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Abreviaturas 

 

µl: Microlitros. 

ADNc: ADN copia. 

BG-11: Blue- Green Medium. Freshwater cianobacteria. 

BSA: Seroalbúmina Bobina. 

Buffer: solución química que mantiene constante el pH. 

Cl2Mg: Cloruro de Magnesio.  

CYN: Cylindrospermopsina. 

dcNEO: Decabamoyl NEO. 

dNTPs: Desoxiribonucleótidos. 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas. 

HGT:Horizontal gene transfer.  

HPLC: High performance liquid chromatography.  

Microarrays: chip de ADN en una superficie sólida a la cual se une fragmentos de ADN. 

N: Nitrógeno. 

NaCl: Cloruro de Sodio.  

NEO: Neosaxitoxina.  

ng: Nanogramos. 

ºC: Grados Celsius.  

PCR en tiempo Real: qPCR.  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.  

PKS: Polikétido sintetasa. 

Primers: oligonucleótidos iniciales. 

PSP: Paralytic Shellfish Poisoning.  

SXT: Saxitoxina. 

Taq polimerasa: tipo de ADN polimerasa termoestable. 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_polimerasa
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Resumen 

 

Cylindrospermopsis raciborskii es una cianobacteria capaz de producir toxinas que ha 

captado el interés de investigadores por su creciente dispersión a nivel mundial. 

Recientemente se detectaron floraciones de C. raciborskii en lagos someros de 

Maldonado y Canelones destinados a potabilización y recreación. Los aislamientos de 

dichas floraciones mostraron poseer el cluster genético para la biosíntesis de saxitoxina 

(Paralytic Shellfish Poisoning, de carácter neurotóxico) y análogos, así como una gran 

capacidad de producción de la toxina. Diversos autores proponen que la síntesis de 

saxitoxinas se relaciona con la disponibilidad de nutrientes, sin embargo las razones 

que inducen la producción son aún desconocidas. Los antecedentes basados en ELISA 

muestran que la producción de saxitoxina es estimulada cuando C. raciborskii es 

sometida a un estado deficiente en nitrógeno. En este trabajo se evaluó el efecto de la 

transición de una cepa de C. raciborskii de un ambiente sin disponibilidad de nitrato a 

un ambiente con nitrato en la expresión de dos genes involucrados en la síntesis de 

saxitoxina (sxtI y sxtU) por qPCR. Los resultados mostraron que la expresión de ambos 

genes no varió debido a la disponibilidad de nitrato sino en relación al tiempo de 

incubación, lo cual está asociado al crecimiento de la población. Por tanto, la expresión 

de estos genes estaría vinculada a la fase de crecimiento y no a la presencia del 

nutriente. Al analizar la expresión de ambos genes por separado se vio que 

independientemente del tratamiento, sxtI (precursor directo de la toxina) aumentó 

significativamente a las 24h, mientras que sxtU (intermediario común de saxitoxina y 

análogos) registró su aumento significativo a las 144h. Los resultados de este trabajo 

sugieren por tanto que C. raciborskii tiene una respuesta rápida al cambio ambiental, 

produciendo un tipo de saxitoxina al inicio de la fase exponencial de crecimiento y 

sintetizando más tarde análogos de la misma. La variabilidad temporal de la expresión 

de la toxina durante la fase de crecimiento sugiere también la necesidad de una 

evaluación exhaustiva de los métodos empleados para detectar y evaluar la toxicidad 

de cianobacterias florecedoras.  
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1 Introducción  

1.1 Cianobacterias y eutrofización de los cuerpos de agua dulce. 

Las cianobacterias son procariotas fotosintéticos que habitan la Tierra desde 

aproximadamente 2700 millones de años. Tienen gran importancia desde el punto de 

vista evolutivo ya que son consideradas organismos clave para entender la historia y 

evolución de la vida en la Tierra (Tomitani et al., 2006; Whitton & Potts, 2000; Liu et al., 

1997; Karl et al., 2002). Son un grupo diverso que incluye formas unicelulares, 

filamentosas y coloniales (Saker et al., 2009). Están ampliamente distribuidas en 

ambientes tanto acuáticos como terrestres, dominando los ambientes extremos como 

los océanos ultraoligotróficos, capas de suelo de zonas semiáridas y sistemas de agua 

dulce, donde con frecuencia también dominan y son sumamente competitivos frente a 

otros organismos del fitoplancton (Dokulil & Teubner, 2000; Kurmayer & Christiansen, 

2008). Su gran plasticidad fisiológica les facilita adaptarse a condiciones extremas de 

temperatura, disponibilidad de luz, nutrientes y por lo tanto colonizan una gran 

diversidad de ambientes acuáticos (Whitton & Potts, 2000). Algunas cianobacterias 

poseen la capacidad de fijar nitrógeno (diazotrofía) por lo que cumplen un papel 

fundamental en el ciclo de este elemento (Wolk et al., 1994). 

Como consecuencia de las actividades antropogénicas, los ecosistemas acuáticos 

sufren un incremento de la concentración de nutrientes, lo que provoca la dominancia 

progresiva de cianobacterias y la modificación del funcionamiento del ecosistema. Este 

fenómeno se conoce como eutrofización y es el enriquecimiento de nutrientes en un 

ecosistema acuático (Lampert & Sommers, 2007). Este proceso comienza cuando el 

agua recibe un aporte de nutrientes por encima de los niveles naturales del ambiente 

tanto de forma natural como artificial principalmente de nitrógeno y fósforo, lo que 

favorece el desarrollo de floraciones de cianobacterias (Pearl & Huisman, 2009; Scasso 

et al., 2001; Fabre et al., 2010).  

Las floraciones de cianobacterias son eventos de crecimiento abrupto de la biomasa en 

los sistemas acuáticos de una o pocas especies en períodos de horas a días (Smayda, 

1997). Las cianobacterias pueden además modificar los ambientes acuáticos al 

degradarse la materia orgánica producida durante las floraciones (Berg et al., 2008). La 

duración de este fenómeno es variable y pueden permanecer en el tiempo por varios 

meses (Reynolds, 1993; Bonilla et al., 2012). Esas grandes acumulaciones de biomasa 

de cianobacterias disminuyen significativamente la transparencia del agua y generan 

agotamiento del oxígeno al morir, sedimentar y ser descompuestas por la microbiota 

heterótrofa. Como consecuencia de este fenómeno se alteran los ciclos de los 

nutrientes y la trama trófica acuática. Las floraciones provocan que el olor y sabor del 

agua sea desagradable debido a los compuestos volátiles que sintetiza y por la 
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liberación de gas sulfhídrico debida a los procesos anóxicos. Esto deteriora la calidad 

del agua para la potabilización y la recreación.  

1.2 Cianobacterias: toxicidad. 

Las cianobacterias son consideradas un importante riesgo para la salud humana y 

animal ya que muchas de ellas producen cianotoxinas (Sivonen & Jones, 1999; Havens, 

2007; Karjalainen et al., 2007) que causan diferentes afecciones a los organismos 

acuáticos (Paerl & Huisman, 2008). Dentro de estos metabolitos tóxicos se encuentran 

hepatotoxinas, neurotoxinas, endotoxinas y una serie de otros tóxicos aún no definidos 

(Carmichael & Falconer, 1993; Skulberg et al., 1993; Saker et al., 1999). Dichas toxinas 

se pueden clasificar de acuerdo a sus propiedades toxicológicas en: neurotoxinas 

(anatoxina-a, anatoxina-a(S), saxitoxina y neosaxitoxina), toxinas promotoras de 

tumores (microcistinas y lipopolisacáridos), dermatotoxinas o toxinas irritantes 

(lyngbyatoxinas, apysiatoxinas y lipopolisacáridos) y hepatotoxinas (microcistinas, 

nodularinas y cilindrospermopsina) (Carmichael, 2001, Gademann & Portman 2008). 

En cuanto a su estructura química, las cianotoxinas se dividen en tres grandes grupos: 

los péptidos cíclicos (microcistinas y nodularinas), alcaloides (neurotoxinas y 

cilindrospermopsina) y lipopolisacáridos (Msagati et al., 2006). Existen registros de 

intoxicación por cinotoxinas en personas que han sido documentados en Canadá, el 

Reino Unido y Australia (Kuiper-Goodman et al., 1999). En América del sur se 

registraron casos de intoxicación por microcistina por la utilización de agua 

contaminadas en Caruaru (Brasil en 1996), donde 50 personas murieron en un centro 

de diálisis.  

En Uruguay el fenómeno de eutrofización  que favorece la formación de floraciones de 

cianobacterias tóxicas en sistemas de agua dulce ha aumentado en los últimos tiempos 

como consecuencia de la creciente actividad agrícola-ganadera, industrial y la 

urbanización. En 1982 se tuvo el primer registro de floraciones de cianobacterias 

(principalmente en los meses de verano) (CARP, 1989; Bonilla et al., 1995; Bonilla, 

1997; De León & Yunes, 2001; Méndez et al., 1997; Pérez et al., 1999) y desde entonces 

se ha comenzando a registrar organismos tóxicos (Scasso et al., 2001, Bonilla, 2009). 

Este fenómeno es preocupante ya que se ha vuelto frecuente en diversos sistemas 

acuáticos de Uruguay como ríos (Río Uruguay), estuarios (Río de la Plata), lagos y 

lagunas (Bonilla et al. 1995; Bonilla & Conde 2000; De León & Yunes 2001; Kruk et al., 

2002; Kruk et al., 2003; Bonilla et al., 2006; Vidal & Kruk, 2008). El primer registro de 

floraciones de cianobacterias toxicas en cuerpos de agua de nuestro país fue de 

Microcystis aeruginosa, especie que puede producir la toxina microcistina. En 1999 se 

iniciaron los análisis de toxicidad de floraciones empleando kits de anticuerpos 

monoclonales. Estos análisis permitieron demostrar que todas las muestras analizadas, 

provenientes del Río Uruguay, el Río Negro y la costa Río de la Plata-Océano Atlántico 
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eran tóxicas (De León & Yunes, 2001). Por otro lado, también presentaron toxinas las 

muestras de agua potabilizada proveniente de alguno de estos sistemas y en 

concentraciones superiores al límite establecido por la Organización Mundial de la 

Salud (1 µg de microcistina/L) (De León, 2002). 

 

1.3 Cylindrospermopsis raciborskii: invasividad y crecimiento. 

Cylindrospermopsis raciborskii (Orden Nostocales) es una de las cianobacterias de 

interés mundial capaces de producir neurotoxinas y hepatotoxinas. C. raciborskii fue 

reportada por primera vez en 1912 en Java, Indonesia (Woloszynka, 1912). Son 

filamentosas, poseen heterocitos y se han encontrado en muchos países tropicales y 

regiones subtropicales y parece estar propagándose alrededor el mundo (Padisak, 

1997; Briand et al., 2002; Saker et al., 2003). La distribución de C. raciborskii se ha 

ampliado enormemente, incluyendo zonas templadas (Dokuilil & Mayer, 1996; Padisak, 

1997; Saker et al., 2003; Hamilton et al., 2005; Manti et al., 2005; Stüken et al., 2006) 

donde esta especie es a veces capaz de establecer grandes poblaciones (Nixdorf et al., 

2003) y hasta incluso dominar el fitoplancton (Briand et al., 2004b, Bonilla et al., 2012). 

Su gran plasticidad fenotípica o capacidad de aclimatación es lo que hace que se la 

considere como una especie invasora importante, capaz de tolerar, colonizar y 

adaptarse a una amplia gama de condiciones ambientales (temperatura, luz y 

nutrientes) (Briand et al., 2004b; Chonudomkul et al., 2004; Wu et al., 2012). A su vez, 

se sugiere que el éxito que ha tenido en la expansión puede estar también favorecido 

por el calentamiento global (Briand et al., 2004b). 

C. raciborskii es además un organismo diazótrofo, es decir que puede fijar N 

atmosférico cuando las fuentes de nitrógeno inorgánico disuelto son extremadamente 

bajas. Presenta una estrategia flexible con respecto a este nutriente ya que cuando las 

concentraciones de N disuelto son suficientes se utiliza esta fuente, mientras que 

durante períodos de agotamiento puede activar la fijación del N gaseoso (Burford & 

Davis, 2011). 

 

1.4 Cylindrospermopsis raciborskii: toxicidad. 

Entre las cianotoxinas que produce esta especie se encuentran la cylindrospermopsina 

(CYN), que es una hepatotoxina (Ohtani et al., 1992; Li et al., 2001) y una variedad de 

saxitoxinas (SXT) que son neurotoxinas paralizantes (Kokocinski et al., 2009). La CYN 

inhibe el glutatión, la síntesis de proteínas y el citocromo P450 (Terao et al., 1994; Van 

Apeldoorn et al., 2007) causando síntomas patológicos en el hígado, los riñones, el 

bazo, el timo y el corazón (Terao et al., 1994; Falconer et al., 1999). Por otra parte, 
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estudios recientes han demostrado que CYN también sería genotóxica, mutagénica y 

poseería efectos cancerígenos (Humpage et al., 2000; Falconer & Humpage, 2001). Esta 

toxina fue descubierta por primera vez después de un envenenamiento en Palm Island 

(Queensland, Australia) en 1979, cuando 148 personas, principalmente niños, fueron 

hospitalizados con hepatoenteritis al ingerir agua contaminada con C. raciborskii de un 

depósito de agua potable (Kokocinski et al., 2009). 

La SXT y análogos pueden causar el llamado síndrome de envenenamiento paralizante 

por consumo de mariscos contaminados (PSP: Paralytic Shellfish Poisoning), el cual 

afecta a la salud humana y animal. Se estima que las toxinas PSP y compuestos 

análogos producidos por una variedad de organismos producen más de 2.000 casos de 

intoxicaciones en humanos en el mundo cada año, con una tasa de mortalidad de 15% 

(Kellman et al., 2008). Las PSP están entre las toxinas más poderosas, cuyo principal 

mecanismo de acción es el bloqueo selectivo de los canales de sodio en la membrana 

celular, evitando la transducción de señales neuronales (inhibe el impulso nervioso) 

causando parálisis del músculo esquelético. La SXT es una perhidropurina tricíclica 

(alcaloide) que puede ser sustituida en varias posiciones, constituyendo un núcleo que 

puede dar lugar a más de 30 análogos lo que aumenta la complejidad de su estudio 

(Figura 1) (Kellman et al., 2008). La SXT une a las membranas nerviosas con alta 

afinidad. Una sola molécula de toxina puede interactuar con un único canal de Na+ 

(Catteral et al., 1979) y puede bloquear con igual éxito canales en reposo, activos o 

inactivos (Ceste & le Catterall, 2000) desde el lado extracelular de la membrana 

plasmática por oclusión de la entrada de Na+ (Ceste ‘& le Catterall, 2000; Pomati et al., 

2004).  

La SXT y sus compuestos análogos han sido reportados en dinoflagelados marinos 

(Shimizu, 1977; Catterall, 1980; Harada et al, 1982), en cianobacterias filamentosas 

(Alam et al., 1973; Humpage et al., 1994; Carmichaelet al., 1997; Lagos et al., 1999; 

Pomati et al., 2000), y en ciertas bacterias heterótrofas (Gallacher & Smith, 1999). En 

ambientes de agua dulce, las toxinas PSP están casi exclusivamente asociadas a 

cianobacterias (Kaas & Henriksen, 2000; Pereira et al., 2000; Pomati et al., 2000). Es 

interesante destacar que aunque la biosíntesis de las saxitoxinas es compleja y 

aparentemente única, todos los organismos que la producen emplean aparentemente 

la misma ruta biosintética (Shimizu, 1993) la cual ha sido dilucidada recientemente.  
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1.5 Saxitoxina en C. raciborskii: cluster génico, evolución y ruta biosintética. 

El grupo de genes que componen el cluster que codifica la síntesis de saxitoxina 

presenta una estructura de mosaico y se sugiere que distintos genes se han 

incorporado a lo largo de la evolución en segmentos de tamaño variable (Kellmann, et 

al. 2008). Se ha identificado la secuencia completa de aproximadamente 35 kb para el 

grupo de genes putativos de la biosíntesis de SXT que codifica 26 proteínas implicadas 

en la biosíntesis, regulación y exportación de la toxina. Los análisis comparativos de 

secuencias asignan 30 funciones catalíticas a las 26 proteínas lo que la hace 

sumamente interesante y necesario su estudio (Kellmann et al., 2008). El cluster de SXT 

(con genes asignados como sxtA a sxtZ) fue identificado mediante el gen sxtI que 

codifica para la enzima O-carbamyltransferasa y fue aislado inicialmente utilizando 

primers degenerados. El grupo de genes putativos responsables de la síntesis de 

saxitoxina se ha identificado en cinco especies de cianobacterias y se ha propuesto una 

ruta biosintética para SXT (Kellmann et al., 2008; Mihali et al., 2009; Moustafa et al., 

2009; Stucken et al., 2010).  

Otro aspecto interesante ya mencionado es que esta toxina no solo puede ser 

producida por cianobacterias, sino también por organismos lejanamente relacionados 

como son los dinoflagelados (eucariotas). La estructura, organización y similitud de 

secuencia parece reflejar la filogenia de los organismos productores de SXT, lo que 

indica que los grupos de genes podrían tener un origen antiguo en común o han 

sufrido eventos de transferencia horizontal de genes (HGT). Los eventos de HGT son 

una característica importante para la evolución de genomas procariotas. El hecho de 

que la mayoría de los genes SXT estén estrechamente relacionados con homólogos de 

otras cianobacterias, sugiere entonces que la biosíntesis de SXT pudo haber 

evolucionado a partir de una cianobacteria ancestral y que el resto de los genes los han 

adquirido sucesivamente de otras bacterias a través de HGT (Moustafa et al., 2009). La 

Figura 1: Estructura química de saxitoxina. R1, R2, 

R3 y R4, representan diferentes sustituyentes que 

dan origen a los derivados análogos que constituyen 

el grupo de toxinas que dan origen a las 26 formas 

moleculares (Mosher et al., 1964). 
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organización estructural de genes de involucrados en la síntesis de SXT ya investigados, 

así como la presencia de varias trasposasas relacionadas con la familia IS4 (secuencia 

de inserción) sugiere además que los pequeños cassetts de genes de SXT son móviles, 

sumando complejidad al modelo (Kellmann et al., 2008). La evolución en el tiempo de 

adquisición de los genes SXT aún no ha sido estimada, sin embargo, si tenemos en 

cuenta el ensamblaje del cluster de SXT en la evolución temprana, 

independientemente de las pérdidas, el reordenamiento de los genes de SXT podrían 

haber dado lugar a cepas no tóxicas así como a especies con diferente toxicidad 

(Stucken et al., 2010). Murray et al. (2011) en su análisis de cepas productoras y no 

productoras de saxitoxina de Anabaena. circinalis, Aphanizomenon sp. y C. raciborskii 

han encontrado que estas especies son monofiléticas y que tanto las productoras como 

las no productoras están estrechamente relacionadas (Beltrán & Neilan 2000, Moustafa 

et al., 2009). Esta característica sugiere la existencia de eventos de pérdida de genes 

putativos relativamente recientes en su evolución. Por otro lado, son aún desconocidas 

las razones por las cuales estos genes biosintéticos están restringidos solo a cuatro 

especies en dos órdenes de cianobacterias (Kellmann et al., 2008). En la figura 2 se 

muestra el cluster de genes de saxitoxina indicado por (Kellmann et al., 2008) para la 

cepa T3 de C. raciborskii. 

 

 

1.6 Saxitoxina: algunos componentes de su ruta metabólica. 

La síntesis de saxitoxina es una compleja ruta multienzimática y es la primera vía de 

alkaloides noterprenos descrita para bacterias. El inicio de la síntesis de saxitoxina 

involucra a una nueva clase de poliquétido sintetasa (PKS) que realiza la metilación de 

un acetato y la reacción de condensación de Claisen entre propionato y arginina, 

aminoácido que da inicio a la síntesis de SXT. Desde el descubrimiento de la agrupación 

Figura 2: Estructura organizacional del cluster de genes de saxitoxina para C. 

raciborskii T3 (Kellmann et al. 2008).  
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de genes de saxitoxina en C. raciborskii T3, Kellmann et al. (2008) indicaron que tiene 

un dominio típico de PKS sintetasas-incrustado en una proteína de fusión y que a su vez 

contiene un dominio de aminotransferasa (SxtA). El gen que da inicio a la biosíntesis es 

justamente sxtA y se postula que tiene un origen quimérico. Los productos del gen SxtA 

catalizan la incorporación del acetato al complejo de la enzima, su metilación posterior 

y la condensación de Claisen con arginina. Los pasos que siguen involucran enzimas 

que catalizan la formación de tres heterociclos y varias reacciones que resultan en 

numerosas isoformas de saxitoxina (Kellmann et al., 2008; Soto-Libe et al., 2010). Los 

tres heterociclos de SXT se forman por reacciones desconocidas y el intermediario 

resultante es metilado para formar una cadena lateral (Figura 3: paso 4), el cual es 

hidroxilado a través de un epóxido (Figura 3: paso 5 y 6), y transformado en un 

aldehído terminal. El grupo aldehído terminal que es reducido (Figura 3: paso 7 y 8) y 

luego O-carbamilado. Finalmente, uno de los carbonos del anillo (C-12) recibe dos 

grupos hidroxilos dando lugar a la toxina) (Figura 3). 

La biosíntesis de SXT es catalizada por enzimas poco comunes en el metabolismo 

microbiano. Como ya se mencionó, se han descrito los genes putativos para cada una 

de las enzimas involucradas en la biosíntesis de SXT. Uno de ellos es sxtI que codifica 

para una O-carbamiltransferasa, cuya función es la importante carbamilación de la 

cadena lateral de hidroximetilo, precursor de la molécula final de SXT. Kellmann et al., 

(2008b) utilizaron una PCR degenerada para identificar este gen (sxtI), que finalmente 

lo llevó a identificar la vía de la biosíntesis de SXT todo en las cianobacterias. Se ha 

visto que genes ortólogos a sxtI están presentes únicamente en cepas de 

cianobacterias tóxicas y tienen una gran similitud de secuencia. Esto ha llevado a 

Kellmann et al., (2008b) a postular que este gen estaría presente exclusivamente en 

organismos procariotas y se caracterizaría por una alta tasa de transferencia horizontal. 

Es así que los autores sugieren que el origen de sxtI es procariota y que evolucionó a 

partir de una proteobacteria ancestral (probablemente de la clase Alfaproteobacteria) 

y que el set de genes requeridos para la biosíntesis de SXT se dispersó en varias 

especies de cianobacterias por transferencia genética horizontal (Kellmann et al., 

2008b). 

Otro de los genes presentes en la biosíntesis de SXT es sxtU, el cual tiene una secuencia 

similar a la de la enzima alcohol deshidrogenasa de cadena corta. La enzima de función 

conocida con mayor similitud a esta secuencia es la clavaldehído deshidrogenasa. Se 

predijo que el producto del gen sxtU reduciría al grupo aldehído terminal de un 

precursor de SXT (Kellmann et al., 2008) (Figura 3: compuesto E). La acción de sxtD, 

sxtS y sxtU sería responsable de la hidroxilación y biocatalización del compuesto B 

hasta el E (Figura 3). La detección del compuesto F indica que la reacción final que 

dirige la producción completa de la molécula de saxitoxina es la O-carbamilación, sin 
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embargo, la secuencia actual de la reacción final que indican Kellmann et al., (2008) a 

través de sxtI, es aún desconocida.  

 

 

1.7  Regulación de la producción de cianotoxinas. 

La producción de cianotoxinas parece ser constitutiva, pero la evidencia experimental 

sugiere que las condiciones ambientales pueden afectar su nivel de producción 

(Stucken et al. 2010). Varios estudios se han enfocado en determinar los posibles 

factores ambientales que puedan afectar la producción a pesar de los cambios radicales 

que ha sufrido la biosfera, ya que el cluster de SXT es altamente conservado a lo largo 

de la evolución (con un origen estimado en 2100 millones de años, ma) (Murray, et al., 

2009). Dentro de dichos cambios se incluyen parámetros como la temperatura 

(Gorham, 1964; Westhuizen & Van der Eloff, 1985; Watanabe & Oishi, 1985), 

penetración de la radiación solar (Van der Westhuizen & Eloff, 1985; Sivonen 1990; 

Utkilen & Gjølme, 1992; Lehtimäki et al., 1994; Rapala et al., 1997), macronutrientes 

como nitrato, amonio, fosfato (Van der Westhuizen & Eloff, 1985; Codd & Poon, 1988; 

Sivonen, 1990; Lehtimäkiet al., 1994; Rapala et al., 1997), elementos traza (hierro y 

otros) (Lukac & Aegerter 1993; Utkilen & Gjølme 1995), salinidad, CO2, pH y presencia 

de depredadores (Sivoven & Jones, 1999).  

Figura 3: Vía de biosíntesis de SXT y las funciones de los genes putativos de SXT (Kellmann 

et al., 2008). 
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Un detalle interesante en relación a la SXT es que, según estudios evolutivos, el origen 

del sistema genético para esta toxina se remonta a 2100 millones de años atrás, 

cuando la atmósfera era sustancialmente diferente a la de hoy y los organismos 

vivientes no habían desarrollado aún canales de sodio, los cuales son el blanco 

bioquímico de las SXT. Los canales de potasio son precursores evolutivos de los canales 

de sodio (Goldin, 2002), por lo que probablemente los canales de potasio hayan sido el 

blanco original de la SXT. El papel ecofisiológico de los canales de potasio en bacterias 

es en gran parte desconocido y el efecto de SXT en estos canales tampoco ha sido 

estudiado. Entonces, el hecho que este cluster se haya mantenido a lo largo de la 

evolución, sugiere que tendría un rol vital en la adaptación de las cianobacterias a su 

entorno. Es así que algunos autores plantean que uno de los factores que influiría en la 

síntesis de la toxina podría estar relacionado con el entorno, concretamente con la 

disponibilidad de nutrientes presentes en el ambiente y las presiones a las cuales se 

exponen. Saker et al., (1999) y Saker & Neilan (2001) investigaron el impacto de las 

diferentes fuentes de nitrógeno disuelto en la producción de CYN de aislamientos de C. 

raciborskii australianos. Curiosamente, estos estudios encontraron que el más alto 

contenido de CYN intracelular por HPLC se encontraba en los cultivos que carecían de 

nitrógeno y el más bajo, en células cultivadas con concentraciones de saturación de 

amonio. Lethtimaki et al., (1997) y Pattanaik et al., (2010) observaron que la 

concentración máxima de otra hepatotoxina (nodularina) se produce en deficiencia por 

N. Esta hepatotoxina, al igual que CYN y SXT también utiliza arginina como precursor 

para su ruta biosintética (Rinehart et al., 1994), lo que llevaría a suponer que el 

nitrógeno jugaría un papel importante en la síntesis de SXT y por tanto cabría esperar 

que a bajas concentraciones de N no se sintetice. Sin embargo, para SXT no se conoce 

con certeza si hay una relación entre de disponibilidad de nutrientes y la síntesis, 

aunque es esperable que también el estado nutricional incida en la capacidad de 

producción de la misma. Por otro lado, dado que C. raciborskii puede fijar N 

atmosférico, la disección del rol del N en la síntesis de SXT se dificulta. 

Además de determinar los posibles factores que favorecen la producción de la toxina, 

conocer su rol ecológico es otra interrogante que se han planteando los investigadores 

desde su detección, tanto en cianobacterias como en dinoflagelados. En ambos casos, 

e independientemente de los factores que influyan en la producción de SXT en estos 

dos grupos de organismos ecológicamente distintos, sugiere que les otorga un 

beneficio competitivo que todavía no se ha podido comprender (Hackett et al., 2012). 

Existen varias hipótesis en cuanto al papel ecológico de la saxitoxina: como un método 

de defensa química, como almacenamiento de nitrógeno celular, o como químicos de 

señalización (Murray et al., 2011). Algunos autores plantean que las cianotoxinas 

podrían ser metabolitos secundarios (Carmichael, 1992; Paerl, 1997), moléculas 

orgánicas generalmente sintetizadas en una fase tardía de su ciclo de crecimiento (fase 

estacionaria) y luego almacenadas, que se caracterizan por no tener un rol directo en el 
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crecimiento bacteriano. Debido al costo energético que lleva su producción, se cree 

que SXT también sería un metabolito secundario. Cabe destacar que los grupos O-

carbamoilo (sxtI codifica para las ya mencionadas O-carbamiltransferasa) de ciertas 

bacterias están presentes en metabolitos secundarios como antibióticos y factores de 

nodulación (Coque et al., 1996).  

1.8 Antecedentes de C. raciborskii en Uruguay. 

Recientemente se han detectado floraciones de C. raciborskii en lagos someros de 

Maldonado y Canelones destinados a la potabilización y la recreación (Vidal & Kruk, 

2008). Es de destacar que esta especie también se ha registrado durante el invierno, 

cuando la temperatura está por debajo de la óptima para estos microorganismos 

aumentando aún más la complejidad (Fabre et al., 2010). Debido al importante 

incremento de las floraciones de cianobacterias potencialmente tóxicas en ecosistemas 

lenticos uruguayos (Bonilla & Conde, 2000; Vidal & Kruk, 2008; Fabre et al., 2010), es 

sumamente necesario evaluar qué variables ambientales inciden favorablemente en la 

expresión de toxinas. 

El grupo de fitoplancton de la Sección Limnología de la Facultad de Ciencias ha aislado 

dos cepas de C. raciborskii que, de acuerdo a la caracterización genotípica, morfológica, 

fisiológica y ecológica, constituirían ecotipos diferentes (Piccini et al., 2011). Asimismo, 

mediante métodos bioquímicos (ELISA y HPLC) y moleculares (PCR y secuenciación) se 

ha confirmado que ambas cepas uruguayas poseen el cluster genético para la 

biosíntesis de SXT y que la producen en altas concentraciones. Sin embargo, se ha visto 

que si bien las cepas uruguayas poseen los genes del cluster biosintético para la 

cylindrospermopsina, no son capaces de expresarla (Piccini et al., 2013). En base a 

estos hallazgos y teniendo en cuenta que esta cianobacteria ha sido encontrada en 

cuerpos de agua que se emplean para la potabilización y consumo, es necesario 

analizar la expresión de genes involucrados en la síntesis de SXT. 

En el trabajo realizado por Martigani et al., (2011) (Sección Limnología de la Facultad 

de Ciencias de Uruguay), determinaron que la máxima producción de SXT cuantificada 

por el método de ELISA, de una cepa aislada de un lago del departamento de 

Canelones (MVCC19), se produjo cuando estuvo expuesta a la condición sin nitrato 

agregado con respecto a la condición de suficiencia por el nutriente. Por otro lado, en 

base a estudios de microarrays y PCR cuantitativo (Stucken et al., 2010b) sugirió que en 

C. raciborskii la mayoría de los genes involucrados en la biosíntesis de esta toxina no se 

encontrarían regulados a nivel transcripcional y que estarían relacionados con otras 

funciones celulares aún no reveladas. Dados estos hallazgos nuestro grupo de trabajo 

se encuentra abocado a dilucidar este aspecto. 
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1.9  Justificación. 

El agua es un recurso natural imprescindible para el funcionamiento de todos los 

organismos vivos y es de vital importanncia para todos los sectores socioeconómicos. 

Una inadecuada gestión de este recurso y el incremento de las actividades humanas 

traen como consecuencia, entre otras, la contaminación de sistemas acuáticos y la 

disminución del volumen de agua utilizable. Teniendo en cuenta que las floraciones de 

cianobacterias tóxicas y que su creciente incidencia es uno de los principales problemas 

a los que se ve expuesta la calidad del agua potable, es de gran importancia 

comprender los posibles factores que inducen a estos organismos a la producción 

toxinas dañinas tanto para el hombre como para el resto de la biota.  

En ese sentido, este trabajo se propone evaluar la influencia de la disponibilidad de N 

en la producción de SXT mediante la técnica de PCR en tiempo real, la cual nos permite 

detectar y cuantificar la expresión de genes involucrados en la síntesis de SXT en C. 

raciborskii. Para ello se analizaron dos de los genes del cluster biosintético de la toxina, 

sxtI y sxtU, que han sido previamente identificados como codificantes de enzimas con 

funciones bien distintas y que se encuentran en diferentes partes de la ruta 

biosintética: sxtI codifica para la enzima que tiene cómo sustrato el intermediario 

directo precursor de la SXT y sxtU para una enzima anterior a sxtI en la ruta biosintética 

(Kellman, 2008).  

El abordaje aquí planteado involucra la realización de cultivos de un aislamiento de C. 

raciborskii y la detección de expresión de genes por qPCR. Se espera que los resultados 

obtenidos de esta aproximación permitan avanzar en el conocimiento del rol biológico 

que cumple esta toxina en relación a la dinámica de crecimiento y al ambiente. De 

dicha información se podrá contribuir a la generación de herramientas de monitoreo y 

prevención de la aparición de floraciones de cianobacterias tóxicas.  
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2 Hipótesis 

 

Dada su relevancia como nutriente esencial, la hipótesis de este trabajo plantea que la 

variación en la disponibilidad de nitrato afecta la expresión de saxitoxina en cepas 

uruguayas de C. raciborskii.  

Objetivo general:  

Conocer los niveles de expresión de genes involucrados en la síntesis de saxitoxina en 

una cepa uruguaya de C. raciborskii (MVCC19) sometida a cambios en la disponibilidad 

de nitrato. 

Objetivos específicos:  

1) Poner a punto un método de extracción de ARN de C. raciborskii rápido y eficiente 

para cultivos de cianobacterias.  

2) Diseñar y poner a punto la técnica de PCR en tiempo real para el gen sxtU. 

3) Evaluar la expresión de los genes sxtI y sxtU en cultivos de la cepa de C. raciborskii 

MVCC19 durante la transición del estado sin nitrato agregado (-N) a un estado con 

nitrato (+N).  
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3 Metodología 

3.1 PCR en tiempo real: detalles de la técnica. 

El método elegido para estudiar la expresión de los genes involucrados en la síntesis de 

SXT fue la técnica de PCR en tiempo real ya que en contraste con el PCR convencional 

(tiempo final), la detección se basa en la medición del cambio en la concentración del 

producto generado como incrementos en la fluorescencia durante cada ciclo registrado 

en tiempo real (Heid et al., 1996). La técnica de qPCR es considerada una herramienta 

muy útil para la detección y cuantificación de ARNm gracias a su alta sensibilidad con 

respecto a la técnica de PCR en tiempo final, buena reproducibilidad y robustez. 

Con la técnica de qPCR, la información se obtiene en forma de curvas de amplificación 

a partir de las cuales es posible cuantificar la cantidad inicial de moléculas de molde 

con alta precisión dentro de un rango de concentraciones, basada en la medición del 

cambio en la concentración del producto generado como incrementos en la 

fluorescencia (Wong et al., 2005; Wilhelm et al., 2003; Ayra et al., 2005). Estos cambios 

se miden empleando un parámetro denominado Ct (cycle threshold o ciclo umbral) que 

corresponde al número de ciclos en el cual la señal de fluorescencia cruza el valor 

umbral, donde el nivel de señal refleja un incremento estadísticamente significativo 

sobre la línea de base. El flouróforo elegido para registrar las señales fluorescentes 

proporcionales al producto de PCR, fue el SYBER Green ya que el mismo se une de 

forma inespecífica al surco menor del ADN (ADNc) doble cadena (Wittwer et al., 2001) 

Para la validación de la reacción una vez finalizada se realizó una curva de melting. La 

curva de melting la cual se basa en aplicar un gradiente de temperatura creciente luego 

de la reacción, a fin de poder monitorear la cinética de disociación de los amplicones 

controlando la posible amplificación de productos inespecíficos (Wittwer et al., 1991, 

2001). 

3.2 Estrategia de trabajo. 

Determinar qué factores inducen a C. raciborskii a la producción de toxinas llevaría a 

comprender las causas y la escala temporal de su expresión. Este abordaje permitiría 

contribuir con información para el monitoreo y prevención de la aparición de 

floraciones de cianobacterias tóxicas. Como las cianobacterias en los sistemas acuáticos 

se exponen a cambios frecuentes de la disponibilidad de nutrientes (fluctuaciones), la 

estrategia que se eligió para este trabajo se basó en simular a nivel de laboratorio un 

cambio abrupto en la concentración de nitrato en el medio y determinar cómo afecta la 

expresión de SXT de la cepa de C. raciborskii MVCC19.  

Si bien hasta el momento no hay muchos trabajos en los que se estudie la expresión de 

toxinas por qPCR, algunos estudios ya han demostrado el potencial de esta 
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metodología para el análisis cuantitativo de microorganismos, y es ampliamente 

utilizada en ecología microbiana para medir el número de copias de un gen de interés 

en una comunidad, incluyendo especies que forman floraciones en muestras 

ambientales (Cullen et al., 2002; Fontaine & Guillot 2002; Phister & Mills, 2003; 

Skovhus, 2004; Suzuki et al., 2000; Vaitomaa et al., 2003). Los datos cuantitativos que 

se obtienen a partir de este método pueden usarse para relacionar la variación en la 

abundancia de genes con la variación de los factores bióticos o abióticos (Sharma et al., 

2007), aumentando las posibilidades del uso de esta técnica para el control de la 

dinámica de las toxinas que se producen durante las floraciones (Te y Gin, 2011). En 

este trabajo se utilizó esta técnica porque permite detectar y cuantificar de manera 

rápida la posible expresión de genes involucrados en la biosíntesis de SXT en C. 

raciborskii mediante el estudio los dos genes de su cluster involucrados en la biosíntesis 

de la toxina. Para ello se seleccionaron los genes sxtI y sxtU porque han sido 

identificados como codificantes de enzimas con funciones bien distintas y que se 

encuentran en diferentes partes de la ruta: sxtI codifica para la enzima que tiene cómo 

sustrato el intermediario directo precursor de la SXT y sxtU para una enzima anterior 

en la ruta biosintética. Asimismo, dado que C. raciborskii es capaz de fijar N 

atmosférico, se determinó mediante PCR en tiempo final la presencia del gen de la 

nitrogenasa (nifH), para confirmar: a) que las condiciones de deficiencia de N eran tales 

y b) que aún en condiciones de baja disponibilidad de N disuelto esta especie cuenta 

con una fuente de N externa (fijación biológica). 

3.3 Diseño experimental. 

Para el diseño experimental se tomaron seis alícuotas de 75 ml de un cultivo madre de 

C. raciborskii sin nitrato. Cada alícuota fue resuspendida en 125 ml de medio BG11 

(Stanier et al., 1971), de las cuales 3 fueron mantenidas en medio BG11 sin nitrato (-N, 

control) y las tres restantes fueron expuestas al medio BG11 completo, con nitrato en 

forma de nitrato de sodio (+N). De esta forma se simuló un ambiente con N disponible 

y así poder generar un estado de suficiencia nutricional por este elemento e inhibir la 

fijación de N2. Las tres alícuotas del control se mantuvieron creciendo a expensas del 

N2 fijado (-N). Una vez iniciado el tratamiento y el control, se tomaron las muestras 

correspondientes al tiempo 2h de cada réplica biológica (+N t=1 y -N t=1), 6 horas (+N t=2 

y -N t=2), 24 horas (+N t=3 y -N t=3), 72 horas (+N t=4 y -N t=4) y a las 144hs (+N t=5 y -N t=5). 

En todos los casos se tomó una muestra de cada réplica biológica. 

Se tomó también una muestra directamente del matraz conteniendo el cultivo madre, 

para evaluar el estado del mismo, antes de iniciar el experimento a la cual se la llamó 

tiempo O. En la figura 4 se detalla el diseño experimental. 
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3.4 Condiciones de cultivo. 

Los cultivos fueron realizados en el laboratorio de la Sección Limnología en el marco 

del proyecto FCE2009_1_2330 “Floraciones de cianobacterias acuáticas: respuestas 

fisiológicas adaptables y toxicidad frente a la disponibilidad de nutrientes”. Se empleó 

medio de cultivo BG-11 (Stanier et al., 1971), incubado con agitación automática 

intermitente (15 min de agitación por hora) a 25 ºC y a una intensidad lumínica de 80 

µmoles fotones m-2 s-1.  

La cepa empleada fue colectada en enero del 2009 en el lago Javier (34° 51´ S, 56° 02´ 

W) en el Departamento de Canelones y corresponde al aislamiento MVCC19 el cual es 

parte del cepario de la Sección Limnología y ha demostrado producir saxitoxina 

mediante HPLC (Piccini et al., 2011 y 2013). 

El crecimiento de los cultivos fue evaluado en la Sección Limnología a través de la 

medición de la densidad óptica a 750 nm (espectrofotómetro Thermo Evolution 60), 

clorfila a y ficocianina por fluorescencia (Aquafluor Turner Designs).  

 

Figura 4: Esquema general del diseño experimental. Trasferencia de una alícuota de cultivo de 

la cepa MVCC19 a un medio con nitrógeno inorgánico disuelto (+N) y a un medio sin nitrógeno 

(-N: control). R1, R2 y R3: réplicas biológicas. RT: extracción de ARN. ADNc: ADN copia.  
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3.5 Diseño de primers. 

Los protocolos de PCR en tiempo real desarrollados fueron realizados empleando 

primers específicos para cada gen. Para el caso del gen sxtI se utilizaron los primers 

diseñados en el transcurso del proyecto “Causas y consecuencias de la dispersión de 

cianobacterias potencialmente tóxicas en lagos someros de Uruguay” (Proyecto 

FCE2007_353), que demostraron ser eficientes. Los primers de sxtI han demostrado 

amplificar con éxito dicho gen en ensayos de PCR en tiempo real a partir de muestras 

de ADNc de C. raciborskii en cultivo (Rigamonti et al., 2010). Los primers utilizados para 

el gen de referencia, el gen ARNr 16S de cianobacterias, fueron los descritos por 

Hugenholtz et al., (1998) (740F) y Jungblut et al., (2005) (809R). Los primers para el gen 

sxtU fueron diseñados en este trabajo. La secuencia utilizada para el diseño de los 

primers de sxtU fue a partir del cluster de saxitoxina de la cepa Cylindrospermopsis 

raciborskii T3 (gb|DQ787200.1|:23199-23948) (Kellmann & Mihali 2009) que están 

ingresados en el Gene bank. El diseño de los mismos se realizó con la herramienta 

disponible en el National Center for Biotechnology Information indicando los 

parámetros requeridos. La secuencia de primers diseñados para sxtU y la secuencia ya 

disponible para sxtI se muestra en la tabla 1. 

 

 

Nombre Secuencia Tm 
Tamaño 
esperado  

Referencia 
 

sxtU FW: ACT CCC AGA ACA TTCACA TCG 54,8 ºC 79pb Este trabajo 

sxtU REV: GGA ATT GGT GTG TTT GGT GC 55,1 ºC 79pb Este trabajo 

sxtI FW: TGC AGT GGG AGC AGC TTT AG 57.6ºC 70pb 
Rigamonti et al., 

(2010) 

sxtI REV GAT CGC CTG CTG TTG AAG TG 56.5ºC 70pd 
Rigamonti et al., 

(2010) 

 

3.6 Secuenciación. 

El producto de amplificación que correspondería al gen sxtU fue enviado sin purificar al 

servicio de secuenciación de Macrogen (Seoul, Korea) 

(http://www.macrogen.com/eng/index/). Las secuencias obtenidas fueron editadas 

manualmente con el programa BIOEDIT versión 7.1.11. Para la identificación de la 

homología buscada, la secuencia obtenida fue sometida a la función nucleotide blast 

disponible en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgise con la herramienta BLAST 2.2.27 

del NCBI (Altschul, 1997). 

Tabla 1: Secuencia de primers diseñados en el laboratorio para el gen sxtU. 

http://www.macrogen.com/eng/index/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgise
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3.7 Puesta a punto y extracción de ARN de cultivos de C.raciborskii. 

Se puso a punto una técnica para extracción de ARN de los cultivos de C. raciborskii 

basada en la ruptura física de la pared bacteriana. Para ello, se utilizó parte del KIT de 

extracción ZR Soil Microbe DNA Mini Prep. El método de bead -beating, conjuntamente 

con agentes caotrópicos como el CTAB, se usa frecuentemente para extraer ácidos 

nucleicos de muestras complejas (Ablain et al., 2009). Dicho método permite mediante 

el agregado de finísimas esferas de vidrio (perlas duras o pequeñas partículas abrasivas) 

al medio en conjunto con un agitado, que las esferas choquen entre ellas y produzcan 

la ruptura fisca de la pared bacteriana (Ablain & Hallier Soulier, 2009; Leite & Magan, 

2012). Como dicho KIT es especial para suelo, solamente fue utilizado el primer paso de 

las instrucciones provistas por el fabricante. Para evitar la ruptura total de las células, 

se puso a punto este paso del protocolo ya que un excesivo tiempo de exposición al 

batido con las esferas generaría una degradación de ARN, por aumento de la 

temperatura (Leite & Magan, 2012). Las células fueron sedimentadas por 

centrifugación durante 15 min a 7000rpm y luego fue traspasado el pellet al ZR 

BashingBead Lysis Tube provisto por el kit. Se realizó el paso uno del protocolo con la 

diferencia que la muestra fue sometida a vortex únicamente 90s. Las muestras de 

lisado obtenidas se centrifugaron luego a 8000g x 10min y se descartó el sobrenadante. 

El pellet obtenido se procesó con el kit AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep 

(Axygen) de acuerdo a las instrucciones provistas por el fabricante. Finalmente, el ARN 

de las muestras se re-suspendió en 80 µl de buffer TBE y se determinó su 

concentración mediante espectrofotometría (Nanodrop). 

3.7.1 Evaluación de concentración de cultivo requerido para los ensayos de 

expresión. 

La concentración de células de C. raciborskii empleada para la extracción y posterior 

evaluación de la expresión de SXT se determinó previo al inicio de los experimentos. Se 

hicieron pruebas a partir de un volumen total de 15 ml de cultivo de C. raciborskii de la 

cepa MVCC19 probando tres concentraciones diferentes. Se evaluaron 15ml sin 

agregado de medio, 15 ml con una concentración de 5:15 y 15 ml con una 

concentración de células 1:15. La validación de ADNc implica extracción de ARN total y 

retrotranscripción (RT). La calidad ADNc se evaluó mediante Nanodrop. En la tabla 2 se 

muestra las concentraciones evaluadas mediante Nanodrop obtenidas en las tres 

extracciones: 
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Cultivo de C.raciborskii Concentración de ADNc 

en ng/ µl 

Sin diluir 62.2 

1:3 26.7 

1:15 10.1 

 

Cada muestra fue sometida a ensayos de PCR en tiempo real con los primers diseñados 

para sxtU. A pesar de haber obtenido concentraciones de ADNc variables en cada 

extracción, la sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real permitió detectar 

expresión de sxtU en todas (anexo 1). A fin de asegurarnos una mayor concentración 

de ADNc se decidió para los experimentos centrales de expresión partir de muestras de 

15 ml sin diluir. 

 

3.8 Ensayos de retrotranscripción y PCR. 

3.8.1 Síntesis de ADNc. 

El ARN extraído fue inmediatamente sometido a retrotranscripción para la producción 

de ADN copia (ADNc) con el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). Se preparó 

el mix siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante evaluando su 

concentración mediante Nanodrop. El ADNc obtenido se conservó a -20ºC. 

La obtención de ADNc fue realizada siempre luego de la extracción de cada toma de 

muestra. Una vez tomada cada muestra, las mismas fueron de inmediato al laboratorio 

para la realizar la extracción y síntesis de ADNc, ya que al estar trabajando con ARN se 

debió minimizar el stress al que se sometió el cultivo, y así poder maximizar la 

eficiencia y calidad de la extracción de ARN. 

 

Tabla2: Concentraciones de ADNc obtenidos de las 

extracciones de prueba de células de C. raciborskii.  
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3.8.2 RT- PCR en tiempo real. 

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizó el kit QuantiTect SYBR Green PCR 

(Qiagen). Se utilizaron 2 µl de la dilución 1/10 de los ADNc (Rigamonti et al., 2010). El 

volumen final de reacción fue de 20 µl: 10 µl de agua, 7.76 µl de Mix (QuantiTect SYBR 

Green PCR), 0.12 µl de cada primer y 2 µl de muestra. Las condiciones de ciclado que se 

emplearon fueron las recomendadas por el fabricante del kit con una temperatura de 

annealing de 52 ºC. Al finalizar se realizó la curva de melting para verificar la eficiencia 

de la reacción. El termociclador utilizado para los ensayos de PCR en tiempo real fue 

Touch™ Real-Time PCR Detection System (BIO RAD) y las condiciones de ciclado se 

detallan en la tabla 3. 

 

 

 Temperatura Tiempo  

Hold 50ºC 2 min  

Hold2 95ºC 15 min 

Desnaturalización 94ºC 15 seg 

40 ciclos Anneling 52ºC 30 seg 

Extensión 72ºC 30 seg 

Melting 65ºC a 95ºC Aumentando 1ºC cada 4 seg 

 

3.8.2.1  Determinación de eficiencias de amplificación. 

La eficiencia de una reacción de qPCR es un indicador del rendimiento e indica cuanto 

del gen de interés (blanco) está siendo producido en cada ciclo de la reacción. Una 

eficacia del 100% significa que con cada ciclo se ha duplicado el gen de interés. Para la 

evaluación de la eficacia de la reacción, se debe generar una curva estándar utilizando 

diluciones seriadas de una muestra representativa a través de un rango dinámico 

relevante. La eficiencia se calcula mediante: 

Eficiencia (exponencial)= 10 (-1/pendiente) 

Eficiencia = [10 (-1/pendiente)]-1 

Para una exacta cuantificación es necesario que la eficiencia del gen de referencia y de 

las muestras sea similar (mayor o igual) a 90% ya que pequeñas variaciones en la 

Tabla 3: Protocolo estandarizado para la amplificación de los 

genes sxtI y sxtU por PCR en tiempo real 
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eficiencia de reacción conlleva a grandes variaciones en los valores de expresión (Pfaffl, 

2001); Vandesompele et al., (2002).  

La eficiencia de amplificación se determinó mediante una curva de calibración con 

diluciones seriadas de ADNc de cada gen (sxtI, sxtU y 16S) La eficiencia de la reacción 

calculada a partir de [10 (-1/pendiente)]-1 se determinó a partir de la muestra de ADNc 

obtenida en el tratamiento con nitrato y corresponde a la réplica biológica número tres 

tomada a las 6hs (T=1) de iniciado el experimento por contener una buena cantidad de 

ADNc. 

Para los tres genes (sxtI, sxtU, y 16S) se determinó la eficiencia partiendo de la muestra 

elegida con diluciones seriadas 1/10, 1/100 y 1/1000. En el anexo 2 se muestra las curvas 

de amplificación de cada dilución para cada gen y su correspondiente curva de 

calibración. 

3.8.3 PCR en tiempo final. 

3.8.3.1  PCR en tiempo final: gen sxtU. 

Previo al envío de secuenciación de los amplicones obtenidos con los primers 

diseñados para sxtU se realizaron ensayos de PCR en tiempo final, con el fin de obtener 

una concentración de ADN adecuada. Se realizaron 5 reacciones de PCR en tiempo final 

con un volumen final cada una de 25 µl: 16.41 µl de agua, 2.9 µl de Buffer, 1.75 µl de 

Cl2Mg, 0.37 µl de dNTPs, 0.37 µl de BSA, 0.5 µl de cada primer, 0.2 µl de Taq polimerasa 

y 2.0 µl de muestra. 

Las condiciones de ciclado establecidas para sxtU se muestran en la tabla 4. 

 

 

Condiciones de ciclado para sxtU para PCR en tiempo Final 

 Temperatura Tiempo  

Inicio 94 ºC 5 min 

Desnaturalización 94 ºC 30 seg  

29 ciclos Hibridación 45 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 30 seg 

Extensión final 72ºC 7 min  

3.8.3.2  PCR en tiempo final: gen nifH. 

Tabla 4: Protocolo estandarizado para la amplificación del gen 

sxtU por PCR en tiempo final en cultivos de C.raciborskii 
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Se realizaron ensayos de PCR en tiempo final también para la detección de genes nifH 

en ambas condiciones nutricionales utilizando las muestras de ADNc obtenidas. Para 

ello, utilizando las réplicas biológicas de cada tratamiento (+N y –N) se hizo un pool de 

muestra de cada tiempo. Las reacciones de PCR en tiempo final tuvieron un volumen 

final de 25 µl: 16.41 µl de agua, 2.9 µl de Buffer, 1.75 µl de Cl2Mg, 0.37 µl de dNTPs, 

0.37 µl de BSA, 0.5 µl de cada primer, 0.2 µl de Taq polimerasa y 2.0 µl de muestra. Los 

primers utilizados fueron los establecidos por Gugger et al., 2005 (nifH y nifHr) y las 

condiciones de ciclado para la reacción se establecen en la tabla 5.  

 

 

Condiciones de ciclado para sxtU para PCR en tiempo Final 

 Temperatura Tiempo  

Inicio 94 ºC 5 min 

Desnaturalización 94 ºC 1 min  

30 ciclos Hibridación 58 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 1 min 

Extensión final 72ºC 10 min  

 

3.8.3.3  Electroforesis. 

Los productos de PCR obtenidos para sxtU fueron separados en geles de agarosa 0.9 % 

para el caso de sxtU en TBE 0.5X (90V 15 min) revelado con gel RED y de 0.9 % para el 

caso de nifH en TBE 0.5X (90V 20 min), también revelado con gel RED. 

 

3.9 Determinación de la expresión relativa de sxtI y sxtU vs 16S. 

Para la cuantificación relativa de la expresión génica de la toxina, el ADNc obtenido en 

cada réplica de cada tratamiento fue sometido a los ensayos de PCR en tiempo real. 

Todos los ADNc se analizaron por duplicado, aceptándose diferencias en los Ct de ± 1 

ciclo y un único pico de melting en la posición característica del amplicón. Como el 

termociclador permite utilizar placas con 96 pocillos fue posible analizar en un único 

ensayo todas las muestras correspondientes a cada tratamiento (+N y -N), permitiendo 

además incluir muestras para determinación de la eficiencia de la reacción.  

Tabla 5: Protocolo indicado por Piccini et al., 2011 para la 

amplificación del gen nifH por PCR en tiempo final en cultivos de 

C. raciborskii 
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La estrategia correcta para la cuantificación dependerá del objetivo de cada 

experimento. En este caso se utilizó una cuantificación relativa ya que es la que 

permite determinar los cambios en los niveles de ARNm de un gen de interés a través 

de múltiples muestras, expresando estos cambios en relación a los niveles de un ARN 

de control interno (gen de referencia), donde las unidades son irrelevantes, (Orlando et 

al., 1998; Vandesompele et al., 2002; Hellemans et al., 2006; Pfaffl, 2004) y sin 

necesidad de tener una curva de calibración o estándares con concentraciones 

conocidas (cuantificación absoluta) (Bustin, 2002).  

La cuantificación relativa de la expresión de los genes involucrados en la síntesis de 

saxitoxina se basó en los niveles de expresión del ARNm del gen sxtI y sxtU vs. ARNr 

16S como gen de referencia. En nuestra experiencia, el modelo aplicado es el descripto 

por Pfaffl, (2001) ya que permite cuantificar las diferencias en la expresión del gen 

problema en relación a la expresión del gen de referencia combinando la cuantificación 

relativa y la normalización, en un único cálculo. Este modelo a su vez, corrige las 

diferencias entre los dos ensayos, al incluir en el cálculo las eficiencias de amplificación 

del gen de interés y la del gen de referencia. El cociente de expresión relativa se calcula 

basándose en la eficiencia y la variación de Ct entre una muestra problema y una 

muestra control, y se expresa en comparación al gen de referencia: 

 

Expresión Relativa =(E target) ∆Ct target ( Ct control – Ct muestra ) 

                                       ( E ref ) ∆Ct ref ( Ct control – ct muestra) 

 

Donde E target es la eficiencia de qPCR del gen de interés y E ref es la del gen de 

referencia (16S). Para el cálculo de expresión, con este método sólo se necesitan los 

valores de las eficiencias individuales y las diferencias de Ct de cada transcripto. 

Entonces, en este trabajo para la determinación de la expresión relativa se empleó la 

siguiente ecuación (Ec.1):  

 

Expresión Relativa (t=n) = ( E sxtI) ∆Ct sxtI ( Ct control (t=0) – Ct muestra (t=n) ) 

  (Ec. 1)*                              ( E 16S ) ∆Ct 16S ( Ct control (t=0) – Ct muestra (t=n) ) 

*se ejemplifica con el gen sxtI pero esta ecuación también es válida para sxtU. 

Los valores utilizados cómo Ct control para cada réplica biológica (tanto para el gen 

problema -sxtI y sxtU- como para el gen de referencia) corresponden a los Ct obtenidos 

para cada gen en el cultivo madre. Para el cálculo de los ∆Ct de cada tiempo, se 
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comparó siempre ese mismo valor de Ct control con respecto al Ct de su 

correspondiente réplica. 
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4 Resultados. 

4.1.1 Evaluación de los primers diseñados para sxtU por PCR en tiempo real. 

Los ensayos de PCR en tiempo real a los que fueron sometidos los cultivos de la cepa 

MVCC19 de C. raciborskii permitieron probar que los primers diseñados para el gen 

sxtU amplificación con éxito en las mismas condiciones previamente establecidas para 

el gen sxtI. En la figura 5 se muestra el gen sxtU y 16S amplificados por qPCR. 

 

 

 

 

En la figura 6 se muestra el gel de agarosa donde se corrieron los amplicones obtenidos 

mediante qPCR para sxtU y 16S. No se observó amplificación inespecífica. 

 

Figura 6: Electroforesis en gel  de Agarosa 1.5% correspondiente a los amplicones obtenidos por 

PCR en tiempo real para sxtU y 16S. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 

1kb. Carriles 2 y 3: vacíos. Carril 4: sxtU; 5: blanco sxtU; 6: 16S; 7: Blanco 16S.  

 

Figura 5: Curvas de amplificación del gen sxtU y 16S (unidades de fluorescencia vs ciclos de 

amplificación. En verde se observa la curva correspondiente al 16S y en rojo la 

correspondiente a sxtU.  
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4.1.2 PCR en tiempo final. 

En la figura 7 se muestran los amplicones obtenidos a partir del ensayo de PCR en 

tiempo final con los primers diseñados para sxtU que fueron enviadas al servicio de 

secuenciación.  

 

 

 

 

4.1.3 Especificidad de los primers. 

Se determinó la identidad de la secuencia obtenida para sxtU con secuencias de la base 

de datos GenBank. La secuencia que dio mayor % de identidad fue la de C. raciborskii 

T3; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114462345. Esto confirmó la especificidad 

de los primers diseñados.  

 

4.2 Extracción de ARN de cultivos de C. raciborskii: 

El método desarrollado para la extracción de ARNm mostró ser efectivo. Las 

concentraciones de ADNc obtenidas para cada extracción se muestran en la tabla 6.  

Figura 7: Electroforesis en gel de Agarosa 0.9% correspondiente a los amplicones obtenidos por 

PCR en tiempo final para sxtU. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 1kb 

plus. Carril 2: Blanco de sxtU; Carril 3a7: sxtU.  

1 2 3 4 5 6 7 

100pdb 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114462345
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La cantidad de ADNc obtenida entre cada replica fue variable, aunque a pesar de ello, 

en todas las extracciones se logró obtener una cantidad suficiente para realizar los 

ensayos de expresión.  

 

4.3 Detección del ADNc de los genes sxtI y sxtU por PCR en tiempo real en cada 

condición de disponibilidad de nitrato. 

La detección de la expresión de saxitoxina fue observada mediante las curvas de 

amplificación obtenidas por PCR en tiempo real. En la figura 8 se observan las curvas de 

melting para los genes estudiados en cada tratamiento (+N y –N). 

 

 

 

 

Réplicas biológicas 
Concentración de ADNc ng/ µl 

T=1 (0.5hs) T=2 (6hs) T=3 (24hs) T=4 (72hs) T=5 (144hs) 

Tratamiento 
con Nitrato 

N+ (R1) 35.85 45.35 44.6 51.85 44.75 

N+(R2) 27.40 52.85 39.85 44.85 32.75 

N+ (R3) 48.65 57.30 40.90 48.10 61.50 

Tratamiento 
sin Nitrato 

N- (R1) 49.30 27.35 42.85 49.50 31.45 

N- (R2) 49.85 47.55 39.05 29.30 45.30 

N- (R3) 96.85 10.20 45.25 34.00 36.85 

 ADNc ng/µl 

t=0 35.00 

16S sxtI y 

sxtU 

sxtI y 

sxtU  

16S 

Figura 8: Curvas de melting para los genes sxtI, sxtU y 16S. (a) tratamiento sin Nitrógeno (-N). (b) 

tratamiento con Nitrógeno (+N).  

(a) (b) 

 Tabla 6: Concentraciones de ADNc obtenidas de cada alícuota en cada tiempo de incubación 

correspondiente tratamiento determinadas mediante Nanodrop. 
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Los tres genes analizados mostraron la misma Tm en ambos tratamientos lo que indica 

que no hay amplificación inespecífica y que los primers son específicos para cada gen. 

Los genes de saxitoxina tienen su Tm en 77.00 ± 1 ºC y el gen 16S en 80.50 ± 1 ºC. Las 

curvas de amplificación se adjuntan en el anexo 3. 

 

4.4 Determinación de la expresión relativa de sxtI y sxtU en las diferentes condiciones 

de disponibilidad de Nitrato. Detección de nifH en cada condición. 

Luego de obtener la eficiencia de amplificación de sxtI, sxtU y 16s se calculó para cada 

tratamiento la expresión relativa de los genes en estudio. Como ya se mencionó, las 

curvas de eficiencia de sxtI, sxtU y 16s se muestran en el anexo 2.  

Como el cultivo es unialgal pero no axénico, se consideró a cada réplica biológica de 

cada tratamiento como repeticiones del mismo experimento. Para un mejor 

seguimiento de cada gen la expresión relativa de cada uno analizó por separado. Para 

ello, se graficó el promedio de la expresión relativa de sxtI y sxtU obtenida por 

duplicado en cada réplica biológica en función de los tiempos de incubación. En la 

figura 9 se muestra la expresión relativa de sxtI y sxtU en +N y –N en función de los 

tiempos incubación.  
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El análisis de expresión relativa de sxtI y sxtU entre los dos tratamientos o condiciones 

de cultivo mostró que en ambos genes ésta es significativamente mayor cuando hay 

nitrato disponible en el medio (+N) (ANOVA, p<0.0001). A pesar de esta diferencia en 

niveles de expresión entre condiciones, la tendencia en la expresión de ambos genes 

tuvo un patrón similar, mostrando un aumento hacia el final del experimento. 

Cuando se analizó cada gen por separado, en el caso de sxtU se observó que en ambas 

condiciones existieron diferencias significativas en la expresión relativa determinada a 

cada tiempo de incubación (ANOVA, p< 0.0001). Sin embargo, en la condición –N la 

tendencia mostró mayor variabilidad, observándose una disminución a las 72 h de 

incubación.  

Figura9: Expresión relativa de sxtI y sxtU en cada condición (+N y –N) durante 144 de incubación. 

(a) Expresión relativa de sxtU en +N. (b) Expresión relativa de sxtU en –N. (c) Expresión relativa 

de sxtI en +N. (d) Expresión relativa de sxtI en –N. Se indica con “+” los tiempos de incubación 

donde se detectó expresión de nifH. 



34 

 

Para el caso de sxtI, al analizar las diferencias de expresión entre tiempos de incubación 

se detectaron diferencias significativas en la condición +N entre los tiempos iniciales (0, 

6 y 24 h) y el tiempo final (144 h) (ANOVA, p< 0.05). En el caso de la condición –N la 

variabilidad entre tiempos fue mayor, encontrándose también diferencias significativas 

en la expresión de este gen entre el tiempos inicial (0 h) y final (144 h) (ANOVA, p< 

0.05).  

Los análisis de correlación entre tratamientos para cada gen fueron hechos a través del 

test de Spearmann. De esta forma se determinó que para sxtI la expresión relativa 

entre ambos tratamientos se correlaciona de manera significativa. Ambos aumentan de 

manera relacionada y similar. 

Para sxtU en cambio, el análisis no mostró correlación entre ambos tratamientos. En 

este caso hay una dispersión mayor de los datos en los tiempos de incubación tres y 

cuatro con respecto a los mismos tiempos para sxtI. 

Se analizó por PCR en tiempo final la presencia de ARNm de nifH en cada tiempo de 

incubación en ambos tratamientos. Se encontró la expresión del gen nifH para el 

tratamiento -N en todos los tiempos analizados. Para el tratamiento +N, solo se detectó 

la expresión del gen en los tiempos de incubación iniciales (0.5h y 24h) y no se detectó 

expresión en los tiempos finales. En la figura 10 se muestra el resultado de la 

electroforesis conteniendo las bandas indicadas para el gen. En la figura 9 se encuentra 

señalado con (+) los tiempos de incubación donde se observó expresión de nifH. 

 

 

 

Figura 10: Gel de Agarosa 0.9% correspondiente a los amplicones obtenidos por PCR en tiempo final 

para nifH. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 1kb. Carril 2: Blanco nifH; 3: t=1, 

0.5h +N; 4: t=3 24h +N; 5:t=4 72h +N; 6:t=5 144h +N; 7:Blanco; 8: t=1 0.5h –N; 9:t=3 24h –N; 10: t=4 

72h -N; 12: t=5 144h -N  

400pdb 
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4.4. 1 Evaluación del crecimiento de C. raciboskii. Relación con la expresión relativa 

obtenida para sxtI y sxtU en cada tiempo de incubación. 

Se evaluó el crecimiento de la cepa en las condiciones de cultivo ensayadas mediante 

densidad óptica de los cultivos. Si bien las extracciones (y posterior evaluación de la 

expresión) se hicieron hasta las 144hs la medición de la densidad óptica se continuó 

hasta el día 16 de comenzado el experimento. La figura 11 muestra la curva de 

crecimiento para C. raciborskii en las dos condiciones de disponibilidad de nitrato (+N y 

–N). 

Curva de crecimiento

0 2 4 6 8 10 12 14 16
-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0 -N

+N

Análisis de expresión

Tiempo (días)

A
b

s
 7

5
0

 

 

Si bien las curvas de crecimiento en ambas condiciones mostraron una tendencia 

similar, en el caso +N mostraron una velocidad de crecimiento mayor aunque no 

significativa (µ -N: 0.14 ± 0.02 d-1; µ +N: 0.19 ± 0.06 d-1; t, p = 0.2), sobre todo durante 

la fase en que se determinó la expresión génica. Al cabo de 16 días los cultivos en 

ambas condiciones llegaron a los mismos valores.  

Al relacionar la dinámica de crecimiento de C. raciborskii con la expresión de cada gen 

en función del tiempo de incubación es posible observar la evolución de la expresión 

durante el crecimiento de la población (figura 9 y 11).  

Figura 11: Curva de crecimiento de C. raciborskii para los dos tratamientos con (+N) y 

sin (-N) disponibilidad de nitrógeno inorgánico disuelto. Las flechas indican los tiempos 

donde se realizaron las extracciones en relación a la curva de crecimiento. El eje y 

corresponde a la densidad óptica medida como absorbancia a 750 nm. 

 

 

 

 

umento significativo de SXT en ambas condiciones. 

 

Comparando la curva de crecimiento con la expresión de este cluster indicaría que la síntesis 

estaría más vinculada a la dinámica poblacional que a la presencia del nutriente. 
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Al incio del cultivo en ambas condiciones la expresión relativa que registró sxtU fue 

más de un orden de magnitud mayor en el tratamiento +N con respecto a –N. Durante 

las primeras 24 h, cuando los cultivos estaban aún en fase de latencia, los niveles de 

expresión relativa de este gen se mantuvieron similares en ambos tratamientos. Sin 

embargo, a partir de las 72 h y al comienzo de la fase exponencial observada por 

densidad óptica (144h), los niveles de sxtU aumentaron significativamente (p<0.05) en 

relación a los demás tiempos de incubación tanto en –N como en +N. Pese a las 

diferencias significativas ya mencionadas entre ambos tratamientos, el aumento de 

expresión relativa más pronunciado fue registrado a los tiempos de incubación finales.  

En el caso de sxtI el aumento de expresión relativa fue más pronunciado durante los 

tiempos iniciales y se hizo menos abrupto hacia el final del experimento de expresión 

(144 h). En la condición –N y al igual de lo observado para sxtU, al comienzo de la fase 

exponencial de crecimiento (72h) mostró un descenso de su expresión relativa.  
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5 Discusión 

El posible efecto de la disponibilidad de nitrato en a la síntesis de saxitoxina en C. 

raciborskii fue investigado a partir de cultivos de la cepa MVCC19 en condición de 

disponibilidad o carencia de dicho nutriente durante seis días. Los resultados de este 

trabajo mostraron que los dos genes analizados (sxtU y sxtI) desplegaron niveles de 

expresión relativa significativamente mayores en los cultivos que fueron expuestos al 

aporte de nitrato . Pese a esto, la tendencia de expresión relativa de cada gen en 

ambos tratamientos fue similar. Este hecho sugiere que el efecto que tiene el nutriente 

sobre el crecimiento de la cepa sería lo que habría provocado las diferencias en cuanto 

a la expresión relativa de sxtI y sxtU entre tratamientos, y no la presencia del propio 

nutriente. Sin embargo, el nivel de expresión relativa que se registró de cada gen fue 

diferente. En ambos tratamiento el gen sxtU tuvo mayor expresión relativa que el gen 

sxtI y esta diferencia podrían deberse a que cada gen se encuentra en distintas etapas 

de síntesis de la toxina.  

El nitrato es un nutriente estimulador del crecimiento que influye positivamente en la 

tasa de crecimiento y en la actividad metabólica. Aunque el ingreso de un pulso de 

nitrato a cultivos de C. raciborskii favoreció la expresión de genes involucrados en la 

síntesis de SXT, la disponibilidad de mismo no parece ser determinante para que pueda 

expresarla. Los cultivos expuestos al tratamiento –N también registraron un aumento 

en los niveles de expresión relativa aunque en menor proporción. La producción de SXT 

entonces no estaría directamente influida por la presencia de N sino que sería un 

efecto de la mayor tasa de crecimiento de la población. Es decir, el evento de síntesis 

de toxina podría estar mayormente vinculado a la división celular del organismo y a la 

actividad metabólica durante el propio crecimiento, inducido por una condición 

nutricional favorable para el crecimiento masivo. Este hecho se relaciona con lo 

propuesto por Orr & Jones (1998) para otra cianobacteria Microcystis aeruginosa, 

quienes sugieren la existencia de una correlación lineal directa entre la división celular 

y las tasas de producción de microcistina. Dicha relación sería independiente del algún 

factor ambiental que pueda influir o no en la división celular y proponen considerar a la 

toxina como con compuesto nitrogenado esencial en las cianobacterias. Esto no implica 

necesariamente que la producción de toxinas esté asociada al ciclo de división celular 

(Kosol et al., 2009). En términos fisiológicos, los nutrientes y otros factores que 

intervienen en el crecimiento (luz, temperatura, etc.), provocarían un efecto indirecto 

en la producción de toxinas a través del crecimiento y la división celular y no un efecto 

directo en la biosíntesis o vías catabólicas (Orr & Jones, 1998). En particular, el aporte 

del nutriente a un ambiente que se encuentre limitando el crecimiento provocaría la 

estimulación del crecimiento exponencial (floración), e indirectamente, de la 

producción de SXT.  
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Al analizar la expresión por separado de cada gen se observó que independientemente 

del tratamiento, sxtI aumentó rápidamente varios órdenes de magnitud a las 24h. 

Considerando que el producto del gen sxtI es el precursor directo de SXT, el comienzo 

de una floración funcionaría como un evento estimulador de la síntesis de la toxina. 

Esto podría explicar que se registre una significativa concentración de la toxina incluso 

cuando hay poca biomasa (ej. fase lag). Estos resultados también sugieren que la 

producción de la toxina estaría mayormente relacionada al estado fisiológico en que se 

encuentre la población que a la disponibilidad del propio nutriente.  

El gen sxtU es un intermediario común de saxitoxina y análogos. A diferencia de sxtI, su 

aumento abrupto en el nivel expresión fue durante las fases finales del experimento en 

las dos condiciones ensayadas. El nivel de expresión relativa de sxtU en órdenes de 

magnitud es mayor que sxtI. Las diferencias significativas encontradas en la expresión 

relativa tiempo a tiempo de cada gen podrían ser reflejo de las diferentes funciones 

que tiene cada uno en la vía biosintética. Así, una posible hipótesis para explicar estas 

diferencias sería que C. raciborskii responde rápidamente a cambios ambientales, 

produciendo un tipo de saxitoxina al inicio del crecimiento exponencial de la población 

(por ej. durante una floración) y luego sería capaz de producir análogos de la misma 

Esto demuestra la importancia de la utilización de más de un gen para estudios de 

expresión al ambos indicar diferentes etapas de síntesis. 

Dado que el gen sxtU es un intermediario común de otros análogos de SXT, es posible 

considerarlo relevante a la hora de desarrollar herramientas para generar alertas 

tempranas de la presencia de C. raciborskii. Como su expresión es necesaria para 

sintetizar otras variantes conocidas de SXT también podría ser más influido por el 

ambiente y ser considerado un indicador de la posible formación de floraciones. Sería 

conveniente realizar nuevos análisis para determinar un valor umbral de expresión de 

este gen que favorezca la predicción de floraciones. En el estudio realizado por Piccini, 

et al., (2011), se encontraron altas concentraciones de GTX 2/3 analizadas por HPLC, 

ambos análogos de SXT en cultivos de la misma cepa utilizada en este trabajo. 

Teniendo en cuenta esto, la detección de estos genes en muestras ambientales también 

podría indicar la presencia de otras especies productoras distintas variantes de SXT 

(Soto-Liebe et al., 2010). Si la evaluación de la expresión de SXT queda limitada a la 

expresión de un solo gen es posible que se pierda información en cuanto a la posible 

formación de análogos tan tóxicos como SXT.  

En otro estudio en el que se utilizó la misma cepa de C. raciborskii MVCC19, Martigani 

et. al., (2011) determinaron la producción de SXT por ELISA a los 5 días de incubación y 

con cultivos ya aclimatados a las condiciones +N y -N. Los resultados de Martigani et. 

al., (2011) indican la máxima producción de SXT en la condición aclimatada a –N. A 

diferencia de ese estudio, en este trabajo se evaluó la producción de SXT con un 
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método molecular y durante la transición del estado –N al +N en la etapa inicial del 

crecimiento de C. raciborskii. Una evaluación paralela de la producción de SXT por 

ELISA en nuestros experimentos confirmó que la concentración de la toxina por célula 

es mayor en la condición –N al final de la curva de crecimiento (ver Fig. 11; t = 400 h: -

N, 13.3 ± 2.2 fg cel-1; +N, 8.8 ± 2.1 fg cel-1, F. Martigani com. pers.). Si bien a priori los 

resultados serían contradictorios, estas diferencias podrían deberse a la diferente 

escala temporal de ambas aproximaciones metodológicas, a las cuantificaciones en 

diferentes etapas del proceso (expresión génica versus producto final), a que la 

producción de SXT varía con los distintos tiempos de incubación, a la velocidad de 

duplicación en cada fase del crecimiento y a que la cepa también es capaz de producir 

análogos que no son correctamente cuantificados por el test ELISA (ej. 23% de 

reactividad cruzada para GTX 2/3, presente en MVCC19). Esto reafirmaría la 

complejidad del fenómeno de la síntesis de la toxina, lo que explica la variabilidad de 

las cuantificaciones en muestras naturales, así como subraya la importancia de evaluar 

la producción de toxina en relación a la etapa de crecimiento en que se encuentre la 

floración con metodologías complementarias.  

Nuestros resultados contradicen el concepto propuesto de las cianotoxinas como 

metabolitos secundarios de las cianobacterias (Carmichael, 1992, Paerl, 1997). El hecho 

de que se comprobarse que la expresión de genes para la síntesis de SXT ocurre en 

fases tempranas del crecimiento poblacional estaría indicando lo contrario. Si bien el 

costo energético que conlleva la síntesis de SXT (Kellman et al., 2008) es elevado, esta 

toxina estaría siendo sintetizada rápidamente desde el inicio de la fase de crecimiento, 

es decir, desde el comienzo de una potencial floración. 

Como se ha descrito anteriormente, cuando C. raciborskii se encuentra en un ambiente 

sin nitrato disponible la obtención de nitrógeno es a través de la fijación de N2 

atmosférico. Dado que la diferenciación del heterocito está sujeta a la represión 

nutricional mediada por la presencia de N, determinamos cuánto tiempo necesita la 

población para “apagar“ la síntesis de nifH y comenzar a usar únicamente las fuentes 

disueltas de N. Sorprendentemente, la síntesis de nifH continuó en la condición +N 

durante 24 h luego de agregado el nutriente. Durante esa fase se produjo un pequeño 

incremento de la biomasa de la población (5% y 6%, -N y +N, respectivamente). Como 

C. raciborskii se encuentra aún en fase de latencia, la detección de la enzima podría 

deberse al tiempo que la población necesita para censar la disponibilidad del nutriente. 

Esto podría cuestionar la relación a la formación del heterocito y la fijación de N2. Como 

estaba previsto, sí se detectó la presencia de la enzima en los cultivos sin nitrato 

disponible. Se ha observado que el nitrógeno fijado es acumulado en gránulos 

citoplasmáticos de cianoficina (Sherman, 2000; Allen, 1984; Oppermann-Sanio & 

Steinbuchel, 2002), los cuales son considerados un reservorio dinámico de nitrógeno 

cuando son degradados para permitir el crecimiento. Picosi & Balladares (2004) 
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plantean que es posible que este péptido, además de ser degradado para la utilización 

del nitrógeno en las rutas metabólicas, sea liberado para la producción de SXT, ya que 

al degradarlo se liberan ácido apartico y arginina (Allen, 1984; OppermannSanio & 

Steinbuchel, 2002;) siendo este último, el aminoácido precursor del inicio de la síntesis 

de SXT.  

Se ha descrito que Raphidiopsis brookii D9, una cianobacteria similar a C. raciborskii 

también es capaz de sintetizar SXT y análogos pero sin tener la posibilidad de fijar 

nitrógeno. En un estudio genético Stucken et al., 2010 propone que la capacidad de 

formar heterocitos adecuados en esta cianobacteria se perdió secundariamente junto 

con la fijación. Esto sugiere que si la expresión de la toxina estuviera relacionada con la 

accesibilidad de N y que si esta se viera favorecida o disminuida en relación a la 

disponibilidad del nutriente, evolutivamente R. brookii D9 no hubiera perdido la 

capacidad de fijar nitrógeno. Nuestros resultados se relacionan con estos hallazgos y 

fortalecen lo sugerido anteriormente en cuanto a que la producción de la toxina estaría 

mayormente vinculada a la dinámica de crecimiento y no a la presencia del nutriente. 

Los estudios moleculares, especialmente los relacionados con la actividad de grupos de 

genes que involucran metabolitos secundarios, requieren de la habilidad de extraer 

ARN de buena calidad. En este trabajo se puso a punto una técnica de extracción 

basada en la ruptura mecánica de las células. Utilizando el método de bead – beating 

en conjunto con el kit comercial, fue posible generar un protocolo de extracción de 

ARN y síntesis de ADNc confiable. Si bien se observaron variaciones en las 

concentraciones de ADNc entre las réplicas biológicas (necesarias para obtener un 

sustento estadístico) estas variaciones pueden deberse a la manipulación en el 

momento de la extracción. Este protocolo permitió obtener ARN de alta calidad 

requerido para el análisis de expresión génica y genética funcional por qPCR (Bustin, 

2009).  

Mientras que el aumento en la información sobre los riesgos para la salud que 

provocan las floraciones de cianobacterias tóxicas ha aumentado y este fenómeno es 

cada vez más frecuente, la demanda de métodos de monitoreo que permitan una 

detección temprana también ha crecido. Es necesaria una evaluación de la legislación 

actual de nuestro país que se ajuste a los riesgos que generan estos organismos acorde 

al actual conocimiento científico. El método de qPCR que aquí se proporciona, 

acoplado a la eficiente preparación de la muestra, permitiría una alerta temprana de 

una inminente floración tóxica y el monitoreo continuo de la calidad del agua en 

relación a la presencia de cianobacterias tóxicas en el medio ambiente. Esto permitiría 

implementar la aplicación de estrategias de control para evitar la exposición humana a 

cianobacterias productoras de saxitoxinas (y otras toxinas) antes de llegar a niveles 

peligrosos para la salud humana y animal. La aplicación una estrategia de seguimiento 
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a través qPCR durante un evento de floración, conjuntamente con la utilización de 

métodos tradicionales de detección de toxinas, podrían proporcionar información 

crítica con respecto a la calidad del agua y a la ecofisiología de cianobacterias. A través 

de la detección en muestras ambientales con los genes que aquí se proponen (sxtI y 

sxtU) se podría indicar la presencia de especies productoras de saxitoxina y análogos. 

La aplicación de un “análisis de perfil de genes" en la predicción de la producción de la 

toxina en nuevas cepas tóxicas también podría ayudar en la evaluación del riesgo de 

toxicidad debido a la continua proliferación de floraciones de cianobacterias en 

ecosistemas acuáticos.  
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6 Conclusiones y perspectivas  

En este trabajo de determinó que la expresión de SXT no es influida directamente por 

la disponibilidad de nitrato sino que este proceso estaría mayormente relacionado con 

la actividad metabólica y por consiguiente a la fase de crecimiento de la población 

bacteriana. Por lo tanto el nitrato tendría un efecto indirecto en la producción de 

toxinas, como podría serlo otro factor que se encuentre transitoriamente limitando el 

crecimiento, cuyo incremento desencadenaría el crecimiento exponencial o floración 

(ej, fosfato, luz, temperatura). El efecto que tiene el nutriente sobre el crecimiento de 

la cepa sería lo que habría provocado las diferencias en cuanto a la expresión relativa 

de sxtI y sxtU entre tratamientos. Al ser una especie capaz de adaptarse a distintas 

condiciones ambientales es probable que tenga una estrategia flexible en cuanto a la 

utilización del nitrógeno sin que este influya en el desarrollo final de la toxina. El 

aumento de la producción de toxina podría estar mayormente relacionado con la 

preparación que podrían tener estas bacterias al comienzo de una floración a fin de 

colonizar el ambiente sintetizando un tipo de SXT al inicio y luego sus análogos.  

En este trabajo se desarrolló un protocolo de extracción de ARN fácil y eficiente con el 

que es posible extraer una concentración de ADNc suficiente para ser utilizada en 

ensayos de PCR en tiempo final y en tiempo real. Respecto a los primers diseñados, 

estos demostraron amplificar con éxito la región elegida. Los primers funcionaron bajo 

las condiciones de trabajo establecidas ya que no evidenciaron productos inespecíficos 

de amplificación, confirmando por las curvas de melting. 

Para continuar con los estudios sobre los posibles factores que inducen la expresión de 

SXT, sería necesario realizar este mismo análisis durante otras fases del crecimiento de 

la población. Asimismo, sería importante analizar el comportamiento de C. raciborskii 

en cuanto a la expresión génica de SXT directamente en el ambiente, así como una 

evaluación de la expresión de los genes que codifican para el metabolismo de la 

cianoficina (cianoficina sintetasa y cianoficinasa) que se encuentran en el heterocito 

(Picosi & Balladares, 2003). Esta aproximación permitiría determinar la existencia de un 

vínculo entre la expresión de SXT y la degradación de este péptido que libera arginina y 

la dejaría disponible para la síntesis de toxina.  
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ANEXO 1: 

Curvas de amplificación y melting para las extracciones de prueba (Figura 1’ a y b): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1’(a y b): Ensayo de qPCR para el gen sxtU con las extracciones de 

prueba de muestra sin diluir, 5:15 y 1:15. (a) Curvas de amplificación para el 

gen sxtU. (b) Curva de melting:  

(a) 

(b) 
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ANEXO 2 

Curvas de amplificación para la determinación de la eficiencia de amplificación: 

Eficiencia del gen sxtI (Figura 2’ a y b): 

 

 

 

 

 

 

Eficiencia del gen sxtU (Figura 2’ c y d): 

 

 

 

 

 

 

 

Eficiencia del gen 16S (Figura 2’ e y f): 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3  

Figura 2’ (e y f): Curva de calibración para el gen 16S. (e) Curvas de amplificación para las diluciones 1/10, 

1/100 y 1/1000. (f) Curva de calibración: Eficiencia de reacción 96.8%. Slope – 3.402 y r
2 

0.996. 

(e) (f) 

Figura 2’(a y b): Curva de calibración para el gen sxtI. (a) Curvas de amplificación para las diluciones 1/10, 

1/100 y 1/1000. (b) Curva de calibración: Eficiencia de reacción 97.6%. Slope – 3.382 y r
2 

0.999. 

(a) (b) 

(c) 

Figura 2’(c y d): Curva de calibración para el gen sxtU. (c) Curvas de amplificación para las diluciones 

1/10, 1/100 y 1/1000. (d) Curva de calibración: Eficiencia de reacción 90.5%. Slope – 3.574 y r2 0.999. 

(d) 
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ANEXO 3 

Curvas de amplificación para los genes 16S, sxtU y sxtI en cada tratamiento (+N y –N) 

Figura 3’ (a y b): 

 

Figura 3’ (a): Curvas de amplificación de los genes sxtU, sxtI y 16S en la condición con agregado de Nitrógeno 

externo. Las primeras curvas de amplificación corresponden al gen 16S y el segundo grupo de curvas 

corresponde a los genes de SXT. (b) Curvas de amplificación de los genes sxtU, sxtI y 16S para la condición sin 

Nitrógeno agregado. (a y b) Las curvas de amplificación que corresponden al gen 16S muestras valores de Ct 

menores, con respecto a la las curvas de amplificación para los genes de SXT. Este valor es inversamente 

proporcional a la cantidad inicial de moléculas específicas en la muestra original. Las curvas que 

corresponden a los genes de SXT muestran valores de Ct mayores con respecto al 16S. A menor 

concentración de secuencia en la muestra inicial, se necesitará más ciclos para ser detectada, por lo tanto se 

obtienen valores de Ct mayores para muestras con menor cantidad de transcriptos. 

 

 

 

16S sxtU y 

sxtI 

 

16S sxtU y sxtI 

(a) (b) 
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