5 10 15 20 wmin 0 10 15 20 25nin

Fig. 12, Detecci6on de STX mediante HPLC-FLD, (A) Cromatograma de un estandar de
STX. (B) Cromatograma de la extraccion de toxina de la fraccion celular del cultivo de
C. raciborskii D9 al dia 9 de crecimiento en medio con razén N:P 1:0,07 (C)
Cromatograma de la extraccion de toxina de la fraccidn celular de C. raciborskii D9 al
dia 43 de crecimiento en medio con con razon N:P 1:0,07.
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3.2. Efecto de NH4Cl y urea y como fuente de nitréogeno en el crecimiento de C.
raciborskii.

El crecimiento en medio con NH4Cl como tnica fuente de nitrégeno (Fig. 13),
solo permite el crecimiento de C. raciborskii D9 hasta una concentracion de 3 mM
segun lo indicado por la prueba Kruskal-Wallis, p= 0,013 gl= 4. Mayores

concentraciones provocaron la muerte celular.
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Fig. 13. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de NH4Cl como
fuente de nitrogeno. Concentraciones: (B )3 mM, (@ )6 mM, (A ) 12 mM, (V) 20 mM,
(¢)100 mM.

Para verificar si el crecimiento de C. raciborskii 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).
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Fig. 14. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de NaCl.

Concentraciones: (M) MLA, (@)1 g/, (A)2g/1, (V)3 g/, (¢)4 g/, ()5Sl ( )7 gl
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C. raciborskii D9 crecié hasta una concentracion de 1 gr/l de NaCl segun lo
indicado por la prueba Kruskal-Wallis, p= 0,001 gl = 6 (que contiene 0,6 gr de CI), la
cual es mayor que en medio con 6 mM de NH4Cl (que contiene 0,1 gr/l de Cl "),
condicion en la que presentaron una inhibicién 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
produccion de amonio podria ser una posible causa de la muerte celular.

De acuerdo a lo que se muestra en la figura 15, C. raciborskii D9 no puede crecer
en concentraciones sobre 1,5 mM de urea, segun lo indicado por la prueba Kruskal-

Wallis, p= 0,049 gl= 1.
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Fig. 15. Crecimiento de C. raciborskii D9 en diferentes concentraciones de urea como
fuente de nitrégeno. Concentraciones:(l) 1,5 mM, (@ ) 3 mM, (A ) 6 mM, (¢ )10 mM,
(¥ ) 50 mM. (La flecha indica la concentracion de urea utilizada como alta fuente de
nitrégeno en fig. 11)

3.3. Produccion de ureasa en el cultivo de C. raciborskii D9.

Se analizo la produccion de ureasa en el cultivo con el proposito de determinar si

era originada por las cianobacterias y/o por la microbiota acomparfiante. Para esto, se
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inocularon tubos con medio Christensen-Urea-agar como se describe en materiales y
métodos (Tabla 6).
Todos los in6culos presentaron viraje de color naranja a fucsia (Fig. 16), sin

embargo, estos fueron apareciendo en diferentes tiempos durante 5 dias.

Fig. 16. Ensayo Christensen-Urea-agar para detectar produccion de ureasa. Tubos: 1, C.
raciborskii D9 sin filtrar; 2, C. raciborskii D9 filtradas; 3, C. raciborskii D9 filtradas y
sonicadas; 4, filtrado de bacterias acompafiantes; 5, Control positivo (V.
parahaemoliticus RIMD 2210856); 6, Control del medio.

Seglin este resultado, es posible que tanto C. raciborskii D9 como las bacterias
acompaiantes produzcan ureasa. Debido a que el viraje de color en el tubo con filtrado
de células acompanantes puedo estar dado por ureasa liberada al medio por las
cianobacterias y/o por las bacterias acompaiantes, 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. raciborskii D9

producen ureasa.
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Fig. 16. Aislamiento de microbiota acompaiiante (dilucion 1/50) de C. raciborskii D9 en
medio Christensen-Urea-agar en placa para detectar produccion de ureasa.




DISCUSION

El analisis mediante ARDRA del clon C. raciborskii D9 y del clon C10 (Castro y
col., 2004), obtenidos ambos a partir del mismo cultivo mixto (C. raciborskii SPC338)
indicé que ambos clones son idénticos. Por esta razon, los datos obtenidos para C.
raciborskii D9 pueden ser extrapolados a C. raciborskii C10 y viceversa.

Debido a que el cultivo de C. raciborskii D9 no es axénico, al igual que el clon
C10, se aplico el mismo protocolo ya descrito (Castro y col., 2004) para eliminar las
bacterias que acompaiian al cultivo C. raciborskii D9, con el proposito de obtener un
cultivo adecuado para los analisis moleculares. Dada la morfologia de C. raciborskii
(células filamentosas de mas de 100 um de largo), forman una red que en el momento de
filtrar atrapan con facilidad las bacterias acompaiiantes y no permiten eliminarlas
completamente. Ademas, las bacterias acompaifiantes 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 después del
procedimiento de lavado (1000 bacterias acompaiantes aproximadamente por ml de
concentrado de C. raciborskii) garantiza que el DNA visibles por PFGE corresponde a
DNA de C. raciborskii D9 (Fig. 7TA y B).

Estd descrito que las cianobacterias producen una gran cantidad de nucleasas
(Soper y Reddy, 1994) que hacen muy dificil la obtenciéon de DNA genémico intacto.
Ademas, el DNA que se obtiene tiene una gran cantidad de iones metélicos que

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

digestion de DNA. Al igual que C. raciborskii, Streptomyces sp. es una bacteria




filamentosa (alcanza hasta 100 um de largo) a la que se le han descrito numerosas
nucleasas (Aparicio y col., 1988; Cal y col., 1996; Nicieza y col., 1999) que degradan
completamente el DNA de dicha especie. El protocolo Kirby Mix (Kieser y col., 2004)
descrito en materiales y métodos utilizado para la extraccion de DNA de Streptomyces
sp. protege el DNA de la actividad nucleolitica, por lo que se utilizé esta metodologia
para la extraccion de DNA de C. raciborskii D9. Este protocolo resulté ser una buena
forma de obtener DNA integro desde C. raciborskii D9 (Fig. 5).

La electroforesis por campo pulsado es una técnica utilizada ampliamente para
estimar el tamafio genémico de bacterias y se han descrito protocolos muy bien
estandarizados, como es el caso de V. parahaemolyticus (Chowdhury y col., 2000). Sin
embargo, en el caso de las cianobacterias existen muy pocos protocolos para PFGE y de
éstos ninguno es para aquellas que son filamentosas. Por esta razén, fue necesario
implementar un protocolo adecuado. El Protocolo A produjo moldes de agarosa con
DNA completamente degradado. Este protocolo consideré el lavado de las células de C.
raciborskii D9 con Sacarosa 0,3 M lo que probablemente hace que este tipo de células se
rompan (posiblemente por diferencia de osmolaridades) y liberen una gran cantidad de
nucleasas que degradan el DNA. También, puede ocurrir una degradacion producto de la
agitacion que es necesario hacer, en ambos protocolos, en el momento de mezclar los
filamentos con la agarosa LMP. Es posible que esta agitacion provoque un rompimiento
mecanico de las células y por lo tanto la liberacion anticipada de las nucleasas, ademas
de un dafio directo en el DNA producto de la agitacion. A pesar de que usando el

Protocolo B se observa una pequefia degradacion del DNA de C. raciborskii D9, como
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se muestra en la Fig. 8B, esta degradacion es mucho menor que la producida utilizando
el Protocolo A. Entre las modificaciones realizadas al Protocolo B para proteger la
integridad del DNA, puede haber sido muy importante la incorporacion de EDTA 50
mM en el momento de realizar el lavado para eliminar la microflora acompaiiante. El
EDTA actia quelando metales, los que son imprescindibles para que las nucleasas
puedan actuar. Debido al éxito del Protocolo B, los moldes de agarosa para desarrollar el
PFGE fueron realizados con este protocolo.

El PFGE usando el Protocolo B, permitié observar que C. raciborskii D9
presenta un solo cromosoma de aproximadamente 2 Kb (Fig. 8B). Sin embargo, en el
calculo del tamaiio genomico utilizando la enzima de restriccion M/ul, dio un tamafio un
poco menor al anterior, 1,7 Mb aproximadamente (Tabla 9). Una posible causa de este
hecho, es que al no obtener una 6ptima separacion en el PFGE de las bandas producidas
con la digestion con la enzima Mlul, es probable que haya bandas que no fueron
consideradas en el calculo del tamaiio genémico. Por esta razon, es necesario mejorar las
condiciones de corrida electroforética, incluyendo un bloque alcomienzo con pulsos de
tiempos mas cortos para separar las bandas mas pequefias y luego un bloque conpulsos
mas largos para separar las bandas mas grandes. También se pudo observar que C.
raciborskii D9 no presenta elementos extracromosomales en el rango de tamaiio
analizado.

En general, se ha descrito que el DNA de diferentes especies de cianobacterias
puede ser digerido por la enzima de restriccion Norl, como ocurre en el caso de
Synechocystis sp (Churin y col., 1995) y Prochlorococcus marinus (Strehl y col., 1999).

Sin embargo, en el caso de C. raciborskii D9 dicha enzima no produjo cortes en su
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genoma en las condiciones ensayadas. En numerosos casos, se ha encontrado el
fenémeno de metilacién en cianobacterias (Scharnagl y col., 1998; Soper y Reddy,
1994), mas aun en el caso de las cianobacterias filamentosas (Padhy y col., 1988). Se ha
descrito que especies de cianobacterias pertenecientes especificamente al género Nostoc,
son altamente metiladas (Jiger y Potts, 1988); posiblemente por esta razén la enzima
Notl y varias otras enzimas ensayadas no produjeran cortes en el genoma de C.
raciborskii D9. Sin embargo, estas enzimas reconocen secuencias con alto contenido de
GC, por lo tanto, también es posible que el contenido de GC en el genoma de C.
raciborskii D9 sea muy bajo y por esto no se produzcan cortes con dichas enzima.

El tamafio genémico 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 comparacion, el tamafio del genoma de diferentes especies de
cianobacterias se encuentra entre 1,8 Mb y 13,6 Mb (Strehl y col., 1999). El tamaiio de
C. raciborskii D9 estimado en esta tesis mediante PFGE estaria dentro de los mas
pequefios encontrados hasta ahora para cianobacterias. Debido a que se estima que la
STX es producida por un grupo de genes tipo péptido sintetasa con una extension
probable de 40-50 Kb (M.Vasquez, datos no publicados), el tamafio genémico
aproximado de C. raciborskii D9 (suponiendo un tamafio genoémico de 2 Mb) permite
predecir que 260 clones de una genoteca en cosmidos seria un nimero necesario para
poder representar el genoma completo de la bacteria y continuar con el estudio de la ruta
biosintética de STX.

Para realizar los estudios fisiologicos de C. raciborskii se necesité definir un

método confiable para evaluar el crecimiento de la bacteria. Por las caracteristicas
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morfologicas de C. raciborskii (filamentosas y con vacuolas de gas que les permiten
flotar) es muy dificil calcular la concentracion de ellas mediante densidad 6ptica. Una
forma alternativa para determinar el crecimiento en forma indirecta, es la cuantificacion
de clorofila a (Yentsch y Menzel, 1963). Este pigmento s6lo esta presente en bacterias
que realizan fotosintesis. De esta manera, se pudo asegurar que el crecimiento evaluado
cuantificando clorofila a solo corresponde a las cianobacterias y no a la microbiota
acompaiiante.

Los estudios fisiologicos estuvieron enfocados a la evaluacion del efecto del
nitrogeno y fosforo (nutrientes esenciales para el crecimiento bacteriano) sobre el
crecimiento y la produccion de toxinas. El fésforo es la base de innumerables
biomoléculas: el fosforo es un componente esencial de la membrana lipidica,
carbohidratos complejos como lipopolisacaridos y acidos nucleicos (Wanner, 1996). De
esta manera, el metabolismo del fosforo involucra numerosas vias metabolicas. Se ha
descrito que el nitrogeno puede jugar un papel significativo en la produccién de
microcistina y anatoxina-a en especies de Anabaena y Aphanizomenon (Rapala y col.,
1993, 1997) y sobre toxinas de dinoflagelados marinos (Anderson y col., 1990a). El
nitrégeno es una parte integral de la estructura quimica de STX, puesto que ésta contiene
un 33% de nitrogeno en su peso molecular (Anderson y col., 1990b). En el caso de los
medios con baja fuente de nitrogeno (aportados como NaNO; y como urea), C.
raciborskii D9 no fue capaz de crecer. Sélo crecié en altas concentraciones de nitrogeno
aportado como NaNO; Al igual que C. raciborskii D9, cepas toxicas de Mycrocystis no
fueron capaces de crecer en medio con bajo nitrégeno. Sin embargo, cepas no toxicas de

Mycrocystis fueron capaces de crecer en bajo nitrégeno, dando cuenta de que la
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demanda de nitrogeno puede variar dentro de bacterias pertenecientes a la misma
especie (Vézie y col.,, 2002). Segun estos resultados, se ha planteado que especies
toxicas requieren mayor cantidad de nitrégeno que especies no toxicas (Vézie y col.,
2002) debido al gran gasto que realizan en la produccién de toxinas, que posiblemente se
realizaria mediante complejos multienzimaticos (Dittmann y col., 1997; Neilan y col.,
1999; Nishizawa y col., 2000). Una baja razén N:P produce un mayor crecimiento de C.
raciborskii D9 y una alta razéon N:P produce un menor crecimiento. Andlogamente,
Nascimento y Azevedo (1999) reportaron que una alta concentracion de Clorofila a en
Synechocystis aquatilis f salina (indicativo de una mayor biomasa) fue observada en
cultivos crecidos en medio ASM-1 con baja razén N:P. A pesar de esto, se pueden
observar algunos paralelos dentro de la misma especie. Para el caso de C. raciborskii
Woloszynska (Saker y col., 1999), a pesar de que esta cepa presenta un bajo crecimiento
en minimas concentraciones de nitrégeno, presenta una alta produccion de toxina. Mds
aun, cuando fue cultivada en altas concentraciones de nitrégeno, esta cepa presento una
alta tasa de crecimiento y una baja produccion de toxina. Estas diferencias entre cepas de
la misma especie, nos da cuenta del amplio rango de caracteristicas que pueden tener las
cianobacterias, ya que condiciones que son favorables para algunas son perjudiciales
para otras.

La mayor deteccion de STX en C. raciborskii D9, se asocia al periodo en el cual
se encontré un mayor crecimiento en cada medio estudiado y se hallé una tendencia a
acumular la toxina en la fraccion intracelular. En medio con bajo fosforo (N:P 1:0,0007)

hubo una tendencia a producir mas toxina que en medio con alto fésforo (N:P 1:0,07).

Segin los andlisis estadisticos, las diferencias antes mencionadas no son




significativamente distinta. Sin embargo, debido a que las réplicas tomadas en cada
analisis fueron hechas a partir de la misma muestra, es necesario realizar un aumento en
el nimero de muestras para realizar un analisis estadistico adecuado.

Anélogamente a la tendencia de acumular toxinas en la fraccion intracelular, esto
también se ha observado en otras cianobacterias como es el caso de Mycrocystis
aeruginosa. En Mycrocystis la mayor concentracién intracelular de toxina fue detectada
bajo condiciones favorables de crecimiento (Watanabe y Oishi., 1985). Ademas, en esta
misma bacteria se ha observado que la produccién de microcistina se encuentra acoplada
a su ciclo celular, con un maximo de produccién en la fase de crecimiento logaritmica
tardia y la fase estacionaria temprana (Ohtake y col., 1989; Van Der Westhuizen y Eloff,
1983, 1985).

En la fase de muerte (dia 45) de C. raciborskii D9, en el medio con razén N:P
1:0,0007, se detecta un alto contenido de STX en el sobrenadante, probablemente por
efecto de lisis celular. A pesar de esto, esta no alcanza a representar el total de la STX
producida. Adicionalmente, en el medio con razén N:P 1:0,07 en el dia 45, donde ya casi
no se detecta la presencia de células de C. raciborskii D9, no se encuentra toxina en la
fraccion celular ni en el sobrenadante. En resumen, estos resultados sugieren que la STX
se esta biotransformando (puede ocurrir a nivel intracelular o extracelular) o
simplemente inactivando en el medio extracelular. Estos resultados coinciden con lo
descrito para el clon C. raciborskii C10 (Castro y col., 2004), donde se sugiere la
biotransformacion de STX a los epimeros GTX2 y GTX3.

Los ensayos para cuantificar toxinas por HPLC se realizaron usando cultivos de

C. raciborskii D9 sin lavar, es decir con presencia de la microbiota acompaiiante. Sin




embargo, trabajos previos con cepas axénicas y no axénicas, sugieren que la
coexistencia de bacterias acompaiiantes en el dinoflagelado Alexandrium sp. (Dantezer.
y Levin, 1997), ni en la cianobacteria O. agardhii (Sivonen, 1990) inducen la
produccion de toxina. Segun estos estudios, los niveles de toxina en cultivos axénicos
fueron similares a los encontrados en cultivos no axénicos.

Como fuente altermativa de crecimiento se utilizo el NH4Cl, determinandose
crecimiento a un maximo de 3mM. Como se vio en los experimentos posteriores con
NaCl, el cloruro adicionado al medio con NH4Cl posiblemente no fue el causante de la
muerte celular (Fig. 13 y fig. 14). Curiosamente, C. raciborskii D9 presenta una mayor
resistencia a NaCl que la otra cepa productora de la STX, C. raciborskii T3 (Pomati y
col., 2004). La cepa C. raciborskii D9 manifiesta una concentracion inhibitoria del
crecimiento de 17 mM de NaCl mientras que la cepa T3 de 10 mM. Debido a que STX
actia bloqueando canales de Na” voltaje dependientes, los cuales han sido putativamente
identificados en cianobacterias (Pomati y col., 2004), estos autores sugieren que esta
toxina juega un rol importante en la mantenciéon de la homeostasis celular y en la
regulacion 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
responsable del incremento de la produccion de toxina en C. raciborskii D9. Sin
embargo, con ellos se muestra la complejidad de la regulacion de la produccion de
toxina por condiciones ambientales.

Con respecto a la microbiota acompafiante, como se encontr6 en los analisis de

secuencias, posiblemente son pertenecientes al género Vibrio. Consistentemente con

estos resultados, Islam (1991) detecté la presencia de Vibrio cholerae en el mucilago de




la cianobacteria Anabaena sp. Se ha encontrado que muchas especies de cianobacterias,
marinas y de agua dulce, pueden usar urea como unica fuente de nitrégeno (Flores y
Herrero, 1994). La urea es transportada al interior de las cianobacterias y en ellas es
metabolizada, mediante la enzima ureasa, a una molécula de CO; y dos moléculas de
amonio resultando en un aumento del pH intracelular (Mobley y col., 1995). La enzima
ureasa ha sido aislada desde algunas especies de cianobacterias (Argall y col., 1992).
Cuando se utilizé urea como fuente de nitrégeno, C. raciborskii D9 no fue capaz de
crecer en dicho medio observandose la lisis celular sobre 1,5 mM de urea. En el afio
1998, Sakamoto y col., demostraron que la cepa Synechococcus sp. PCC 7002 en
presencia de 50 mM de urea presenta una rapida clorosis y muerte celular en fase
estacionaria, producto de la formacion de perdxidos toxicos que desencadenan un daiio
oxidativo en las células. En el caso de C. raciborskii D9, se observo la misma forma de
muerte del cultivo celular descrita para la cepa Synechococcus sp. PCC 7002, cuando C.
raciborskii D9 fue crecida en medio con urea (3 mM) como tnica fuente de nitrégeno.
Cuando se verifico si existia una concentracion limite de urea para el crecimiento de C.
raciborskii D9 (Fig. 15), se comprobé que so6lo podia crecer en concentraciones bajas de
urea (hasta 1,5 mM).

Debido a que los cultivos de C. raciborskii D9 no son axénicos y debido a esto,
existe la posibilidad de una sobre produccion de ureasa, se traté de establecer si las
cianobacterias, la microflora acompafiante o ambas producian ureasa. No obstante, no
fue posible comprobar ni descartar que C. raciborskii D9 produjera dicha enzima. En el

ensayo para detectar la presencia de ureasa (Fig. 16), en todas las muestras analizadas

hubo reaccién positiva para la presencia de dicha enzima. El tubo que contenia sélo




células acompaiiantes, no cambioé de color inmediatamente sino que a los 3 dias. Es
posible que la ureasa haya sido producida por las bacterias acompaiiantes 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. raciborskii D9 produce ureasa. Esta
microbiota, observada mediante epifluorescencia, presenta altas tasas de crecimiento
(datos no mostrados). De esta manera, y mas ain sin descartar la posibilidad que C.
raciborskii D9 produzca ureasa, es posible que ocurra un aumento desmedido del pH
producto del aumento de amonio (forma altamente téxica, producida por la degradacion
de la urea mediante la ureasa) y de radicales libres en el medio de cultivo y que esto
afecte directamente el crecimiento de C. raciborskii D9 en medio con urea como unica
fuente de nitrogeno. Al igual que lo encontrado para C. raciborskii D9, se ha descrito
que la cepa no axénica de C. raciborskii Woloszynska (productora de
cilindrospermopsina), no puede crecer en medio con urea como unica fuente de
nitrogeno (Saker y col., 1999).

En esta Tesis se consiguié optimizar los diferentes protocolos indispensables
para realizar el andlisis genomico en C. raciborskii D9, tales como: evaluacion del
crecimiento, la extraccion de DNA y preparacion de DNA para PFGE. Con esta base es
posible continuar con el analisis genémico de C. raciborskii D9 y definir si existen rutas
de biosintesis similares entre cianobacterias y dinoflagelados.

Finalmente, muchas preguntas quedan por resolver con respecto a la fisiologia de
la produccién de la STX y mas aun, de la funcion que cumple dicha toxina en la

cianobacteria y en el ambiente. A pesar de esto, el rumbo del esclarecimiento de estas

incognitas cada vez se ve mas cercano, con la esperanza de algin dia llegar a tener una




mejor convivencia con estas bacterias, que sin duda nos acompafiaran por mucho tiempo

mas.
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CONCLUSIONES

v" El protocolo de lavados aplicado al cultivo de C. raciborskii D9, permite obtener
un concentrado de células de dicha cianobacteria con una reducida carga de
bacterias acompaiiantes, lo que garantiza que los estudios moleculares realizados
posteriores a los lavados sean el resultados de los andlisis realizados sobre el

DNA de la cianobacteria y no de las bacterias acompafiantes.

v' El tamafio gendémico estimado para C. raciborskii D9 (1,7 - 2 Mb
aproximadamente), indica que esta cianobacteria es un modelo simple para
estudiar la ruta biosintética de STX y sus andlogos debido a su menor
complejidad gendmica, comparada con otros modelos, tales como los

dinoflagelados.

v" Diferentes razones de nitrégeno (aportado como nitrato de sodio) y fosforo,
exhiben una distinta produccion de la STX. Por esto, estas condiciones serian
buenas candidatas para realizar futuros estudios proteémicos, con el fin de

encontrar proteinas relacionadas a la sintesis de la STX.
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