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RESUMEN

En cianobacterias unicelulares, se ha demostrado que el reloj circadiano influye en
la temporalidad con que ocurren ciertos procesos celulares tales como la fotosintesis,
respiracion celular, division celular, entre otros. Esta regulacion requiere la presencia de
un oscilador central KaiABC que controle el sistema junto con una serie de proteinas de
deteccion de sefial (via de entrada) y transcripcion de genes (via de salida) que permiten
finalmente predecir y anticipar cambios ambientales en la intensidad luminica con el fin
de optimizar la respuesta celular, adaptando la topologia del cromosoma, transcriptoma,

proteoma, metabolismo, entre otros.

Estudios en cianobacterias unicelulares han mostrado un control sobre la
formacion del anillo Z por el oscilador KaiABC, lo cual, finalmente, determina la
temporalidad de la division al impedir que ocurra durante cierto periodo. Por otro lado,
los estudios en cianobacterias multicelulares son limitados, aunque hasta ahora ha sido
posible identificar genes que oscilan circadianamente, entre ellos algunos especificos para
heterocistos. A pesar del progreso en entender los factores que orquestan la division
celular en cianobacterias, las proteinas involucradas y como ocurre el ensamblaje y
dinamica del proceso en cianobacterias multicelulares ain se encuentra en estudio. Mas
aun, la relevancia fisioldgica y metabolica de la presencia de un reloj circadiano funcional
y su interaccion con este proceso, es totalmente desconocido. Por ello, para poder evaluar
los efectos del reloj circadiano en cianobacterias filamentosas se generd y caracterizo una

mutante de Anabaena sp. PCC7120 (modelo de estudio de division celular) mediante la



delecion del cluster kaiABC por recombinacion homologa a través del método de

conjugacion triparental.

La poliploidia caracteristica de las cianobacterias hace que el proceso de obtencion
de una mutante completa (proceso de segregacion) sea largo y complejo.
Inesperadamente, durante la segregacion de la mutante, se observo un fenotipo ramificado,
caracteristico de cianobacterias pertenecientes al orden Stigonematales. Al obtener el
mutante completo, el fenotipo observado fue similar a la cepa silvestre, aunque las células
presentan un area 54,2% mayor. El posicionamiento del anillo Z en la mutante es efectivo,
ya que las divisiones ocurren de manera exitosa, a pesar de haberse observado algunas
anormalidades en su localizacion. La tasa de crecimiento de la variedad mutante es
significativamente menor de acuerdo con una prueba de Tukey (P < 0,0001), sin embargo,
mediante un ANOVA de tres vias al comparar todas las variantes, las principales fuentes

de variacion son el fotoperiodo y la suplementacién de nitrégeno.

Por otro lado, la capacidad de diferenciar heterocistos estaba ain presente en la
mutante AkaiABC, aunque se ve afectado el patron de diferenciacion, lo cual sugiere un
control subyacente de la diferenciacion celular por el reloj circadiano. Ademas, la
capacidad de fijar nitrogeno fue verificada mediante el ensayo de reduccion de acetileno
(ARA), lo que mostré que en la variedad mutante los heterocistos eran funcionales y

fijaban en tasas similares a la variedad silvestre.



ABSTRACT

In unicellular cyanobacteria has been demonstrated that the circadian clock
influences the timing of certain cellular processes such as photosynthesis, cellular
respiration, and cellular division. This regulation requires the presence of the central
oscillator KaiABC which controls the system —along with a series of proteins involved in
signal detection (input) and gene transcription (output) that allows to predict and anticipate
environmental changes in light intensity to optimize the cellular response, adapting, for

example, the chromosome topology, transcriptome, proteome, and metabolism.

The studies on unicellular cyanobacteria have shown a control on Z-ring formation
by the KaiABC oscillator, which determines the timing by gating of cell division. On the
other hand, studies on multicellular cyanobacteria have been scarce, nonetheless, clock-
controlled genes have been identified, some of which are specific to heterocyst. Despite
progress in understanding the factors that orchestrate cellular division on cyanobacteria,
the proteins that participate and how the process occurs in multicellular cyanobacteria are
still unknown, and the functional clock's physiological and metabolic relevance has been
underexplored. To evaluate the effects of the circadian clock in filamentous cyanobacteria,
we generated and characterized a mutant of Anabaena sp. PCC7120 —a model species —

by deletion of the kaiABC cluster through homologous recombination.

The polyploid characteristic of filamentous cyanobacteria makes the process of
mutagenesis long and complex in order to obtain a fully segregated mutant.

Unexpectedly, during the segregation of the kaiABC cluster deletion mutant, it was



observed a branched phenotype, characteristic of the Stigonematales order. When the
segregation was complete the phenotype was morphologically similar to the wild type,
although cell area increased by 54.2%. Z-ring placement results in successful divisions,
despite having observed some abnormalities in its location. Mutant strain’s growth rate
was significatively smaller according to a Tukey test (P < 0.0001), however, a three-way
ANOVA shows that the main source of variation are photoperiod and nitrogen

supplementation.

The capacity to differentiate cells to heterocysts was still present in the AkaiABC
mutant, although the patterning was somehow altered, which suggest an underlying
control of cell differentiation by the circadian clock. The nitrogen fixation activity was
verified with an Acetylene Reduction Assay (ARA), that showed functional heterocysts

with fixation rates similar to its wild-type counterpart.



INTRODUCCION

Cianobacterias: Diversidad morfoldgica e importancia ecoldgica.

Las cianobacterias son organismos fotétrofos, en su mayoria capaces de realizar
fotosintesis oxigénica, desde los cuales evolucionaron los cloroplastos (Martin et al.,
2002). Fueron las detonantes de el gran evento de oxigenacion hace unos dos mil millones
de afios (Berman-Frank et al., 2003), lo cual, permitio la diversificacion de la vida en la
tierra, principalmente de algas y plantas terrestres, y también metazoos (Giovannoni et al.,
1988). Se encuentran distribuidas en ambientes acuaticos, terrestres, o formando
relaciones simbioticas con hongos y casi todos los grupos de plantas, lo que les permite
crecer en lugares en las que, de otra forma, no podrian, ampliando ain mas el espectro de

ecosistemas que son capaces de habitar (Budel, 2011; Sarma, 2013, Capitulo 7).

Las cianobacterias son importantes productoras de oxigeno, y algunas son también
fijadoras de nitrégeno, capaces de adaptarse a lugares con alta radiacion ultravioleta de
tipo B y C y de utilizar H.S como foto-reductor en vez de H»O, haciéndolas
particularmente capaces de habitar ambientes extremos y privados de nutrientes (Gaysina
et al., 2019). También son capaces de orguestar y compaginar diferentes procesos
metabolicos y bioenergéticos recurriendo a separaciones espaciales y temporales como
estrategia de adaptacién a diversos ambientes, por ejemplo, fijando nitrégeno durante la
noche o en células especializadas Ilamadas heterocistos en ambientes privados de

nitrégeno combinado (Gaysina et al., 2019).



La flexibilidad ecolégica de las cianobacterias va de la mano con su plasticidad
morfoldgica y heterogeneidad (Gaysina et al., 2019), lo cual ha permitido clasificarlas
morfolégicamente en cinco subsecciones. Las subsecciones | y Il incluyen cianobacterias
unicelulares, diferenciadas por el tipo de reproduccion. Las correspondientes a la seccion
I se reproducen por fisidén binaria 0 gemacion, mientras que las que forman parte de la
seccion 11 lo hacen por fision multiple o una mezcla de fision mdaltiple y binaria. Cabe
destacar que la fision multiple no esta acompafiada de crecimiento celular, por lo que se
producen numerosas células hijas pequefias denominadas baeocitos, algunos de los cuales
son capaces de deslizarse (gliding) antes de finalizar la produccién de pared celular

(Rippka et al., 1979).

Por otro lado, las subsecciones del I11 al V se consideran organismos multicelulares
y corresponden a cianobacterias filamentosas. Pueden reproducirse por rupturas del
filamento, formacion de hormogonios, 0, en algunas integrantes de las secciones IV y V,
por germinacion de acinetes. Las cianobacterias pertenecientes a la seccion 111 s6lo son
capaces de dividirse en un plano y sus filamentos presentan Unicamente células
vegetativas, mientras que las cianobacterias que forman parte de las secciones IV y V son
capaces de diferenciar células (heterocistos y/o acinetes). Las cianobacterias de la seccion
V son las Unicas que presentan ramificaciones verdaderas, es decir, division en multiples

planos.

Solo las subsecciones IV y V en conjunto forman un grupo monofilético (Herrero
et al., 2016) y analisis filogenéticos indican que todas las cianobacterias con heterocistos

—Nostocales y Stigonematales (secciones IV y V de Rippka et al., 1979) — provienen de



un ancestro en comun (Gugger & Hoffmann, 2004), y que la multicelularidad es una
caracteristica evolutivamente temprana, sin embargo, morfologias similares se han
perdido y ganado a lo largo de la evolucion. Estos antecedentes evidencian la futilidad de
organizar morfolégicamente a las cianobacterias, por lo que la taxonomia moderna ha

abordado la clasificacion de las cianobacterias con enfoques moleculares y morfol6gicos.
Diferenciacion celular.

Las cianobacterias pertenecientes a los ordenes Nostocales y Stigonematales,
presentan procesos de diferenciacion celular desde células vegetativas hacia células
especializadas, las cuales son, probablemente, evidencia de procesos evolutivos de
adaptacion a variables ambientales (Sukenik et al., 2019), como los heterocistos para la
fijacién de nitrégeno, los acinetos durante los periodos de latencia o los hormogonios para

reproduccion (Maldener et al., 2014).

Dentro del orden Nostocales se encuentra Anabaena sp. PCC 7120 (de ahora en
adelante, Anabaena sp.), actualmente es el principal modelo de estudio de division celular
en bacterias del tipo multicelular. Anabaena sp. presenta un unico plano de division y es
capaz de diferenciar células vegetativas a heterocistos, especializados en la fijacion de
nitrdbgeno atmosférico en ausencia de una fuente de nitr6geno, pero no presenta

hormogonios ni acinetes (Christman et al., 2011).

Los heterocistos surgieron como respuesta a la incompatibilidad entre los procesos
de fotosintesis, que produce oxigeno, y la fijacion de nitrogeno, que requiere un ambiente

anoxico o micro-oxico para el correcto funcionamiento de la enzima nitrogenasa, ademas



de proteger del oxigeno presente en la atmoésfera (Flores & Herrero, 2010). La
compartimentalizacion de este proceso permite que la fijacion de nitrégeno pueda ocurrir
de dia, incluso mientras la fotosintesis esta activa, ya que la fijacion de nitrégeno es un
proceso que requiere bastante energia debido al alto costo de romper el triple enlace del
nitrdgeno ambiental (Sohm et al., 2011). Para la mantencion del ambiente micro-6xico los
heterocistos poseen una envoltura de exopolisacéaridos (HEP) y glicolipidos (HGL)
(Cardemil & Wolk, 1979) que evita la permeabilizacién del oxigeno atmosférico, ademas
de disminuir la superficie de contacto con las células vecinas mediante la formacién de un
“cuello”, lo cual también disminuye la cantidad de canales de intercambio molecular en
la interfase heterocisto — célula vegetativa (Flores et al., 2006; Giddings & Staehelin,
1978). En este cuello ademas, se forma un tapdn de cianoficina, que sirven de reserva de
nitrogeno (Sarma, 2013, Capitulo 4). Metabdlicamente, los heterocistos son
fotoheterdtrofos, produciendo ATP gracias al fotosistema | y poder reductor mediante la

via oxidativa de las pentosas fosfato (Summers et al., 1995; Wolk et al., 1994).

La respuesta a la deficiencia de nitrogeno ambiental es un proceso finamente
regulado, en el cual numerosos genes controlan de manera positiva y negativa la
formacion de heterocistos en el filamento. El factor de transcripcion global frente a la falta
de nitrogeno es NtcA vy la otra proteina de respuesta temprana es HetR. La induccién de
ambas ocurre de manera mutuamente dependiente en células separadas espacialmente de
manera regular (Flores & Herrero, 2010) y desencadenan una cascada de sefializacion y
que controla numerosas proteinas involucradas en la diferenciacion. Para evitar la

formacion de heterocistos consecutivos, la célula que esta diferenciandose produce un



péptido sefial de inhibicion (PatS) que inhibe la diferenciacion de las células colindantes,

y PatA, que inhibe la accion de PatS en el pre-heterocisto (Orozco et al., 2006).

Los genes nif de fijacion de nitrogeno se expresan en los heterocistos durante su
desarrollo tardio (Kumar et al., 2010), la nitrogenasa estd codificada por el operon
nifHDK, y la proteina presenta un &tomo de molibdeno en su estructura, aunque algunas
cianobacterias presentan una nitrogenasa alternativa con vanadio como cofactor (Pratte et
al., 2006). La fijacién de nitrogeno es el proceso de reduccién de nitrégeno atmosférico
(N2) a amonio (NHa), el nitrogeno fijado se usa posteriormente para la biosintesis de

compuestos organicos como proteinas y acidos nucleicos.

Division celular

En Anabaena sp., la division celular se cree que ocurre por fisidn binaria, es decir,
a partir de una célula madre se obtienen dos células hijas idénticas. Esto requiere la
coordinacion de diversos procesos como la elongacién de la pared celular, duplicacién y
segregacion del genoma y finalmente la formacion del septo. EI complejo de proteinas
que lleva a cabo estos procesos y regula su temporalidad se denomina divisoma.
Antecedentes muestran que en realidad las células hijas no son idénticas durante el

proceso de division (Mandakovic et al., 2016).

Los componentes de divisoma cianobacteriano difieren a los modelos clasicos de
division celular de bacterias gran positivas (Bacilus subtilis) y negativas (Escherichia
coli), presentando componentes comunes a ambos (Koksharova & Babykin, 2011,

Miyagishima et al., 2005) ademas de algunos exclusivos de cianobacterias (Koksharova



& Wolk, 2002a, 2002b; Mazouni et al., 2004). La mayoria de los estudios en
cianobacterias se han desarrollado cianobacterias unicelulares, sin embargo, no han sido

suficientes para dilucidar por completo el divisoma cianobacteriano.

La base del divisoma es FtsZ, una proteina altamente conservada homdloga a la
tubulina (Lowe & Amos, 1998). Esta se localiza de manera temprana al medio de la célula
en el futuro sitio de septacién, formando un anillo denominado anillo Z, el cual actia
como andamio para el resto de las proteinas involucradas (den Blaauwen et al., 2017). Es
importante coordinar de manera adecuada los distintos estadios de division, ademés de
tener en cuenta la elongacion de la pared, llevada a cabo por el elongosoma, y la
segregacion de los cromosomas. Experimentos en Anabaena sp. PCC 7120 (Sakr et al.,
2006) comprobaron que la division es necesaria para la diferenciacion celular, al tratarla
con un inhibidor de la actividad GTPasa de FtsZ y también con un inhibidor de Ftsl,
proteina involucrada en la sintesis de peptidoglicano en el septo. Los mismos
investigadores observaron que, a pesar de elongarse, estas células no eran capaces de
completar la divisién y al crecer en ambientes privados de nitrégeno, no diferenciaban

células a heterocistos.

El correcto posicionamiento del anillo es controlado mediante el sistema Min y el
de oclusion del nucleoide (ON) (Egan & Vollmer, 2013). El sistema Min en E. coli
consiste en tres proteinas: MinC inhibe la polimerizacion de FtsZ, mientras que MinD y
MinE ayudan a mantener un gradiente de concentracion de MinC, haciendo que este se
concentre en los polos y permitiendo asi que sélo ocurra una correcta formacion del anillo

en la zona central de la célula, equidistante a los extremos (Monahan et al., 2014). Por

10



otro lado, el sistema de oclusion del nucleoide impide la formacion del anillo en regiones
de la célula ocupadas por el cromosoma, por lo que la division ocurrira una vez elongada
la célula y segregados los cromosomas. En B. subtilis esto es controlado por la proteina
Noc, mientras que en E. coli se encuentra SImA (Barak & Wilkinson, 2007). En Anabaena
sp. PCC 7120 se han encontrado las tres proteinas mencionadas del sistema Min (Kaneko
et al., 2001), pero no se tienen antecedentes de proteinas similares a Noc o SImA (Flores

& Herrero, 2014, Capitulo 2).

Ritmo circadiano.

Los ritmos circadianos son procesos que tienen una oscilacion cercana a las 24
horas y requieren de un reloj circadiano central como elemento de control primario. Los
ritmos son enddgenos, pero pueden ser influenciados por el ambiente, es decir, pueden
adaptarse a ritmos externos (son ‘“entrenables”). Para ser considerados realmente
circadianos éstos deben ser capaces de permanecer aun sin la sefial externa, por ejemplo,
en oscuridad o luz constante (Golden & Canales, 2003). Este sistema le permite a los
organismos adaptarse y prever los cambios ciclicos de luz-oscuridad ambientales, lo que
les otorgaria una ventaja adaptativa frente a otros organismos en ambientes periddicos que

se asemejen a su propia periodicidad interna (Sharma, 2003).

El reloj circadiano logra mantener su periodicidad mediante procesos bioquimicos
gue establecen su oscilacion cercana a 24 horas (Swan et al., 2018), y esta informacion
cronoldgica es luego transmitida mediante vias especificas de sefializacion a través del
organismo, donde afecta la fisiologia y el metabolismo, entre otros procesos. Los procesos

bioquimicos que determinan el tiempo han sido clasificados en ciclos de retroalimentacion

11



entre transcripcion y traduccion (TTFLs por sus siglas en inglés) y osciladores post
traduccionales (PTOs por sus siglas en inglés) (Hurley et al., 2016), aunque ambos forman
parte del oscilador bioquimico de varios relojes circadianos. En el primer caso, la
oscilacién se observa cuando un producto génico reprime su propia expresion una vez que
esta alcanza cierto nivel, lo que lleva a una oscilacion de los niveles de expresion del gen.
Por otro lado, los PTOs son controlados por modificaciones post traduccionales, cambios
conformacionales, interaccion proteina — proteina y/o localizacion subcelular (Swan et al.,

2018).

En cianobacterias, el reloj circadiano esta formado por un PTO y un TTFL
(Johnson et al., 2011). EI PTO esta formado por tres proteinas, KaiA, KaiB y KaiC, y
puede ser reconstruido in vitro de manera autosuficiente con las tres proteinas purificadas
mas ATP (Nakajima et al., 2005). In vivo, el PTO funciona dentro del marco de un TTLF,
es decir, la expresion circadiana de las proteinas del reloj resulta en un ritmo mas robusto

(Hosokawa et al., 2013; Kitayama et al., 2008).

Como se puede ver resumido en la figura 1, el nacleo del reloj circadiano de
cianobacterias es KaiC, una proteina hexamérica con dos dominios (Cl y CII), que
presenta actividad auto quinasa, auto fosfatasa, y ATPasa, y exhibe una oscilacién en la
fosforilacion de los residuos Ser431y Thr432 (Wishiwaki et al., 2004) gracias a la accion
opuesta de KaiA y KaiB. KaiA se une al dominio Cll y estimula la autofosforilacion de
KaiC en los sitios antes mencionados (Iwasaki et al., 2002), lo cual conlleva un cambio
conformacional que deja expuestos sitios de interaccion con KaiB. KaiB se une al dominio

Cl de KaiC fosforilado y KaiA es secuestrado por el complejo KaiBC, por lo que es
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inactivado y, en su ausencia, los sitios de fosforilacion del dominio Cll son desfosforilados
(Chang et al., 2015; Tseng et al., 2017). La desfosforilacion altera la afinidad de KaiC por
KaiB, por lo que cuando la fosforilacion se encuentra al minimo, KaiB y KaiA son
liberados y este Gltimo puede ir, nuevamente, a unirse al dominio CIl y estimular la

fosforilacion (Kageyama et al., 2006). La energia necesaria para mantener las oscilaciones

Mondmeros

KaiC

U I
[=1]
<
£ ,
Z 18 . 0 :
‘8 I - -~
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y
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Promotores 1

Topologia del
cromosoma

Figura 1. Esquema del oscilador circadiano en cianobacterias. El oscilador post traduccional
KaiABC funciona dentro del marco de un ciclo de retroalimentacion entre transcripcion y
traduccion. La interaccion entre KaiC y KaiA favorece la actividad autoquinasa de KaiC y permite
la unién de KaiB, el cual secuestra a KaiA produciendo la desfosforilacion de KaiC y una
disminucién de la afinidad con KaiB. SasA compite con KaiB por el sitio de interaccion con KaiC,
mediando la actividad de intermediarios como RpaA, que influencian la topologia del cromosoma

al influir en la expresion de diversos genes, entre ellos, el clister circadiano kaiABC. Modificado
de Johnson 2017.
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es obtenida a través de la actividad ATPasa de KaiC (Terauchi et al., 2007), la cual
también, de acuerdo con investigaciones recientes, es la reaccion limitante responsable de

la longitud del periodo circadiano (Abe et al., 2015; Terauchi et al., 2007).

La via de sefalizacién rio abajo en la regulacion circadiana ocurre mediante un
sistema regulador de dos componentes (Takai et al., 2006), formado en este caso por dos
histidina quinasas (HK, por sus siglas en inglés) y un regulador de respuesta (RR) (Swan
et al., 2018). RpaA es un RR maestro que, cuando es activado, controla la transcripcion
de un sitio que codifica para otros factores de transcripcion que afectan genes que se
encuentran bajo la influencia del ritmo circadiano, incluyendo KaiB y KaiC (Markson et
al., 2013). RpaA es regulado a su vez por SasA y CikA, dos HKs. SasA compite por el
sitio de union de KaiB en el dominio Cl de KaiC fosforilado, pero su union a este sitio
ocurre mas velozmente, lo cual, de acuerdo con algunos investigadores, podria proveer de
un control sobre la ventana temporal en la que puede actuar la sefializacion de SasA (Swan
et al., 2018), ya que esto hace oscilar la disponibilidad de SasA y por extension, la

expresion de sus genes blanco.

Una vez que SasA se ha unido a KaiC fosforilado, esta se auto fosforila,
fosforilando — y activando, — luego a RpaA. Este efecto es revertido por CikA, gue actla
como fosfatasa sobre RpaA (Gutu & O’Shea, 2013), pero también tiene un rol sobre el
entrenamiento del reloj junto con KaiA, las cuales detectan la luz indirectamente mediante
la deteccidn del estado redox de las plastoquinonas, un cofactor cuyo estado de oxidacion
varia de acuerdo con la actividad fotosintética (Shultzaberger et al., 2015). Cuando las

qguinonas estan oxidadas, producen la agregacion de KaiA, lo cual disminuye su
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disponibilidad y reduce la eficiencia de fosforilacion de KaiC (Wood et al., 2010). Toda
esta intrincada red, que no ha sido completamente dilucidada, evidencia la fina regulacion
necesaria para orquestar y mantener el ritmo circadiano y comunicarlo efectivamente a la

célula, y, en caso de organismos multicelulares como Anabaena sp., al conjunto de éstas.
Procesos circadianos.

Estudios en Synechoccocus elongatus mediante RNA-seq, dan cuenta de la
influencia de RpaA en la expresion de la mayoria de los genes del genoma (de produccion
y conservacion de energia, metabolismo de aminoacidos, carbohidratos y lipidos,
transcripcion, ciclo celular, entre otros), al observarse una pérdida de la ritmicidad en
mutantes rpaA-null (Markson et al., 2013), aunque aln no se sabe con certeza si estos
resultados se deben a la accion directa de RpaA o de otros factores de transcripcién como

intermediarios.

De los datos obtenidos en Markson et al. (2013), se observa que los genes
regulados negativamente en el mutante rpaA-null estan enriquecidos en transcripciones
gue presentan un aumento al anochecer, mientras que los genes regulados positivamente
estan altamente enriquecidos en transcripciones que alcanzan su auge al amanecer. Lo
cual respalda la hipotesis de que la regulacion mediada por RpaA puede ser positiva o
negativa (Shultzaberger et al., 2015). Se han realizado experimentos similares en otras
cianobacterias que presentan resultados similares (Zinser et al., 2009), sin embargo, aun
no se tiene claro el alcance total de RpaA u otros factores de transcripcion que acttan de

manera circadiana.
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En el estudio de Markson et al. (2013) se clasificaron en grupos funcionales los
genes identificados como circadianos, encontrandose diversos genes encargados de la
transcripcion (como rpaA); reloj circadiano (kaiB, kaiC, sasA); metabolismo de
carbohidratos, aminoacidos y lipidos; replicacion, recombinacion y reparacion del ADN,
biogénesis de la membrana y pared celular y del ciclo celular (ftsZ, sepF), entre otros
(Markson et al., 2013). Estos indicios ayudan a esclarecer la cantidad de procesos que son
influenciados por el ritmo circadiano, y dan luz sobre las ventajas que podria presentar
para un organismo poseer un ritmo robusto, por ejemplo en cianobacterias unicelulares,
la fijacion de nitrogeno esté separada temporalmente de la actividad fotosintética (Johnson
et al., 1998), lo cual indica un control circadiano sobre este proceso, optimizando asi la
adquisicién de nutrientes al no poseer estructuras especializadas capaces de realizar el

proceso de fijacion de manera paralela, como Anabaena sp..

Otro proceso fundamental que se ve influenciado por el reloj circadiano es la
division celular. Estudios en S. elongatus mostraron que una alta actividad ATPasa de
KaiC impide la division celular al evitar la formacion del anillo Z, uno de los primeros
pasos de la division celular y que actta como andamio para el resto de la maquinaria de
division. Esto junto el estudio de Markson et al. (2013), el cual muestra que genes
encargados de biosintesis de pared y membrana celular junto con genes de replicacion y
reparacion del ADN presentan un patron de expresion circadiana, dan indicios de como
podria ser la influencia del ritmo circadiano sobre la division. A pesar de que estudios han
demostrado la independencia del ritmo circadiano y la division celular en cianobacterias

(Mori & Johnson, 2001), es posible concluir que, a pesar de no ser “necesario” el reloj
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circadiano para la division, este puede de todas maneras influir en su temporalidad (Dong

etal., 2010).

La mayoria de los estudios sobre ritmo circadiano en cianobacterias han sido
realizados en variedades unicelulares, mientras que la influencia del reloj circadiano sobre
las cianobacterias filamentosas se encuentra en ciernes. El genoma de Anabaena sp. PCC
7120 se encuentra totalmente secuenciado (Kaneko et al., 2001), y se han encontrado los
componentes principales del reloj circadiano, como kaiA, kaiB, kaiC, sasA, cikA, entre
otros, lo que respalda la existencia del reloj en este organismo. Se ha identificado también
la presencia de genes que oscilan de manera circadiana en Anabaena sp., en particular
relacionados con la diferenciacion y funcionamiento de heterocistos (Kushige et al.,

2013).

Mediante estudios de gendmica comparativa se han identificado 32 genes
compartidos entre las cianobacterias filamentosas de las cuales se posee el genoma
secuenciado, lo que finalmente se redujo a 10 genes como candidatos al minimo necesario
para producir un fenotipo filamentoso (Stucken et al., 2010). De estos 10 genes, tres estan
relacionados con la diferenciacién a heterocistos y siete son proteinas hipotéticas, sin
embargo, recientemente se caracterizd6 una de ellas y se denomindé CyDiv por
Cyanobacterial Division (Mandakovic et al., 2016). La interrupcién parcial de este gen
resulta en un fenotipo alterado de division celular, produciéndose una deslocalizacion del

septo de division.

En resumen, estos antecedentes son una clara indicacién de que Anabaena sp. PCC

7120 posee un reloj circadiano activo, por lo que se le considera un organismo de estudio
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modelo. Uno de los obstaculos de adentrase en el estudio circadiano en cianobacterias
filamentosas, radica en la dificultad de conocer el estado circadiano del filamento, el cual
probablemente, a pesar de estar expuesto a una sefial ambiental constante, presente células
desincronizadas. Debido a que gran parte de la bibliografia relacionada con division
celular y ritmo circadiano ha sido desarrollada en cianobacterias unicelulares, es necesario
también contar con los nuevos factores al considerar las bacterias filamentosas, en
particular la presencia de distintos genes y procesos, que son nuevas piezas sobre las
cuales la maquinaria de control circadiano puede influir y de las cuales ain no se conoce

a cabalidad la extension de su influencia y relacion.

18



HIPOTESIS

La ausencia del cluster kaiABC genera desregulacion de los procesos de division y

diferenciacion celular en Anabaena sp PCC. 7120.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la expresion del cluster kaiABC regula la division celular y como se

relaciona con el proceso de diferenciacion en Anabaena sp. PCC7120.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar la mutante AkaiABC de Anabaena sp. PCC7120 mediante conjugacion

triparental y segregar la mutacion.

2. Caracterizar el efecto de dicha mutacién en el proceso de division celular (crecimiento,

division y formacion del anillo Z).

3. Evaluar la importancia del cluster kaiABC en la diferenciacion celular y en su proceso

de fijacion de nitrogeno en ausencia de nitrégeno combinado.
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MATERIALES & METODOS

Cultivos

Cultivos de Anabaena sp. PCC 7120 y de la variedad mutante fueron mantenidos
en matraces de vidrio en medio BG11, en condiciones de luz constante (L/L) o ciclos de
luz/oscuridad 12h/12h (L/D) a una temperatura cercana a los 25 °C. Para crecimiento
diazotrofico, es decir, en medio sin nitrégeno, los cultivos en fase exponencial son lavados
por lo menos tres veces mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos con BG11o
para eliminar la presencia de trazas de nitrégeno combinado, para luego ser mantenidas

en BG11o en las condiciones de luz y temperatura correspondientes.

Conjugacioén triparental

La construccidn para realizar el reemplazo del clister kaiABC por un cassette de
resistencia fue provista por gentileza del Dr. Hideo Iwasaki (Universidad de Waseda,
Tokio, Japon). Para verificar la presencia del constructo en el plasmido piL204 (plasmido
carrier), se digirié con la enzima de restriccion Bglll (Thermo Fisher) de acuerdo con el
siguiente protocolo: Para un volumen final de 20 pL se utilizé 16 pL de agua sin nucleasas,
2 UL de tampdn O 10x, 1 uL Bglll y 1 pL de plasmido, y se dejé digiriendo durante toda
lanoche a 37 °C, para luego verificar la digestion mediante electroforesis en gel de agarosa

1%.

El método de conjugacion triparental fue modificado por C. Trigo a partir del
trabajo de Elhai & Wolk, (1988). Esta consiste en la transferencia de un plasmido carrier

desde una cepa bacteriana (cepa helper) a otra (cepa receptora) con ayuda de una cepa
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intermediaria que posee un plasmido conjugativo (cepa conjugativa). El vector carrier, en
este caso, pIL204, se utilizé para transformar una cepa helper (E. coli HB101pRL623), la
cual contiene un plasmido de metilacion y un sitio mob de movilizacién. Luego ésta es
conjugada con la cepa conjugativa (E. coli HB101pRL433) que contiene un plasmido de
conjugacion que posee genes para la sintesis del pili, maquinaria de transferencia, etc. La
conjugacion debe ocurrir con ambas cepas en estado exponencial de crecimiento, por lo
que estas se crecieron a 37 °C por 1,5 horas a 80 rpm. Se centrifugaron los cultivos (~1
mL) a 3000 rpm por 10 minutos, tres veces. Se resuspendié en 200 pL de medio LB, se
agregd la cepa transformada sobre la cepa conjugativa con suavidad y se incubd por 2
horas a temperatura ambiente en oscuridad. El volumen de cultivo de Anabaena sp. debe
corresponder a 10 ug de clorofila y debe ser previamente lavado. Se vertié sobre la
conjugacion de las cepas de E. coli y se distribuy6 cuidadosa y homogéneamente sobre un
filtro de éster-celulosa de 0,45 um (Merck™) en una placa de BG11 Agar 5% LB. La
placa se dejo en luz tenue durante 1-2 horas y luego 24 horas en luz constante a 25°C. Los
dias siguientes, se cambi6 el filtro a una placa de BG11 Agar y luego a BG11 Agar
suplementada con espectinomicina a 50 pg/mL (Sp50). El filtro se fue cambiando de placa

cada 2 o 3 dias hasta que aparecieron colonias.

Medicion de clorofila

Para la medicion de clorofila se tomaron 100 pL de cultivo de Anabaena sp. y se
agreg6 900 pL de metanol mas cuentas de vidrio de 425-600 um de diametro. Se incubd

a 65°C durante 15 minutos y se lis6 por rompimiento mecanico utilizando el equipo
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TyssueLyser 11 por 3 minutos con una frecuencia de 30 s™*. El lisado se dejo 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, y luego se centrifug6 a 8000 rpm por 10 minutos. Se
tomo el sobrenadante (~1 mL) y se determind la absorbancia a 665 nm y 649 nm en un
espectrofotometro. Finalmente, se determind la concentracion de clorofila en pg/mL de

acuerdo con la siguiente formula (Lichtenthaler & Wellburn, 1983):

[Chla] = (13,95 - A665 - 6,88 - A649) - 10

Extraccion de ADN de Anabaena sp. por Xantogenato

Para la extraccion de ADN gendmico de la variedad silvestre y mutante de
Anabaena sp., se afiadieron 500 puL de amortiguador X (1% etilxantogenato de potasio,
0,8 M de acetato de amonio, 0,1 M de Tris-HCl y 0,02 M de EDTA) a 500 uL de cultivo
en fase exponencial. Luego, se agregaron cuentas de vidrio de 425-600 um y se lisé
mecanicamente en el equipo TyssueLyser 11, tres veces por 2 minutos a 30 s%, dejandolo
en hielo por 2 minutos entre cada sesion. Posteriormente, se afiadieron 50 pL de SDS al
10% vy se dejé incubando el lisado a 70 °C por 1 hora, agitando los tubos suavemente cada
15 min. Pasado este tiempo, se dejo incubando en hielo durante 30 minutos y se centrifugo
durante 10 minutos a 13000 rpm. El sobrenadante se dejé en un tubo de 1,5 mL, se
afiadieron 500 pL de una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (proporcién
25:24:1) y luego se homogeneizd la muestra para centrifugarla a 13000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Luego, se transfirid la fase acuosa (sobrenadante) a un tubo nuevo y se le

afiadieron 750 pL de una mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1). Se
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homogeneizaron nuevamente las muestras y se centrifugd en las mismas condiciones
anteriores. Se extrajo la fase acuosa y se mezcl6 con un volumen de isopropanol més 1/10
de volumen de acetato de sodio 10M en un tubo nuevo. Las muestras fueron dejadas a -
20 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, la solucion incubada se centrifugé a 13000
rpm por 20 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante, dejando secar el tubo sobre una
toalla de papel absorbente bajo campana y se resuspendié el ADN en 30 uL de agua

calidad PCR. Finalmente, se guardd a -20 °C hasta su uso.

Analisis y segregacion de las colonias mutantes

Las colonias obtenidas por conjugacion triparental se inocularon en BG11 liquido
y, luego de obtener biomasa suficiente, se cambiaron a medio BG11 liquido suplementado
con Sp50. Se sonicaron las colonias hasta obtener filamentos cortos o células individuales,
y se sembré en placas con BG11 agar suplementado con Sp50 y 5% de sacarosa, la cual
resulta letal para las células que presenten el plasmido, pero no hayan pasado por la
recombinacion homologa y, por lo tanto, no hayan insertado en su genoma el segmento

con el marcador de seleccion.

Para determinar el grado de segregacion de las colonias crecidas en sacarosa, luego
de cultivarlas individualmente para aumentar su biomasa, se realiz6 una amplificacion por
PCR utilizando los partidores GCTACTAGTGCAGTATTACGCAC (Fw) vy

GTGTTGTCCTTTCACCGCATC (Rv) disefiados por M. Silva, con los cuales se
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obtienen productos diferenciales que indican presencia del cluster kaiABC silvestre (2700

bp) y/o el reemplazo por el cassette de resistencia a espectinomicina (1501 bp).

Microscopia y procesamiento de imagenes

Todas las fotografias fueron adquiridas en un microscopio Nikon Eclipse Ti2-E
invertido, con una camara CMOS ORCA-Flash 4.0 V3 Hamamatsu C13440, utilizando

luz diascopica y/o episcopica a no ser que se indique lo contrario.

Las imagenes fueron procesadas en el software ImageJ, utilizando un algoritmo
desarrollado en el lenguaje propio de programa (ImageJ Macro Language). Para
automatizar el conteo de células y la determinacion del area se utilizé el script de Conteo
(Anexo, Script 1), mientras que para la diferenciacion entre células vegetativas y
heterocistos se desarroll6 otro algoritmo, script Heterocistos (Anexo, Script 2). Entre los
plugin utilizados para desarrollarlos se encuentran BioFormats (Linkert et al., 2010) y
StackFocuser (Umorin, 2011). La secuencia de pasos de procesamiento de imagen
necesarios para automatizar el conteo de células y la distincion entre células vegetativas y
heterocistos se detallan en las imagenes 5y 6. El detalle de los codigos se encuentra en el

Material Suplementario.

Inmunofluorescencia

Se utilizaron la cepa mutante obtenida y la variedad silvestre para realizar las
comparaciones. El protocolo es una modificacion del especificado en Protein Localization

in the Cyanobacterium Anabaena sp. PCC7120 Using Immunofluorescence (Trigo et al.,
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2016), utilizando anticuerpos primarios anti-FtsZ y anti-CyDiv (Mandakovic et al., 2016).

El anticuerpo primario fue mandado a hacer a GenScript por D. Andrade.

Se agregaron 50 pL de muestra en estado exponencial concentrado a un
portaobjetos recubierto de poli-lisina y se dejé secar durante 10 minutos a 55 °C. Las
células se fijaron en etanol frio 70% a -20 °C durante 30 minutos y luego se dejé secar a
temperatura ambiente durante unos 20 min. Se dibujé un circulo alrededor de la gota seca
con un lapiz hidréfobo Pap Pen. Una vez seco el trazado del lapiz, las células se
permeabilizaron 4 veces con una gota (80 — 100 puL) de DMSO 0,2% y Triton X-100
0,02% en PBS (tampdn de lavado) por 2 minutos en agitacion. Se incubd con una gota de
3% BSA'y Triton X-100 0,2% en PBS durante una hora a 4°C en una camara de humedad,
luego de lo cual se incub6 con el anticuerpo primario diluido 1:100 en una solucién de
BSA 1% y Tween-20 0,05% en PBS por 2 horas a 4°C en una cdmara de humedad.
Transcurrido el tiempo se lavd nuevamente cuatro veces con tampon de lavado en
agitacion y se incub6 con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG
diluido 1:500 por 1 hora a 4° en la cdmara de humedad. Finalmente, se volvio a lavar 4
veces en agitacion con el tampon de lavado y se agregd una gota de Prolong Gold (~15
pL), se cubrid con un cubreobjetos cuidando de no dejar burbujas y se sell6 con barniz de

ufias al dia siguiente.
Ensayo de reduccion de acetileno (ARA)

La estimacion de la actividad nitrogenasa se realizd de acuerdo con el método
especificado en Hardy et al., (1968). El reloj circadiano de cultivos de las variedades

mutante y silvestre en BG11 se reajustd con 36 horas de oscuridad y se entrend durante
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tres dias con ciclos L/D 12:12. Para la toma de muestras, los cultivos fueron
homogeneizados y alicuotados (4 mL) en viales de vidrio de 10 mL sellados de manera
hermética. Con una jeringa, se extrajo 1 mL de aire y luego se inyectd 1 mL de acetileno
generado en una pipa plastica con una valvula de extraccion de gases, en la cual se
agregaron piedras de carburo (CaC) y agua para generar el gas (CoHz). Los viales se
incubaron durante 3 horas en agitacion a 50 rpm, en las condiciones de luz y temperatura
del cultivo original, y luego se tomaron muestras de 4 mL de la fase gaseosa, las cuales
fueron almacenadas en un Vacutainer® de 5 mL (BD, USA) a 4°C hasta ser enviadas a

analizar en un cromatégrafo de gases Shimadzu GC-8?2 (Shimadzu, Japdn).

En la figura 2.A se muestra el disefio experimental para el ensayo de reduccion de
acetileno. La toma de muestras fue realizada cada 6 horas, por triplicado para cada cepa
(silvestre y mutante) en condiciones de luz constante (L/L) y L/D 12:12, durante tres dias
consecutivos. De manera adicional, se midid la densidad éptica (OD7so) y la cantidad de
clorofila a en cada punto tomado. El dia circadiano fue ajustado para comenzar a las 7:00
horas. Para evitar la toma de muestras durante la noche, las cepas fueron sincronizadas de
manera desfasada para que la mitad estuviese en noche circadiana durante el dia (Figura
4.B), por lo que, por ejemplo, los puntos ZTO y ZT12 fueron tomados a las 7:00 horas,
mientras que los puntos ZT6 y ZT18 a las 13:00 horas. Se tomd un punto adicional (ZT72)

a las 19:00 horas el ultimo dia.

El acrénimo ZT viene de zeitgeber, “el que da el tiempo”; en el contexto

circadiano, la luz es el principal zeitgeber, por lo que el tiempo en horas se denomina ZT.
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En estas condiciones (L/D 12:12), ZTO corresponde al inicio del ciclo de luz y ZT12 al

término (Sharma & Chandrashekaran, 2005).

A
36 h en oscuridad L/D o D/L 12:12
B
ZT (h) 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
ZT (h) 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Hora 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00

Figura 2. Disefio experimental para ensayo de reduccion de acetileno (ARA). A. Se muestra
el esquema del ensayo y su preparacion, indicando la duracion y el ciclo de luz y/u oscuridad
utilizado. B. Detalle de la toma de muestras (puntos) durante el ensayo. Estas fueron tomadas
cada 6 horas durante tres dias consecutivos. Se indica el tiempo circadiano (ZT) y el tiempo real.
La mitad de los cultivos se sincroniz6 desfasadamente para que estuviesen 12 horas adelantados
y posibilitar la toma de muestras a la misma hora efectiva.
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RESULTADOS
Generacion, analisis y segregacién de la mutante

La construccion para realizar el reemplazo del cluster kaiABC por un cassette de
resistencia fue provista por el Dr. Hideo Iwasaki. Una vez verificada la integridad del
plasmido mediante digestion con una enzima de restriccion, se realizo la conjugacion
triparental sobre Anabaena sp. PCC 7120, con lo cual se obtuvieron colonias resistentes a

espectinomicina.

Luego de aumentar la biomasa de las colonias mutantes, se procedié con la
evaluacion del correcto reemplazo (doble recombinacién) del cluster circadiano por la
resistencia a espectinomicina (Sp®). El plasmido cargo utilizado, plL204, esta basado en
el plasmido pRL271, el cual incluye el gen sacB es su esqueleto. Este gen codifica para la
enzima levansacarasa, la cual, en presencia de sacarosa, resulta letal para las colonias que
hayan integrado el vector plL204 mediante recombinacion simple o que lo mantengan sin
integracion (Cai & Wolk, 1990). Teniendo este antecedente en consideracion, las colonias
mutantes fueron plaqueadas en BG11 agar 5% sacarosa suplementado con antibidtico
(Sp50). Una vez que aparecieron colonias, estas se crecieron en multiplacas con BG11

liquido (Sp50) para hacer mas presion selectiva.

La poliploidia de esta cianobacteria filamentosa (Hu et al., 2007) hace el proceso
de mutagenesis bastante largo en orden de obtener una mutante completamente segregada,
por lo que luego de la evaluacion por sacarosa, las colonias obtenidas fueron sometidas a

varias rondas de sonicacion y/o replaqueo para obtener cultivos monoclonales, y promover

28



la generacion de filamentos desde células que estuviesen con la mayor cantidad posible

de cromosomas con el reemplazo génico.

Para verificar la segregacion de la mutacién, se extrajo ADN desde un cultivo de
la variedad mutante y se realizd una PCR con partidores especificos que producen bandas
diferenciales, e indican presencia o ausencia del clister kaiABC silvestre (2700 bp) y/o el
reemplazo por el cassette de resistencia a espectinomicina (1501 bp) como se ve en la
figura 3. En la figura 4, se puede ver el gel de electroforesis de la reaccion mencionada,
en el cual se aprecia una banda Unica en la variedad mutante (primer carril), que se
corresponde con la banda observada en el carril control (segundo carril) y es
significativamente diferente a la banda que se ve en el carril de la variedad silvestre (tercer

carril). Todas las bandas obtenidas son Unicas en la reaccion y presentan el tamafio

esperado.
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Figura 3. Esquema del cltster kaiABC y del cassette de resistencia. Comparacion entre (i) el
claster genomico kaiABC vy (ii) el marcador de seleccion (resistencia a espectinomicina). Flechas
indican la ubicacion de los partidores utilizados para verificar la segregacion y las lineas punteadas
indican los sitios de recombinacién homoéloga. Los tamafios esperados del amplificado para la
variedad silvestre es 2700 nt. y 1501 nt. para la resistencia.
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Figura 4. Verificacion de la segregacion de la mutante AkaiABC. Electroforesis en gel de
agarosa 1% de la PCR disefiada para verificar la segregacion de la mutacion. Columnas
corresponden a (1) AkaiABC, (2) pIL205 como control positivo, (3) cepa silvestre y (4) control
negativo.

Inesperadamente, durante la segregacion de la mutacion, se observd que la
morfologia de los filamentos no era como la de la variedad silvestre, sino que presentaba
ramificaciones, caracteristicas del orden Stigonematales. Una vez completa la segregacion

el fenotipo observado fue similar al de la cepa silvestre.

Para verificar que la segregacion fue efectiva y no ocurrieron mutaciones
puntuales, se amplificé la zona correspondiente a la insercién de la resistencia a
espectinomicina en la variedad mutante y se envid a secuenciar. Una vez confirmada la
ausencia de mutaciones puntuales y la completa delecion del cluster circadiano silvestre,

se decidio disminuir la concentracion de antibiotico utilizada de 50 pg/mL (Sp50) a 10
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pg/mL (Sp10), teniendo en cuenta que valores muy altos pueden conllevar alteraciones al

fenotipo y una disminucion en la tasa de crecimiento.

Desarrollo de scripts para procesamiento de imagenes

Para estimar la cantidad de células por filamento se utilizaron iméagenes obtenidas
por el script Conteo (Figura 5) que presentan el contorno de cada célula, y se conto de

manera manual.

Por otro lado, para la identificacion y cuantificacion de heterocistos utilizando el
script Heterocistos (Figura 6), se compara la intensidad registrada para un mismo ROl en
ambos canales. Si este presenta una alta intensidad en el canal de campo claro, pero no en
el de autofluorescencia, es posible que se trate de un heterocisto. EI umbral de intensidad
fue determinado de manera empirica al revisar una muestra de las fotos obtenidas e

identificar los heterocistos manualmente.

Actualmente se estd trabajando en la implementacion de un paso previo al
tratamiento de las imagenes, que permitira separar el filamento del fondo y borrar todo lo
que sea contaminacion y artefactos visuales, facilitando el reconocimiento del filamento
por el script. Ademas, se quiere lograr que estos scripts puedan eventualmente determinar

la cantidad de células por filamento y el patrén de heterocistos.
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Figura 5. Procesamiento de imagenes por el script Conteo. A. Las imagenes son abiertas desde
una carpeta origen y reconocidas por su extension (.nd2 en este caso). Estas pueden haber sido
obtenidas en mas de un canal y/o en méas de un plano (Z-Stack). B. De acuerdo sea el caso, se
realiza una seleccion del canal de autofluorescencia, y si es necesario, una seleccion de las zonas
enfocadas para obtener una imagen Unica. C. Esta imagen es convertida en una mascara binaria
de acuerdo con un umbral definido automéaticamente, y luego pasa por un proceso de limpieza de
ruido y posterior division en células discretas. D. Para cada célula se determina el area y la elipse
que mas se ajusta a su forma, de la cual se obtiene el largo y ancho de cada célula. Todos los datos
son guardados en un archivo en una carpeta destino junto con la imagen final. Las carpetas de
origen y destino, junto con la extensién de las iméagenes a procesar, son indicadas manualmente al
iniciar el plugin.
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Figura 6. Procesamiento de iméagenes por el script Heterocistos. A. Las imagenes son
abiertas desde una carpeta origen y reconocidas por su extension (.nd2 en este caso). Estas
deben haber sido obtenidas en dos canales (campo claro y autofluorescencia) y pueden
tener més de un plano (Z-Stack). B. Si es necesario, se realiza una seleccion de las zonas
enfocadas para obtener una imagen unica de cada canal y luego se procesan de manera
independiente. La imagen es convertida en una mascara binaria de acuerdo con un umbral
definido automaticamente, y luego pasa por un proceso de limpieza de ruido y posterior
division en células discretas. C. En el canal de campo claro se generan ROIs discretas para
cada célula. D. Para cada ROI (en ambos canales) se determina el area y la intensidad
(minimo, maximo, promedio). Todos los datos son guardados en un archivo de texto en
una carpeta destino junto con la imagen final. Las carpetas de origen y destino, junto con
la extension de las imagenes a procesar, son indicadas manualmente al iniciar el plugin.
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Caracterizacion: Crecimiento y morfologia

Para evaluar el efecto de la delecion del reloj circadiano sobre el fenotipo y
considerando el antecedente de una regulacién circadiana de la division celular, se realizd
una curva de crecimiento. Antes de realizarla, la mutante y la cepa silvestre fueron
reajustadas con 36 horas de oscuridad y entrenadas por tres dias en ciclos luz-oscuridad
L/D 12:12 antes de ser mantenidas en luz constante o luz-oscuridad. Los cultivos para la

curva de crecimiento fueron crecidos en BG11 0 BG11o (N(-)) liquidos.

La tasa de crecimiento fue estimada como la pendiente de una regresion linear de
los valores de absorbancia a 750 nm, los cuales fueron medidos con tres réplicas

bioldgicas, cada una de las cuales contaba ademas con tres réplicas técnicas, cada tres
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Figura 7. Tasa de crecimiento de Anabaena sp. PCC 7120 y mutante AkaiABC bajo distintas
condiciones de luz y suplementacion de nitrogeno. La tasa de crecimiento fue estimada durante
la fase temprana del crecimiento exponencial. Las cepas fueron crecidas en luz constante (color
solido) o ciclo de luz-oscuridad 12:12 (achurado) luego de reajustar y sincronizar el reloj. Los
cultivos fueron mantenidos en medio BG11 o BG11, (N(-)). Mdltiples comparaciones mediante
una prueba de Tukey muestran que, bajo las mismas condiciones de luz y nitrégeno, las cepas
silvestre y mutante muestran una diferencia significativa en la tasa de crecimiento (P < 0,0001).
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horas durante tres dias desde la inoculacion de los cultivos, los promedios se agruparon

en la figura 7.

Los resultados de un anélisis ANOVA de tres vias indican que la principal fuente
de variacion en la tasa de crecimiento proviene desde la presencia o ausencia de nitrégeno
(67.28%, P < 0,0001), mientras que la cepa solo otorga un 0,088% de variacion (P =
0,0025). Sin embargo, multiples comparaciones mediante una prueba de Tukey
evidencian que, bajo las mismas condiciones de luz y nitrégeno, ambas cepas presentan
una diferencia significativa en la tasa de crecimiento (P < 0,0001). Tanto la variedad
silvestre como la mutante presentan una mayor tasa de crecimiento cuando son crecidas
bajo luz constante y en medio suplementado con nitrégeno combinado, siendo el ciclo de
luz y la presencia de nitrégeno las fuentes de variacion que afectan mas significativamente

el crecimiento de ambas variedades (P < 0,0001).

Por otro lado, la morfologia de las células es, a simple vista, similar a la de la
variedad silvestre, y, una vez completada la segregacion y mantenida en condiciones
normales, no se observd el fenotipo ramificado. Los andlisis morfologicos fueron
realizados utilizando el software ImageJ, utilizando el script desarrollado que permite la
automatizacion del conteo y determinacion del area. Se observo que, en promedio, las
células de la variedad mutante tienen un area promedio de 22,96 + 0,0922 um?, lo cual,
en comparacion con la variedad silvestre, que posee un area promedio de 14,89 + 0,1297
um?, es significativamente distinto (P < 0,0001) (células mutantes son un 54,20% mas
grandes) (Figura 8). La variacion en la cantidad de células por filamento entre ambas cepas

no es significativa de acuerdo con una prueba Mann-Whitney (P = 0,9266), presentando
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ambas una distribucion similar como se puede ver en la figura 9. La variedad silvestre
presenta un 39,3% de filamentos con 15 o més células, mientras que en la mutante hay un

37,2%. Al considerar 30 0 més células, los porcentajes son 11% y 9,7% respectivamente.
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Figura 8. Tamafio de células Anabaena sp. PCC 7120 en ausencia del clUster circadiano. A.
Microfotografias de autofluorescencia de las variedades mutante y silvestre, escala 10 um. B. El
area fue estimada utilizando ImageJ. **** = P < 0,0001 de acuerdo con una prueba Mann-
Whitney.
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Figura 9. Frecuencia del largo de filamentos de Anabaena sp. silvestre y mutante. Se contaron
145 filamentos para cada cepa. El tamafio esté en células por filamento. A la derecha el color para
cada intervalo. Las columnas muestran el porcentaje acumulado.
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Caracterizacion: Localizacion anillo Z

Un indicador de que la division estd ocurriendo donde corresponde es la ubicacion
del anillo Z en el medio de la célula, equidistante a ambos extremos y perpendicular al eje
del filamento. Si el anillo est& deslocalizado, puede producir fenotipos aberrantes como
ramificaciones o células de tamafio fuera del comdn para la especie. Para observar la
posicion del anillo Z se realizaron inmunofluorescencias contra FtsZ las cuales fueron
observadas mediante microscopia de epifluorescencia en un microscopio Nikon Ti2-E
invertido con una camara CMOS ORCA-Flash 4.0 V3 Hamamatsu. Como se puede ver
en la figura 10, en la variedad silvestre se aprecian anillos (cabezas de flecha) paralelos
entre si a lo largo del filamento, ubicados en el ecuador celular y de ancho variable, lo que
indica que estos se encuentran en distintos estados de la division (Figura 10.i, ii). Por otro
lado, en las microfotografias obtenidas de la variedad mutante, a pesar de observar anillos
perpendiculares al filamento (Figura 10.iv), también se distinguen anillos deslocalizados,

es decir, fuera del lugar que les corresponde (Figura 10.iii).

Silvestre AkaiABC

Figura 10. Inmunofluorescencia anti-FtsZ realizada en Anabaena sp. silvestre y mutante.
Microscopias de epifluorescencia que muestra en rojo la autofluorescencia de los pigmentos
fotosintéticos y en verde la localizacion de FtsZ marcada por inmunofluorescencia indirecta. Se
muestran acercamientos indicando la presencia del anillo Z en Anabaena sp. silvestre (i, ii) y en
la mutante AkaiABC (iii, iv). Las cabezas de flecha indican la localizacion del anillo, escala 5 um
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Caracterizacion: Capacidad de diferenciar células

Al crecer en ausencia de nitrogeno combinado (medio BG11o) la variedad mutante
no pierde la capacidad de diferenciar terminalmente células a heterocistos, sin embargo,
se observaron algunos eventos en que la mutante presenta un patron alterado de
diferenciacion, sin heterocistos a intervalos regulares como se puede ver en la figura 11.

Estas microfotografias fueron adquiridas utilizando un microscopio Nikon Optiphot-2.

Silvestre AkaiABC

Campo Claro

Autofluorescencia

Figura 11. Patrdn alterado en la formacion de heterocistos entre Anabaena sp. PCC 7120 y
la variedad mutante en condiciones de crecimiento diazotréfico. Microfotografias en campo
claro y auto fluorescencia de las variedades silvestre y mutante de Anabaena sp., crecidas en
condiciones de L/D 12:12 en medio BG11,. Cabezas de flecha indican la presencia de heterocistos.
Barra de escala 25 pm.

Una determinacion cuantitativa utilizando el script Heterocistos y conteo manual
para microfotografias en s6lo campo claro, indic6 que, de la poblacion total de células, los

heterocistos representan un 5,9% en la variedad silvestre y un 4,7% en la mutante. Esto se
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determind contando méas de mil células para cada variedad y calculando la razén entre
células vegetativas y heterocistos. También se observo que los filamentos de la variedad
mutante eran, en promedio, un 39,73% maés cortos que los filamentos observados en la
variedad silvestre. El largo de los intervalos ente heterocistos se compara en la figura 12,
que muestra la distribucién del largo de éstos. La variedad silvestre presenta una
distribucion normal con la mayoria de los intervalos de un largo entre 11 y 20 células,
mientras que la variedad mutante concentra el largo entre 1 y 10 células, con mayor
cantidad de intervalos mayores a 30 células que la variedad silvestre, donde sélo se
contaron 2. Un evento que se observd solo en la variedad mutante fue el de largos

filamentos con uno o ningln heterocisto, y mas ocurrencia de heterocistos terminales.
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Figura 12. Tamafio del intervalo celular entre heterocistos de Anabaena sp y mutante
AkaiABC. Entre més de mil células identificadas para cada variedad, se determind el intervalo
entre los heterocistos. Se muestran como porcentaje del total de intervalos para cada cepa.
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En cuanto a la capacidad de fijar nitrégeno de los heterocistos, se realizé un ensayo
de reduccion del acetileno (ARA), el cual permite estimar de forma indirecta la actividad
de la enzima nitrogenasa. Los resultados, normalizados por la densidad optica (OD)
determinada a 750 nm, se encuentran resumidos en la figura 13. El punto correspondiente

a las 72 horas se consider0 atipico y se excluyo de los gréficos (datos no mostrados).

En condiciones de luz-oscuridad, para ambas cepas los valores més altos de
reduccion de acetileno a etileno correspondieron al mediodia circadiano (6, 30 y 54 horas).
Por otro lado, los valores més bajos se registraron durante la noche circadiana (12-24, 36-
48 y 60-66 horas). En el caso de los cultivos mantenidos en luz constante, no se observa
una oscilacion en la reduccién de acetileno, sino mas bien un aumento contante que supera

la tasa maxima observada en el ciclo de luz/oscuridad.
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Figura 13. Estimacion de la fijacion de nitrégeno de Anabaena sp. PCC 7120 y de la mutante
carente de reloj circadiano (AkaiABC) en medio BG11, en distintas condiciones de luz. La
estimacion de la fijacion de nitrogeno se realizé mediante ensayo de reduccién de acetileno. Las
muestras fueron tomadas cada 6 horas durante tres dias, evaluando condiciones de luz constante y
de L/D 12:12 (noche circadiana se indica en gris cuando coincide con el periodo de oscuridad, o
en achurado cuando corresponde a luz).
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DISCUSION

Crecimiento y morfologia

A pesar de que la cantidad de células por filamento muestran una distribucion
similar en ambas cepas (Fig. 9), esta podria estar sesgada si se tiene en cuenta la
complejidad de sacar microfotografias que abarquen un filamento demasiado largo, ya
que los movimientos constantes de la platina suelen resultar en desplazamiento de los
filamentos, que se desalinean y resultan microfotografias desde las cuales no se puede
extraer informacion precisa. El largo del filamento observado para Anabaena sp. PCC
7120 en otros estudios, en cuanto a poblacion, es mas de un 70% con mas de 30 células
por filamento en Bornikoel et al. (2017), mientras que en Flores et al. (2007) se registro
mas de un 50% con filamentos mayores a 80 células en condiciones normales. Ademas,
se esta trabajando en la estimacion de los filamentos mediante un algoritmo o cédigo,
donde surge la problematica de filamentos que se encuentran sobrepuestos, lo que dificulta

el reconocimiento de filamentos independientes.

En cuanto al tamafio celular (Fig. 8), el aumento de tamarfio en la mutante carente
de reloj circadiano es evidencia de una descoordinacion entre los procesos de division y
elongacion de la pared celular. Con los conocimientos actuales no es posible aseverar una
Unica razon para esto, pero la especulacion recae en dos posibilidades: la division estaria
ocurriendo de manera mas lenta, lo que permitiria que las células se elongasen por mas
tiempo, o es el proceso de elongacion el afectado y, de alguna manera, las células estan

produciendo més peptidoglicano. El problema de estas especulaciones yace en el
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desconocimiento de cémo ocurre el proceso de division y elongacion en cianobacterias,
ya que, a pesar de haberse descubierto algunas proteinas homologas a las presentes en los
modelos de division para bacterias Gram negativas y positivas (E. coli y B. subtilis
respectivamente) (Koksharova & Babykin, 2011; Miyagishima et al., 2005), el cdmo
ocurre realmente el proceso solo se puede extrapolar del conocimiento adquirido en éstos

modelos clasicos.

Estudios en S. elongatus han evidenciado control rio abajo de genes de biogénesis
de la pared y membrana celular por el regulador circadiano RpaA, lo cual podria explicar
la presencia de células mas grandes en la variedad mutante, al verse afectados estos genes

(Markson et al., 2013).

La tasa de crecimiento fue evaluada durante la fase temprana del crecimiento por
lo que podria no corresponder a una aproximacion veridica de la tasa de crecimiento
durante el periodo exponencial ya que cabe la posibilidad de haber incluido mediciones
de la transicién entre las fases lag y exponencial (Fig. 7). Seria interesante observar qué
ocurre con la variedad mutante en condiciones de luz constante, ya que, conocida la
relacién que hay entre el input del reloj y el estado redox de las plastoquinonas, podria
ocurrir que la mutante sin el reloj circadiano no sea capaz de tomar medidas preventivas

frente a cambios importantes en el estado redox de la célula, y sufrir una muerte temprana.

Por otro lado, la biomasa del cultivo en este estado fue insuficiente para obtener
valores de clorofila consistentes, lo cual, junto con la volatilidad del medio en el que se

extrajo el pigmento (metanol), hizo demasiado variables los valores de clorofila (datos no
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mostrados) y se decidid descartarlos del analisis final y realizar la determinacion de la tasa

de crecimiento normalizando con los datos de densidad 6ptica a 750 nm (Fig. 7).

En estudios similares (Plominsky et al., 2013, 2015) es comun presentar las
observaciones en funcion del peso seco, la concentracion de clorofila a, o la concentracion
de nitrogenasa, pero como ya se comentd, debido a lo temprano y acotado del periodo
observado, estas mediciones no fueron viables. Para obtener una curva de crecimiento mas
precisa, seria necesario realizarla durante un periodo de tiempo méas extendido, con tomas
de muestras a intervalos mas largos (por lo menos después de la fase temprana del
crecimiento exponencial) y en las mismas condiciones para estudiar todas las variables
posibles (ciclo de luz, presencia de nitrogeno, presencia de reloj circadiano), ademas de
validarla con concentracion de clorofila y peso seco. El problema que se presenta al
plantear experimentos de esta envergadura es el alto volumen de cultivo necesario para
ser capaces de realizar las copias técnicas y bioldgicas necesarias, durante un periodo

extendido de tiempo, para darle solidez estadistica a las observaciones realizadas.

Al tener en cuenta el ritmo circadiano al que fueron entrenados (12:12 L/D) no es
radicalmente desafiante ya que no se desvia de las condiciones normales de crecimiento
para Anabaena, seria interesante realizar un experimento similar, pero con distintos ciclos
de luz como 16:8 o incluso 20:4, para ver qué ventaja adaptativa ofrece poseer un reloj
circadiano en Anabaena sp. Estudios en S. elongatus mostraron que cepas con un reloj
funcional crecian mejor en ambientes ritmicos que las que lo carecian, mientras que en un
ambiente constante creian a tasas similares (Woelfle et al., 2004) y que las que presentan

un periodo que coincide con el ambiental, tenian mayor ventaja (Ouyang et al., 1998).
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Localizacién anillo Z

La técnica de inmunofluorescencia indirecta es bastante agresiva para la integridad
celular de Anabaena sp., ademas de depender del estadio celular para su éxito en este caso,
ya que se quiere ver evidencia de division celular activa, por lo que resulta demoroso
obtener microfotografias relevantes. En particular, la contingencia sanitaria impidio la
repeticion de este experimento con nuevos protocolos que podrian resultar menos
agresivos, por lo que las imagenes presentadas no son las ideales. Para sortear estos
obstaculos, y poder ademas realizar observaciones in vivo, en el laboratorio, Silva M. (no
publicado) trabajo en la obtencion de una mutante de ritmo circadiano con FtsZ marcado
mediante una fusion con sfGFP en el C-terminal, basado en el trabajo de Olivares (2018),

lo que facilitaria la observacion de la dindmica de division celular en la mutante AkaiABC.

A pesar de lo anterior, esta selecciéon (Fig. 10) muestra ejemplos de los anillos
observados en las variedades silvestre y mutante de Anabaena sp.. Normalmente, FtsZ se
localiza en el ecuador celular (Figura 10.i, ii) perpendicular al eje del filamento o
formando cumulos (Olivares, 2018; Sun & Margolin, 1998). Sin embargo, en la mutante
carente de reloj circadiano, a pesar de ser capaz de formar anillos en la posicion adecuada

(Figura 10.iv), se vio la presencia de anillos completamente deslocalizados (Figura 10.iii).

Los mecanismos descritos en bacterias que guian la posicion y constriccion del
anillo son el sistema Miny el de oclusion del nucleoide (ON), de los cuales s6lo el primero
ha sido encontrado en Anabaena sp. (Kaneko et al., 2001). Para que el anillo pueda
formarse fuera del ecuador celular tendria que existir alguna alteracion en el gradiente del

sistema Min. En un estudio en S. elongatus (Markson et al., 2013 S1) se encontrd que
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minC era un gen que presenta expresion circadiana, pero no es blanco del regulador
maestro RpaA. También se encontré un ORF anotado como un “probable inhibidor de
division MinD” con las mismas caracteristicas que el gen anteriormente mencionado. Sin
embargo, en (Kushige et al., 2013), que buscd genes con expresion circadiana en
Anabaena sp., no se encontré que algun gen Min presentase un patron de expresion
circadiano. A pesar de los resultados mostrados por Kushige et al. (2013), es necesario
mencionar que tales estudios no serian representativos si existiese una desincronizacion

dentro de cada filamento.

De todas formas, esto no zanja por completo la posibilidad de que MinC o MinD
esté efectivamente expresandose de manera circadiana. La dificultad de estudiar el ritmo
circadiano en bacterias filamentosas radica en el diferente estadio circadiano en que se
encuentra cada célula del filamento, el cual no es posible determinar con completa certeza
a pesar del reajuste y entrenamiento que se realiza, ya que no hemos demostrado la
sincronia de las células dentro de los filamentos y cuénto se correlacionan con el estadio
celular en otros filamentos. Ademas, el mismo estudio de Kushige et al. (2013) determin6
que la expresion de los genes kai en Anabaena sp. no es tan ritmica como en S. elongatus.
Ya que no es posible descartar que minC y minD presenten, de alguna manera, una
expresion o control circadiano en Anabaena sp., por mas leve que sea, se presenta como
una posible explicacion al desajuste en el posicionamiento del anillo Z en la mutante

AkaiABC.
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Capacidad de diferenciar células y fijar nitrogeno atmosférico

De forma general, Anabaena sp. diferencia heterocistos cada 10-20 células y no
suelen presentarse de manera terminal en los filamentos (Zhang et al., 2006), sin embargo,
las primeras observaciones muestran que se ve alterado el patron de diferenciacion entre
las variedades silvestre y mutante, como filamentos de més de 30 células con solo un

heterocisto y filamentos con heterocistos terminales.

El proceso de diferenciacion de células vegetativas a heterocistos frente a la
ausencia de nitrégeno combinado en el medio estd finamente regulada, siendo los
principales factores encargados de orquestarla HetR y NtcA, que inducen la
diferenciacion, y PatA/PatS, los cuales impiden que, una vez determinado el destino de
una célula, las células vecinas se diferencien a heterocistos. La presencia de heterocistos
terminales fue observada en una mutante de PatA (Liang et al., 1992). Actualmente se
conoce la funcién de PatA, que es inhibir la accidn de PatS sobre la célula cuyo destino
se ha decidido. Esta mutante producia Unicamente heterocistos terminales y tenia poca
sobrevida en medio privado de nitrgeno, ya que un solo heterocisto no era suficiente para
suplementar a todo el filamento. Estudios para determinar los genes que sufren una
regulacién positiva frente a la carencia de nitrogeno (Ehira et al., 2003; Kushige et al.,
2013), concluyeron que los genes exclusivos de heterocistos que se expresan de manera

circadiana pierden ritmicidad en las mutantes AkaiABC.

La fijacidn de nitr6geno es un proceso muy costoso energéticamente (Sohm et al.,
2011), por lo que resulta ideal realizarlo en conjunto con la fotosintesis, mientras se esta

produciendo ATP. La diferenciacion a células especializadas permite que estos procesos
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ocurran de manera simultanea, y, como se ve en el primer gréafico de la figura 13, la mayor
tasa de fijacion se registra durante las horas de luz. En la variedad silvestre de Anabaena
sp. PCC 7120 se observa mayor tasa de produccion de etileno en los puntos 24 y 48 en
comparacion a la mutante, lo que indica que ésta seria capaz de anticipar el diay comenzar
a fijar antes de recibir el estimulo luminico (o energético). A su vez, las cepas mantenidas
en luz constante muestran un aumento constante de la tasa de fijacion al transcurrir las
horas, lo cual podria explicarse por la constante produccion energética al ser capaces de
hacer fotosintesis durante todo el dia. La ausencia de un ritmo en la tasa de reduccion de
acetileno al mantener las cepas en luz constante, a pesar de tener las proteinas del reloj,
refleja la dificultad de determinar el estado circadiano del filamento y la de sincronizarlo.
Cuando estan expuestas a un fotoperiodo ciclico la disponibilidad energética y otros
procesos metabolicos retroalimentan el ritmo para hacerlo mas robusto y restringen la
actividad de la nitrogenasa durante la noche, pero en condiciones constantes esta
retroalimentacion se pierde y, dada la baja amplitud de los picos y la ausencia de un
periodo claro, se puede inferir que el filamento esta desincronizado y los heterocistos no

estan realizando la fijacion al mismo tiempo.

Al tener en cuenta los datos de fijacion de nitrdgeno y porcentaje de heterocistos
en la poblacion, llama la atencion ver que en la figura 7, donde se presenta la tasa de
crecimiento, la mutante se desempefia mejor que la variedad silvestre en medio carente de
nitrégeno combinado. Si una menor cantidad de heterocistos desregulados se desempefia
de manera similar a un mayor porcentaje silvestre, podria dar cuenta de que alguno de los

genes relacionados con la fijacion de nitrégeno que presentan un patrén de expresion
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circadiana se vio sobre regulado en ausencia del reloj. Otra opcion es que la cantidad de
heterocistos haya sido subestimada, y se obtengan valores similares una vez analizada una
mayor cantidad de filamentos, y no haya en realidad una diferencia importante entre la

cantidad de heterocistos y su taza de fijacion.

Estudios en S. elongatus (Ivleva et al., 2006; Wood et al., 2010) encontraron que
CikA entrega informacion al reloj sobre la luminosidad ambiental al interaccionar con las
plastoquinonas, que cambian su estado redox de acuerdo con la actividad fotosintética.
Que la mutante sea capaz de reaccionar frente a la luz (aumentando la fijacion de etileno
al tener mas energia disponible) implica que las vias de entrada de informacion no se han
visto alteradas debido a la usencia del reloj, si no que no puede haber un “entrenamiento”
al no haber un reloj, por lo que no puede “aprender” ni adelantar los cambios ciclicos en
la luz ambiental. Se ha visto que cambios en el estado redox de la célula también actdan
como “entrenamiento” para el reloj (Kim et al., 2012; Rust et al., 2011), por lo que podria
establecerse una retroalimentacion con el metabolismo, que mantiene y entrena el ritmo

para que sea mas robusto.

A lo largo de esta discusion, la mayoria de los estudios mencionados fueron
realizados en S. elongatus u otros organismos unicelulares, a no ser que se indique lo
contrario, por lo que se tiene menor conocimiento de cémo actla el ritmo circadiano en
Anabaena sp. u otras bacterias filamentosas. Cabe mencionar que la capacidad de las
cianobacterias unicelulares de fijar nitrégeno durante la noche fue uno de los primeros
indicios de que las cianobacterias poseian un reloj circadiano (Huang et al., 1990; Mitsui

et al., 1986). S. elongatus en particular no es diazotréfica, pero otras cianobacterias
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unicelulares y filamentosas que no diferencian heterocistos son capaces de compatibilizar
fotosintesis y fijacion de nitrdgeno mediante una separacion temporal controlada por el

reloj circadiano (Schneegurt et al., 1994; Toepel et al., 2009).

No hay antecedentes de cianobacterias diazotroficas unicelulares mutantes para el
reloj circadiano, pero estudios en S. elongatus carentes del reloj circadiano dan cuenta de
alteraciones en el metabolismo de glicogeno, fundamental para la sobrevida durante la
noche (Welkie et al., 2018), y pérdida de la ritmicidad del estado oxidativo en condiciones
de luz constante, pero no de luz y oscuridad, ya que la sefial ambiental es suficiente para

mantener un ritmo (Tanaka et al., 2019).

La diferencia mas notoria, es el distinto control de la divisién que posee Anabaena
sp., ya que en el caso de Anabaena sp. y el resto de las cianobacterias filamentosas, la
division no termina con dos células independientes, sino que éstas quedan conectadas por
un septo, que funciona como separador y para establecer comunicacion entre células
colindantes (Bornikoel et al., 2017) y el filamento presenta un periplasma continuo (Flores
et al., 2006). Mutantes de S. elongatus para KaiB resultan en células alargadas, pero no

asi las mutantes para KaiA, KaiC o KaiABC.

En resumen, estos antecedentes nos hacen hipotetizar que la division celular y la
elongacion de la célula son procesos regulados circadianamente y que existirian otros
procesos como la fijacion de nitrégeno y la induccion de la fragmentacion de los
filamentos en un medio carente de nitrégeno combinado que también estarian regulados

circadianamente.
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CONCLUSION

En este trabajo se puedo ver que la variedad mutante AkaiABC de Anabaena sp.
PCC 7120 es viable a pesar de presentar una menor tasa de crecimiento que su contraparte

silvestre.

El anillo Z de la mutante logra posicionarse de manera correcta y llevar a cabo una
division efectiva a pesar de haberse observado deslocalizaciones mediante
inmunofluorescencia indirecta. Se desconoce aln qué etapa se ve alterada, pero las células

de la variedad mutante resultan un 54,2% mas grandes.

También mantiene la capacidad de diferenciar células y de realizar fijacion de
nitrégeno, aunque, como es de esperar, no es capaz de adelantar el periodo de tiempo en
que podra realizarlo. El espaciamiento entre los heterocistos es similar al de la variedad
silvestre, a pesar de observarse una mayor cantidad de eventos alterados como mayor
cantidad de heterocistos terminales y heterocistos unicos en filamentos de mas de 30

células.

Estos resultados atisban el alcance del control que posee el reloj circadiano sobre
esta cianobacteria filamentosa, pero para profundizar, es necesario realizar estudios que
pongan a prueba el reloj, como usar un fotoperiodo distinto y ver la relacion de éste con

el estado redox de la célula.

La division en cianobacterias filamentosas es distinta a la de las cianobacterias

unicelulares, por lo que estudiar los genes Unicos de estas bacterias es necesario para un

o1



entendimiento cabal de este mecanismo. Este trabajo contribuye a la comprension del
alcance del reloj circadiano sobre la division y diferenciacion celular en cianobacterias

filamentosas.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Cadigos de ImageJ
1. Script Conteo

#@ File (label = "Input directory”, style "directory"”) input
#@ File(label = "Output directory", style = "directory") output
#@ String(label = "Title contains™) pattern

openImages();
processOpenImages();

function openImages() {
list = getFilelList(input);
for (i=0; i<list.length; i++) {
incoming= input+"\\"+list[i];
run("Bio-Formats Windowless Importer",
"open=["+incoming+"] color_mode=Default view=Hyperstack
stack_order=XYCZT");
}
}

function processOpenImages() {
n = nImages;
while (1<=n) {
imageTitle = getTitle();
if (matches(imageTitle, "(.*)"+pattern+"(.*)")) {
prefix = substring(imageTitle, 0,
lastIndexOf(imageTitle,"."));
processImage(imageTitle, prefix, output);
}
newTitle = getTitle();
if (endsWith(newTitle, "af-"+prefix)) {
analyzeImage(imageTitle, prefix, output);
}

}

function processImage(imageTitle, prefix, output) {
if (((is("composite")) && (Stack.isHyperstack == 1)) == 1) {
// print(imageTitle+" is composite and Z");
splitImage(imageTitle, prefix);
stackImage(imageTitle, prefix);
}
else if ((is("composite")) || (nSlices »>= 1)) {
if(nSlices > 2){
// print(imageTitle+" is Z");
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stackImage(imageTitle, prefix);

}
else if (nSlices == 2) {
// print(imageTitle+" is composite");
splitImage(imageTitle, prefix);
by
by
else if ((is("composite") && (nSlices > 1)) == 0) {
// print(imageTitle+" is simple");
rename("af-"+prefix);
}

}

function analyzeImage (imageTitle, prefix, output) {
newTitle = getTitle();
setAutoThreshold("Default dark no-reset");

// run("Threshold...");
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask");
run("Watershed");
run("Analyze Particles...",

clear include summarize");
selectWindow("Drawing of "+newTitle);
saveAs("Tiff", output + File.separator + "count-

"+prefix+".tiff");
close("count-*");
selectWindow(newTitle);
saveAs("Tiff", output + File.separator + "threshold-

"+prefix+".tiff");
close("threshold-*");
selectWindow("Results");
saveAs("Results", output+ File.separator +"Results-

"+prefix+".csv");
selectWindow("Summary");
saveAs("Results", output+File.separator +"Summary-

"+prefix+".csv");
close("Results");
close("Summary*");
print (prefix+" done");

show=0utlines display exclude

}

function splitImage (imageTitle, prefix) {
infoString=getMetadata("Info");
chanPos=index0f(infoString, "Name #2 =");
channel=substring(infoString,chanPos+10, chanPos+11);
if(channel == "R") {
/*
af = "C1-";
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wf = "C2-";

*/
run("Split Channels");
// selectWindow("C2-"+imageTitle);

close("C2-*");
selectWindow("Cl-"+imageTitle);
rename("af-"+prefix);

}
else if (channel == "C") {
run("Split Channels");

// selectWindow("C1-"+imageTitle);
close("C1-*");
selectWindow("C2-"+imageTitle);
rename("af-"+prefix);

}

}

function stackImage (imageTitle, prefix) {
rename("af-"+prefix);
run("Stack Focuser ", "enter=11");
selectWindow("af-"+prefix);
getVoxelSize(width, height, depth, unit);
selectWindow("Focused_"+"af-"+prefix);
run("Properties...", "unit=micron" +
" pixel width=" + width +
pixel_height=" + height +
" voxel depth=" + depth);
selectWindow("af-"+prefix);
close();

2. Script Heterocistos

#@ File (label = "Input directory", style = "directory") input
#@ File(label = "Output directory", style = "directory") output
#@ String(label = "Title contains™) pattern

openImages();
processOpenImages();

function openImages() {
list = getFilelList(input);
for (i=0; i<list.length; i++) {
incoming= input+"\\"+list[i];
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run("Bio-Formats Windowless Importer",
"open=["+incoming+"] color_mode=Default view=Hyperstack
stack_order=XYCZT");

}
}

function processOpenImages() {
n = nlmages;
setBatchMode(true);
for (i=1; i<=n; i++) {
selectImage(i);
imageTitle = getTitle();
if (matches(imageTitle, "(.*)"+pattern+"(.*)")) {
prefix = substring(imageTitle, O,
lastIndexOf(imageTitle,"."));
sArray = assignSlice (imageTitle);
AFslice = sArray[0];
BFslice = sArray[1l];
// print(sArray[@]+"\n"+sArray[1]);

processImage (imageTitle, sArray[1l], sArray[@]);
analyzeImage (imageTitle, sArray[1l], prefix,

output);
¥
¥
setBatchMode(false);

close("Results");
close("threshold-*");
close("ROI-*");
close("ROI Manager");

}

function assignSlice (imageTitle) {
infoString=getMetadata("Info");
chanPos=index0f(infoString, "sOpticalConfigName =");
channel=substring(infoString,chanPos+21, chanPos+22);

AFslice = 0;

BSslice = 9;

if(channel == "C") {
AFslice = 1;
BFslice = 2;

}

else if (channel == "R") {

AFslice = 2;
BFslice = 1;
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}

print("For "+imageTitle+"\nBFslice = " + BFslice + "\nAFslice =
+ AFslice);

return newArray(AFslice,BFslice);

}

function processImage (imageTitle, BFslice, AFslice) {

//for brightfield

setSlice(BFslice);

run("8-bit");

run("Grays");
// run("Brightness/Contrast...");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.35");

run("Apply LUT", "slice");

setAutoThreshold("Default no-reset");

run("Convert to Mask", "method=Default background=Light
calculate only black");

run("Close-", "slice");

run("Fill Holes", "slice");

run("Dilate", "slice");

run("Close-", "slice");

run("Erode", "slice");

run("Fill Holes", "slice");

run("Remove Outliers...", "radius=15 threshold=50 which=Bright
slice");

run("Watershed", "slice");

run("Remove Outliers...", "radius=5 threshold=50 which=Bright
slice");

//for autofluorescence

setSlice(AFslice);

run("Red");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.35");

run("Apply LUT", "slice");

setAutoThreshold("Default dark no-reset");

run("Convert to Mask", "method=Default background=Dark calculate
only black");

run("Remove Outliers...", "radius=5 threshold=50 which=Bright
slice");

run("Watershed", "slice");

print("Done processing "+ imageTitle);

function analyzeImage (imageTitle, BFslice, prefix, output) {
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//

/7

run("Set Measurements...", "area mean min limit display add
redirect=None decimal=3");

setSlice(BFslice);

run("Grays");

run("Create Selection");

run("Make Inverse");
roiManager("Add");
roiManager("Split");
roiManager("Show All with labels");

setSlice(AFslice);

run("Red");

run("Labels...", "color=white font=12 show draw");
run("Flatten", "slice");

saveAs("Tiff", output + File.separator + "ROI-"+prefix+"
close("ROI-*");

delete first ROI

roiManager("Select", 0);

roiManager("Delete");

roiManager("Deselect");

multimeasure and save
selectWindow(imageTitle);
setSlice(BFslice);
roiManager("deselect");
roiManager("multi measure");
selectWindow("Results");
saveAs("Results", output+ File.separator

+"Results ROI"+prefix+".csv");

selectWindow(imageTitle);
saveAs("Tiff", output + File.separator + "threshold-

"+prefix+".tiff");

print("Done analyzing "+imageTitle);
roiManager("Deselect");

roiManager("Multi Measure");

roiManager("Delete"); // to clear ROI manager

LEiffT);
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