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RESUMEN

Las floraciones de cianobacterias son fenomenos que ocurren frecuentemente en los
ecosistemas acuaticos limnicos y se han incrementado en las ulfimas décadas debido
a la eutrofizacion y el cambio climatico. En general, las especies que producen
floraciones son potencialmente toxicas, lo cual provoca el deterioro de la calidad del
agua y perdida de biodiversidad. Por ello, las floraciones de cianobacterias deben ser
delectadas en estadios tempranos de su desarrollo, siendo necesario predecir el
fenomeno para aplicar medidas preventivas. La cianobacteria filamentosa
Cylindrospermopsis raciborskii constituye un gran riesgo por Su aparente
comportamiento invasor hacia latitudes templadas y alta foxicidad. Dicha cianobacteria
produce /as toxinas cylindrospermopsina (CYN), que causa la inhibicion irreversible de
la fosfatasa del higado, fumores y diarreas, y saxifoxina (STX) que bloquea el flujo de
sodlio en la membrana celular resultando en paralisis muscular. No se conocen aun los
factores que promueven la produccion de foxinas en esta especie. Sin embargo, se
postula que la actividad metabdlica afecta la produccion de toxinas, por ejemplo en
condiciones ambientales suboptimas tales como el estrés por nutrientes. E/ objetivo de
este frabajo fue estudiar la expresion de genes involucrados en la sintesis de CYN
(cyrA) y STX (sxtl) en cepas de C. raciborskii productoras de dichas toxinas culfivadas
en distintas condiciones de estrés nutricional (variaciones en la disponibilidad de
nitrogeno y fosforo) mediante PCR en tiempo real (QPCR-TR). La cepa de C.
raciborskii producfora de CYN correspondio a un aislamienfo de Australia
(CYPKO11K), mientras que las productoras de STX se aislaron de sistemas acuaticos
de Uruguay (MVCC19 y MVCC14) y USA (CCMP1973). Los resultados obtenidos

mostraron que fodas las cepas expresaron los genes para ambas cianotoxinas en



todas las condiciones ensayadas, observandose distintos patrones de expresion entre
ellas. Las cepas uruguayas no mostraron expresion de cyrA, confirmando la ausencia
de produccion de CYN en los culfivos. En general, las cepas productoras de STX
mostraron mayor expresion del gen sxtl en condiciones de deficiencia de N, siendo
mayor adn cuando habia P presente. Las diferencias en la expresion de sxitl
observadas para las distintas cepas en las condiciones nutricionales ensayadas
reflejarian diferencias a nivel ecofisiologico, sugiriendo que se ftratarian de distintos
ecotipos de la especie. La evidencia obfenida hasta el momento apunta a que no
existiria una regulacion génica del cluster sxt dada por los nutrientes en si, sino que la
expresion gparenta ser constitutiva y depender de la capacidad de crecimiento de las

cepas.



Introduccion

INTRODUCCION

Floraciones de cianobacteria toxicas

Las floraciones de cianobacterias son aumentos abruptos de una poblacion o de
algunas poblaciones en un periodo corto de tiempo que ocurren naturalmente en los
cuerpos de agua y pueden ser uni o multiespecificos. Sin embargo, en las ultimas
décadas han aumentado su frecuencia a nivel mundial y esto se lo atribuye al cambio
climatico (Paerl & Huisman, 2008), que ha ocasionado el aumento de la temperatura a
nivel mundial y a la eutrofizacion, que es el aumento de nutrientes (principalmente
nitrégeno y fosforo) debido a actividades antropogénicas como son la escorrentia de
suelos con fertilizantes o ingreso de desechos organicos o aguas servidas a los
ecosistemas acuaticos, entre otros (Schindler ef a/, 2008, Conely & Paerl, 2009). Los
factores generales que causan las floraciones se encuentran esquematizados en la

Figura 1 junto con las consecuencias (Gkelis ef al., 2014, Smith & Schindler, 2009).

Una de las principales consecuencias de las floraciones de cianobacterias es la
intoxicacion, ya que muchas producen cianotoxinas que pueden ocasionar la muerte
tanto de animales acuaticos como terrestres, y humanos por la ingesta de alimentos y
agua contaminadas, y a la exposicion durante actividades recreaciones acuaticas en
cuerpos de aguas contaminados (Corbel ef al., 2014, Merel et al., 2013, Alonzo et al,

2009, Azevedo et al., 2002).

Las poblaciones de cianobacterias en una floracidon pueden ser dominadas por una
Unica especie o por varias, algunas de las cuales pueden ser no tdxicas (Chorus &
Bartram, 1999). Aun dentro de un florecimiento de una uUnica especie puede haber

mezcla de poblaciones téxicas y no téxicas (Chorus & Bartram, 1999). Como cada
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especie puede producir mas de un tipo de toxina y su produccion puede variar con
distintas condiciones ambientales, entre cepas y segun el estado fisioldgico, la
toxicidad de una floracién puede ser producida por una cepa extremadamente toxica
que se encuentre en baja biomasa en relacion al resto de las cepas no téxicas

dominantes (Piccini ef al,, 2013, 2011, Martigani, 2012).

Causas
M Carga de M intensidad luminosa 1T del agua M Tiempo de \L Turbulencia
nutrientes (Ny P)  (primavera - verano) (+de 20C) residencia del agua

| |
l

Floraciones de Cianobacterias
Consecuencias

] | )

Olor y sabor T PH Riesgo de Anoxia Obstruccion de Pérdida de
desagradable intoxicacion valvulas y filtros biodiversidad

Figura 1 - Causas y consecuencias generales de las floraciones de cianobacterias.

Las cianotoxinas son metabolitos secundarios que se encuentran contenidas dentro de
las células o unidas a ellas y solo un pequefo porcentaje del total se halla disuelto en
el agua, el que es liberado cuando se lisan las células ya sea naturalmente por
senescencia, por el ataque de depredadores y patégenos o por el tratamiento con
alguicidas. Las cianotoxinas comprenden un amplio rango de moléculas que se
clasifican en tres categorias de acuerdo con su 6rgano blanco. Las identificadas hasta

el presente son hepatotoxinas que involucra 90 tipos de microcistinas, 9 tipos de
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nodularinas y 3 tipos de cylindrospermopsina, neurotoxinas que involucra 20 tipos de
saxitoxinas, 3 tipos de beta-N-metil amino-L-alanina (BMAA), 5 tipos de anatoxinas-A,
y dermatoxinas que incluye multiples lipopolisacaridos (LPS) desencadenantes de
gastroenteritis o respuestas alérgicas (Merel et al., 2013, Chorus, 2012). El nUmero de
cianotoxinas conocidas crece dia a dia (Wiese ef al., 2010, Merel ef al,, 2013, Pantelic
et al., 2013). Las cianobacterias pueden producir varias toxinas simultdneamente y se
ha caracterizado mas de una microcistina a partir de una unica cepa, aunque
usualmente solo una o dos toxinas son dominantes para una cepa especifica

(Dittmann et al., 2013).

Existen mas de 40 especies representantes de 20 géneros de 3 oOrdenes de
cianobacterias que producen cianotoxinas en el mundo (Stewart & Falconer, 2008). En
el Uruguay se han encontrado floraciones téxicas en los rios Uruguay y Rio Negro, en
el estuario Rio de la Plata, en los embalses de Salto Grande y de Rio Negro, en lagos
y lagunas como Lago Javier, Laguna Blanca, Laguna de Rocha y Laguna de Castillos
(Bonilla et al,, 2015, 2009, 2006, Ferrari, 2009, Vidal & Kruk, 2008, Vidal ef a/,, 2007,
Sienra & Ferrari, 2006, Ferrari & Vidal, 2006, Ferrari & Méndez, 2004 y 2000, Kruk ef
al, 2002, De Ledn & Yunes, 2001, Bonilla & Conde, 2000, Pérez ef a/., 1999, Somma,
2014). Si bien en nuestro pais los analisis se han enfatizado en cianobacterias
planténicas, son de igual importancia las floraciones toxicas de especies bentonicas
que también pueden ocasionar grandes deterioros en los cuerpos de agua (Borges ef
al, 2015, Quiblier et al, 2013). Las cianobacterias encontradas hasta el momento en
Uruguay pertenecen a 15 géneros: 5 del Orden Chroococales, 4 del Orden

Oscillatoriales y 6 del Orden Nostocales. Dentro del Orden ANosfocales encontramos
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Raphidiopsis,  Anabaenopsis, = Nodularia,  Aphanizomenon,  Cuspidothrix 'y

Cylindrospermopsis (Bonilla ef al,, 2015).

Cylindrospermopsis raciborskii

La cianobacteria C. raciborskii, del orden Nostocales, forma filamentos que contienen
varias células vegetativas cilindricas y presenta aerotopos, heterocistos terminales y
acinetes ovalados y separados de los heterocistos (Padisak, 1997). Presenta por tanto
diferenciacion celular, en la que distintas células cumplen diferentes funciones. El
poseer heterocistos le permite fijar el nitrogeno atmosférico cuando los niveles de
nitrdgeno inorganico son extremadamente bajos. Esta especie produce floraciones
dispersivas en sistemas someros eutréficos mezclados. Es capaz de tolerar un amplio
rango de temperaturas y regimenes luminicos, y presenta diversas estrategias
nutricionales (Antunes ef al,, 2015, Bonilla ef a/., 2012, Wu ef al., 2012, Vidal & Kruck,

2008).

Se la describi6 originalmente como una especie tropical (Padisak, 1997), pero
recientemente se ha registrado un aumento de floraciones en climas subtropicales y
templados a nivel mundial (Sinha ef a/,, 2012, Bonilla et a/,, 2012). Las caracteristicas
fisiolégicas de la especie le confieren un caracter invasor (Sukenik ef al., 2012). Su
reciente aparicion en zonas templadas se adjudica tanto al cambio climatico como a la
eutrofizacidon (Antunes ef al;; 2015, Tundisi ef al., 2015, Wood et al., 2014, Sinha et al.,
2012), asi como también a su eficiencia en la captacion de nutrientes (Amaral ef al,,

2014, Shafik ef al, 2001, Istvanovics et al, 2000). Estudios de las cepas de nuestro
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pais revelaron, ademas, su gran plasticidad fenotipica y la existencia de distintos

ecotipos (Bonilla ef al., 2012, Piccini et al., 2011).

C. raciborskii es capaz de producir cylindrospermopsina, saxitoxina y sus analogos
neosaxitoxina y neusaxitoxina, microcistina LR, ademas de LPS; aunque se contindan
descubriendo nuevas toxinas (Jaja-Chimedza ef al,, 2015, Wimmer ef al., 2014, O’Neil
et al, 2012). Segun su distribucion geografica es el tipo de toxina que generalmente
producen, siendo las cepas de Asia y Australia productoras de cylindrospermopsina,
las cepas de Sudamérica productoras de saxitoxina y sus analogos, y las cepas de
Europa, Africa y Norteamérica no producen toxinas (Carloto ef al,, 2015, Stucken et al,,
2009). Analisis genéticos indican que existen clusters filogeograficos continentales
debido a una dispersion antigua de la especie a nivel mundial lo que explicaria la
distribucion y su toxicidad (Sinha et a/, 2012, Piccini ef al., 2011, Gugger et al., 2005,

Neilan et al., 2003).

En nuestro pais se ha encontrado C. raciborskii principalmente en la region Este, en
lagos someros de Canelones y Maldonado destinados a la potabilizacion y la
recreacion (Fabre ef al, 2010, Vidal & Kruk, 2008, Bonilla & Conde, 2000). Un caso
emblematico es el de las floraciones recurrentes de C. raciborskii en la Laguna del
Sauce y Laguna Blanca, las que abastecen de agua potable a Maldonado, Punta del
Este y José Ignacio, lo que ocasiona graves inconvenientes en la potabilizacién del
agua. Se han aislado 2 cepas productoras de saxitoxina de estos ambientes (Bonilla ef
al, 2009), las que constituyen ecotipos diferentes (Piccini ef al, 2011). Se ha
confirmado que ambas cepas presentan el cluster genético para la biosintesis de STX

y producen ésta toxina en altas concentraciones, y que presentan genes del cluster
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geneético para la biosintesis de CYN pero no son capaces de producirla (Piccini ef al,

2013, Hoff-Risseti ef al,, 2013).

Tanto la biosintesis de saxitoxina como de cylindrospermopsina es no ribosomal
(Dittman et al, 2013). En el caso del cluster cyr, los genes para la biosintesis,
regulacion y exportacion de la toxina cylindrospermopsina (Sinha ef al,, 2014, Pearson
et al, 2010, Mihali ef a/., 2008) involucran 42 kb con 15 marcos de lectura abiertos, su

organizacion se resume en la Figura 2.

BNKENA B I EDNE DN
12 16 20 24 28 32 36 40 44
(] Amidinotransferase 1  Transport
PKS/NRPS ] Regulator
B Uracil ring 72 Transposase
Tailoring

Figura 2 - Organizacion estructural del cluster génico de cylindrospermopsina para C.
raciborskiif AWT205 (Mihali ef al., 2008).

La estructura proteica de la toxina cylindrospermopsina es compleja por lo que
involucra la actividad de varias enzimas como péptido sintasa no ribosomal (NRPS),
poliquinasa sintasa (PKS) y sistema mixto de NRPS/PKS (Mihali et al, 2008). Los
genes que codifican para estas enzimas en general siempre estan adyacentes entre si
en el cromosoma y forman clusters génicos de metabolitos secundarios. El primer
paso de biosintesis de CYN involucra una amidinotransferasa producto del gen cyrAy
en el segundo paso la actividad de una NRPS producto del gen cyrB. Se continua la

formacion del esqueleto carbonado de la toxina gracias a la actividad de una serie de
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enzimas PKS, producto de los genes cyrC, cyrD, cyrE y cyrF, que en dicho orden
producen enzimas PKS. Los genes cyrG y cyrH codifican para proteinas que
intervienen en la formacion del anillo de uracilo. A continuacion, una hidroxilasa
producto de cyr/, una sulfotransferasa producto del gen cyr/ y una adenilin sulfato
quinasa producto del gen cyrN finalizan la biosintesis de CYN. El transporte de la
toxina involucraria el gen cyrK que codifica para un posible exportador y la regulacion
de la expresién posiblemente se debe al posible regulador codificado por el gen cyrO.

El producto de los genes cyrL y cyrM del cluster cyr codifican para transposasas.

La caracterizacion del clustfer sxt para la biosintesis de saxitoxina (Kellmann ef al.,
2008) involucra 35 kb que produciria 26 proteinas con 30 funciones cataliticas. El
grupo de genes putativos responsables de la sintesis de saxitoxina se ha identificado
(Figura 3) y se ha propuesto una ruta biosintética (Wang ef al, 2015, Murray ef al.,
2011, Stucken et al, 2010, Mihali et al., 2009, Moustafa ef a/, 2009, Kellmann ef al.,

2008).

Los genomas de C. raciborskii secuenciados hasta el momento proceden de cepas de
Australia y Raphidiopsis brooki de Brasil, los cuales presentan una gran homologia
entre si (Sinha et al, 2014, Stucken ef al,, 2010). Cabe mencionar que esta toxina la
producen otras cianobacterias, incluso eucariotas como los dinoflagelados, y que un
analisis detallado del cluster para dicha toxina nos hace intuir un origen comun y
reciente (Stucken ef al, 2010). En la Figura 3 se muestra el clusfer de genes de

saxitoxina indicado por Kellmann et a/. (2008) para la cepa T3 de C. raciborskii.
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D polyketide synthase ' transporter D transposase

D transferase D STX-binding inactivated/partial ORF

" hydroxylase D putative regulatory subunits " ORF outside sxt chister

D hydrolase D transcriptional regulator

D oxido-reductase/electron carrier D unknown gene

Figura 3 - Organizacién estructural del cluster génico de saxitoxina para C. raciborskii
T3 (Kellmann ef al,, 2008).

La biosintesis de STX es compleja, sin embargo se han descrito los genes putativos
para cada una de las enzimas involucradas en la biosintesis de SXT, la cual inicia con
enzimas PKS, productos del gen sxtA, que realiza la metilacion de un acetato y la
reaccion de condensacion de Claisen entre propionato y arginina (Figura 4). El primer
intermediario producido (A’) es entonces sustrato de una enzima amidinotransferasa
codificada por el gen sxtG, dando lugar al segundo intermediario (B’) sobre el cual
actua una enzima citidina desaminasa codificada por el gen sxtB para dar comienzo a
la formacién de tres heterociclos. Para esto el intermediario resultante de la reaccion
anterior (C’) es sustrato de una esterol desaturasa codificada por el gen sxtD dando el
intermediario (D’) sobre el que actua una enzima multifuncional producto del gen sxtS
que podria hidroxilar, epoxidar, desaturar y ciclar, y luego una enzima hidrogenasa
producto del gen sxtU reduce el grupo aldehido terminal del precursor de STX (E’).

Posteriormente, la enzima O-carbamoiltransferasa producto del gen sxtl actua sobre
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intermediario (E’) para dar lugar al ultimo intermediario (F’) en la ruta de biosintesis de
SXT (Figura 4). Cabe mencionar que los homélogos de sxtl estan presentes
exclusivamente en cepas toxicas en cuatro géneros de cianobacterias (Kellman et al.,
2008). Finalmente, mediante la accion concertada de enzimas producto de los genes
sxtV, stxW, sxtH y sxtT se genera a partir del intermediario (F’) la molécula de
saxitoxina que es a su vez precursora de sus analogos neosaxitoxina (NEO),

gonyautoxina 5 (GTX 5), GTX 2/3 y C 1/2 (Soto-Liebe et al., 2010).

~
SxtA SxtA SxtA CHy CH,
@ e SAM argimane @ @ ‘ntuum i NHs
3 @ > (3 G 4
d NH*
SAH o rmlh:m
)-o o NH
CHy 1 h‘cn_ 2 Ho o .
HC > NH
acelyl-ACP propionyl-ACP. Al B
4 # H,O
H
]
CHy H—C—H
N N
H - ~
CHO o5 §——m ,\—>=er;.‘
" H N o H N a-ketoglutarate + O, NH NAD(PH NH
)\ \>—NH; - )\ \>—NR, 472 <?L
p H N H
HzN NQ HoN "\H suecinate + CO, NAD(P)
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g ety
p Nz HaN" o NH

@ @

)
c \ulw
HN N N
)\ = NH,* >—Nh
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n .0

succinate fumante

E' saxitoxin

Figura 4 — Ruta de biosintesis de STX y la posible funcién de los genes involucrados
(Kellman et al., 2008).
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(Pueden las condiciones ambientales estimular la expresion de

cianotoxinas?

Se han realizado diversos estudios intentando dilucidar qué factores regulan la
expresion de cianotoxinas por las cianobacterias, y especialmente si su sintesis es
influida por variables ambientales, sin poder arribar a resultados concluyentes.
Algunos estudios proponen que la produccién de cianotoxinas responde a una sintesis
constitutiva en diferentes disposiciones de nitrogeno (N) y fosforo (P) del medio (Willis
et al., 2015, Davis ef al., 2014, Wu ef al., 2012), mientras que otros estudios sugieren
que las condiciones ambientales pueden influir (Burford ef a/, 2014) (Chislock ef al.,
2014, Stucken ef al, 2010), principalmente durante la fase inicial de crecimiento

estimulado por la disponibilidad de N (Vico ef al, 2016).

En general, los estudios de la influencia del ambiente sobre la expresiéon de
cianotoxinas han dado resultados contradictorios (Boopathi ef al/, 2014). Se ha
estudiado la influencia de los macronutrientes, como lo son el nitrégeno y el fésforo
sobre la expresion de genes sxt (Vico et al., 2016, Willis et al, 2015, Burford ef al.,
2014, Chislock et al., 2014, Davis ef al., 2014, Stucken et al., 2014, 2010, Pattanaik ef
al., 2010, Saker & Neilan, 2001, Saker ef al., 1999, Rapala ef al., 1997, Lehtimaki ef
al, 1997, 1994, Sivonen et al, 1990), los micronutrientes (Utkilen & Gjolme, 1995,
Lukac & Aegerter, 1993), la radiacion solar (Carneiro et al., 2013, Carey ef al., 2012,
Schwaderer ef al, 2011, Scheffer & Nes, 2007, Rapala ef al., 1997, Lehtimaki ef al.,
1994, Utkilen & Gjolme, 1992, Sivonen et al, 1990) y el crecimiento entre otros
(Harland et al., 2015, Davis ef al,, 2014, Casero et al,, 2014, Soto-Liebe et al., 2012,
Sivoven & Jones, 1999). Se ha descrito que en condiciones de limitacién de nitrogeno,

pero con cantidades suficientes de fosforo, prosperan las cianobacterias fijadoras de

12
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nitrdgeno que son principalmente del orden Nostocales, ya que son la mayoria de las
especies del orden son capaces de fijar el nitrogeno atmosférico (Sukenik ef al., 2012).
Estudios que concluyen que no existiria influencia del ambiente en la expresién
resaltan que la mayoria de los genes involucrados en la biosintesis de esta toxina en

C. raciborskii no estarian regulados a nivel transcripcional (Stucken et al,, 2010).

Dado que los estudios realizados hasta el momento no han obtenido resultados
concluyentes en conocer si los factores ambientales ejercen influencia en la expresién
de cianotoxinas y de qué manera lo hacen, y que existe un notorio incremento de
floraciones potencialmente toxicas en cuerpos de agua uruguayos, se hacen
necesarios mas estudios sobre el comportamiento de las cepas de C. raciborskii de
nuestro pais. En particular, los estudios que combinan la ecofisiologia con la expresion
génica brindan nuevas perspectivas para profundizar en el conocimiento de las
respuestas de estos organismos a los cambios ambientales y su persistencia en el
ecosistema. La disponibilidad de nitrogeno y fosforo influye directamente la fisiologia
de las cianobacterias téxicas, y por lo tanto, afecta su capacidad de producir
metabolitos como respuesta al estrés nutricional, cuando los nutrientes escasean, o
cuando se desencadena el crecimiento exponencial cuando su concentraciéon
aumenta. Por este motivo es importante dilucidar el rol de ambos nutrientes en la

produccién de cianotoxinas.
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Hipdtesis y Objetivo

HIPOTESIS

Se ha sugerido que a pesar de que la molécula de STX contiene 7 atomos de N, la
produccion de la toxina no estaria vinculada directamente a la disponibilidad y calidad
de ese nutriente sino a la tasa de crecimiento de la poblacién (Vico ef al, 2016,

Stucken ef al, 2014, Moinsander et al., 2008).

En base a los antecedentes, la hipétesis de este trabajo propone que la transcripcion
de los genes implicados en la biosintesis de STX en C. raciborskii no estarian

regulados directamente por la disponibilidad de nutrientes.

PREDICCIONES

1) Dado que tanto el N como el P son esenciales e imponen restricciones e incluso
limitan el crecimiento de las cianobacterias, proponemos que la transcripcion de
genes sxt sera mayor en condiciones en las que existe suficiencia de ambos

nutrientes para sostener el crecimiento de la poblacion (+N+P).

2) En virtud de las diferencias ecolégicas y geograficas de las cepas productoras de
STX y CYN, los patrones de expresidn en presencia y/o ausencia de Ny P en
ambos casos seran diferentes, reflejando los distintos roles ecolégicos de las

toxinas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la disponibilidad de nutrientes (nitrégeno y fésforo) en la
transcripcion de genes del cluster sxt y el cluster cyr por cepas uruguayas de

Cylindrospermopsis raciborski.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la funcién y posible regulacion por factores ambientales del producto del

gen sxt/de C. raciborskii mediante analisis bioinformaticos.

2. Disefar primers especificos para genes de saxitoxina y cylindrospermopsina, asi

como el gen para el ARNr 16S de C. raciborskii.

3. Poner a punto los primers anteriormente disefiados en reacciones de PCR.

4. Detectar y cuantificar la presencia de sxf/ y cyrA en cepas de C. raciborskii

productoras de saxitoxina y cylindrospermopsina, respectivamente.

5. Conocer la expresidbn de los genes evaluados en distintas condiciones de

disponibilidad de nitrégeno y fosforo.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis in silico del cluster sxt

Para el estudio de la funcién y posible regulacion del gen sx#/ en este trabajo nos
basamos en una secuencia que corresponde al clusfer de saxitoxina completo de
Cylindrospermopsis raciborskii T3 (DQ787200.1 del GenBank). Se analizaron los
productos de los distintos genes del clusfer sxty se empled la funcién Protein blast del
NCBI para buscar motivos conservados que pudieran determinar una funcion predicha,
la pertenencia a Superfamilias proteicas y la funcién del representante mas conocido

de esa familia de proteinas, con énfasis en el gen sxi/.

Aislamientos y condiciones de cultivo de C. raciborskii

Las cepas uruguayas de C. raciborskii utilizadas en este estudio fueron colectadas en
enero del 2009 en la Laguna Blanca (34° 53’ S, 54° 20’ W): aislamiento MVCC14; y en
el Lago Javier (34° 51’ S, 56° 02’ W), aislamiento MVCC19; ambas productoras de
STX (Piccini et al, 2013, 2011). También se estudiaron las cepas CCMP1973 de
EEUU (Florida) productora de STX y CYP011K de Australia productora de CYN (Hoff-
Rissetti ef al., 2013). Las cepas nativas fueron aisladas y mantenidas en el cepario de

cianobacterias de la Seccién Limnologia, Facultad de Ciencias.

Las distintas cepas fueron incubadas en botellas conteniendo 200 ml de medio BG11
modificado de Stainer ef al. (1971) a 26 °C y con un fotoperiodo de luz:oscuridad 16:8
hs. de 60 umol de fotones m-2 s-1. Los cultivos fueron aireados con burbujeo continuo

de aire prefiltrado y humedecido con agua Milli-Q estéril. Las cepas se cultivaron en
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cuatro condiciones nutricionales (tratamientos) de deficiencia o suficiencia por
Nitrégeno (N), limitacion o suficiencia por Fésforo (P) o ambos nutrientes: +N+P, +N-P,
-N+P y -N-P, modificando la composicion del medio de cultivo BG11. Las
concentraciones de estos nutrientes empleadas en el medio de cultivo para el

crecimiento de las distintas cepas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1 — Concentracion de nutrientes aportados en el medio de cultivo BG11 para los

tratamientos de crecimiento de las distintas cepas.

Condiciones Concentracion de nitrato como Concentracion de fosfato
nutricionales NaNO3; (mM) como KaHPO, (M)
+N+P 17.6 230
+N-P 17.6 10
N+P | 230
-N-P | 10

Se evaluo el crecimiento de los cultivos midiendo la turbidez por densidad optica a 750
nm (espectrofotometro Thermo Evolution 60), clorofila a y ficocianina por fluorescencia
(Aquafluor Turner Designs). Cabe destacar que los cultivos obtenidos se denominan
monoespecificos pero no axénicos, lo cual significa que se desarrolla una Unica
especie de productores primarios (en este caso C. raciborskii) pero existen también
poblaciones de bacterias heterétrofas principalmente asociadas a la vaina de mucilago

que presenta este especie.
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Diseiio de primers

Se desarrollaron primers especificos para los genes sxt/ (O-carbamiltransferasa
involucrada en la sintesis de STX) y para el gen cyrA (amidinotransferasa de la ruta
biosintética de CYN) también llamados “aoaA’ por haberse descrito primeramente en
Aphanizomenon (Tabla 2). Para el disefio de primers especificos se realizé una
busqueda de las secuencias nucleotidicas de los genes de interés en el GenBank. Las
secuencias se alinearon con el software ClustalX para identificar aquellas partes de las
secuencias que estuvieran altamente conservadas. Los primers se diseiaron con el
software Primer3. Se seleccionaron aquellos que cumplieron con las condiciones
necesarias para su aplicaciéon en gqPCR-TR, como por ejemplo prevenir amplificacion
inespecifica, que sus extremos 5" y 3" no formen estructuras secundarias, horquillas y

homo u heterodimeros, mediante el software OligoAnalizer de www.idtdna.com.

La especificidad de los primers para los genes evaluados se verificd empleando cepas
control y secuenciacion los productos de PCR (Macrogen Inc.
http://www.macrogen.com/eng/index/). Las secuencias obtenidas fueron editadas con
el software BioEdit versiéon 7.1.11 y se utilizé la funcién “Nucleotide blast” del NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgise) para su identificacion. Como gen de
referencia para el qPCR-TR se emplearon primers para el gen ARNr 16S de

cianobacterias, 740F (Hugenholtz ef al, 1998) y 809R (Jungblut ef a/., 2005).
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Tabla 2 - Listado de primers disefiados y utilizados para el estudio de las muestras.

Tamafio Tamafio
Primer Secuencia Tm (°C) %GC esperado Referencia
(pb) '
(pb)
Este trabajo
sxtI1R CAA ATT CCC GCA GTC ACT CA 55,5 20 50
113 _
sxtIlF  CAA CCA GTT CGT GCC TCA AA 55,9 20 50 Este trabajo
Este trabajo
sxtl2R  TGC AGT GGG AGC AGC TTT AG 56,5 20 55
71 _
sxt2F  GAT CGC CTG CTG TTG AAG TG 56,5 20 55 Este trabajo
Este trabajo
a0aAlR  CCG CTT CAT GAG TTG CTA GA 54,7 20 50
80 _
a0aALF  GAA CCG CCA AAC TCA AAG AC 54,4 20 50 Este trabajo
Este trabajo
a0aA2 R CTG GAA TGC TGC GCC TAA AC 56,9 20 55
72 _
a0aA2 F  TCC ATC GGA CAC TCC CAG AA 56,8 20 55 Este trabajo
Hugenholtz et
740F  GGCYRWAWCTGACACTSAGGGA 58,6 22 54,5 al., 1998
70 Jungblut et al.,
809R GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA 66,9 24 66,7 2005

Lisis celular de cultivos de C. raciborskii

El ADN y el ARN de los aislamientos de C. raciborskii se extrajeron de acuerdo a un

protocolo de Wu et al. (2000) modificado (Piccini et al., 2011). Para el lisado celular se

emplearon 50 ml de cultivo fresco de cianobacterias de cada aislamiento. Se

centrifugaron a 6000 g por 10 min a temperatura ambiente y se resuspendieron las

células en 2 ml de buffer conteniendo Tris 100 mM, EDTA (pH 8) 50 mM y NaCl 100

mM. Luego de incubar 10 min a temperatura ambiente se agregd Sarkosyl a una

concentracion final de 0.1% y se incub6 60 min a 4 °C. Las muestras se centrifugaron

a 8000 g por 10 min y se lavaron los pellets con 2 ml de buffer TES (50 mM Tris, 5 mM

EDTA (pH 8) y 50 mM NaCl. A continuacion, las muestras se resuspendieron en buffer
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TE conteniendo lisozima a una concentracion final de 0,5 mg ml' y se las incubo
durante 30 min a 37 °C. Se afadié6 SDS a una concentracién final de 1 % y luego de
agitar bien y se incub6 10 min a 37 °C. Para finalizar la lisis, se agregod proteinasa K a
una concentracion final de 50 ug ml' y se incub6 durante 60 min a 55 °C para ARN y
90 min a 50 °C para ADN. Adicionalmente se ensayaron otros métodos de lisis celular:
sonificacién, alta temperatura y microondas, los cuales se detallan en Anexos junto

con los resultados.

Extraccion y purificacion de ADN

Para la extraccion de ADN, al lisado anterior se le agregé un volumen igual de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcld con cuidado y se centrifugd a 10.000 g
durante 10 min. La fase acuosa se colecto y transfirié a un tubo nuevo para repetir 3
veces la extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico. Posteriormente la fase acuosa
se transfirid a un tubo nuevo, se mezcld con 2/3 volumenes de NaCl 5M y luego con
un volumen de isopropanol y se centrifugé para sedimentar el ADN. Se descart6 el
sobrenadante y se agreg6 etanol 70 % frio. Se centrifugd nuevamente y se descarto el
sobrenadante. El pellet se dej6 secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 180
ul TE. EI ADN obtenido se evalué mediante gel de agarosa 0,9 % en TBE 0,5 X (110 V
20 min) con 1 Kb DNA ladder (Fermentas) como marcador de tamafio molecular (MP)
y mediante espectrofotometria en Nanodrop. El gel fue revelado con bromuro de etidio

(1 ug ml/l), dando ADN de buena calidad e integro. EI ADN se conservé a -20 °C.
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Extraccion y purificacion de ARNm

Se puso a punto el método de extraccion de ARN a partir de la lisis quimica de un
cultivo, descripta anteriormente. Las muestras de lisado se centrifugaron a 8000 g 10
min y se descarté el sobrenadante. El pellet obtenido se procesoé a partir del paso 2 del
kit AxyPrep Multisource Total RNA MiniprepKit (Axygen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Finalmente, el ARN de las muestras se resuspendié en 80
pl de buffer TE y se determiné su concentracion mediante espectrofotometria en
Nanodrop y por electroforesis en gel de agarosa 0,9 % en TBE 0,5 X (110 V 20 min)
revelado con bromuro de etidio. Una vez verificada su pureza el ARN fue

inmediatamente sometido a retrotranscripcion (ver mas adelante RT-PCR).

PCR de fragmentos de sxtl y cyrA

Con el fin de confirmar la presencia de genes involucrados en la sintesis de STX y
CYN en las cepas en estudio se realizaron amplificaciones de PCR a tiempo final
empleando el ADN obtenido y los primers sxt y aoa, respectivamente. Las
amplificaciones se realizaron en un volumen de 25 pl conteniendo 1,16 X de buffer
PCR, 1 U de Taq, 0,15 mM de cada dNTP, 1,75 mM de MgCl;, 0,6 uM de cada
cebador, 0,44 uM de seroalbumina bovina (BSA) y 2 pl de ADN. Las condiciones de
PCR consistieron en un paso inicial de 3 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 30 seg.
a 94 °C, 20 seg. a 52 °C y 1 min a 72 °C. La extension final fue de 7 min a 72 °C. Se
evalué la amplificacion del PCR mediante gel de agarosa 0,9 % en buffer TBE 0,5 X
por 20 min a 110 V con 100 pb DNA ladder (Fermentas) como marcador de tamafno

molecular. El gel fue revelado con bromuro de etidio.
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Retrotranscripcion y generacion de ADN copia (RT-PCR)

El ARN obtenido a partir de las muestras se utilizé como material de partida para la
produccién de ADN copia (ADNc) con el kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen). EI ADNc se evalué mediante Nanodrop y gel de agarosa 0,9 % TBE 0,5 X
(110 V 20 min) con 1Kb DNA ladder como marcador de tamafio molecular. El gel fue

revelado con bromuro de etidio. El ADNc obtenido se conservo a -20 °C.

PCR cuantitativo Tiempo Real (qPCR-TR)

La qPCR-TR se puso a punto para cada juego de primers disenado utilizando el kit
QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen). Para el estudio de expresion se seleccionaron
los siguientes pares de primers: sxt1, aoa1 y 740/809 (0,3 uM de c/u en reaccion) y se
utilizaron 2 pyl de la dilucién 1/10 de los ADNc en un volumen final de 20 pl. Las
muestras fueron analizadas por ftriplicado. Las condiciones de ciclado empleadas
fueron las recomendadas por el fabricante del kit con una temperatura de annealing de
52 °C. Al finalizar se realizé una curva de melting para verificar la especificidad y la
eficiencia de la reaccion. Los equipos de gPCR-TR utilizados fueron el Rotor Gene
6000 (Corbett Research) y el Touch Real-Time PCR Detection System (Bio Rad). Se
realizaron adicionalmente algunos ensayos a partir de ADN para conocer la

sensibilidad de ésta metodologia los cuales se describen en Anexos.

Calculos de cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa de la expresién de los genes involucrados en la sintesis de
las toxinas CYN y STX se basa en los niveles de expresion del ARNm de los genes

cyrA y sxtl respectivamente vs. el ARNr 16S como gen de referencia. La expresion
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relativa correccion de eficiencias de amplificacion de los juegos de primers se calculd

segun el modelo propuesto por Pfaffl, MW (2001, 2004) como:

. . A
Expresion relativa = (E target) Ct target (Ct control — Ct muestra)

(E ref) Act ref (Ct control — Ct muestra)

Donde E target es la eficiencia de amplificacion de los primers sxt1 y aoa1, y E ref es
la eficiencia de amplificacién de los primers para el 16S. La eficiencia para cada gen
se calcula como [10 (-1/pendiente)] — 1 y |a pendiente se determind haciendo un pool de
ADNc de las muestras, de manera de acumular todos los impactos, positivos y
negativos en la cinética de la PCR. A partir de dicho pool se realiza una curva de
calibracion que actua como molde de amplificaciéon de los genes de estudio y del gen
de referencia en la PCR — TR. La amplificacién por PCR — TR permite visualizar la
curva de amplificacién basada en la medicion del cambio de concentracion del
producto generado como incrementos en la fluorescencia. Estos cambios se miden
empleando un parametro denominado Ct (ciclo umbral) que corresponde al numero de
ciclos en el cual la senal de fluorescencia cruza el valor umbral. En este trabajo se
estudio la expresion de los genes sxtl en distintas condiciones de cultivo en las cepas
capaces de expresar la toxina utilizando como control la condicion +N+P. De igual

forma se realiz6 el estudio de expresion para cyrA.

Estudio de expresion del gen sxtl por cuantificacion relativa en

MVCC14, MVCC19 y CCMP1973 y del gen cyrA en CYPO11k

Se estudid la expresion del gen sxtl en distintas condiciones de cultivo en las cepas

capaces de expresarla: las cepas MVCC14 Y MVCC19 (originarias de Uruguay) y la
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cepa CCMP1973 (originaria de EEUU). Para esto se tomaron muestras de las cepas
productoras MVCC14, MVCC19 y CCMP1973, que se mantenian en cuatro
condiciones distintas de cultivo variando la disponibilidad de nitrégeno y fésforo. Las

muestras crecidas en medio rico en N y P (+N+P) se emplearon como control.

Adicionalmente se realizé una prueba empleando un cultivo de C. raciborskii con las
caracteristicas descriptas anteriormente con la salvedad de que en los ensayos se
detectd la presencia de protozoarios (flagelados) descritos como depredadores de

cianobacterias. Dicho experimento y sus resultados se detallan en Anexos.
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RESULTADOS

Analisis del cluster sxt

El cluster génico de sxt de C. raciborskii T3 contiene genes putativos de su biosintesis
que codifican 26 proteinas implicadas en la biosintesis, regulacién y exportacion de la
toxina. Se analiz6 en el GenBank el cluster génico completo de sxt de C. raciborskii T3
(DQ787200.1). La Tabla 3 resume la informacion obtenida en el GenBank a un listado
de genes del cluster sxt con la correspondiente proteina predicha para el dominio
Bacteria, el nUmero de aminoacidos que posee vy, si tienen dominios conservados en la
secuencia aminoacidica que la hagan pertenecer a una Superfamilia proteica, se
menciona la Superfamilia a la que pertenecen, lo que nos permite dilucidar su funcion

en la ruta de biosintesis de saxitoxina.

El gen sxtl que sintetiza una enzima O-carbamoil transferasa es el que interviene en el
penultimo paso en la formacién de saxitoxina, la cual es precursora de los analogos de
saxitoxina mediante contadas reacciones posteriores. Los analogos de saxitoxina
identificados hasta el momento en C. raciborskii T3 son neosaxitoxina (NEO),

gonyautoxina 5 (GTX 5), GTX 2/3 y C 1/2 (Soto-Liebe et al., 2010).
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Tabla 3 — Listado de genes del cluster sxt de Cylindrospermopsis raciborskii T3 junto a

las proteinas predichas, el numero de aminoacidos que la componen y su pertenencia

a Superfamilias proteicas obtenidos del GenBank.

Gen Proteina predicha Numero | Superfamilia
de aa
SXtA Tipo Poliquinasa sintasa (PKS) 1245 Aspartato aminotransferasa Tipo 1
(AAT-I) enzimas dependientes de
Piridoxal fosfato
sxtB Citidina desaminasa 318 Citidino deaminasa con motivo de
unién al Zn
sxtC Proteina hipotética 117 No
sxtD Esterol desaturasa 252 FA hidroxilasa
SxtE Chaperona 128 No
SxtF Tipo proteinas MATE (Familia de extrusion de 471 MATE
multidrogas y compuestos téxicos y proteinas
similares)
SxtG Amidinotransferasa 377 Amindinotransferasa
SxtH Fenilpropionato deshidrogenasa 334 SRPBCC y Proteinas de Rieske
sxtl Carbamoil transferasa 612 CmcH-NodU
sxtJ Proteina hipotetica 147 No
sxtK Proteina hipotética 54 No
SxtL GDSL lipasa 432 SGNH hidrolasa
SxtM Tipo proteinas MATE (Familia de extrusién de 482 MATE
multidrogas y compuestos téxicos y proteinas
similares)
SxtN Sulfotransferasa 276 No
sxtO Adenililsulfato quinasa 200 Nucleotido quinasa
SxtP Proteina putativa de union a saxitoxina 408 VCBS
SxtQ Proteina hipotética 258 No
SxtR AcilCoA N Acetil transferasa 258 No
SXtS Fitanoil CoA dioxigenasa 241 20G-Fe oxigenasa
SxtT Fenil propionato dioxigenasa 334 SRPBCC y Proteinas de Rieske
sxtU Deshidrogenasa de alcohol de cadena corta 249 NADB-Rossman
similar a clavaldehido deshidrogenasa
SxtV Succinato deshidrogenasa dependiente de FAD | 550 NADB-Rossman y Flavoproteina
Fumarato reductasa C terminal
SxtwW Ferredoxina 108 Tipo HCP
SxtX Cefalosporina hidroxilasa 257 S-adenosil metil transferasa
dependiente de metionina
sxtY Regulador del consumo de fosfato 221 Con dominio PhoU
sxtz Histidina quinasa 450 Histidino quinasa A y Histidino

quinasa tipo, dominio PAS
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El alineamiento de la secuencia aminoacidica del producto del gen sxtl sugiere que
pertenece a la superfamilia CmcH-NodU de carbamoiltransferasas. Esta superfamilia
comprende un dominio de la proteina NodU, perteneciente a una proteina involucrada
en la sintesis de los factores de nodulacion mediante su actividad del tipo 6-O-
Carbamoyltranferasa (ornitin-carbamoiltransferasas) en especies del género
Rhizobium (Jabbouri et al., 1995) y un dominio de CmcH, perteneciente a una proteina
involucrada en la sintesis del antibidtico Cefamicina, mediante una actividad 3-
hidroximetilcefem-carbamoiltransferasa en Nocardia lactamdurans (Coque et al.,
1995). En el caso de la proteina NodU es un factor de nodulacién que poseen diversas
especies de rizobios formadoras de ndédulos (Heidstra and Bisseling 1996; Mergaert ef
al, 1997). Su sintesis esta controlada por la proteina NodD, que regula la transcripcion
de los genes nodinvolucrados en la sintesis, modificacion y transporte de factores Nod
(uniéndose a una secuencia upstream denominada nod box). NodD es inducible por
compuestos flavonoides exudados por la planta hospedera (Kobayashi et al., 2004).
En Rhizobium sp., nodU codifica para una 6-O-carbamoiltransferasa que modifica la
cadena lateral del factor Nod y contribuye a la formacion del nédulo en algunas
especies de plantas (Jabbouri et al., 1995). En MNocardia lactamdurans, el
involucramiento de la O-carbamoiltransferasa CmcH en la sintesis de un antibiético la

ubica en el metabolismo secundario del organismo.

Eficiencia de 1la extraccion de acidos nucleicos y de Ila

retrotranscripcion

Los cultivos de partida de C. raciborkii sin fésforo tenian 300 pg Clorofila a /litro de

cultivo y los cultivos con P tenian 600 ug Clorofila a /litro, equivalente a 2 a 4 x 108
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células por mililitro, respectivamente.

Para la extraccion de ADN se parti6 de 10 ml de cultivo y se obtuvieron
concentraciones que oscilaron entre 3,0 y 3,2 ng/ul. Para la extraccion de ARN se
partié de 2 ml y se obtuvieron entre 1,5y 2,0 ng/pl de ARN. EI ADNc obtenido de la
retrotranscripcion se lo diluyé 1/10 para utilizarlo como molde en la gPCR-TR, dando

diluciones que contenian entre 150 y 250 ng/ml.

Deteccion de genes y ARNm involucrados en biosintesis de CYN y STX

para las cepas estudiadas

En primera instancia se evalué el ADN de las cepas en estudio (CYPO11Kk,
CCMP1973, MVCC14 y MVCC19) con los primers sxtl para detectar la presencia del
gen sxtl involucrado en la biosintesis de STX y con los primers aoaA para detectar la
presencia del gen cyrA involucrado en la biosintesis de CYN. También se evaluod el
ADNc de las cepas en estudio con los primers sxtl y los primers aoaA para detectar
ARNmMm; la obtencién de un amplicon del tamano esperado es indicativo de expresidon

del gen y probablemente de la sintesis de toxina.

Mediante el analisis por PCR final como por gPCR-TR a partir de ADN y ADNc de las
cepas CYP011k, MVCC14, MVCC19 y CCMP1973 empleando los primers sxt se
obtuvieron amplicones del tamafio esperado (se esperaba amplicones de 113 pb con
los primers sxtl1 y 71 pb con los primers sxtl2) (Figura 5). En el caso de la cepa
CYPO11k no se obtuvo el amplicon esperado con los primers sxtl1 y sxtl2 cuando se
analizé6 el ADN y ningun amplicon cuando se analizé el ADNc. Esto nos permite

concluir que, las cepas MVCC14, MVCC19 y CCMP1973 de origen americano son
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capaces de expresar STX y la cepa CYP0O11k de origen australino no es capaz de
expresarlo al confirmar que carece de gel sxtl. En base a estos resultados se realizo el

estudio de expresion del gen sxtl en las cepas MVCC14, MVCC19y CCMP1973.

1500 pb
1000 pb
1500 pb
1000 pb 500 pb
500 pb
100 pb 100 pb

Figura 5 — Electroforesis en gel de agarosa 0,9 % de los amplicones para el gen sxtl a
partir de ADN de las cepas estudiadas. A: con los primers sxtl1; carril 1: MP de 100 pb;
carril 2: blanco; carril 3: MVCC14; carril 4: MVCC19; carril 5: CCMP1973; carril 6:
CYPO11K. B: con los primers sxtl2; carril 1: MP de 100 pb; carril 2: MVCC19; carril 3:
CCMP1973; carril 4: CYPO11K.

El mismo procedimiento que con los primers sxt/ se realizd con los primers aoaA al
analizar con ellos el ADN y el ADNc de las cepas CYP0O11k, MVCC14, MVCC19 y
CCMP1973 por PCR final y qPCR-TR. Se obtuvieron amplicones del tamafo esperado
(amplicones de 80 pb con los primers aocaA1y 72 pb con los primers aoaA2) cuando
se analizé el ADN de las cepas MVCC14 y CYP0O11k como se muestra en la Figura 6.
Cuando se analizé el ADNc de ambas cepas, la Unica en que se obtuvo amplicén fue
la cepa CYPO11k. Esto podria deberse a que la cepa MVCC14 contengan parte del
cluster de cyr pero no en su totalidad como se ha constatado en otros trabajos (Hoff-

Risseti ef al, 2013, Piccini ef al, 2011). Como se esperaba, las cepas de origen
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americano no pueden producir CYN, pues se corroboré que MVCC19 y CCMP1973 no
poseen el gen aoaA y MVCC14 no lo expresa, y la cepa CYP011k de origen australino
es la unica en este estudio capaz de expresar CYN. En base a estos resultados se

realizo el estudio de expresion del gen cyrA en la cepa CYPO11k.

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 6 — Electroforesis en gel de agarosa 0,9 % de los amplicones obtenidos con el
ADN vy el ADNc de las cepas en estudio con los primers aoaA1. Carril 1: MP de 100
pb; carril 2: Blanco; carril 3: ADN MVCC14; carril 4: ADN MVCC19; carril 5: ADN
CCMP1973; carril 6: CYPO11K; carril 7: ADNc MVCC14; carril 8: ADNc MVCC19; carril
9: ADNc CCMP1973; carril 10: ADNc CYP0O11K. Se observan con * las bandas de

tamano esperado.

Dado que se constato la expresion del gen sx?/ para la biosintesis de STX en las cepas
MVCC14, MVC19 y CCMP1973 y la expresién del gen cyrA para biosintesis de CYN
en la cepa CYPO011k, se decide realizar el estudio de expresion de cianotoxinas en las

cepas de origen uruguayo MVCC14, MVCC19 y norteamericano CCMP1973 con los
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primers sxtl1 para STX y la cepa de origen australiano CYPO0O11k con los primers

aoaA1 para CYN.

Estudio de expresion del gen sxtl por cuantificacion relativa en

MVCC14, MVCC19 y CCMP1973 y del gen cyrA en CYPO11k

Se estudio la expresion del gen sxtl en distintas condiciones de cultivo en las cepas
capaces de expresarla: las cepas MVCC14 Y MVCC19 (originarias de Uruguay) y la
cepa CCMP1973 (originaria de EEUU). Para esto se tomaron muestras de las cepas
productoras MVCC14, MVCC19 y CCMP1973, que se mantenian en cuatro
condiciones distintas de cultivo variando la disponibilidad de nitrégeno y fésforo. Las
muestras crecidas en medio rico en Ny P (+N+P) se emplearon como control. Todas
las muestras se analizaron por triplicado en gPCR-TR. Las eficiencias del gen en
estudio y del gen de referencia resultaron distintas entre si; la eficiencia de los primers
sxtl1 fue = 1 y la eficiencia de los primers para el 16S fue de 0,92 y las figuras de las

curvas de amplificacién se encuentran en Anexos.

El resultado del estudio de expresion de la cepa MVCC14 en qPCR-TR se muestra en
la Figura 7 y la Figura 8; los resultados de las demas cepas se visualizaron de igual
forma por gPCR-TR. Los resultados de expresion del gen sxtl para las distintas las

cepas uruguayas y la cepa americana se encuentran en la Tabla 4.
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1 Sxt1 Blanco 19 165 Blanco

Figura 7 - Amplificacion en gPCR-TR de la cepa MVCC14 en las distintas condiciones
nutricionales estudiadas con primers sxt1 y 16S. A: listado de las muestras analizadas
y sus réplicas con los distintos primers. B: imagen de la amplificacion de las muestras

analizadas en tiempo real conservando los colores de referencia de A.

A B

| No. | C|Name | ct |

11 Sxt1 Blanco
12 Cepald N+P+ 27.20
3 Cepald N+P+ 27.12
4 Cepald N+P+ 27.26
5 Cepald N-P+ 23,25
3 Cepald N-P+ 22,68
7 Cepald N-P+ 22,72
2 I Cepald N+P- 19.77
] Cepald N+P- 20.32
10 Cepald N+P- 19.82
g 11 Cepald N-P- 19,50
c 12 Cepald N-P- 19.49
£ 13 Cepald N-P- 19,54
= 19 16S Blanco 31.87
20 Cepald N+P+ 15,55
21 Cepald N+P+ 15.48
22 Cepald N+P+ 14,83
23 Cepald N-P+ 8.96
24 Cepald N-P+ 10,72
25 Cepald N-P+ 10,84
26 [ Cepald N+P- 10,73
27 B Cepal4 N+P- 1071
28 Cepald N+P- 11,67
29 Cepald N-P- 6.89
30 Cepald N-P- 7.88
2 Cycle 31 38 Cepald N-P- 7.93

Figura 8 - Determinaciéon de los Cts para las muestras de MVCC14 en las distintas
condiciones nutricionales para el estudio de expresion de sxtl. A: Amplificacion de las
muestras analizadas y sus puntos de corte del valor umbral. B: representacién de los
puntos de la curva de calibracién para determinar la eficiencia de los primers sxt1. Se

conserva la asignacion de colores de la Figura 8.
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Tabla 4 — Resultados de expresion de sxtl para las cepas en estudio en las distintas
condiciones nutricionales. En negrita se destacan las condiciones que fueron
consideradas como control para cada cepa. Con letra italica igual se agrupan las

muestras que no presentan diferencias significativas en su expresion.

Muestra Prom Ct Sxt1 Prom Ct 16S Expresion
Cepa MVCC14 +N+P 27.19 15.29 la
Cepa MVCC14 —N+P 22.88 10.17 0,31b
Cepa MVCC14 +N-P 19.97 11.04 0,26 b
Cepa MVCC14 —N-P 19.51 7.58 0,14 a
Cepa MVCC19 +N+P 24.04 9.97 lc
Cepa MVCC19 —-N+P 23.60 8.88 1,30d
Cepa MVCC 19 +N-P 26.05 10.71 093¢
Cepa MVCC 19 —N-P 22.88 11.66 1,43 d
Cepa CCMP1973 +N+P 18.99 8.61 le
Cepa CCMP1973 —N+P 22.99 7.59 10,5f
Cepa CCMP1973 +N-P 22.51 9.68 3,589
Cepa CCMP1973 —N-P 23.49 8.09 7,75 h

Dado que los datos no mostraron una distribucién normal cuando se analizaron
estadisticamente, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis a los datos de expresion del
gen sxtl. Cuando se estudio la cepa MVCC14 se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos +N+P, -N-P y por otro lado -N+P y +N-P. Para la cepa MVCC19
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos que contienen N de los
que no. Sin embargo, para la cepa CCMP1973 se observaron diferencias significativas
en la abundancia de transcriptos sxtl entre todos los tratamientos (Figura 9). Al
analizar las diferencias en la expresion relativa de sxtl para cada cepa entre
tratamientos en conjunto (Figura 10) se observdé que ambas cepas de Uruguay
tuvieron niveles similares de expresion relativa de sxtl en todas las condiciones
nutricionales, cuando se las compar6 con CCMP1973, que presentd un nivel de

expresion significativamente mayor (Figura 11) y diferencias significativas entre todos
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Expresion relativa de sxt/

Resultados

los tratamientos, si bien las tendencias observadas para MVCC19 y CCMP1973 fueron

similares.

1,2
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0,2 -

MVCC14 - Expresion relativa

I..l
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B MVCC19 - Expresion relativa
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Tratamientos
C CCMP1973 - Expresion relativa
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Tratamientos

Figura 9 - Expresion de sxtl en los
distintos tratamientos de las cepas
MVCC14 (A), la cepa MVCC19 (B) y la
cepa CCMP1973 (C). El tratamiento
+N+P que fue utilizado como control

para calcular la eficiencia tiene valor 1.



Resultados

Expresion relativa

_ 15=
E B NP
wn
) +N-P
P ] N-P
.g 104
© _
@
[
‘0 5+
0 p—
o
>3
X _
O-‘+—— . T |__-| T
v ) Q
o v N
© © O
N AN

cepas analizadas

Figura 10 — Expresién relativa de sxtl comparada entre todas las cepas y todos los

tratamientos en relacién al tratamiento control +N+P.

Estudio de expresion del gen cyrA por cuantificacion relativa en la cepa
CYPO11k

Se estudié la expresion del gen cyrA en distintas condiciones de cultivo en la cepa
capaz de expresar: la cepa CYP011k (originaria de Australia). Se tomaron muestras de
esta cepa crecida en medios de cultivo con distinta disponibilidad de nitrégeno y
fésforo, de igual forma que se realiz6 para el estudio de las cepas productoras de STX.
La muestra crecida en medio rico en Ny P (+N+P) se empleé como control. Todas las
muestras se analizaron por triplicado en gPCR-TR. La eficiencia del gen en estudio y
del gen de referencia fueron distintas; la eficiencia de los primers aoaA1 fue de 1,4y la
eficiencia de los primers para el 16S fue de 1,12. En la Tabla 5 y en la Figura 11 se
muestran los resultados de expresion del gen cyrA obtenidos para la cepa CYP0O11K

en las distintas condiciones nutricionales estudiadas.
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Resultados

Tabla 5 — Resultados de expresién del gen cyrA para la cepa CYP011K en las distintas
condiciones nutricionales estudiadas. En negrita se muestra la condicién considerada
como control. Con letras italicas distintas se indica las muestras con diferencias

significativas en su expresion en relacion al control.

Condicion nutricional Prom Ct cyrA Prom Ct 16S Expresion
+N+P 12,13 23,61 1a
-N+P 10,96 24,01 0,65 b
+N-P 27,37 26,68 119 ¢
-N-P 17,88 24,36 6,36 d

Los resultados obtenidos mostraron que la expresiéon de cyrA en la cepa CYP011k fue
significativamente distinta entre todos los tratamientos. La expresion de cyrA entre
tratamientos aumenta en el orden: -N+P, +N+P, -N-P y +N-P. Esto nos indica que la
expresion se incrementa significativamente cuando hay deficiencia en P (-N-P), si
ademas el medio contiene N la expresion se incrementa significativa y
considerablemente (+N-P); un comportamiento diferente al observado para la

expresion de sxtl mostrada por las cepas productoras de STX.

CYPO11k — Expresion relativa

- .

|
20 -

0 4 — : — - - l

+N+P  -N+P  +N-P  -N-P

Tratamientos
Figura 11 - Expresion de cyrA en los distintos tratamientos de las cepas CYP011k

tomando el tratamiento +N+P como control.
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DISCUSION

En esta tesis se evalud la influencia de la disponibilidad y concentracién de nitrégeno y
fésforo sobre la expresion de genes involucrados en la sintesis de toxinas en C.
raciborskii. Dado que C. raciborskii que es capaz de sintetizar dos tipos de toxinas:
saxitoxina o cylindrospermopsina, el conocimiento de los factores ambientales que
regulan la sintesis de dichas toxinas es de vital relevancia para conocer y predecir en
qué condiciones las poblaciones (y floraciones) de C. raciborskii seran mas o menos

nocivas.

Como se mencion6 en la introduccidon de esta tesis, las cepas no pueden sintetizar
ambas toxinas simultdneamente, sino que existen cepas con capacidad de producir
saxitoxina y analogos y otras con capacidad de producir cylindrospermopsina (Carloto
et al,, 2015, Stucken et al., 2009). Se ha visto que ambos tipos de cepas pertenecen a
distintas regiones geograficas, observandose un patrén de toxicidad. En el caso de las
cepas aisladas de las Américas, se ha determinado que son capaces de producir
saxitoxinas, mientras que cepas de Australia y Asia son productoras de
cylindrospermopsina (Sinha ef al, 2012, Piccini et al, 2011, Gugger et al., 2005,
Neilan et al., 2003). En este trabajo, se evalud la expresion del gen sxtl, involucrado en
la sintesis de saxitoxinas en cepas de origen americano (MVCC14, MVCC19 y
CCMP1973), asi como la expresion del gen cyrA en una cepa de origen australiano

(CYPO11K).
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Analisis bioinformatico del gen sxtI

En el caso del gen perteneciente al cluster sxt, se seleccioné sxtl. Dicha eleccién se
bas6 en el conocimiento del cluster, cuya descripcion se bas6 en la amplificacion y
secuenciacion de sxtl, a partir del cual se comenzé a caracterizar el cluster completo
(Kellman et al., 2008). Se realizé un andlisis bioinformatico de sxtl con el fin de
identificar genes homoélogos cuyos productos proteicos hayan sido estudiados desde el
punto de vista funcional, ya que no existe tal clase de informacién para sxtl. Cuando se
comparo la secuencia de sxt/ con la base de datos de GenBank, las proteinas que
poseian homologia con su secuencia pertenecieron a un factor de nodulacion (NodU)
y una enzima involucrada en la sintesis de antibidticos (CmcH) en rizobios y Nocardia,
respectivamente. En ambos casos, las O-carbamoiltransferasas estan involucradas en
mecanismos diferentes, en el primero son fundamentales para el didlogo bacteria-
hospedero (para poder efectuar la nodulacion y llegar al estado de simbionte) y en el
segundo esta involucrada en la sintesis de un metabolito secundario. La presencia del
grupo carbamoil en una variedad de antibiéticos y otros metabolitos secundarios
(Brufani et al, 1971), tales como las cianotoxinas, es un hallazgo interesante. Se ha
descrito la existencia de dos subfamilias de O-carbamoiltransferasas (a y b), cuya
evolucion presenta diversos procesos de duplicacion y perdida selectiva de copias
durante sucesivas especiaciones. Asimismo, se ha propuesto que en el dominio
Bacteria ocurrieron multiples transferencias genéticas horizontales que han dado
origen al actual panorama (Labedan ef a/., 1999). Los datos obtenidos a partir de las
enzimas relacionadas al producto del gen sx#/ confirmaron por tanto su afiliacion al
grupo de las ornitin carbamoiltransferasas, aunque hasta el momento no existe

informacion relacionada a la regulacion génica de NodU o CmcH por nutrientes
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directamente. Lo que si es sabido es que el gen nodU pertenece al cluster nod en
rizobios, y forma parte del operon nodSUIJHPQ. Ademas, el gen nodU es inducible por
la isoflavona daidzeina y depende de la transcripcion de una region lejana upstream en
el ADN (Gottfert ef al., 1990). Por otro lado el gen cmcH pertenece dentro al cluster
génico de cefamicina C, el cual se sintetiza de forma policistronica (Ozcengiz ef al,
2013). El cluster se expresa como 3 ARNm a partir de una region promotora
bidireccional en el espacio intergénico (promotor pcbAB) o a partir de un promotor
dentro del gen /at (promotor lat). Se sabe que pcbAB es reprimida por amonio en P.
chrysogenum aunque no es asi en A. nidulans. Por tanto, los hallazgos obtenidos
mediante el analisis bioinformatico indican que existe evidencia genética de que el

nitrégeno puede ser regulador de la expresidon génica.

Diferencias entre tratamientos: preferencias ambientales de cada cepa

Cuando se analizaron las diferencias en la expresion relativa de sxtl para cada cepa
entre tratamientos se encontré que, globalmente, ambas cepas de Uruguay tuvieron
similares niveles de expresion relativa de sxtl en todas las condiciones nutricionales
analizadas, si bien MVCC19 mostrd una expresion mayor en las condiciones donde el
nitrégeno inorganico no estaba disponible, mientras que en MVCC14 la tendencia que
mostré la expresion de sxtl fue disminuir levemente cuando ninguno de los dos
nutrientes (N y P) estaban en condiciones de alta disponibilidad. Por otro lado, la cepa
de origen norteamericano (CCMP1973) presenté diferencias significativas entre todos
los tratamientos, aunque es interesante destacar que las tendencias observadas para

MVCC19 y CCMP1973 fueron similares, es decir una mayor expresion de sxtl en —N.
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En paralelo a este trabajo se realiz6 otro estudio por Martigani (2012), empleando las
cepas de C. raciborskii de Uruguay y las mismas condiciones de cultivo que las
empleadas en esta tesis. En dicho trabajo se cuantificaron las toxinas mediante ELISA
en cada condicién nutricional y se observaron resultados similares a los obtenidos aqui
(Tabla 6), es decir, en las condiciones que favorecen la transcripcion de sxtl también

se detectd mayor concentracion de saxitoxina y analogos.

Tabla 6 — Produccion de saxitoxina y analogos por C. raciborskii determinada por
ELISA en distintas condiciones nutricionales (Martigani, 2012). En negrita se sefialan
las condiciones en las que MVCC19 también mostré mayores niveles de expresiéon de

sxtl (deficiencia de nitrégeno disuelto).

STX (fg/cel) -N-P -N+P +N-P +N+P
MVCC14 1.55 1.82 2.95 1.09
MVCC19 8.11 3.25 0.82 0.02

En relacién al nitrégeno inorganico y la sintesis de toxinas Stucken et al. (2010)
encontraron en el cluster sxt presente en el genoma de Raphidiopsis brooki D9, cepa
productora de saxitoxina y analogos, cajas de union a NtcA (NtcA-boxes), el principal
regulador del metabolismo del nitrégeno. Esto llevo a pensar que el nitrégeno tendria
un rol importante en la regulacién de la expresion de los genes con NtcA-boxes. Sin
embargo, la cuantificacion de toxinas y de transcriptos de genes sxt reveld una
transcripcion constitutiva en todas las condiciones de suficiencia de nitrégeno
evaluadas (Stucken et al., 2014). De manera similar, la relacién entre la produccion de

saxitoxinas y el nitrégeno ha sido estudiada en C. raciborskii MVCC19 por Vico et al.
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(2016), quienes encontraron que la expresion relativa de genes involucrados en la
sintesis de dichas toxinas no variaba en relacién a la presencia de nitrégeno en el
medio, sino a la tasa de crecimiento, apuntando a una expresién constitutiva del
cluster. Asi, podemos hipotetizar que, en C. raciborskii, la sintesis de STX
incrementara en cualquier condicion que provoque un aumento en la tasa de
crecimiento. En este trabajo no contamos con las tasas de crecimiento desarrolladas

por cada cepa en cada condicion, por lo que no podemos contrastar esta hipétesis.

Como se menciond anteriormente, C. raciborskii es una especie diazoétrofa, es decir
que tiene la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. Por tanto, la ausencia de formas
disueltas de nitrégeno en el medio no significa necesariamente que se encuentre en
condiciones de deficiencia de nitrégeno y los tratamientos —N (-N+P y —N-P) quizas no
fueran deficientes en dicho nutriente, sino mas bien reflejen leves diferencias en la
disponibilidad de nitrogeno. Asimismo, Amaral et al. (2014) mostraron que en
condiciones de deficiencia de P en el medio, C. raciborskii MVCC19 y CCMP1973
mostraron una gran flexibilidad fisiolégica, adaptandose a la disponibilidad del
nutriente en escalas de tiempo de minutos. Esto sugiere que la especie posee la
capacidad de optimizar su crecimiento en condiciones de fluctuacién de la
disponibilidad de P. En esta tesis, se encontrd que la expresion de sxtl fue mayor en
ausencia de N disuelto y cuando habia fésforo disponible en el medio (-N+P), lo que
hace pensar que las células poseerian la energia necesaria para mantener la
magquinaria celular (incluyendo mecanismos de fijacion de nitrégeno), mientras que en
deficiencia de ambos nutrientes (-N-P), aunque el crecimiento es posible debido a su
adaptabilidad se restringiria la sintesis del ATP necesario para los procesos

metabdlicos y por ende la expresion sera menor que en —N+P.
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Mas alla de las hipdtesis generadas a partir de los resultados, la evidencia obtenida
hasta el momento apunta a que no existiria una regulacion génica del cluster sxt dada
por los nutrientes en si, sino que la expresion aparenta ser constitutiva y depender de

la capacidad de crecimiento de las cepas.

Se ha sugerido que la STX tiene un rol de proteccion extracelular para asegurar la
homeostasis frente a cambios en las condiciones de salinidad. Pomati ef al. (2004)
mostraron que C. raciborskii T3 acumulaba neurotoxinas de manera lineal como
respuesta a concentraciones crecientes de NaCl extracelular. De manera similar, Soto-
Liebe et al (2012) demostraron que R. brookii D9 era capaz de exportar la toxina en
respuesta a altas concentraciones de cationes monovalentes (Na+, K+) y encontraron
dos genes putativos del cluster sxt (sxtF y sxtM) que codifican para compuestos tipo
MATE (multidrug and toxic compound extrusion). Recientemente, Ongley et al. (2016)
analizaron el efecto de valores de salinidad bajos y mostraron que la expresion de los
genes sxtA, sxtF y sxtM aumentaba en presencia de NaCl 10 mM (lo cual equivale a
aprox. 0.58 g/L de NaCl) en relacién a 0 mM, lo que evidencia la capacidad reguladora
de la produccion de STX. En ambos casos se trata de variaciones de escenarios
dulceacuicolas de concentraciéon de sales, remarcando nuevamente la plasticidad de

esta especie para adaptarse a cambios ambientales, incluso sutiles.

Diferencias globales entre cepas - hipotesis de ecotipos de C.

raciborskii

Cuando se evalud la produccion de transcriptos del gen sxtl, se encontraron

diferencias entre las dos cepas aisladas de lagos de Uruguay (MVCC14 y MVCC19).
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Estos resultados, conjuntamente con hallazgos previos realizados por nuestro grupo
de investigacion (Piccini ef al, 2011), confirmarian la hipétesis de que ambas cepas
pertenecerian a distintos ecotipos con diferentes preferencias ambientales. La
existencia de ecotipos se ha descrito para varios taxones bacterianos. Existe cada vez
mas evidencia que indica que las poblaciones microbianas naturales estarian
compuestas por varios ecotipos, constituidos por un clado de organismos que
comparten caracteristicas ecologicas. La diversidad genética dentro de un ecotipo
dado estaria dada por fuerzas de cohesion, tales como deriva genética y/o seleccion
periodica (Cohan, 2005). Asi, se han encontrado ecotipos para algunas especies tales
como la cianobacteria unicelular Prochlorococcus (Moore ef al., 1998), en bacterias del
clado SAR11 (Carlson et al, 2009) y para la bacteria marina Alteromonas macleodif
(Ivars-Martinez et al., 2008). En todos esos casos se encontraron diferentes ecotipos
con preferencias ambientales divergentes, incluyendo diferencias en la profundidad en
la que se encuentran en la columna de agua, la intensidad de luz 6ptima,
concentracidon de nutrientes y fuentes de materia organica. Si bien aun se desconocen
los mecanismos que subyacen en la prevalencia de un ecotipo sobre otro, deben
involucrar adaptaciones fisioldgicas (Carlson ef a/., 2009). La dispersion mundial de C.
raciborskii sugiere la existencia de multiples ecotipos con diferentes fisiologias, lo cual
explicaria el éxito de la especie en ambientes tan diversos. En este sentido, Saker y
Neilan (2001) distinguieron diferentes ecotipos de C. raciborskii en base a sus tasas de
crecimiento y a la produccion de CYN bajo estrés por nitrogeno. Mas aun,
Chonudomkul et al. (2004) describieron ecotipos de la especie con diferente tolerancia
a temperatura. Por ende, el hallazgo de diferentes respuestas de expresion de sxt/a la

disponibilidad de nutrientes en cepas que han sido propuestas como diferentes
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ecotipos seria esperable.

Por otro lado, se ha descrito que la funcion de la O-carbamoiltransferasa codificada
por sxtl es catalizar la transferencia de un grupo carbamilo a un grupo hidroxilo libre
del intermediario E” (el cual es el ultimo intermediario detectable en la sintesis de STX
y analogos) para producir la molécula de STX (Kellman ef a/, 2008). Recientemente,
Soto-Liebe ef al. (2010) propusieron una extension de la via a partir de E° para
producir GTX2 y GTX3 a partir de STX, involucrando la accién de las enzimas
codificadas por sxiN, sxtX o sxtSUL. Por tanto, en C. raciborskii productoras de STX
debido a la presencia del cluster sxt, la produccién de los analogos GTX se realizaria a
partir de la molécula de STX. Este hallazgo concuerda con el perfil de toxicidad que
poseen ambas cepas, ambas capaces de producir tanto saxitoxina como GTX1 y
GTX3 (Piccini et al, 2011). Mas aun, en el caso de MVCC19 se detectaron
concentraciones de GTX1 y GTX2 un orden de magnitud mayores a las detectadas
para MVCC14, ambas incubadas en las mismas condiciones de crecimiento (Piccini ef
al., 2011). De manera similar, la expresion relativa de sxf#/ en MVCC19 mostré valores
significativamente mayores a MVCC14 en todas las condiciones evaluadas, sugiriendo
que ambos ecotipos también presentan diferencias a nivel del metabolismo de las
toxinas entre ambas cepas. Dada la funcion del producto del gen analizado (enzima O-
carbamoiltransferasa que cataliza la conversién de E” en saxitoxina) y los resultados
obtenidos de los estudios de su expresion, cabria especular que en las condiciones
evaluadas MVCC19 produciria mayor concentracion de saxitoxina y GTX que
MVCC14, fortaleciendo la hipdtesis de los distintos ecotipos con diferencias
metabdlicas y de preferencias ambientales. Lamentablemente, en este trabajo no se

pudieron analizar las concentraciones de las distintas variantes de STX y analogos ni
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la relacién entre éstos durante el crecimiento, ya que se requiere de otros métodos
analiticos no empleados aqui. En el caso del aislamiento proveniente de América del
Norte (Florida, USA), se encontré que la expresion relativa del gen sxt/ en la cepa
CCMP1973 fue significativamente mayor en relaciéon a las cepas uruguayas en todas
las condiciones nutricionales evaluadas. Este hallazgo podria estar relacionado a la
adaptacion de dicho aislamiento a condiciones ambientales diferentes a las

encontradas por los aislamientos de origen nativo.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y a los antecedentes analizados se
concluye que la expresion de los genes sxt no depende del N ni del P, sino que las
variaciones en su expresion se deben a la diferente actividad metabdlica durante el
crecimiento de la cianobacteria. Ademas, se evidencio la existencia de distintos
ecotipos de C. raciborskii en relacion a la expresidn de sxt para las distintas
condiciones nutricionales de N y P estudiadas, confirmando hallazgos previos basados
en distintas preferencias ambientales (Piccini et al., 2011). Teniendo en cuenta que
STX podria estar involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular, cabe
suponer que ante distintas condiciones de salinidad las distintas cepas responderan de

forma diferente.

Evaluacion de la expresion del gen cyrA - involucrado en la sintesis de
cylindrospermopsina

Cuando se analizaron las diferencias en la expresion relativa de cyrA para la cepa
CYPO11k se observaron diferencias significativas entre todos los tratamientos. Se

observé un aumento en la expresion cuando los medios contenian bajo P y la

45



Discusién y Conclusiones

magnitud de la expresidn de cyrA se incrementaba sustancialmente cuando ademas
contenia N el medio (+N-P). Mihali et al. (2008) encontraron que el cluster cyrA
presente en el genoma de C. raciborskii se encuentra flanqueado por los genes hyp,
que se piensa estan bajo el control del gen ntcA, que es un gen de regulacion global
de N. Esto hizo pensar en que el N y la sintesis de toxinas estarian relacionados. En
base a esto se ha investigado el efecto del N en la expresion de CYN en C. raciborskii
y otras cianobacterias productoras de esta toxina. Por ejemplo, Willis et al. (2015)
observaron que al variar las concentraciones de N y P del medio de crecimiento de 3
cepas de C. raciborskii productoras de CYN, la concentracién intracelular de la misma
se mantenia constante, sugiriendo una expresion constitutiva e independiente del N o
P del medio. Asimismo, estos autores encontraron que el nivel de produccién de CYN
variaba segun la cepa. Los resultados también mostraron el mayor nivel de
crecimiento en medio sin P sugiriendo que las reservas intracelulares del mismo antes
de comenzar el experimento son suficientes para sustentar el crecimiento por al
menos 10 dias, lo cual es consitente, lo cual es consitente con su gran capacidad de
almacenamiento de P pudiendo alcanzar altas concentraciones celulares en cuerpos
de agua con valores en el limite de deteccion de P. Por otro lado, Davis et al. (2014)
estudiaron la produccién de CYN durante el ciclo celular y también concluyeron que la
produccién de CYN es constitutiva y que ademas la cantidad de CYN en la célula
depende de la cepa. En otro estudio, Stucken et al., (2014) estudiaron la expresion de
cyr y sxt y la produccién de CYN y STX y sus analogos bajo distintas condiciones
nutricionales de N, concluyendo que este nutriente no tendria efecto alguno ni en la
expresion ni en la produccion de ambas toxinas. La cuantificacion de las toxinas y

transcriptos reveld que la transcripcidn es constitutiva bajo los distintos tratamientos de
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N y apoyaron la hipétesis de que la biosintesis esta directamente asociada al
crecimiento celular. Aunque en Pierangelini et al. (2015) no estudiaron macronutrientes
sino el efecto de distintas intensidades luminicas y la presion parcial de CO. sobre
cyrA en C. raciborskii y observaron que ninguno de ellos ejerce influencia en la
expresion de dicho gen, concluyeron también que la cantidad global de CYN es
constante y que la cantidad en la célula es fija al estar la produccion de CYN acoplada
a la division celular. El hecho que la cantidad de CYN en la célula sea fija y que este
valor dependa de la cepa ya habia sido descrito por Orr et al. (2010) y Davis et al.
(2014). Adicionalmente, en Pierangelini et al. (2015) se teorizé que la ausencia de
relacién entre la expresion de cyrA y la cantidad de CYN en la célula se debe a
regulacién post-transcripcional de la biosintesis de CYN. En nuestro trabajo se
observo, al igual que en los trabajos mencionados anteriormente, independencia entre
la sintesis de CYN vy la concentracién de N en el medio, hecho que sustenta que CYN

se produciria constitutiva e independiente de los factores ambientales.

Como se mencioné anteriormente, existen trabajos recientes que constatan una
independencia del N y del P en la producciéon de CYN, la cual concluyen se produce
constitutivamente, por lo que los aumentos en la cantidad de toxina estan relacionados
al crecimiento celular. Sin embargo, Burford et al. (2014) observaron que cuando se
probaron diferentes disponibilidades de N y P en el medio, la cantidad de CYN en la
célula aumentaba, particularmente cuando se agregaba P al medio, en condiciones de
ausencia o suficiencia de N, y que no se relacionaba con el crecimiento sino al
aumento en el numero de copias de genes cyr con respecto al 16S en poblaciones
dominantes de C. raciborskii. Encontraron un efecto distinto de los nutrientes sobre la

division celular que se refleja en las poblaciones dominantes.
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otro lado, se ha reportado que en la cianobacteria Aphanizomenon ovalisporum (orden
Nostocales) la expresion de CYN aumentaria en condiciones de insuficiencia de P e
independientemente del N (Bar-Yosef et al., 2010). En base a evidencia experimental
estos autores postulan que en condiciones de insuficiencia de P se activaria la
produccion de CYN, la que tendria un rol de estimulacion de la actividad fofatasa de
otros fitoplanctontes de la comunidad natural, y por lo tanto, le permitiria a la
cianobacteria acceder al P de los demas de forma energéticamente menos costosa.
Los hallazgos realizados en esta tesis irian en el mismo sentido, es decir que en
condiciones de suficiencia del otro macronutriente (N) y deficiencia de P la toxina seria
producida y liberada para obtener fosfato de los demas fitoplanctontes. Sin embargo,
cabe mencionar que existe una diferencia entre A. ovalisporum y C. raciborskii en
relacion al metabolismo del P y es que la primera es capaz de almacenar P en forma
de granulos de polifosfato. Por tanto, el rol propuesto para la CYN en esta especie
podria no tener el mismo signficado ecologico que para C. raciborskii. Como
mencionamos antes, en este trabajo no se pudieron analizar las concentraciones de
CYN ni su relacién durante el crecimiento, por lo que no es posible confirmar la

hipotesis de Bar-Yosef et al. (2010) en relacién al rol de dicha toxina.

Se han citado en este trabajo variadas hipétesis y también hallazgos sobre las
diferencias encontradas entre la produccion de toxinas y su expresion, la posible
regulacién post transcripcional de las toxinas, la variedad en el numero de copias
génicas en distintas poblaciones, como distintos factores ambientales podrian causar
un efecto diferencial en el crecimiento de poblaciones distintas y que existen varias
estrategias de respuesta a las condiciones ambientales por distintos ecotipos. Esto

hace relevante conocer en profundidad las cepas de C. raciborskii nativas no nativas,
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dada la alta variabilidad existente dentro una propia especie que se esta detectando

de manera creciente en distintos ecosistemas acuaticos de Uruguay y el mundo.

Un aporte de este trabajo fue el desarrollo de primers para el gen sxt/, que si bien
fueron desarrollados para el estudio de expresion, pueden ser utilizados para
deteccién de poblaciones productoras de STX en sistemas acuaticos, lo cual tiene
implicancias a nivel de la gestion y monitoreo de los mismos. Cabe destacar que la
metodologia desarrollada en esta tesis asi como parte de los resultados fueron

publicados en una revista cientifica internacional (Harmful Algae, Vico et al,, 2016).
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CONCLUSIONES

Como se planted en la hipotesis de este trabajo, la transcripcién de genes implicados
en la biosintesis de STX en C. raciborskii no estaria regulada directamente por la
disponibilidad de nutrientes en las tres cepas de origen americano. Mas bien es
probable que tengan expresion constitutiva. Lo mismo se observo en el caso de la
transcripcién de un gen implicado en la biosintesis de CYN. Sin embargo, la prediccion
acerca de la mayor expresion génica en condiciones de suficiencia de ambos
nutrientes no se cumplid, por el contrario, en condiciones restrictivas de crecimiento la

transcripcién de los genes implicados en rutas biosintéticas de toxinas aumento.

Los patrones de expresion en presencia y/o ausencia de nitrogeno y fésforo en las
cepas productoras de STX y CYN fueron diferentes como se plante6 en la hipotesis de
este trabajo, que sumado a las diferencias geograficas de las cepas productoras de

toxinas, refuerza la idea de los roles ecoldgicos de las toxinas.
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Anexos

ANEXOS

Curvas de amplificacion para los primers sxt1l y 16S para determinar la

determinacion de eficiencias.

St Blanco
Mix dil -4

Mix dil -4
i dil -4

20
Cycle

A1

Figura 12 - Amplificacion en qPCR-TR de la curva de calibracion a partir de una
mezcla de ADNc con los primers sxt1 y 16S para determinar las eficiencias. A: listado
de las diluciones de la curva de calibracion analizadas y sus réplicas con los distintos
primers. B: imagen de la amplificacion de las diluciones analizadas en tiempo real

conservando los colores de referencia de A.
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Figura 13 - Determinaciéon de los Cts de la curva de calibracion anterior. A:
Amplificacion de las distintas diluciones de la curva y sus puntos de corte del valor
umbral. B: representacion de los puntos de la curva de calibracion para determinar la

eficiencia de los primers sxt1. Se conserva la asignacion de colores de la Figura 12.
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Ensayos de otros métodos de lisado de cultivos de C. raciborskii

Buscando optimizar recursos se evaluaron otros métodos de lisis para los cultivos de
cianobacterias incubando la muestra en bafno humedo, microondas y sonicador. Los
distintos tratamientos se ensayaron en cultivos frescos de 2,7 x107 filamentos / ml de
la cepa MVCC14 y se detallan a continuacion:

e Tratamiento 1: Se tomaron 500 pul de cultivo de cianobacterias. Se centrifugd a 10
mil rpm por 20 min. Se descarté 450 ul del sobrenadante, se le dio un spin y se
incubd en bafo seco a 94 oC por 15 min e inmediatamente se lo colocé en bafio
de hielo. Se centrifugd a 10 mil rpm por 10 min.

e Tratamiento 2: Se tomaron 500 pl de cultivos de cianobacterias. Se los incub6 en
microondas a 900 W por 2 min y medio.

o Tratamiento 3: Se tomaron 500 ul de cultivo de cianobacterias. Se lo traté con

sonicador a 20 mil KHz por 5 seg. a maxima potencia para el tip.

Los lisados resultantes de los distintos tratamientos fueron evaluados por duplicado
mediante PCR en Tiempo Real con los primers sxt1 con el lisado (dil. 0) y una dilucion
1/10 mismo (dil. -1) como molde y utilizando 0,02 de Threshold. Los valores obtenidos
de Ct se encuentran en la Figura 14, destacandose el Tratamiento 3 correspondiente

al sonicador.
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Muestras

Ct dil.o
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Figura 14 — Imagen que muestra la amplificacion a tiempo real de las muestras con los

distintos tratamientos de lisado con una tabla que presenta los valores de Ct. Siendo

dil. 0 el lisado y dil. -1 la dilucién 1/10 del mismo.

Evaluacion la sensibilidad de deteccion de la qPCR-TR

Se realizé un ensayo para conocer la sensibilidad o el poder alcanzado con la técnica

de gPCR-TR para detectar el gen de sxtl con los primers sxt1. Para esto se partié de

una muestra de 1,6 ng / yl de ADN de C. raciborskii con el que se realizé una curva de

diluciones seriadas de 6 puntos. La dilucidon de concentracidn mas baja en amplificar

correspondié a la muestra que contenia 1,6 pg / pl, por lo que se alcanzé detectar 3,2

pg de ADN a un Ct de 18.

Estudios preliminares sobre la influencia de la presencia de predadores sobre la

expresion de SXT.
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Estudios preliminares sobre la influencia de la presencia de

predadores sobre la expresion de STX

Se estudié también la expresion de sxtl de las cepas americanas en distintas
disponibilidades de N y P cuyos cultivos contienen predadores (ciliados). Las muestras
ricas en Ny P (+N+P) se emplearon como control. Todas las muestras se analizaron
por triplicado en PCR tiempo real. Las eficiencias del gen en estudio y del gen de
referencia resultaron distintas entre si; la eficiencia de los primers sxt1 es de 0,86 y la
eficiencia de los primers para 16S es de 0,74. Los resultados de los analisis se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 — Resultados de expresion de sxtl para las cepas en estudio en las distintas
condiciones nutricionales en presencia de predadores. En negrita se muestran las

condiciones que fueron consideradas como control.

Muestra Prom Ct Sxt1 Prom Ct 16S Expresion relativa
Cepa MVCC14 +N+P 22.30 16.77 1
Cepa MVCC14 -N+P 24.95 14.12 3.31
Cepa MVCC14 +N-P 20.95 11.27 4.27
Cepa MVCC14-N-P 22.14 9.73 8.14
Cepa MVCC19 +N+P 28.85 15.75 1
Cepa MVCC19 -N+P 26.97 15.64 0.78
Cepa MVCC19+N-P 25.33 13.57 1.13
Cepa MVCC19-N-P 23.26 13.84 0.76
Cepa CCMP1973 +N+P 28.20 15.55 1
Cepa CCMP1973 -N+P 27.72 23.42 0.09
Cepa CCMP1973 +N-P 23.44 17.35 0.28
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Cepa CCMP1973 -N-P

22.57

19.49

0.13

Los resultados de este estudio muestran una tendencia distinta entre las tres cepas en

estudio en cuanto a la expresidn de sxtl cundo varia la disponibilidad de nutrientes en

el ambiente (Tabla 7). Al. igual que en el estudio sin predadores, la cepa MVCC14

aumentd su expresion al escasear el N y P en el cultivo, pero este aumento fue de

mayor magnitud. La cepa MVCC19 tuvo pequefias variaciones en la expresion y se la

consideré de expresion constante. Para la CCMP1973 se observo una disminucién

significativa en la expresiéon cuando el medio de cultivo carecia de N o P.

En una primera instancia, el efecto de los depredadores es mucho mayor sobre la

expresion de saxitoxina que con respecto a los nutrientes. Sin embargo, se deberian

realizar analisis con cultivos controlados para poder sacar mayores conclusiones

acerca de estos ultimos resultados y la posible funcionalidad de esta cianotoxina.
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