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RESUMEN

Las cianobacterias tienen un rol relevante en la biosfera, ya que ademas de fijar diéxido de
carbono, muchas pueden fijar nitrégeno molecular, lo que las convierte en organismos capaces de
colonizar diversos ecosistemas. Los arrozales constituyen un ambiente favorable para su desarrollo,
y a su vez, se ha demostrado que estos microorganismos pueden ser utilizados como inoculantes
para aumentar la produccion de este cultivo. En este trabajo se propuso caracterizar diez
aislamientos de cianobacterias con heterocisto seleccionados de una coleccién de aislamientos de
cianobacterias provenientes de arrozales de la Estacidon Experimental de Paso de la Laguna (INIA,
Treinta y Tres) (SU 1, SU 5, SU 8, SU 10, SU 11, SU 16, SU 37, SU 40 y SU 45) mediante un abordaje
polifasico. La clasificacidn de las cianobacterias es compleja debido a que existen diferentes sistemas
de clasificacién para estos microorganismos, tanto botanicos como bacteriolégicos, y ademas
algunos de sus caracteres pueden modificarse a través del tiempo y de acuerdo a las condiciones de
cultivo o ambientales. Por esas razones, un abordaje polifasico resulta apropiado para una adecuada
identificacion, donde ademds de su morfologia, se consideren caracteres bioquimicos, moleculares y
fisiolégicos. En este caso los caracteres fisioldgicos y bioquimicos evaluados incluyeron: velocidad de
crecimiento, contenido de pigmentos fotosintéticos, tasas de produccién fotosintética de O, y
actividad de algunas enzimas relacionados al metabolismo del nitrégeno (Nitrogenasa, Nitrato
reductasa y Glutamina sintetasa). También se realizaron analisis filogenéticos con los genes ARNr
16S y hetR. Todos los aislamientos lograron ser identificados a nivel de género. De los diez
aislamientos, siete se identificaron morfolégica y molecularmente dentro del género Nostoc, Familia
Nostocaceae, Orden Nostocales (SU 1, SU 5, SU 8, SU 10, SU 11, SU 40 y SU 54) y tres dentro del
género Calothrix, Familia Rivulariaceae, Orden Nostocales (SU 16, SU 37 y SU 45). En el caso de
pretender identificar los aislamientos a nivel de especie, se deberia de continuar con la investigacion
utilizando otros marcadores moleculares u otras técnicas. Si bien en base a las secuencias de los
genes ARNr 16S podria inferirse que SU 10 pertenece a la especie Nostoc piscinale y SU 40 a Nostoc
calcicola. A su vez, se concluyé que los parametros bioquimicos y fisiolégicos determinados en este
trabajo no fueron utiles para identificar a los diferentes aislamientos, ni para diferenciar entre
aislamientos pertenecientes a un mismo género. Sin embargo, estos datos podran ser tenidos en
cuenta para evaluar estas cianobacterias como posibles inoculantes para arroz. Del analisis en
conjunto todos los parametros evaluados se concluye que todos los aislamientos estudiados eran
diferentes entre si. Este trabajo contribuyd al conocimiento de los géneros de cianobacterias con
heterocisto presentes en los arrozales del pais y es uno de los pocos sobre caracterizacién de
cianobacterias de arrozales con un abordaje polifasico.

Palabras claves: Cianobacterias, Caracterizacion Polifasica, Arroz
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1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades sobre Cianobacterias

Las cianobacterias son un grupo filogenéticamente primitivo de procariotas Gram negativas que
surgieron en la era Precambrica (Zak et al., 2001). Dichos microorganismos pertenecen al dominio
Bacteria (Eubacterias) y comparten algunas caracteristicas estructurales con las bacterias
heterdtrofas (pared y membrana) y otras funcionales con las algas y plantas superiores (fotosintesis
oxigénica) (revisado en Bonilla & Aubriot, 2009). Su aparato fotosintético es muy similar a nivel
molecular, funcional y estructural al contenido en los cloroplastos de células eucariotas (Stanier &
Cohen Bazire, 1977). Las cianobacterias, ademas, representan una de las lineas filogenéticas
principales en el arbol de la vida (Madigan et al., 1999).

La pared celular de las cianobacterias es del tipo Gram negativo, pero la capa de péptidoglicano
es mas gruesa que en el resto de estas bacterias. Muchas cianobacterias presentan una envoltura en
el exterior de la membrana externa, conocida como matriz, glicocalix o capsula, o dependiendo de la
consistencia como gel, mucilago o baba. Por otro lado, su composicién en polisacaridos y péptidos
puede variar para cada cepa (Castenholz, 2001b).

Las cianobacterias son microorganismos que a veces se pueden apreciar a simple vista como
manchas incrustadas sobre una superficie hiumeda del suelo, rocas o en la corteza de los arboles.
Estas pueden ser de color verde-azul, pardas o negras y presentarse en forma de almohadillas
macroscopicas o en capas viscosas. Por otro lado, es usual encontrarlas viviendo de forma
plancténica en aguas dulces o saladas. Su intervalo de pH éptimo es de 6.5 a 8.5 (Lee, 1999; Ramirez
et al., 2004). A su vez, son capaces de sobrevivir a sequias prolongadas, por lo que muchas de ellas
estan bien adaptadas a crecer sobre la superficie de suelo (Kannaiyan, 2002).

A nivel morfoldgico, las cianobacterias pueden ser unicelulares, coloniales o filamentosas (con o
sin ramificaciones) (Lyra et al., 2001). Pueden encontrarse células Unicas que se separan luego de la
fision binaria, o agregadas, formando colonias irregulares, en las cuales una matriz de naturaleza
viscosa es secretada por las células durante el crecimiento de la colonia. A través de una serie de
divisiones celulares mds o menos regulares, combinada con la formacién de una vaina, se pueden
producir colonias mas ordenadas. La morfologia filamentosa es el resultado de divisiones celulares
repetidas en un mismo plano, sucediéndose en angulos rectos al eje principal del filamento (Mur et
al.,, 1999). Como resultado de estas divisiones se produce una hilera de células contiguas
denominada tricoma (Thajuddin & Subramanian, 2005). Los tricomas incluidos en una matriz se
denominan filamentos. Adicionalmente los tricomas se presentan en forma uni o multiseriada. En el
segundo caso se pueden observar ramificaciones falsas o verdaderas, dependiendo del origen de
ramificacion (Castenholz, 2001b).

1.1.1. Pigmentos Fotosintéticos

Al ser organismos fotosintéticos las cianobacterias presentan diversos pigmentos como
clorofila a (Chl a) y pigmentos accesorios como ficobilinas (revisado por Bonilla & Aubriot, 2009),
que actuan como si fueran el complejo colector de luz en plantas superiores (Xu et al., 2001). Sin
embargo en la cianobacteria unicelular, Acaryochloris marina, el principal pigmento es la clorofila d
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(Mohr et al., 2010) y los géneros Prochlorococcus, Prochlorothrix y Prochloron presentan Clorofila ay
b (Giddings et al., 1980). El trabajo de capturar la energia luminica eficientemente, no solo depende
de las moléculas de clorofila contenidas en los centros de reaccién fotosintéticos. Esto se debe a que
esta molécula no absorbe luz en todo el espectro, sino entre los 430 y 440 nm y a los 670 nm. Para
superar este problema, los organismos fotosintéticos desarrollaron complejos antena que absorben
en los rangos no cubiertos por la clorofila. En el caso particular de las cianobacterias, los
ficobilisomas actuan como complejos antena que se anclan a las membranas externas de los
tilacoides (Stanier & Cohen-Bazire, 1977). Los ficobilisomas estdn conformados por pigmentos
proteicos solubles en agua asociados con el fotosistema Il (PSII)'. Dependiendo de la intensidad
luminica y de la longitud de onda este complejo también puede transferir energia al fotosistema |
(PSI)* (DeRuyter & Fromme, 2008).

Las ficobiliproteinas son las moléculas responsables del color de las cianobacterias (Fay,
1992). Dichos colores son el resultado de la absorcion de luz por cromoforos tetrapirrélicos lineales
asociados covalentemente a las apoproteinas (Grossman et al., 2001). Estas cromoproteinas pueden
representar hasta un 50% de la masa proteica de la célula. Las apoproteinas, ayudan a la
estabilizacién fisica del ficobilisoma y a la eficiente transferencia de energia entre las diferentes
ficobiliproteinas y con el fotosistema (DeRuyter & Fromme, 2008). Las cianobacterias pueden tener
cuatro ficobiliproteinas: C-ficocianina que absorbe luz a una longitud de onda maxima (Amax) de 620
nm, aloficocianina (Amax 650 nm), C-ficoeritrina (Amax 565 nm) y la ficoeritrocianina (Amax 568 nm).
Las dos ultimas aparecen solo en algunas especies de cianobacterias, mientras que las dos primeras
se encuentran en todas las especies (Lee, 1999). En determinados organismos, la ficoeritrocianina
reemplaza a la C-ficoeritrina (DeRuyter & Fromme, 2008).

Estos complejos proteicos transfieren la energia luminica a los centro de reaccidn
fotosintéticos en el siguiente orden:

Ficoeritrina = Ficocianina =» Aloficocianina = Clorofila a (DeRuyter & Fromme, 2008)

En diferentes estudios se sugiere que los ficobilisomas, poseerian un mecanismo alternativo
para disipar el exceso de energia absorbida (Eckardt, 2006; Wilson et al., 2006). A su vez, presentan
pigmentos protectores para las altas intensidades luminicas como los carotenoides (revisado en
Bonilla & Aubriot, 2009), scitonemina para la radiacion UV-A y/o aminoacidos del tipo de las
micosporinas que actlan como protectores frente a la radiacién UV-B (Hader et al., 2007). Los
carotenoides pueden aceptar energia de las clorofilas excitadas y disiparlas en forma de calor. A su
vez los carotenoides del PSI contribuyen a la estabilizacidon estructural del complejo y a la absorcion
de luz. El espectro de absorcidn de los carotenoides es muy diferente al de la Chl g, estos pueden
absorber desde los 450 a los 570 nm (DeRuyter & Fromme, 2008).

Se ha propuesto que estos mecanismos de fotoproteccion habrian surgido en respuesta a las
condiciones presentes en la Tierra hace unos 3500 millones de afios (Hoiczyk & Hansel, 2000).

! Siglas en inglés para Photosystem |l.

2 Siglas en inglés para Photosystem |.
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Por otro lado, la Chl a, se encuentran inserta en los tilacoides que a diferencia de los
organismos fotosintéticos eucariotas, se encuentran libres en el citoplasma y separados de forma
equidistante, en vez de apilarse dentro de los cloroplastos (Van den Hoek et al., 1995).

1.1.2. Células de Especializacion y de Diferenciacién

Las cianobacterias presentan a nivel fenotipico otras estructuras celulares, como son los
hormogonios, heterocistos y acinetes.

Los hormogonios se definen como cadenas cortas de 5 a 15 células con diametros menores a
los de las células vegetativas en los tricomas. La formacion y liberacion de hormogonios parece ser
un proceso medido en el tiempo asociado con las condiciones ambientales o con etapas particulares
del ciclo morfogenético (Castenholz, 2001b). Los hormogonios son fragmentos mdviles relacionados
a la reproduccion asexual.

Los acinetes pueden ser considerados como esporas. Se producen bajo condiciones de
deficiencia de nutrientes y/o limitaciones de luz. Son células vegetativas diferenciadas, las cuales
adquieren una pared gruesa que rodea a la pared vieja y acumulan cianoficina, glicdgeno, lipidos y
carotenoides (Castenholz, 2001b).

Figura 1. Fotografia de un filamento de Anabaena planctonica (1000X). Donde la flecha roja sefiala
un acinete intercalar y la flecha verde un heterecosito intercalar (modificado de Bonilla & Aubriot,
2009).

Los heterocistos son células especializadas en la fijacién de nitrégeno molecular (N,). Se
encuentran en las terminaciones de los tricomas o intercalarmente. Se diferencian a partir de células
vegetativas, cuando el nitrégeno combinado en el medio que las rodea ha disminuido
considerablemente (Castenholz, 2001b). Su desarrollo comienza cuando la divisién celular cesa,
luego le sigue la formacidén de la envoltura celular del heterocisto, formada por una capa de
glicolipidos que se encuentra entre una capa externa de polisacdridos y la pared celular. Los
glicolipidos constituyen la barrera que impide el ingreso de oxigeno (O,) a esta célula diferenciada,
permitiéndose, asi, la fijacion bioldgica de nitrégeno molecular (FBN). Granulos de cianoficina, un co-
polimero de arginina y acido aspartico, no sintetizado ribosomalmente, se acumulan en los poros
polares de los heterocistos maduros. Este polimero actia como una reserva de nitrégeno (N),
presente en los heterocistos. A su vez, los heterocistos maduros de la mayoria de las especies
muestran una disminucién de la concentracion de ficobiliproteinas. Pero la caracteristica fisioldgica
principal de un heterocisto maduro, es la presencia de actividad nitrogenasa. Con el fin de preservar
la actividad de dicha enzima, la tasa de respiracién de estas células es mas alta. Las proteinas que
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realizan este incremento, son las pertenecientes a la via de oxidacién de las pentosas fosfato, cuyas
actividades son mayores en heterocistos que en las células vegetativas. A su vez, las proteinas
citocromo oxidasa y la oxidasa respiratoria terminal alternativa son importantes para la respiraciéon
en el heterocisto y la fijaciéon de N, aerébica (Xu et al., 2008).

HetR, el producto de expresion del gen hetR, en coordinacién con otro factor de transcripcion,
como el NtcA, actia como el regulador principal del desarrollo de los heterocistos. Mutaciones en el
gen hetR, impiden el desarrollo de los heterocistos, mientras que la sobreexpresidn de hetR causa la
formacion de midltiples heterocistos contiguos, y lleva a su vez, a la diferenciaciéon de los
heterocistos en presencia de N fijado. HetR forma homodimeros que se unen corriente arriba de
dicho gen y de otros genes involucrados en el desarrollo. A su vez, HetR presenta actividad proteasa
del tipo serina, por lo que puede digerirse a si misma. Esta actividad proteasa depende del calcio que
es crucial para el desarrollo del heterocisto (Luque & Forchhammer, 2008).

1.2. Metabolismo de las Cianobacterias

Las cianobacterias presentan tres tipos de nutricion, una proporcion de estas son
guimioheterdtrofas facultativas, otras fotdéautotrofas obligadas y otras fotoheterétrofas (Lee, 1999).

Las cianobacterias fotoautétrofas obligadas, emplean las reacciones de la fotosintesis oxigénica,
utilizando Adenosin trifosfato (ATP)® y Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)*
generados en las reacciones luminosas para la asimilacion de diéxido de carbono (CO,) por el ciclo de
Calvin-Benson o ciclo reductor de las pentosas fosfato (Stanier & Cohen-Bazire, 1977; Summers et
al., 1995). Tanto el flujo electronico fotosintético como respiratorio ocurren en la membrana
tilacoidal (Scherer et al., 1982). A su vez, el transporte de electrones (e’) de la cadena respiratoria
también ocurre en la membrana plasmatica (Fay, 1992).

Las cianobacterias quimioheterétrofas facultativas, pueden utilizar la via de las pentosas fosfato,
como la principal via de degradacion de carbohidratos exdgenos, durante el crecimiento heterétrofo
en la oscuridad. Luego, el NAD(P)H generado en el catabolismo de los carbohidratos aportaria el
poder reductor para la fijacién de N, y la respiracién en heterocistos y para la respiracién de células
vegetativas en oscuridad (Summers et al., 1995). A su vez, este tipo de cianobacterias podrian crecer
fototréficamente en presencia de luz.

Y por ultimo, las cianobacterias fotoheterdtrofas, menos comunes, son aquellas que son capaces
de utilizar compuestos organicos como fuente de carbono en presencia de luz pero no en ausencia
de esta (Zubkov, 2009).

1.2.1. Metabolismo del Nitrégeno

El N es un elemento esencial para la vida y se encuentra presente en proteinas, acidos
nucleicos, y en numerosas biomoléculas. A su vez, es un nutriente limitante en plantas y
microorganismos. En los ecosistemas, el N puede presentarse en compuestos organicos o
inorganicos. EI N inorganico es encontrado en varios estados de oxidacidn, desde -3 (amonio, NH,"),

3 Siglas en inglés para Adenosin triphosphate.

4 Siglas en inglés para Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
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qgue es la forma mas reducida, hasta la forma mas oxidada, +5 (nitrato, NO3’). Sin embargo, en los
compuestos organicos, el N se encuentra en su estado mas reducido, como grupos amino, amido o
imino. Los organismos procariotas, juegan un rol predominante en los procesos de conversién de
diferentes compuestos en el ciclo del N (Cabello et al., 2012).

El N es un importante bioelemento que es incorporado en la biosfera a través de procesos
de asimilacién llevado a cabo por microorganismos y plantas. Numerosos compuestos que contienen
N pueden ser utilizados por diferentes organismos como fuente de N, como por ejemplo: iones
inorgdnicos, como nitrato o amonio, o simples compuestos organicos, como urea, aminodcidos, o
bases nitrogenadas. A su vez, muchas bacterias son capaces de fijar N, (Herrero et al., 2001).

Las fuentes de N utilizadas mds cominmente por las cianobacterias son NO;, NH,", ureay N,
(Herrero et al., 2001). Los compuestos nitrogenados captados del ambiente deben ser convertidos a
NH.," intracelularmente para ser finalmente asimilados (Luque & Forchhammer, 2008).

En el contexto de este trabajo solo se discutiran las siguientes enzimas, Nitrato Reductasa
(NR), Nitrogenasa y Glutamina Sintetasa (GS), debido a que el andlisis de estas enzimas relacionadas
con la asimilacidn del N en las cianobacterias, provee una herramienta valiosa para la clasificacién de
estos microorganismos (Mishra et al., 2013).

1.2.1.1. Asimilacion de Nitrato

El NOs es la fuente mas abundante de N combinado en numerosos ambientes. De acuerdo con esto,
la mayoria de las cianobacterias presentan la capacidad de asimilarlo (revisado en Flores & Herrero.,
2005). Su asimilacién involucra a un transportador activo para su transporte al interior celular y ser
reducido a NH," mediante las enzimas ferredoxin-Nitrato Reductasa y ferredoxin-Nitrito Reductasa
(Herrero et al., 2001). En la primer etapa el NO;5 es reducido a nitrito (NO,) y luego este a NH,". En
cianobacterias, las enzimas Nitrato y Nitrito Reductasa utilizan a la ferredoxina reducida
fotosintéticamente o a la flavodoxina como donador de electrones fisioldgico (Cabello et al., 2012).
Por lo que las reducciones de NO;  y NO, compiten, por la ferredoxina, con la fijacién de CO,, bajo
condiciones de luz limitantes. Bajo estas condiciones, las células tienen que ajustar las actividades de
Nitrato y Nitrito Reductasas, para prevenir la acumulacién de NO, excesiva (Luque & Forchhammer,
2008). La asimilacién del nitrato se encuentra inducida por la presencia de NO; y la ausencia de NH,"
en el medio. Los genes que codifican para los transportadores de NO3, en el caso de Anabaena sp.
PCC 7120 son nrtA, nrtB, nrtCy nrtD, codifican un transportador del tipo ATP- binding cassette (ABC).
Estos genes constituyen un operdn junto con los genes que codifican para las Nitrato y Nitrito
Reductasas. Este operdn es expresado en altos niveles cuando se encuentra presente en el medio
NO; o NO, y no se encuentra presente el NH," (Herrero et al., 2001). El NH," inhibe la actividad NR
debido a que es la fuente preferida de N para las cianobacterias (Luque & Forchhammer, 2008), al
ser facilmente permeable a través de las membranas bioldgicas, o si se encuentra en bajas
concentraciones en el medio extracelular (debajo de 1 uM) es tomado por permeasas (Herrero et al.,
2001) sin gasto energético. A su vez, la fijacién de CO, es requerida para mantener la captacion de
NO; y NO, pues se necesitan esqueletos carbonados para evitar la acumulaciéon a niveles toxicos de
NH," en el citosol. Estos procesos reguladores se encuentran coordinados por la proteina sefial de
transduccién P, (Luque & Forchhammer, 2008).
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La NR es una molibdoenzima que cataliza la reduccion de 2 electrones de NO; a NO,'. Es una
proteina citoplasmatica, que se une a un cofactor Molibdeno-bis-molibdopterina guanina
dinucledtido (Mo-bis-MGD) y por lo menos a un centro [4Fe-4S]. La NR de las cianobacterias, es un
mondmero de 80 kDa, codificada por el gen narB. Los electrones de la ferredoxina o flavodoxina son
transferidos al centro [4Fe-4S] y al cofactor Mo-bis-MGD, el sitio de reduccién del NO; (Cabello et
al., 2012).

La enzima Nitrito Reductasa (NiR) es una enzima asociada a los tilacoides que cataliza la
reducciéon de NO, a NH,", como una Unica reaccién de 6 electrones mediante intermediarios
cataliticos como el éxido nitrico e hidroxilamina. Esta enzima contiene al grupo prostético sirohemo
y un centro [4Fe-4S]. La NiR de las cianobacterias, es un mondmero de 55 kDa, codificada por el gen
narA. Esta enzima recibe electrones desde la ferredoxina o flavodoxina, que son transferidos al
centro [4Fe-4S] y luego al grupo sirohemo para reducir al NO, (Cabello et al., 2012).

1.2.1.2. Fijacidn Bioldgica de Nitrégeno

La FBN es un proceso esencial en el ciclo del N y provee una fuente importante de N para los
organismos en sistemas acuaticos y terrestres. Se estima que, aproximadamente, unos 2.2 x 10'' kg
de N es fijado biolégicamente anualmente, de los cuales, 1.4 x 10" kg de N por afio son fijados en
ecosistemas terrestres y 0.8 x 10" kg de N por afio son fijados en ambientes marinos (Cabello et al.,
2012). A su vez, la mayor fuente de N en la Tierra es el N, gaseoso, que es el mayor constituyente de
la atmdsfera (Stal & Zehr, 2008). El triple enlace entre los dos atomos de N, hace que la molécula de
N, sea una molécula muy estable, siendo muy dificil de romper.

La Nitrogenasa es el complejo enzimatico que cataliza la formacién de dos moléculas de
NH," al reducir al N,. La reduccién de protones a dihidrégeno (H,), también ocurre durante la
catalisis. A su vez, la Nitrogenasa también puede reducir varios sustratos con dobles o triples
enlaces, como el acetileno, entre otras moléculas. La fijacién de N, es muy costosa energéticamente
al requerir ATP y poder reductor (Cabello et al., 2012), ambos generados a partir del metabolismo de
los carbohidratos, un proceso que es suplementado, en presencia de luz, por la actividad de PSI
(Wolk et al., 1994). Los carbohidratos sintetizados en las células vegetativas se movilizan hacia los
heterocistos, probablemente en forma de sacarosa, y a su vez los heterocistos transportan hacia las
células vegetativas el N fijado, en forma de aminoacidos (Wolk et al., 1994).

A continuacidn se representa la estequiometria de dicha reaccion:
N,+8 e + 10 H + 16 ATP = 2 NH," + H, + 16 ADP® + 16 Pi®

Existen tres tipos de Nitrogenasa, la mayoria de las cianobacterias presentan una Nitrogenasa
con molibdeno (Mo). Esta se encuentra compuesta por dos componentes: la dinitrogenasa (proteina
MoFe) y la dinitrogenasa reductasa (proteina Fe). La proteina MoFe de 230 kDa es un a,f,
tetramero, codificada por los genes nifD y nifK, que contienen dos pares de dos inusuales y Unicos
metalocentros, el cofactor FeMo y el centro P. Cada cofactor FeMo estd compuesto de Mo;Fe;So y

> Sigla en inglés para Adenosine diphosphate.

6 . s .
Fosfato inorgénico.
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homocitrato, ya que consta de dos [4Fe-3S] y [Mo-3Fe-3S] unidos por tres sulfihidrilos y con el
homocitrato coordinado con el &tomo de Mo. Cada centro P estd compuesto por FesS; y consiste en
un centro [4Fe-4S] que comparte un atomo de azufre (S) con el centro [4Fe-3S]. La proteina Fe es un
homodimero de 64 kDa, codificada por el gen nifH, con un solo centro [4Fe-4S] que une a las dos
subunidades. Un sitio de unién a MgATP se encuentra en cada subunidad. La proteina MoFe
contiene el sitio catalitico para la reduccién de N,, y la proteina Fe es el donador de electrones para
la proteina MoFe. Estas dos proteinas forman un complejo durante la catdlisis. Los eventos
cataliticos secuenciales, incluyen dos ciclos conectados:

e ¢l ciclo de la proteina Fe consiste en, la formaciéon del complejo, la transferencia de
electrones desde la proteina Fe a la proteina MoFe, la hidrolisis del ATP, y la reduccién de la
proteina Fe oxidada con el donador de electrones fisiolégico (ferredoxina o flavodoxina)

e el ciclo de la proteina MoFe incluye las reacciones parciales de la proteina MoFe para reducir
al sustrato (Cabello et al., 2012).

Bajo condiciones de limitacién de Mo, algunas especies de Anabaena expresan una Nitrogenasa
alternativa que contiene vanadio como cofactor (Stal & Zehr, 2008).

La Nitrogenasa se encuentra, Unicamente, en organismos procarioticos diazotrofos que fijan N,
en vida libre, en simbiosis o en asociacion con plantas (Cabello et al., 2012).

La Nitrogenasa es sensible al oxigeno atmosférico y al oxigeno producido intracelularmente por
la fotosintesis oxigénica, por lo que existen diferentes mecanismos para protegerla de este. Ejemplos
de estos mecanismos pueden ser las cianobacterias unicelulares que presentan ritmos circadianos,
donde fijan N, durante la noche, y realizan la fotosintesis oxigénica durante el dia y por otro lado, las
cianobacterias filamentosas, que fijan el N, en células especializadas, los heterocistos (Cabello et al.,
2012). El interior de los heterocistos es microaerdbico, como resultado del incremento de la
respiracion, inactivacion del fotosistema productor de oxigeno (PSll), y la formacién de una
envoltura celular engrosada (Xu et al., 2008) que impide la difusion de oxigeno exterior hacia el
interior del heterocisto.

1.2.1.3. Ciclo Glutamina Sintetasa-Glutamato Sintasa

En las cianobacterias el NH,", tomado del medio o producido intracelularmente, es
incorporado a los esqueletos carbonados a través del ciclo Glutamina Sintetasa-Glutamato Sintasa
(GS/GOGAT) (revisado en Flores & Herrero, 1994). El esqueleto carbonado utilizado para la
incorporacién de NH," a través del mencionado ciclo es 2-oxoglutarato, el cual es proporcionado por
la NADP*-Isocitrato Deshidrogenasa. Se utiliza este esqueleto carbonado principalmente para la
biosintesis de glutamato y de sus derivados, ya que las cianobacterias carecen de la enzima 2-
Oxoglutarato Deshidrogenasa. Este rol importante del esqueleto carbonado para la asimilacion de N,
hace que el 2-oxoglutarato sea un sensor apropiado del balance carbono-nitrégeno (C/N) en la célula
de la cianobacteria (Herrero et al., 2001), y por ende, la principal molécula utilizada como sefial de N
limitante (Cabello et al., 2012).

La GS es una enzima ubicua que cataliza el agregado de un grupo amida al glutamato para
generar glutamina, mediante consumo de ATP y presencia de cationes divalentes, como magnesio o
manganeso. La Glutamato Sintasa (GOGAT), cataliza la transferencia del grupo amida de la glutamina
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hacia el 2-oxoglutarato y produce dos moléculas de glutamato. Por lo tanto el proceso global del
ciclo GS/GOGAT resulta en la incorporacion de amonio en la molécula 2-oxoglutarato para producir
una molécula de glutamato con consumo de ATP (actividad GS) y poder reductor (Cabello et al.,
2012), proveniente de la ferredoxina reducida del fotosistema | (actividad GOGAT) (Luque &
Forchhammer, 2008); como se observa a continuacion:

GS: Glutamato + NH; + ATP = Glutamina + ADP + Pi
GOGAT: Glutamina + 2-Oxoglutarato + 2 [H] = 2 Glutamato
GS/GOGAT: 2-Oxoglutarato + NH; + ATP + 2 [H] = Glutamato + ADP + Pi

El glutamato y la glutamina son los mayores donadores de N para la sintesis de otras
moléculas nitrogenadas (Luque & Forchhammer, 2008).

Hay tres tipos de GS, la mayoria de las cianobacterias presentan la GSI, esta es una proteina
dodecamérica con subunidades idénticas de 50 kDa (codificadas por el gen g/nA), organizadas en dos
anillos hexagonales con una abertura cilindrica, hueca, que contiene moléculas de agua (H,0). La
cianobacteria Pseudanabaena sp. PCC 6903 contiene a la GSIll, enzima hexamerica con subunidades
idénticas de 80 kDa, codificadas por el gen gInN. Otras cianobacterias, como Synechocystis y
Synechococcus sp. PCC 7942, contienen GSI y GSIlll, aunque esta ultima solo se observa en
condiciones de deficiencia de N. Estas dos enzimas son diferentes en su secuencia aminoacidica,
pero comparten 5 dominios conservados que incluyen residuos del sitio catalitico y a los mismos
cationes divalentes unidos (Cabello et al., 2012).

GOGAT es una flavoproteina hierro-sulfurosa. Hay tres tipos diferentes de GOGAT,
dependiendo del donador de electrones. Las enzimas GOGAT ferredoxin y NADH dependientes, se
encuentran presentes en las cianobacterias. La ferredoxin GOGAT, es un mondmero de 170 kDa
(codificada por el gen gl/sF) con un flavin mononucleétido (FMN)’ y un centro [3Fe-4S]. NADH-
GOGAT, contiene dos subunidades de 160 y 60 kDa, codificadas por los genes gltB y gitD,
respectivamente. La subunidad mayor contiene los mismo cofactores que la ferredoxin GOGAT, y la
subunidad menor contiene flavin adenina dinucleétido (FAD)® como cofactor (Cabello et al., 2012).
La actividad de la ferredoxin GOGAT se encuentra muy influenciada por la presencia de los sustratos
2-oxoglutarato y ferredoxina reducida, evitando asi el consumo inutil de glutamina (Luque &
Forchhammer, 2008).

A su vez, existen otras reacciones bioldgicas mediante las que el NH," es asimilado. Enzimas
como la Glicina sintasa, y otras aminoacidos deshidrogenasas, como Glutamato Deshidrogenasa,
Alanina Deshidrogenasa, Aspartato Deshidrogenasa, etc., catalizan este tipo de reacciones. Aunque
Unicamente la GS es esencial para la asimilaciéon de NH,", como se reveld en estudios genéticos y
fisiologicos de varias cepas de cianobacterias (Luque & Forchhammer, 2008).

7 Sigla en inglés para Flavin mononucleotide.

8 Sigla en inglés para Flavin adenine dinucleotide.
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Ciclo de Calvin,
NO}- NO}- PEP carboxilasa

\Nq FdxH etc.

Nir l *
\ Glu 2-0G
NH,* —> Gin —> 2 Glu

NO,
GS I GOGAT
1

Urea

Figura 2. Principales vias de asimilacion de N en las cianobacterias. NRT: Permeasas tipo ABC
transportadoras de nitrito /nitrato; Urt: tipo ABC - transportador de urea; Amt: permeasa de
amonio; Nar: nitrato reductasa; Nir: nitrito reductasa; NifHDK: complejo nitrogenasa; FdxH:
ferredoxina especifica de heterocistos; PEP carboxilasa: fosfoenolpiruvato carboxilasa; 2-0G: 2-
oxoglutarato; GS: glutamina sintetasa; GOGAT: glutamato sintasa. (modificado de Flores & Herrero,
2005).

1.2.1.4. Regulacion del Metabolismo del Nitrégeno

La asimilacién del N se encuentra muy regulada en respuesta a la fuente de N ambiental y a
la de carbono (C) inorgénico. EI NH," reprime, metabdlicamente, las actividades de las enzimas
relacionadas con la asimilaciéon del N, como a NR, NiR, Nitrogenasa y GS, o a los transportadores de
NO; y NO, (revisado en Flores & Herrero, 1994). En presencia de NH,", los niveles de actividad de
estas enzimas o transportadores son basales pero en ausencia de éste son altos (Luque &
Forchhammer, 2008).

El factor de transcripcion NtcA, también participa en la regulacion del N controlando la
expresion de la mayoria de los genes involucrados en su metabolismo. La proteina de sefal P, regula
las actividades de las diferentes enzimas en respuesta a las fluctuaciones de las condiciones C/N
(Lugue & Forchhammer, 2008).

La diferenciacion del heterocisto en respuesta a la acumulacion de 2-oxoglutarato es
mediada por la uniéon de este al NtcA (Laurent et al., 2005). En Anabaena, NtcA se une a las regiones
promotoras de varios genes involucrados en la asimilacion del N, en el desarrollo de los heterocistos,
o en el desarrollo de la fotosintesis (Herrero et al., 2004).

1.3. Caracterizacion de Cianobacterias

1.3.1. Clasificacion Botanica

Tradicionalmente la identificacion de cianobacterias se basaba en sus caracteristicas
morfoldgicas. Estas eran clasificadas, segun el cddigo botdnico, como algas eucariotas denominadas
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algas verde-azules (Cyanophyta). A través de los afios se han propuesto y adoptado varias revisiones
y cambios para este tipo de clasificacion botdanica. La clasificacién de Anagnostidis & Komarek (1985)
divide a las cianobacterias (cianoprocariotas) en cuatro érdenes, Nostocales, Stigonematales,
Chroococcales y Oscillatoriales. Estos a su vez, son divididos en familias, subfamilias, géneros y
especies (Wacklin, 2006) (ver tabla 1.). Este sistema de clasificacién se basa en la identificacién
morfolégica de especies en muestras naturales sin previo aislamiento (Anagnostidis & Komarek,
1985).

1.3.2. Clasificacidn Bacterioldgica

En 1960, se descubrié que las cianobacterias presentaban caracteristicas de procariotas, por
lo que Stanier y colaboradores (1978) propusieron incluirlas en el cddigo bacteriolégico para su
clasificacion. Rippka y colaboradores (1979) crearon la clasificacion bacterioldgica de las
cianobacterias (Wacklin, 2006) que ha sido tomada y modificada en el Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology que es la autoridad reconocida en la clasificacion de bacterias (Wacklin,
2006). La aproximacion bacterioldgica se basa en caracteristicas morfoldgicas, modos de
reproduccion, ultraestructuras, fisiologia, quimica y, en algunos casos, genética de las cianobacterias
presentes en cultivos puros.

Dentro del filo cianobacteria, se encuentran dos fotdtrofos oxigénicos, las cianobacterias y
prochlorales que contienen clorofila-b/a (Prochlorophyta). Las cianobacterias se encuentran
divididas en cinco subdivisiones, y estas a su vez en subgrupos y géneros (Castenholz, 2001a) (ver
tabla 1.). Las descripciones de las subdivisiones y de los géneros, se basan aun en la morfologia,
principalmente, debido a la falta de datos fenotipicos y genéticos (Castenholz, 2001b).

Recientemente, las aproximaciones bacteriolégicas y botdnicas han convergido por lo que la
clasificacidn botdnica utiliza informacién genética ademas de la morfoldgica, citolégica, ecoldgica y
bioquimica. Los nombres botdnicos son utilizados en la clasificacion bacteriolégica, pero la
nomenclatura continua difiriendo (Wacklin, 2006). Los autores de ambas clasificaciones, han
enfatizado en que la actual clasificacion de cianobacterias es temporaria, ya que la informacién
genética es inadecuada, y futuras revisiones de estos sistemas de clasificacion deberan realizarse
(Castenholz, 2001b). Esta revisién es complicada por la presencia de especies clasificadas segun sus
caracteristicas morfolégicas pero sin la informacién genética, y por lo contrario, las secuencias
genéticas, presentes en las bases de datos, no presentan una descripcion morfoldgica (Wilmotte &
Herdman, 2001).

Las subdivisiones de las cianobacterias, no han sido respaldadas por el andlisis de las
secuencias del gen ARNr 16S (Wacklin, 2006). Por ejemplo, las cianobacterias con heterocisto que
pertenecen a las subdivisiones IV y V, parecen pertenecer a un mismo grupo monofilético’ en el
andlisis del gen ARNr 16S (Tomitani et al., 2006). A su vez, el agrupamiento filogenético de varios
géneros de cianobacterias parecen ser incongruentes con la morfologia de estas bacterias, por lo
tanto, también con su clasificacidon corriente (Wacklin, 2006). Esta incongruencia entre el andlisis
filogenético y la clasificacion de las cianobacterias ha sido tomada en cuenta en la clasificacion

9 . . .l 24 . . . ,

Se dice que un grupo de especies es monofilético cuando todos los organismos incluidos en él han
evolucionado a partir de un ancestro en comun, y todos los descendientes de este ancestro estan incluidos en
el grupo.
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propuesta por Hoffmann y colaboradores (2005) (Wacklin, 2006). El sistema de clasificacion
propuesto por Hoffmann y colaboradores (2005) se basa en las relaciones genéticas de las
cianobacterias (principalmente el gen ARNr 16S), en su morfologia y en los arreglos tilacoidales
(Wacklin, 2006). Estos autores propusieron dos grandes cambios: que las cianobacterias con
heterocistos se unifiquen en una sola subdivisién y que las prochlorophyta se incluyan dentro del
sistema de clasificacion de cianobacterias (Hoffmann et al. 2005).

Tabla 1. Clasificacidon de cianobacterias de acuerdo al sistema bacteriolégico (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology) y botanico (Komarek & Anagnostidis). (modificado de Wacklin, 2006).

Clasificacion segun el Bergey's Clasificacion segin Komarek & e s ,
, - . Clasificacion segun
Manual of Systematic Anagnostidis (Anagnostidis & .
, . , Hoffman, Komarek &
Bacteriology (Boone & Komadrek, 1985; Komarek & Kastovsky (2005)
Castenholz, 2001) Anagnostidis, 1989, 1999, 2005) ¥
Subdivision I: unicelular o
colonias, divisién por fision Gloeobacterales: cocoides,
binaria en 1 o 3 planos o por sin tilacoides.
gemacion.

Synechococcales: unicelular

Chroococcales: unicelular o . o,
o colonias, organizacién de

Subdivision Il: unicelular o

colonias, division por fisién colonias. tilacoides paralelos a la
multiple o en combinacién con superficie celular.
fision binaria. Chroococcales: unicelular o
colonias, organizacion
radial de los tilacoides.
Oscillatoriales: filamentos
largos, organizacion radial
de los tilacoides.
Subdivision Ill: filamentosas, sin Oscillatoriales: filamentosas, sin Pseudoanabaenales:
heterocistos. heterocistos. filamentos finos,

organizacién de tilacoides
paralelos a la superficie
celular.

Nostocales: filamentosas, con
heterocistos, acinetes, algunas
pueden presentar ramificaciones

Subdivision IV: filamentosas, con
heterocistos, sin ramificaciones

verdaderas. Nostocales: filamentosas

falsas. .
— . - - con heterocistos.
Subdivision V: filamentosas, con Stigonematales: filamentosas,
heterocistos y ramificaciones con heterocistos, acinetes y
verdaderas. ramificaciones verdaderas.

En el contexto de este trabajo se estudiaran cianobacterias pertenecientes a la subdivision 1V,
Orden Nostocales, ya que es el Orden dentro del cual se encuentran las cianobacterias con
heterocistos sin ramificaciones. La subdivision IV estd conformada por tres secciones, segun el
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, aunque Komarek & Anagnostidis (1985, 1989, 1999)
reconocen cuatro secciones (familias) y 32 géneros (Holt et al., 2000). A continuacidon se muestran
las tres secciones del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, con sus respectivos géneros.
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e Seccidén A (Familia: Nostocaceae):

R/

% Anabaena

R/

** Nostoc

72

% Nodularia
R/

% Cylindrospermum
<+ Aphanizomenon

Existen otros géneros dentro de la Familia Nostocaceae, incluidos en el sistema de clasificacion
botanico de Beitler, Desikachary y Bourrelly, como: Richelia, Wollea, Anabaenopsis, Hormothamnion
y Aulosira.

e Seccién B (Familia: Scytonemataceae):
< Scytonema

Otros géneros dentro de la Familia Scytonemataceae, descriptos por otros autores, son los
siguientes: Hydrocoryne, Coleodesmium (=Desmonema), Petalonema, Scytonematopsis y Diplocolon.

e Seccién C (Familia: Rivulariaceae):
% Calothrix

Los géneros tradicionales, o botanicos, de la Familia Rivulariaceae son Gloeotrichia, Rivularia,
Sacconema, Isactis, Dichothrix, Gardnerula (=Polythrix) y Microchaete (=Fremyella) (Holt et al.,
2000).

Figura 3. Micrografias de diferentes colonias y cepas de cianobacterias, representando la diversidad
morfoldgica de estas bacterias. (A) Colonias de Microcystis sp. (B) Colonias de Aphanizomenon flos-
aquae 1tu29519. (C) Tricomas de Anabaena planctonica 1tu28s8. (D) Tricoma de Anabaena crassa
1tu33S12. (E) Colonia de Snowella litoralis 0tu35S07. (F) Limnothrix redekei 007a (contraste de fase).
Heterocistos (h) y acinetes (a) se indican mediante flechas. (modificado de Wacklin, 2006).

1.3.3. Caracterizacion Polifasica

Las cianobacterias son un grupo monofilético pero morfolégicamente diverso (Tomitani et al.,
2006). Tradicionalmente, el abordaje morfoldgico, a través de la observacion microscépica, ha
permitido clasificar a las cianobacterias, no obstante dichas caracteristicas pueden variar de acuerdo
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a las condiciones de cultivo o crecimiento o también llegar a perderse (Lyra et al., 2001). A su vez, los
heterocistos, acinetes y hormogonios, pueden ser dificiles de caracterizar bajo el microscopio, por lo
que la diversidad puede ser subestimada (Nibel et al., 2000). Incluso se ha estimado que el 50% de
las cepas existentes en colecciones tiene un nombre taxondmico que no se corresponde con la
descripcién morfoldgica del taxon (Komarek & Anagnostidis, 1989). Debido a esto, se ha recurrido
también a un abordaje donde se utilizan marcadores moleculares para su identificacién (Prassana et
al., 2006), complementado con un abordaje morfolégico. Un gen ampliamente utilizado es el de la
subunidad 16S del ARNr que codifica un ARNr de la subunidad menor de los ribosomas (30S),
presente en todos los procariotas. Este gen tiene un tamafio de aproximadamente 1500 pares de
bases (pb), posee un dominio muy conservado como también nueve regiones hipervaribales y tiene
una distribucién universal (Nubel et al., 1997). El poder de resolucién del gen ARNr 16S es a nivel de
especie o por encima de este (Wacklin, 2006). Por esto es recomendable realizar el analisis
filogenético con otros marcadores moleculares, como el gen hetR para el caso de cianobacterias que
presentan heterocistos, ya que este gen es esencial para la diferenciacién de esta célula
especializada (Tomitani et al., 2006), o el gen nifH, que codifica para la proteina Fe perteneciente a la
enzima Nitrogenasa (Foster & Zehr, 2006), o el gen rbcL, que codifica a la subunidad grande de la
enzima Ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa /oxigenasa, enzima esencial para la fijacion de CO, en el
ciclo de Calvin (Tomitani et al., 2006). Los genes, son amplificados mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)™ y luego secuenciados. Este tipo de procedimiento, ha sido muy utilizado en
el estudio de la diversidad de procariotas, y permite tanto la identificacion como la prediccién de las
relaciones filogenéticas (Tilak et al., 2010).

Para realizar la PCR se utilizan cebadores™ especificos para un determinado grupo taxonémico o
cebadores universales para procariotas en general. Finalmente, el analisis de secuencia se realiza
empleando regiones especificas del gen que contengan regiones hipervariables. Actualmente,
existen varios bancos de datos de secuencias del gen ARNr 16S, como el NCBI*
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); RDP 11"  (http://www.rdp.cme.msu.edu/) y Greengenes
(http://www.greengenes.lbl.gov) (Callejas, 2011). El primero también es un banco de datos de
secuencias del gen hetR. Estas bases de datos on line, poseen a su vez una serie de herramientas
informaticas para la clasificacion y alineacion de secuencias multiples, facilitando la identificacion de
los microorganismos que se quieren determinar (Callejas, 2011). Luego se puede realizar un analisis
filogenético que se utiliza para estimar las relaciones evolutivas entre los organismos en estudio.

Otras aproximaciones para caracterizar a dichos organismos incluyen su capacidad de fijar N,, su
actividad fotosintética y la actividad de ciertas enzimas relacionadas al metabolismo del N como lo
son la GS o la NR. Sin embargo, el andlisis aislado de cada uno de sus atributos no es suficiente para
poder clasificarlos y una aproximacion polifasica resulta mas apropiada y confiable (Mishra et al.,
2013). En dicho abordaje caracteres morfolégicos, moleculares, bioquimicos y fisiolégicos son
tomados en cuenta para poder caracterizar e identificar a estas bacterias.

10 Siglas en inglés para Polymerase Chain Reaction.
" En este texto también se utilizara la terminologia en inglés: primer.
© Sigla en inglés para National Center for Biotechnology Information.

B Sigla en inglés para Ribosomal Database Project Il.
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1.4. Cianobacterias Diazotrofas en Arrozales

La capacidad dual de las cianobacterias de fijar CO, y N, los convierte en microorganismos con
una independencia trofica relevante que les permite colonizar con éxito diversos habitats muchas
veces inhdspitos. Ademads estos organismos utilizan otras fuentes de N y su capacidad para usar esas
otras fuentes varia entre especies y refleja una adaptacidn evolutiva a ciertos habitats (Lugue &
Forchammer, 2008).

Las cianobacterias se encuentran tanto en sistemas acuaticos como terrestres (Herrero et al.,
2001). Entre todos los ecosistemas en los que pueden ser encontradas, los suelos himedos son un
ambiente ideal para el crecimiento de estas bacterias. Por ende el cultivo de arroz en condiciones de
inundacién constituye un ambiente favorable para el crecimiento de las cianobacterias respecto a
sus requerimientos de luz, agua, temperatura y disponibilidad de nutrientes (Roger, 1995). A su vez,
estos microorganismos, son resistentes a desecacion debido a la presencia de células vegetativas
modificadas como los acinetes (Singh et al., 2011). Las cianobacterias fijadoras de N, son ubicuas a
este cultivo, atribuyéndoles la fertilidad natural de estos suelos (Roger & Simpson, 1996) y en
general casi un 50% de los géneros de cianobacterias encontrados en arrozales forman heterocistos
(Whitton, 2000).

En los arrozales, las cianobacterias podrian crecer y fijar N, en cuatro microhdbitats: la superficie
del suelo, la columna de agua, la superficie del agua y epifiticas sobre el arroz o malezas (Roger &
Watanabe, 1986).

Algunas cepas de cianobacterias liberan pequefias cantidades de NH," y pequefios polipéptidos
durante el crecimiento activo, mientras que la mayoria de los productos de fijacidon son accesibles a
la planta a través de autolisis y descomposicién (Martinez, 1984). El rol de las cianobacterias
diazétrofas en la mejora de la fertilidad del suelo, particularmente en los arrozales inundados, ha
sido profusamente documentada (Venkataraman, 1981). La existencia de un potencial agronémico
de las cianobacterias en los cultivos de arroz fue reconocida por De (1939), quien atribuyo la
fertilidad natural de los campos de arroz tropicales a la FBN por estos organismos. Utilizando N se
ha demostrado que el N fijado por las cianobacterias es realmente tomado por las plantas de arroz
durante el ciclo del cultivo (Irisarri et al., 2006). El aporte de N por FBN de las cianobacterias en
cultivos de arroz se estima en 30 kg N.ha™. Utilizando °N, se han determinado valores entre 40-80
kg N/ha/afio, de aporte de N por las cianobacterias, en el IRRI*, Filipinas (Tilak et al., 2010). Por esto,
se ha considerado a estos microorganismos como potenciales biofertilizantes en cultivos de
arrozales.

Los biofertilizantes o inoculantes microbianos, son preparaciones que contienen
microorganismos benéficos en un estado viable para adicionarlo a semillas o para su aplicacion en
suelos, y estan disefiados para proveer fertilidad y ayudar al crecimiento de la planta,
incrementando la actividad biolégica de los suelos agricolas (Rao, 2002).

El empleo de cianobacterias fijadoras de N, como sustitutos parciales de los fertilizantes
guimicos es una aproximacion biotecnoldgica con ventajas no sélo para el medio ambiente sino
también a nivel econémico, ya que el arroz es uno de los pilares de la dieta de millones de personas

" Sigla en inglés para International Rice Research Institute.
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en el mundo y requiere grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados, y la produccion industrial
de estos es costosa y en paises emergentes cultivadores de arroz, el fertilizante nitrogenado es un
factor limitante en la producciéon (Sinha & Hader, 1996). Uruguay actualmente es el octavo
exportador de arroz en el mundo y el area que ocupaba este cultivo se ha extendido desde el este
hacia el norte y centro del pais. Se han exportado 937838 toneladas de arroz en la zafra 2011/2012
(ACA, 2013).

Los estudios de inoculacién de arroz con cianobacterias para aumentar la productividad del
cultivo han tenido resultados dispares. Se han observado fracasos en la sobrevivencia del inoculante
(Reddy & Roger, 1988) pero también aumentos significativos en el rendimiento del arroz inoculado
con cianobacterias (Yanni, 1996). El éxito o fracaso de la inoculacidon dependera de las condiciones
locales (Irisarri et al., 1999). La mayoria de los datos publicados en cuanto a inoculacién con
cianobacterias refieren a arrozales tropicales.

La fertilizacién nitrogenada en arrozales uruguayos es mas baja que en otras regiones arroceras
del mundo. No obstante, la respuesta al fertilizante en nuestros arrozales ha resultado erratica en
algunos casos. Por lo que se podria suponer que existen otras fuentes complementarias de N para
cubrir las necesidades en el cultivo. Debido a la relevancia que se le ha dado a las cianobacterias en
el aporte de N en otros arrozales, es importante para nuestro medio contar con informacién de su
funcién en el arrozal y de su uso como biofertilizantes. La densidad de cianobacterias en los
arrozales uruguayos es menor a los reportados en otros arrozales del mundo (Irisarri et al., 2001),
por lo que la inoculacién con aislamientos de cianobacterias nativas aparece como un posible
suplemento de N en estos ecosistemas (Irisarri et al., 2006). Por ende, conocer qué géneros de
cianobacterias se encuentran presentes en los suelos de arrozales del Uruguay resulta entonces
fundamental. Prasanna y colaboradores (2011) demostraron la competencia entre un consorcio de
cepas de cianobacterias utilizadas como biofertilizantes, en el cual domina uno o dos géneros,
generalmente Anabaena o Nostoc. Estos exhibieron una capacidad superior de establecimiento y
adaptacion en suelos y agro-ecosistemas diferentes de la India (revisado en Prasanna et al., 2011).
Se ha observado que los inoculantes presentan problemas para establecerse, ya que compiten con
las cepas nativas (Prasanna et al., 2011), por esto es importante la caracterizacion e identificacion
taxondmica de estas cepas nativas y ademds evaluar su competitividad frente al agregado de un
potencial inoculante.

Ademas de N, las cianobacterias proveen a las plantas de arroz muchos otras sustancias
organicas solubles necesarias para la planta (Tilak et al., 2010), los metabolitos secundarios que
pueden ser mineralizados por la microflora del ambiente. Estos pueden ser factores de crecimiento,
vitaminas, inhibidores de otros microorganismos que forman parte de la microbiota del suelo.
Reportes de cianobacterias como agentes de control bioldgico, muestran que estos organismos son
efectivos contra los patdgenos de plantas. Los biofertilizantes de cianobacterias movilizan no solo
elementos como el N, sino también el fosforo, desde una forma no utilizable a una forma utilizable
por las plantas (Singh et al., 2011).

Las cianobacterias utilizadas generalmente como indculos de arrozales pertenecen a los géneros
Aulosira, Tolypothrix, Scytonema, Nostoc, Anabaena y Plectonema (Tilak et al., 2010).

1.5. Antecedentes
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La diversidad de cianobacterias ha sido estudiada en una variedad de locaciones geograficas,
incluyendo el Cafidn del Colorado, dolomita expuesta en Suiza central, aguas termales, en el hielo,
en el Mar Baltico Sur, etc., utilizando una combinacién de PCR del gen ARNr 16S y electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE)"™. Un nimero considerable de estudios, han realizado
DGGE, para identificar y caracterizar filogenéticamente a cianobacterias tdxicas (revisado en
Srivastava et al., 2009). En Uruguay se han realizado numerosos trabajos en cuanto a identificacién
de cianobacterias presentes en cuerpos de agua (revisado en Vidal et al., 2009). En contraste con lo
anterior, las cianobacterias de arrozales han sido caracterizadas en general solo a nivel morfolégico
en India (Nayak & Prasanna, 2007; Tiwari & Singh, 2005), Bangladesh (Khan et al., 1994), Chile
(Pereira et al., 2005), Pakistan (Ali & Sandhu, 1972), Korea (Kim & Lee, 2006) y Uruguay (Irisarri et al.,
2001). Pero existen muy pocos estudios de biodiversidad de cianobacterias en arrozales utilizando
herramientas moleculares. Se encuentran presentes en la bibliografia estudios de caracterizacion
molecular de cianobacterias en arrozales de la India, que revelan que los géneros de cianobacterias
Nostoc y Anabaena son los predominantes, en un 80%, de los aislamientos de la rizésfera de las
plantas de arroz (Nayak et al., 2008; Prasanna et al., 2008). Estos resultados coinciden con otros
estudios de diversidad de cianobacterias en arrozales realizados en India desde una aproximacién
morfolégica. También se encontraron otros géneros de cianobacterias presentes en los arrozales,
pero en menor abundancia, como Calothrix, Scytonema, Cylindrospermum, Aphanocapsa, Lyngbya,
Phormidium, Oscillatoria, Aulosira, Hapalosiphon, Westiellopsis, algunos de estos géneros no
presentan heterocistos (Prasanna & Nayak, 2007). Existen otros trabajos que utilizan herramientas
moleculares para caracterizar la biodiversidad de cianobacterias en arrozales de China, donde
también encontraron que los géneros que se encuentran en una mayor proporcidon son Nostoc y
Anabaena y otro género sin heterocistos como Cyanothece. A su vez, se encontraron otros géneros
en menor proporcion similares a los encontrados en los arrozales de la India (Martensson et al.,
2009). Otro estudio similar realizado en Indonesia concluyé que el género dominante en estos
ecosistemas era Nostoc (Hendrayanti et al., 2012).

Figura 4. Fotomicrografias de cianobacterias aisladas de la rizosfera de arrozales. (A) Fragmentos de
raiz con cianobacterias. (B) Diversidad de cianobacterias en muestras de rizosfera enriquecidas. (C)
Anabaena sp. y Calothrix sp. (D) Nostoc sp. (modificado de Prasanna et al., 2010).

B Sigla en inglés para Denaturing gradient gel electrophoresis.
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La mayoria de los estudios mencionados anteriormente fueron realizados en arrozales de paises
tropicales, los cuales son diferentes en caracteristicas y en el manejo agrondmico a los de clima
templado, como en Uruguay (lIrisarri et al., 2006). En este pais no se ha realizado hasta el momento
un estudio polifasico de caracterizacién de cianobacterias presentes en arrozales. Irisarri vy
colaboradores (2001) mediante el cultivo y caracterizacion morfoldgica de cianobacterias de un
arrozal del este del pais encontraron que los géneros dominantes eran Anabaena y Nostoc. Otros
géneros presentes en menor proporcion fueron Calothrix, Cylindrospermum, Nodularia, Scytonema y
Tolypotrix. También se encontraron abundantes cianobacterias que no forman heterocisto
pertenecientes a los érdenes Chroococcales, unicelulares del género Gloeothece, y Oscillatoriales,
filamentosas de los géneros Lyngbya, Oscillatoria, Pseudoanabaena. A su vez se encontraron
colonias epifitas macroscdpicas de Gloeotrichia sp. Las cianobacterias con heterocistos estaban en el
suelo inundado (bentdnicas). No obstante, las cianobacterias unicelulares o filamentosas sin
heterocistos eran planctdnicas.

18



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Hipdtesis y Objetivos

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1.Hipodtesis de Trabajo

Es posible encontrar diferencias a nivel morfoldgico, bioquimico, fisiolégico y molecular que
permitan la clasificacién de cianobacterias con heterocisto provenientes de arrozales del este del
Uruguay.

2.2.0bjetivo General

Caracterizar a través de una aproximacion polifdsica a 10 aislamientos de cianobacterias con
heterocisto nativas de un arrozal.

2.2.1. Objetivos Especificos

e Determinar las velocidades de crecimiento de 10 aislamientos de cianobacterias con
heterocisto.

e Identificar a nivel morfolégico y molecular (mediante el analisis de los genes ARNr 16S vy
hetR) a los aislamientos.

e Determinar las tasas de produccion fotosintética de O,y evaluar los pigmentos fotosintéticos
de los diferentes aislamientos.

e Evaluar las actividades enzimaticas de enzimas relacionadas con el metabolismo del
nitrégeno, Nitrogenasa, Nitrato Reductasa y Glutamina Sintetasa de las cianobacterias.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Cultivo de Cianobacterias

Las cepas de cianobacterias utilizadas en este trabajo provienen de una coleccién de
aislamientos provenientes de la Estacién Experimental Paso de La Laguna (INIA, Treinta y Tres) que
cuenta nuestro laboratorio de investigaciones anteriores (lrisarri et al., 1999; Irisarri et al., 2001;
Irisarri et al., 2006). Se trabajo con 10 aislamientos que se encontraban liofilizados, SU 1, SU 5, SU 8,
SU 10, SU 11, SU 16, SU 37, SU 40, SU 45 y SU 54. Estos aislamientos se hicieron crecer en medio
liguido BG;; modificado sin N (BGi;,) a un pH de 7.6 (Ripka et al., 1979) (ver Anexo 1). Las
cianobacterias se cultivaron en agitacién continua a 126 rpm, con un fotoperiodo de 16 horas luz,
con una intensidad luminica de 71 umoles de fotones.m™.s™y a una temperatura de 24°C.

Figura 5. Fotografia de los cultivos de cianobacterias con heterocisto estudiadas en agitador.
Para el cultivo de estas cianobacterias en placas se utilizé6 medio BG;;, con 1.5% de agar.

Para los diferentes ensayos, se partié de cultivos que se hicieron crecer en matraces estériles
de 250 mL, con 150 mL de medio liquido BG;1, y 4 mL de indculo de cianobacterias previamente
fraccionado con un homogeneizador Potter-Elvejhem. La inoculacién y la toma de muestras se
realizaron en condiciones de esterilidad. La toma de muestras, para los diferentes ensayos, se realizd
luego de los 10 dias de haber realizado la inoculacion.

Para la observacion de acinetes y/o hormogonios se dejo a los cultivos sin agitacion y sin
agregado de medio fresco al menos un mes.

3.2. Curva y Tasa de Crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento tomando en cuenta la densidad 6ptica (DO) de cada
cultivo de acuerdo a Vézina & Vincent (1997). Se tomd 1 mL de cultivo (homogeneizado), al cual se le
midié la absorbancia (abs) a una longitud de onda (A) de 750 nm en una celda de 1 cm en un
espectrofotdmetro UV-1201V (Shimadzu). Se tomaron muestras cada 2 dias durante 10 dias. Las
curvas de crecimiento obtenidas se ajustaron mediante una regresion sigmoidal.
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A su vez, se realizaron curvas de crecimiento para cada aislamiento midiendo el peso seco
(PS) de cada cultivo a través del tiempo segun Sorokin (1973) modificado. Se tomd 1 mL de cultivo
(homogeneizado), el cual se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min en una centrifuga MSE
MicroCentaur (Sanyo). Luego se descarté el sobrenadante y se secé la muestra en estufa a 60°C por
48 horas. Posteriormente se peso el precipitado™ en una balanza analitica Sartorius. En este caso, las
muestras también fueron tomadas cada 2 dias durante 10 dias, y las curvas también se ajustaron con
la misma regresidn utilizada anteriormente.

Para determinar la tasa de crecimiento (u) de cada cultivo para ambas curvas de
crecimiento, se utilizd la siguiente formula (Myers & Kratz, 1955 modificado):

[ (dfa_l) = (Ln(N2/Ny))/(T5-Ty)
Donde, N; = DOys50nm O PS inicial en el tiempo T, de la fase exponencial
N, = DO7s50nm O PS final en el tiempo T, de la fase exponencial

3.3. Andlisis Morfolégico de los Aislamientos

Se tomaron 100 pL de cultivo liquido para observar los aislamientos bajo microscopio dptico
Labophot-2 (Nikon) con aumentos de 40X y 100X. Se observaron al menos 20-30 filamentos en 4
campos. Las caracteristicas morfoldgicas evaluadas fueron:

e Filamento: forma, polaridad, es decir si es isopolar (igual morfologia en los extremos) o
heteropolar (diferente morfologia en los extremos) (Kruk et al., 2009) y presencia o ausencia
de ramificaciones falsas

e (Células vegetativas: forma (barriles, cilindricas, esféricas, ovales, ovoides, piriformes o
susbesféricas) (Kruk et al., 2009)

e Heterocistos: forma, distribucidn (pareados o solitarios) y posicion (apicales, subapicales o
intercalares) (Kruk et al., 2009)

e Acinetes: presencia o ausencia, forma, distribucién y posicién

e Mucilago: presencia o ausencia.

Se utilizd la clave de clasificacion de Ripka et al. (1979) presente en el Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 2000). Ademds, se complementd la identificacién
morfoldgica a través del crecimiento de los aislamientos en placa y la observacién de las colonias con
microscopio estereoscdpico Nikon seguin Castenholz (1984).

Para determinar la presencia o no de mucilago en los diferentes aislamientos, se tifid el
preparado con una gota de tinta china negra.

'® En este texto también se utilizard la terminologia en inglés: pellet.
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3.4. Determinacion de Pigmentos Fotosintéticos

3.4.1. Clorofila a

La Chl a se cuantificé segun el método de Wellburn (1994). Se centrifugd 1 mL de cultivo
(homogeneizado) a 12000 rpm durante 5 min. Se descarté el sobrenadante, y luego se agregd 1 mL
de metanol absoluto. Se incubd a 4°C durante toda la noche en oscuridad. Al dia siguiente, se
separaron los restos celulares por centrifugacion (12000 rpm durante 5 min) y se leyd la absorbancia
del sobrenadante a 665 nm en una celda de 1 cm de largo de trayectoria dptica, utilizando metanol
absoluto como blanco.

La concentracion de Chl a se calculd de acuerdo a la siguiente formula:
Chl a (pg.mL™) = AbSeesnm / €665 nm™*d
Donde, Absgss nm = absorbancia a 665 nm
d = didmetro de la celda utilizada
€665 nm = COeficiente de extincidn molar de la Chl a a 665 nm = 16.72 mL.ugt.cm™

Las concentraciones de Chl a obtenidas a partir de cada aislamiento se normalizaron
respecto al peso seco del volumen de cultivo utilizado ([Chl a] = pg.mg PS™).

3.4.2. Carotenoides

Los carotenoides se determinaron de acuerdo a Liaaen-Jensen (1978). Se centrifugaron 2 mL
de cultivo (homogeneizado) a 12000 rpm durante 5 min. Se descartd el sobrenadante y luego se
resuspendio el precipitado en acetona 85% (v/v). Se incubd a 4°C durante 48 h en oscuridad. Se
centrifugd a 12000 rpm por 5 min, y se midié la absorbancia del sobrenadante a 450 nm en una
celda de 1 cm de largo de trayectoria dptica, utilizando acetona 85% como blanco.

La concentracion de carotenoides se calculé utilizando la siguiente férmula:
Carotenoides (Hg.mL™) = AbSsonm / (€450 nm*d)
Donde, Abs,sonm = absorbancia a 450 nm

d = didmetro de la celda utilizada

€450 nm = COeficiente de extincién molar de los carotenoides a 450 nm = 2.5 mL.ug.cm™

Las concentraciones de carotenoides obtenidas a partir de cada aislamiento se normalizaron
en relacién al peso seco del volumen de cultivo utilizado ([Carotenoides] = ug.mg PS™).

3.4.3. Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas se cuantificaron segin el método de digestion enzimatica vy
congelamiento de Bennet & Bogorad (1973). Se centrifugd 4 mL de cultivo (homogeneizado) a 12000
rom durante 5 min. Se descartd el sobrenadante, luego se resuspendié el pellet en la disolucion |
(Na,HPO, 0.01 M; NaCl 0.15 M (pH 7)) y se dejé a temperatura ambiente. Inmediatamente después,
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se agregd 150 L de la disolucion Il (0.5% (p/v) de lisozima en disolucidn 1) y se incubd con agitacién
a 37°C durante 2 horas. Finalizada la incubacién se dejaron los microtubos a -20°C en oscuridad. Se
realizaron ciclos de descongelado y congelado hasta aparicion de color. Luego, se mezclé el
contenido de los microtubos por agitacion y se centrifugd a 12000 rpm por 5 min. Se leyé la
absorbancia del sobrenadante a diferentes A: 562, 615 y 652 nm, en una celda de 1 cm de largo de
trayectoria 6ptica, utilizando la disolucién Il como blanco.

La concentracion de ficobiliproteinas se calculé utilizando las siguientes férmulas:
Ficocianina (ug.mL™) = (((Absgis nm — 0.474)* (Absgs nm))/5.34)*1000
Aloficocianina (pug.mL™) = (((Absesy nm — 0.208)* Abseis nm)/5.06)*1000
Ficoeritrina (ng.mL™) = ((Abs sg; nm — ((2.41*[FC]) — (0.849*[AFC])))/9.62)*1000
Donde, Absss, nm = absorbancia a 562 nm
Absg15 nm = absorbancia a 615 nm
Abses, nm = absorbancia a 652 nm
[FC] = concentracién de ficocianina (ug.mL™)
[AFC] = concentracién de aloficocianina (ug.mL™)

Las concentraciones de ficobiliproteinas obtenidas a partir de cada aislamiento se
normalizaron respecto al peso seco del volumen de cultivo utilizado ([Ficobilinas] = pg.mg PS™).

3.5. Tasa de Produccidn Fotosintética de O,

La fotoevolucién de O, se midié con un electrodo de O, tipo Clark (Hansatech Instruments
Ltd.) durante de acuerdo a Irisarri et al. (1999). Se tomd 2 mL de cultivo (homogeneizado), y se
colocaron en la celda del electrodo con temperatura controlada de 21°C, con agitacion e iluminada
con un flujo de densidad cuéntica de 6300 pmoles de fotones.m™?.s™.

La tasa de produccidn fotosintética de O,, equivale a la pendiente calculada a partir de la
curva de fotoevolucidn de O, (concentracién de O, en funcidn del tiempo).

Las tasas de produccién fotosintética de O, obtenidas a partir de cada aislamiento se
normalizaron en relacion a la cantidad de Chl a presente en el volumen de cultivo utilizado (Tasa de
produccién fotosintética de O, = nmol.min™.pg Chl a’%).

3.6. Actividades Enzimaticas

3.6.1. Actividad Nitrogenasa (EC 1.18.6.1)

La actividad nitrogenasa se estimé mediante el ensayo de reduccién del acetileno (ARA) de
acuerdo a Irisarri et al. (1999).
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Se seleccionaron, debido a sus diferencias fenotipicas, cuatro aislamientos, SU 5, SU 8, SU 10
y SU 16, para realizar este ensayo. Estos aislamientos se incubaron con 5 mL de acetileno, en frascos
estériles de 60 mL, durante 4 horas bajo las mismas condiciones especificadas en el apartado 3.1.

Luego de transcurridas las 4 horas, se tomd 1 mL del headspace de cada cultivo, en los
cuales se determinaron la reduccidon de acetileno con un cromatégrafo de gases SRI 8610 con
detector de ionizacion de llama (FID). Estas medidas se realizaron en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Microbiologia Ambiental, Catedra de Microbiologia, Departamento de Biociencias,
Facultad de Quimica, UdelaR.

La concentracidn del producto de la reaccién enzimatica, etileno, se cuantificd utilizando la
curva de calibracidn obtenida a partir de diluciones de un estandar de etileno de 205,1 ppm.

La actividad nitrogenasa se expresé en unidades de enzima (U), definiendo a U como la
cantidad (umol) de etileno formado por minuto. A su vez, se normalizaron respecto a la cantidad de
proteinas totales presente en el volumen de cultivo utilizado para realizar este ensayo (Actividad
Nitrogenasa = U.mg proteinas totales™).

3.6.2. Actividad Nitrato Reductasa (EC. 1.7.7.7.2)

La actividad NR se realizd segun el protocolo de Herrero et al. (1981) que se basa en la
habilidad de esta enzima de reducir NO; a NO,.

Luego de transcurridos 5 dias de crecimiento, se tomé 2 mL de cultivo (homogeneizado), los
cuales se utilizaron como inéculo para iniciar un cultivo nuevo en un vial estéril de 25 mL, al cual se
le agregd 10 mL de medio BG;; con KNO3; 20 mM concentracion final (cf) durante otros 5 dias.

Transcurridos los 5 dias de incubacion, se tomaron 2 mL de este cultivo que se centrifugaron
durante 5 min a 12000 rpm. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con 0.1
mL de tampon Tricina-NaOH 5 mM (pH 8.1). La mezcla se agité y se centrifugé a 12000 rpm por 5
min. Se descartd el sobrenadante, se resuspendié el precipitado en 0.2 mL de tampdn Tricina-NaOH
5 mM (pH 8.1), y se macerdé.

A la resuspension se le agregd y mezclé 1 mL de mezcla de ensayo/blanco, las cuales se
conforman por:

e 1.5 mL detampdn Na,CO3/NaHCO; 100 mM (pH 10.5)
e KNOj; cantidad suficiente para una concentracidn final de 100 mM en la mezcla
e Bromuro mixto de alquil-trimetilamonio (MTAB) 250 pg.mL™
e 28.5 mL de H,0 destilada, en un volumen final de 30 mL
La mezcla que se utilizd para realizar los blancos no contenia KNOs.

Luego se le agregdé 0.1 mL de Metil violégeno 40 mM, y se volvié a mezclar. Se inicid la
reaccién con el agregado de 50 plL de Ditionito preparado fresco a razén de 100 mg.mL™ de NaHCO;
200 mM, se mezcld y se incubd durante 15 min a 28°C.
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La reaccién se detuvo oxidando el Ditionito con agitacion vigorosa y agregando 0.1 mL de
Acetato de cinc 1 M. Se centrifugd la muestra durante 5 min a 12000 rpm.

Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante que se transfirieron a un microtubo nuevo. Para
cuantificar el NO, se agregaron a los 0.5 mL del sobrenadante, 0.5 mL de Sulfanilamida al 10% (p/v)
y 0.5 mL de N-(1-naftil)-etilenodiamina diclorihidrato (NNDA) al 0,1 % (p/v). Se incubd durante 30
min a temperatura ambiente.

Luego, se midié la absorbancia de la mezcla contra los blancos preparados anteriormente, a
una A de 540 nm.

Mediante concentraciones conocidas de NO,  se realizé una curva de calibracidn, a partir de
la cual se cuantificaron las concentraciones de NO, que se obtuvieron en este ensayo para las
diferentes muestras.

La actividad NR se expresoé en U, definiendo a U como la cantidad (umol) de NO, formado
por minuto.

Estas actividades se normalizaron respecto a la cantidad de proteinas totales presentes en el
volumen de cultivo utilizado para realizar este ensayo (Actividad NR = U.g proteinas totales™).

3.6.3. Actividad Glutamina Sintetasa (EC 6.3.1.2)

La actividad GS se realizé de acuerdo a Dobrogosz (1981). La actividad transferasa de la GS
se determind midiendo la cantidad de y-glutamil hidroxamato (y-GH) formada utilizando glutamina
como sustrato en presencia de ADP y arsenato.

Se tomaron 2 mL de cultivo (homogeneizado) y se centrifugaron durante 5 min a 12000 rpm.
Se descartoé el sobrenadante, se lavé el pellet con 0.1 mL de Tris 1 M (pH 8.8) y se agitd. Se volvid a
centrifugar a 12000 rpm por 5 min. Se descarté el sobrenadante, se resuspendio en 0.2 mL de Tris 1
M (pH 8.8), y se macerd.

A la resuspension se le agregd 0.45 mL de la mezcla de ensayo/blanco y se agitd. La mezcla
contenia:

e 4 mlLde Glutamina 0.2 M
e 1mLdeTris1M (pH 8.8)
e 1mLdeMnCl,0.01M
e 1 mLde Arsenato de potasio 0.2 M
e 1 mLde Hidroxilamina 0.6 M
e 1 mLdeADP 0.005 M (pH 7)
e MTAB 250 pg.mL™, en un volumen final de 9 mL
La mezcla que se utilizd para realizar los blancos no contenia Arsenato de potasio 0.2 M y ADP 0.005

M (pH 7), los cuales fueron sustituidos por H,0 destilada. La mezcla se incubé durante 15 min a 30°C.
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La reaccidn se detuvo mediante el agregado de 0.25 mL del reactivo cloruro férrico:
e 3 mLde FeCl; 10% (p/v) en HCI 2 N
e 3 mLde Acido tricloroacético acuoso 24% (p/v)
e 3 mLde HClacuoso 50% (v/v), en un volumen final de 9 mL
La mezcla se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min.

Luego, se leyé la absorbancia del sobrenadante contra los blancos previamente preparados a
una A de 540 nm en una celda de 1 cm de largo de trayectoria dptica.

La concentracién del producto de la reaccién enzimatica, es decir y-GH, se calculé utilizando
la siguiente férmula:

y-GH (M) = Abssag nm/ (€540 nm ™)

Donde, Abssao nm = absorbancia a 540 nm
€540 nm = CO€ficiente de extincién molar de y-GH a 540 nm = 298 Mtcm?
d = didmetro de la celda utilizada

La actividad GS se expresé en U, definiendo a U como la cantidad (umol) de y-GH formado
por minuto.

Estas actividades obtenidas a partir de cada aislamiento se normalizaron en relaciéon a la
cantidad de proteinas totales presente en el volumen de cultivo utilizado para realizar este ensayo
(Actividad GS = U.mg proteinas totales™).

3.7. Cuantificacidon de Proteinas Totales

La cuantificacion de proteinas totales se realizd segin Lowry et al. (1951). Se tomd una
muestra de cultivo (homogeneizada), de acuerdo a los mL utilizados en cada técnica, que se
centrifugd a 12000 rpm durante 5 min. En el caso que se haya utilizado 1 mL de cultivo y luego de
haber descartado el sobrenadante, se agregaron 0.3 mL de reactivo A (NaOH 1 M). Luego se incubé a
100°C durante 10 min. Finalizada la incubacidn, se enfrié el microtubo hasta alcanzar temperatura
ambiente y se agregd 1.5 mL de reactivo B (50 mL de Na,CO; 5% (p/v), 2 mL de CuSQO,.5H,0 0,5%
(p/v) en disolucién de Tartrato de sodio potasio 1% (p/v), en un volumen final de 52 mL). La mezcla
se incubd durante 10 min a temperatura ambiente, y luego 0.2 mL de esta se transfirieron a un
microtubo nuevo al que se agregd 1 mL de Azul de Coomassie. Por ultimo, se midié la absorbancia
de esta nueva mezcla a una A de 595 nm en una celda de 1 cm de largo de trayectoria dptica,
utilizando como blancos H,0 destilada y Azul de Coomassie.

La concentracidon de proteinas totales se calculé a partir de una curva de calibracion
realizada con concentraciones conocidas de la proteina seroalbimina bovina (BSA) en funcién de la
absorbancia a 595 nm. Esta concentracidn se expresé en mg.mL'l.
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3.8. Extraccion de ADN Gendmico y Cuantificacion

La extraccion de ADN gendmico (ADNg) se realizé6 mediante el protocolo modificado de Zhou
et al. (1996) modificado. Se tomaron 5 mL de cultivo (homogeneizado) que se centrifugaron a 6000
rom durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga 2K15 (Sigma). Se descartd el
sobrenadante y al precipitado se le agregaron 10 mL de buffer de extraccion (Tris-HCI (pH 8.0) 100
mM, Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (pH 8.0) 100 mM, NaH,PO, (pH 8.0) 100 mM, NaCl 1.5
M, Bromuro de cetril-trimetilamonio (CTAB) 1% (p/v)). Luego, se agregd 38.6 uL de Proteinasa K para
una concentracién final de 0.038 mg.mL™. La mezcla se incubé a 37°C en agitacién durante 30 min.

Finalizada la incubacion, se agregdé 1 mL de Dodecilsulfato sddico (SDS) 20% (p/v) vy
nuevamente se incubd a 65°C, en agitacidn, por 2 horas.

Luego, se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se transfirio el sobrenadante a un tubo de polivinilpirrolidona (PVP) nuevo de 50 mL, se le agregd un
volumen igual de 24:1 cloroformo/alcohol isoamilico, y se mezclé cuidadosamente por agitacion.

Se centrifugd a 6000 rpm por 20 min a temperatura ambiente. Se colectd la fase acuosa, es
decir la fase superior del sobrenadante, con tips de 10 mL con la punta cortada, y se transfirié a un
tubo de PVP nuevo de 50 mlL, donde, nuevamente, se le agregd un volumen igual de 24:1
cloroformo/alcohol isoamilico.

Se mezcld y se centrifugd a 6000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente.
Nuevamente, se colectd la fase acuosa del sobrenadante y se la transfirié a un tubo de PVP nuevo de
50 mL. Se precipitd el ADN mediante la adicion de 0.6 volimenes de isopropanol. Se mezclé
cuidadosamente por agitacion y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora.

Por dltimo, se centrifugd a 7000 rpm por 40 min a temperatura ambiente, y se descarté el
sobrenadante cuidadosamente. Posteriormente, se lavo el pellet con 10 mL de etanol 70% (v/v) frio.
Se volvié a centrifugar a 7000 min™ durante 20 min a temperatura ambiente y a descartar el
sobrenadante cuidadosamente. Se dejo el tubo semi invertido toda la noche a temperatura
ambiente para que el precipitado se secara.

Al otro dia, se resuspendié el pellet en 0.2 mL de H,0 miliQ estéril y se alicuoté la disolucidon
de ADN en un microtubo de 1.5 mL que se guardo a -20°C.

El ADN gendmico extraido se cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), utilizando como blanco agua miliQ estéril. El
valor de 1 absorbancia a esta A equivale a un estdndar de ADN de 50 pug.mL™.

A su vez, para verificar su pureza se leyeron las absorbancias a las A: 230, 260 y 280 nm en el
mismo equipo mencionado anteriormente. Mediante estas absorbancias se calcularon las
constantes AbS;eonm/AbSis0nm ¥ AbSs60nm/AbS230nm. Ademds se chequed la integridad del ADN
mediante una corrida electroforética (Cleaver Scientific, Ltd.) de estos ADN y un marcador de peso
molecular (MPM) GeneRuler 100 pb (Fermentas) en un gel de agarosa 0.8% (p/v) (0.24 g de agarosa,
30 mL de buffer TBE 0.5X, en un volumen final de 30 mL) durante 40 min a 85 voltios (ver apartado
3.10).
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3.9. Amplificacion del Gen ARNr 16S

A partir de cada disolucidn de ADN genédmico extraido se amplificd una regién especifica del
gen de la subunidad 16S del ARNr mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa. Los fragmentos
fueron amplificadas con el cebador universal para Eubacteria 27F1 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) (Muyzer et al., 1993) y con el cebador especifico para cianobacterias, 809R (5’-
GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA-3’) (Jungblut et al., 2005).

Las reacciones de PCR se realizaron en 25 L totales (2.50 pL de Buffer de reaccién 10x, 1.00
uL de desoxinucledtidos (dNTPs) 10 mM, 3.00 pL de MgCl, 50 mM, 0.50 L de primer forward 10 uM,
0.50 pL de primer reverso 10 pM, 0.22 pL de BSA 50 mg.mL™", 0.20 pL de Taq polimerasa U.uL™,
15.08 pL de H,0 estéril y 2 uL de ADN gendmico extraido como molde o 2 plL de H,O estéril en el
caso del control negativo). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador Px2 (Thermo
Electron Corporation), utilizandose el siguiente programa: un ciclo inicial de desnaturalizacién de 5
min a 94°C; luego 30 ciclos de desnaturalizacion de 1 min a 94°C, hibridacién de los cebadores a 55°C
y 62.4°C durante 30 segundos y un tiempo de extension de 1 min a 72°C; y finalmente, una etapa de
extension final de 10 min a 72°C. Se utilizé una temperatura de hibridacion'’ de 55°C para todos los
aislamientos, excepto para el aislamiento SU 5, para el cual se utilizé una temperatura de hibridacion
de 62.4°C.

3.10. Amplificacion del Gen hetR

Se amplificd el gen hetR utilizando los primers especificos para cianobacterias HETR-F1 (5’-
TATCTGGCTTTTAGYGCCATG-3’) y HETR-R1 (5'-CTTGGTGATATTTATCWGCCC-3’) (Tomitani et al.,
2006) (en el Anexo 2 se adjunta una tabla donde se indica a que corresponde cada letra de las bases
degeneradas empleadas en estos cebadores).

Las reacciones de PCR se realizaron en 25 pl totales, como se explicé para la amplificacion
del gen ARNr 16S, en un termociclador con gradiente de temperatura Px2 (Thermo Electron
Corporation). Con este termociclador se probaron posibles temperaturas de hibridaciéon de los
cebadores, desde los 56°C a los 62.1°C, utilizandose el siguiente programa: un ciclo inicial de
desnaturalizacidon de 5 min a 95°C; luego, 35 ciclos de desnaturalizacién de 30 segundos a 95°C,
hibridacion de los cebadores a 56.2°C, 58.5°C, 59.3°C, 60.1°C y 62.1°C durante 30 segundos y un
tiempo de extensién de 1 min a 72°C; y por ultimo, una etapa de extension final de 10 min a 72°C.
Para la mayoria de los aislamientos se utilizé una temperatura de annealing de 60.1°C, excepto para
los aislamientos SU 45 que se hibridd con su cebador a 56.2°C, SU 11 a 58.5°C, SU 54 a 59.3°Cy SU 1
a62.1°C.

Para visualizar los productos de amplificacidon obtenidos para estos dos genes estudiados, se
mezclaron 5 pL de cada producto amplificado y 2 pL de un buffer de carga 10X (5 mL de Glicerina
comercial, 0.1 mL de EDTA 0.5 M (pH 8), 30 mg de Azul de bromofenol, 0.5 mL de Tris-HCI 1 M (pH
8), 4.4 mL de H,0 destilada, para un volumen final de 10 mL), y se cargaron en un gel de agarosa 1%
(p/v) horizontal, en buffer TBE 0.5X (5.40 g de Tris, 2.75 g de H3;BO;, 2.00 mL de EDTA 0.5 M (pH 8),
998 mL de H,0 destilada, para un volumen final de 1 L). La electroforesis en gel se realizé a 85V,
durante 40 min (Cleaver Scientific, Ltd.). En todas las corridas electroforéticas se utiliz6 un MPM

17 ) . o s, . P .
En este texto se utilizara la terminologia en inglés: annealing.
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GeneRuler 100 pb (Fermentas), para determinar aproximadamente el tamafio del producto
amplificado.

Los fragmentos de ADN se observaron por tincion con el colorante de acidos nucleicos
GoodView y exposicién a luz UV en un transiluminador, y se preservaron en forma de imagen
utilizando el Gel Logic 100 Imaging System (Carestream Health, INC.). El colorante GoodView se
incluyé en el gel, agregando 0.3 plL del mismo cada 10 mL de TBE 0.5X.

Los productos de amplificacion de los dos genes en estudio fueron secuenciados en
Macrogen (Corea).

3.11. Identificacion Molecular y Analisis Filogenético

Los cromatogramas de secuencia obtenidos se editaron manualmente con el software
Chromas Lite versién 2.1. (Technelysium Pty Ltd., 2012) para eliminar las porciones de secuencias
con sefales de fluorescencia bajas o con superposicidon de picos. Asi se obtuvieron la secuencia del
fragmento de ADN secuenciado en sentido forward y la secuencia complementaria del fragmento de
ADN secuenciado en sentido reverso, para obtener ambas secuencias en el mismo sentido de
lectura. Estas secuencias fueron comparadas entre si para verificar su fidelidad. La secuencia
definitiva se identific6 por comparacién con las bases de datos de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el programa BLAST de nucledtidos (BLASTn). A su vez, las

secuencias obtenidas a partir de la secuenciacion del gen ARNr 16S se compararon con las bases de
datos exclusivas para este gen, como lo son: RDP Il (http://www.rdp.cme.msu.edu/) y Greengenes

(http://www.greengenes.lbl.gov). En estas Ultimas dos bases de datos también se utiliza la

herramienta de alineacién de secuencias multiples.

Por ultimo, se construyeron arboles filogenéticos, con el método de Agrupamiento por
Vecindad®® de Jukes & Cantor utilizando el programa MEGA versién 4 (Tamura et al., 2007). Para
esto, las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de la secuenciacidn de ambos genes y las
secuencias de referencia obtenidas del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) se

alinearon utilizando la herramienta ClustalW presente en el software MEGA 4. A partir de esta
alineacion, se eliminaron los gaps presentes en las secuencias y las secuencias ambiguas. Para el
arbol filogenético del gen ARNr 16S se utilizd como grupo externo a Chlorobium limicola y para el
caso del gen hetR, se utilizé a Trichodesmium sp.

3.12. Andlisis Estadistico

Cada aislamiento se cultivd por cuadriplicado, y en el caso de las actividades NR y GS se
realizaron dos experimentos independientes, por lo que de los datos obtenidos en cada variable se
obtuvieron los parametros que describen a las poblaciones muestrales (medias, varianzas, etc). A los
efectos de comparar diferencias entre los distintos aislamientos, para todas las variables se
verificaron los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-Wilkis y la homogeneidad de varianza
con el test de Levene. Cuando las variables analizadas no cumplieron con los supuestos anteriores,
estas fueron transformadas. Para cada variable se realizd el andlisis de varianza (ANOVA) y

¥ En este texto se utilizara la terminologia en inglés: Neighbor Joining.
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Materiales y Métodos

posteriormente pruebas de comparacion multiples de medias de tratamientos como lo es el Test de
Tuckey. Para esto, se utilizo el software InfoStat/E (Di Rienzo et al., 2012).
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4. RESULTADOS

4.1. Curva y Tasa de Crecimiento

A partir de la coleccién de cianobacterias nativas liofilizadas, se obtuvieron cultivos de

cianobacterias con heterocistos unialgales viables. Esto se logré gracias al medio selectivo BGy4,, que

al no presentar fuentes de C y N, permite Unicamente el crecimiento de bacterias autdtrofas y

diazotrofas, como son las cianobacterias fijadoras de Cy N.

En la Figura 6. se muestran las curvas de crecimiento de los aislamientos de cianobacterias

con heterocisto estudiados realizadas en base a la DO a 750 nm en funcién del tiempo.
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Figura 6.A. Curvas de crecimiento de los aislamientos de cianobacterias con heterocistos SU 1, SU 5,

SU 8 y SU 10, realizadas con la DO a 750 nm durante 10 dias. Los puntos del gréafico corresponden a

la media de 4 repeticiones * el desvio estandar (DS).
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Figura 6.B. Curvas de crecimiento de los aislamientos de cianobacterias con heterocistos SU 11, SU
16, SU 37, SU 40, SU 45 y SU 54, realizadas con la DO a 750 nm durante 10 dias. Los puntos del
grafico corresponden a la media de 4 repeticiones + DS.
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A los 10 dias de cultivo algunos aislamientos se encontraban en fase exponencial, y otros
como SU 5, SU 11 y SU 16 podrian haber empezado la fase estacionaria. Ademas, se pudo observar
que para los aislamientos SU 8, SU 11, SU 40 y SU 54 la fase de aclimatacion fue breve.

El aislamiento con una mayor tasa de crecimiento media fue SU 16, seguido por SU 5, SU
11 y SU 37 aunque, igualmente, no presentaron diferencias significativas entre ellos (p>0.05). A su
vez, los aislamientos con una menor tasa de crecimiento fueron SU 8, SU 1, SU 54 y SU 40 (Tabla 2.).
Estadisticamente, solo los aislamientos SU 5 y SU 16 presentaron una tasa de crecimiento mayor a la
de SU 40 (p<0.05).

Tabla 2. Tasas de crecimiento de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados.
Los promedios con una letra en comun, no son significativamente diferentes (p>0.05). Los valores de
la tabla corresponden al promedio de 4 repeticiones + DS.

Aislamiento H (dia™)
SU1l 0.12+0.02AB
SU5 0.55+0.22 A
SU 8 0.11+0.01AB
SU 10 0.17+£0.1AB
SU 11 0.31+0.05AB
SU 16 0.67£0.42 A
SuU 37 0.31+0.02AB
SU 40 0.13+0.07B
SuU 45 0.18+0.02AB
SU 54 0.14+0.01AB

En la Figura 7. se muestra que solo fue posible determinar las curvas de crecimiento
realizadas a partir del peso seco para los aislamientos SU 5, SU 8, SU 11, SU 37, SU 40y SU 54. A su
vez, se observa que a los 10 dias de crecimiento SU 11, SU 40 y SU 54 se encontraban en la fase
estacionaria. No obstante, los aislamientos SU 5, SU 8 y SU 37 se encontraban en la fase exponencial.
SU 8 y SU 11 presentaron breves fases de aclimatacion.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de 6 aislamientos de cianobacterias con heterocisto que cumplieron

con el comportamiento tipico de una curva de crecimiento durante 10 dias, realizadas con el peso

seco a través del tiempo. Los puntos del grafico corresponden a la media de 4 repeticiones + DS.

Como se muestra en la Tabla 3., no hubo diferencias significativas en la tasa de crecimiento

para estos aislamientos (p>0.05). Los valores de tasa de crecimiento promedio también en este caso

fueron mayores para SU 5 que para SU 40, aunque la diferencia no fue significativa (p>0.05).

Aunque, en este caso, las i promedio mayores fueron SU 11y SU 37.

Tabla 3. Tasas de crecimiento de 6 aislamientos de cianobacterias con heterocisto que cumplieron

con el comportamiento tipico de una curva de crecimiento. Los promedios con una letra en comun,

no son significativamente diferentes (p>0.05). Los valores de la tabla corresponden al promedio de 4

repeticiones £ DS.
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Aislamiento u (dia™)
SU5 0.27£0.17 A
SU 8 0.17+£0.02A
SU 11 0.35+0.34 A
SU 37 0.32+0.20A
SU 40 0.04+£0.22 A
SU 54 0.18+0.13 A

4.2. Caracterizacion Morfolégica

De acuerdo a los datos morfoldgicos obtenidos, todos los aislamientos estudiados

pertenecen a la subdivisién IV (Orden Nostocales) segun clasificacién de Ripka et al. (1979) presente

en el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 2000). Estos aislamientos son

cianobacterias filamentosas, uniseriadas, con heterocistos, sin ramificaciones o con ramificaciones

falsas.

Las fichas que se presentan a continuacidn contienen una tabla con las caracteristicas

morfoldgicas de cada aislamiento, una fotografia de cada aislamiento observado bajo microscopia

Optica con aumento 100X (A) y una fotografia de las colonias de cada aislamiento creciendo en

medio solido observadas bajo microscopio estereoscopico (B). En cada ficha, las flechas verdes

sefialan heterocistos apicales, y la flecha azul un heterocisto intercalar.

SU 1: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto/Flexuoso

Ramificaciones

No

Polaridacg Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Cilindricas

Heterocistos

Posicion K

eterocistos

Distribucion H

Solitarios

Forma Heterocis

Ovales

A EEROn
Acinete

Presencia tardia

Posicion Acinetes

Intercalares

Distribucion Acinetes Solitarios
Forma Acinetes sféricos
Mucilago Si
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SU 5: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel ¢e Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Barriles/Cilincricas

Heterocistos

Si

Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos | Solitarios
Forma Heterocistos Ovales

Acinetes

Presencia targia

Posicion Acinetes

Sueltos

Distribucion Acinetes

Forma Acinetes

Esféricos

Mucilago

Si

A)

SU 8: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Barriles/Cilingricas

Heterocistos

Si

Posicion Heterocistos

Apicales/Intercalares

Distribucion Heterocistos

Solitarios

Forma Heterocistos

Esféricos

Acinetes

Presencia targdia

Posicion Acinetes

Sueltos

Distribucion Acinetes

Forma Acinetes

Esféricos

Mucilago

Si

A)
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SU 10: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel de Organizacion Filamentoso
Forma Filamento Recto
Ramificaciones No

Polaridad Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Cilindricas

Heterocistos

Si

Posicion Heterocistos

Apicales/Intercalares

Distribucion Heterocistos

Solitarios

Forma Heterocistos

Qvales/Piriformes

Acinetes

Presencia targia

Posicion Acinetes

Sueltos

Distribucion Acinetes

Forma Acinetes

Esféricos

Mucilago

Si

A)

SU 11: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel ¢e Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas Cilincricas
Heterocistos Si
Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos Solitarios
Forma Heterocistos Ovales

Acinetes

Presencia tardia

Posicion Acinetes

Subapicales/Intercalares

Distribucion Acinetes

Solitarios/Pareados

Forma Acinetes

Esféricos

Mucilago

Si

A)
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SU 16: Familia Rivulariaceae, Género Calothrix

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Rectocon terminacion conica

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Cilindricas

Heterocistos Si
Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos | Solitarios
Forma Heterocistos Esféricos
Acinetes No
Mucilago Si

A)

SU 37: Familia Rivulariaceae, Género Calothrix

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto con terminacion
conica

Ramificaciones

Algunos filamentos
presentaron ramificaciones
falsas

Polaridad Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas

Barriles/Cilingricas

Heterocistos Si
Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos | Solitarios
Forma Heterocistos Esféricos
Acinetes No
Mucilago Si
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SU 40: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel ¢e Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto/Flexuoso

Ramificaciones

No

Polaridad Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas Barriles
Heterocistos Si
Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos Solitarios
Forma Heterocistos Esféricos

Acinstes

Presencia tardia

Posicion Acinetes

Intercalares

Distribucion Acinetes Solitarios
Forma Acinetes Esféricos
Mucilago Si

SU 45: Familia Rivulariaceae,

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Rectocon terminacion conica

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Heteropolar

Células Vegetativas Cilindricas
Heterocistos Si
Posicion Heterocistos Apicales
Distribucion Heterocistos | Solitarios
Forma Heterocistos Ovoices
Acinetes No
Mucilago Si

A

Geénero Calothrix

A)
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SU 54: Familia Nostocaceae, Género Nostoc

Nivel de Organizacion

Filamentoso

Forma Filamento

Recto/Flexuoso

Ramificaciones

No

Polaridacd Filamento

Hetsropolar

Células Vegetativas

Cilingricas/Esféricas

Heterocistos

Si

Posicion Heterocistos

Apicales

Distribucion Heterocistos

Solitarios

Forma Heterocistos

Esféricos/Ovales

A~ =
Alingetes

Presencia tardia

Posicion Acinetes

Intercalares

Distribucion Acinetes Solitarios
Forma Acinetes Esféricos
Mucilago Si

A)

A modo de resumen, de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados,
7 pertenecerian, segun su morfologia, al género Nostoc y el resto al género Calothrix.

4.3. Caracterizacidon Bioquimica

4.3.1. Determinacidon de Pigmentos Fotosintéticos

En la Tabla 4. se muestra el andlisis de pigmentos fotosintéticos de los aislamientos.

Tabla 4. Contenido de clorofila a, carotenoides y ficobiliproteinas de los 10 aislamientos de
cianobacterias con heterocisto estudiados. Los promedios con una letra en comun, no son

significativamente diferentes (p>0.05). Los valores de la tabla corresponden al promedio de 4

repeticiones £ DS.

Ficobiliproteinas
Aislamiento Chla . Carotenoiqfs Ficoeritrin_f Ficocianin_f AIoficocian_iPa
(ng.mg PS™) (ng.mg PS™) (ng.-mg PS™) (ng.mg PS™) (ng.mg PS™)

SU1 0.04+£0.03AB 0.26 £t 0.08ABC 19.52+4.84BC 258.99 £+ 42.50 F 49,92 £9.67C
SU5 0.05 + 2.90x10° B C 0.75+£0.20 D 6.64+2.76 A 108.75+6.36 E 26.99 £ 6.80 B
SU8 0.07 +4.00x10° C 0.81+0.06 D 28.88+595CDE 265.29+41.47F 95.33+1541D
SuU 10 0.04+0.01AB 0.19+0.04 AB 7.58 £ 0.89 A 76.72 £9.52DE 8.27+5.90AB
SU 11 0.03+0.01AB 0.25+0.01ABC 4353+ 1235DE 62.24 +14.52 D 16.67+9.82AB
SU 16 0.02+0.02AB 0.29+0.08BC 26.35+5.70CD 40.00+£6.31C 15.06 £+ 9.68 AB
SuU 37 0.04 +3.80x10° ABC 0.38+£0.07C 12.09+1.43AB 8.86+1.27A 580+1.94A
SuU 40 0.03+0.01AB 0.18+0.01 A 26.36+3.47CDE 20.42 £2.00B No detectada
SuU 45 0.02+0.01A 0.37+0.03C 21.70+7.64BC 15.69+1.83B 18.07+1.93AB
SU 54 0.04+0.01AB 0.65+0.08 D 54.33 £+ 13.89E 64.06 £11.25D 17.84+5.37AB
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El aislamiento que presentd un mayor contenido promedio de Chl a, fue SU 8, seguido por
los aislamientos SU 5 y SU 37. No hubo entre estos tres aislamientos diferencias significativas
(p>0.05). Por otro lado, los aislamientos que presentaron una menor cantidad promedio de Chl a
fueron SU 45 y SU 16. El contenido de este pigmento, en todos los aislamientos, fue menor que el de
carotenoides y ficobiliproteinas. El aislamiento SU 8, también, fue el que presenté una mayor
concentraciéon promedio de carotenoides, aunque no mostré diferencias significativas con los
aislamientos SU 5 y SU 54 (p>0.05). Los aislamientos con una menor concentracion promedio de
estos pigmentos fueron SU 10 y SU 40. En el caso de la ficoeritrina, el aislamiento SU 54 presentd
una mayor cantidad promedio de este pigmento, seguido por los aislamientos SU 11, SU 8 y SU 40,
aunque el contenido de ésta no fue significativamente diferente entre estos aislamientos (p>0.05).
Los aislamientos SU 5 y SU 10 fueron los que mostraron una menor cantidad de ficoeritrina (p>0.05).
Por otro lado, los aislamientos que presentaron una mayor concentracién de ficocianina fueron SU 1
y SU 8, los cuales no mostraron diferencias significativas entre si (p>0.05). El aislamiento SU 37 fue el
gue presentd una menor concentracidén de este pigmento (p<0.05). Por ultimo, el aislamiento con
mayor contenido de aloficocianina fue SU 8 (p<0.05) y el de menor contenido promedio fue SU 37.
Cabe destacar que en el aislamiento SU 40 no pudo detectarse aloficocianina. Las ficobiliproteinas,
en general, fueron los pigmentos que se encontraron en mayor proporciéon en los 10 aislamientos.

4.3.2. Tasa de Produccién Fotosintética de O,

En la Figura 8. se muestran las tasas de produccion fotosintética de O,.

40000 -~
35000 -

30000 -

25000 -
20000 -
15000 -
10000 -
5000 j
0 - T T
SU 8

SU 10 SU 11 SU 16 SuU 37 SU 40 SU45 SU54
Aislamiento

Tasa de Produccién Fotosintética de O,
(nmol.min1.pg Chl a?)

140

Figura 8. Tasas de produccion fotosintética de O, de los 10 aislamientos de cianobacterias con
heterocisto estudiados. Los promedios con una letra en comun, no son significativamente diferentes

(p>0.05). Las barras del grafico corresponden al promedio de 4 repeticiones + DS (lineas verticales).
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A excepcion de SU 11 y SU 40 que tuvieron las tasas de produccion fotosintética de O, mas
bajas (p<0.05), el resto de los aislamientos presenté valores que superaron los 8000 nmol O,.min
! .ug Chl a™. Entre estos ultimos aislamientos no existieron diferencias significativas (p>0.05).

4.3.3. Actividades Enzimaticas

4.3.3.1. Actividad Nitrogenasa

Las actividades Nitrogenasa calculadas para los 4 aislamientos de cianobacterias
seleccionados se muestran en la Figura 9., donde se observa que el aislamiento SU 10 presenté la
mayor actividad promedio, seguido por los aislamientos SU 5 y SU 16, aunque entre estos tres no
existieron diferencias significativas (p>0.05). Por ende, los aislamientos que presentaron diferente
actividad Nitrogenasa fueron SU 8 (menor) y SU 10 (mayor).

0.009 -
0.008 - AB
0.007 -
0.006 - AP
0.005 -
0.004 -

0.003 - A

Actividad Nitrogenasa
(U.mg proteinas totales)

0.002 -
0.001 -
0

SU5 Sus8 SU 10 SU 16
Aislamiento

Figura 9. Actividades Nitrogenasa de los 4 aislamientos seleccionados de la coleccién de
cianobacterias con heterocisto. Los promedios con una letra en comun, no son significativamente
diferentes (p>0.05). Las barras del grafico corresponden al promedio de 4 repeticiones + DS (lineas
verticales).

4.3.3.2. Actividad Nitrato Reductasa

Las actividades NR obtenidas se muestran en la Figura 10., donde se ve que el aislamiento
SU 40 fue el que presentéd una mayor actividad promedio seguido por SU 10, SU 1 y SU 8, sin
presentar diferencias significativas entre ellos (p>0.05). A su vez, el aislamiento SU 37 fue el que
presentd una menor actividad enzimatica promedio, presentando diferencias significativas
Unicamente con los aislamientos mencionados anteriormente (p<0.05).
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Figura 10. Actividades NR de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados. Los
promedios con una letra en comun, no son significativamente diferentes (p>0.05). Las barras del
grafico corresponden al promedio de 4 repeticiones de 2 experimentos independientes + DS (lineas
verticales).

4.3.3.3. Actividad Glutamina Sintetasa

Las actividades GS calculadas se muestran en la Figura 11., donde se observé que el
aislamiento que presenté una mayor actividad promedio fue SU 10, seguido por SU 54, SU 8, SU 5,
SU 45 y SU 16, pero entre ellos no hubo diferencias significativas (p>0.05). Por otro lado, el
aislamiento SU 37 fue el que presentd un menor valor de esta actividad enzimatica promedio.
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Figura 11. Actividades GS de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados. Los
promedios con una letra en comun, no son significativamente diferentes (p>0.05). Las barras del
grafico corresponden al promedio de 4 repeticiones de 2 experimentos independientes * DS (lineas
verticales).
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4.4, Caracterizacion Molecular

4.4.1. Extraccion y Cuantificacion de ADN Gendmico

En la Tabla 5. se muestran las concentraciones de ADNg obtenidas para cada aislamiento a
partir de la extraccién y sus cocientes de pureza. Se obtuvieron concentraciones altas de estos ADNs
para los 10 aislamientos. A su vez, se puede afirmar que estos ADNs se encuentran relativamente
puros, ya que para el caso de la relacion Abs,gonm/AbS,s0nm, a8 mayoria de los valores se encuentran
por arriba de 1.8, y los dos aislamientos que no se encuentra por encima de este valor, SU 1y SU 5,
son muy cercanos a este. Si se encontraran muy por debajo de este valor, la disolucién de ADNg
extraido estaria contaminada por proteinas, que afectarian la calidad de este ADN. En el caso de la
relacion Abs,eonm/AbS,30,m, |a mayoria de las extracciones obtenidas se encuentran por debajo del
valor de pureza establecido (1.67), por lo que las disoluciones de ADNs gendmicos podrian
encontrarse contaminadas con compuestos como EDTA y carbohidratos. La mayoria de estas
disoluciones presentan entonces cierto grado de impureza, excepto las de los aislamientos SU 10, SU
40 y SU 54, que se encuentran por encima de los valores de pureza establecidos para ambas
relaciones.

Tabla 5. Concentraciones de ADNs gendmicos extraidos de cada aislamiento de cianobacterias con
heterocisto estudiado, con las respectivas relaciones que indican la pureza de los ADNs.

Aislamiento | ADN Genémico (ng.uL™) | Absysonm/AbSasonm | AbSzsonm/AbS230mm
SU1 10.20 1.53 1.44
SU 5 602.60 1.77 1.15
SU 8 9.20 2.43 0.77
SuU 10 57.30 2.19 2.01
SU 11 417.70 2.09 1.57
SU 16 77.20 2.17 1.07
SuU 37 21.30 1.82 1.2
SU 40 101.90 1.94 2.85
SuU 45 43.80 2.05 1.13
SU 54 128.00 2.16 1.91

En la Figura 12. se observa el perfil electroforético de los ADNs gendmicos extraidos,
realizado para verificar la integridad de los mismos. En cada carril de esta figura, se observa la
presencia de smears™, infiriendo, asi, que estos ADNs gendmicos se encuentran parcialmente
degradados. A su vez, se observa la presencia de bandas de menor tamafo a las de los ADNs
gendmicos, los cuales, a diferencia de los anteriores, migran muy poco en la corrida electroforética.
Estas bandas menores, pueden corresponder a ADNs plasmidicos, que no fueron correctamente
eliminados en la extraccién.

19 , . , . ,
Segun la terminologia en inglés para manchas esfumadas.
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Figura 12. Fotografia del perfil electroforético en gel de agarosa 0.8% en buffer TBE 0.5X tefiido con
GoodView, donde se muestran los ADNs gendmicos extraidos. Carriles: 1-5, ADN de los aislamientos
SU 1, SU S5, SU 8, SU 10 y SU 11; 6, MPM GeneRuler 100 pb (Fermentas); 7-11, ADN de los
aislamientos SU 16, SU 37, SU 40, SU 45 y SU 54,

4.4.2. Amplificacidn, Secuenciacion y Analisis Filogenético del Gen ARNr 16S

En la Figura 13. se muestran los productos de amplificacidon parcial del gen ARNr 16S de
cada aislamiento. Se logré amplificar el producto del tamafio deseado (800 pb), sin la amplificacién
de productos inespecificos ni la formacidn de dimeros de cebadores durante la reaccion.

Figura 13. Fotografia del perfil electroforético en gel de agarosa 1% en buffer TBE 0.5X tefiido con
GoodView, donde se muestran los productos de amplificacion del gen ARNr 16S. Carriles: 1-5,
productos de amplificacion del gen ARNr 16S de los aislamientos SU 1, SU 5, SU 8, SU 10 y SU 11; 6,
MPM GeneRuler 100 pb (Fermentas); 7-11, productos de amplificaciéon del gen ARNr 16S de los
aislamientos SU 16, SU 37, SU 40, SU 45 y SU 54; 12, control negativo.

La comparacién de las secuencias editadas (ver Anexo 3) con las secuencias de las bases de
datos mostré que la mayoria de los aislamientos se afiliaron con el género Nostoc, excepto para los
aislamientos SU 16, SU 37 y SU 45. El primero pertenecid al género Tolypothrix, y el segundo
coincidid con una cianobacteria aun no identificada por esta aproximacién. Por ultimo, el
aislamiento SU 45 concordd en un 99% con el género Calothrix (Tabla 6.).
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Tabla 6. Identificacion de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados mediante
la comparacion del gen ARNr 16S con los bancos de secuencias de NCBI, RDP Il y Greengenes. Nétese
que los aislamientos SU 5 y SU 10 se identificaron con dos especies distintas, mientras que el resto
solo con una.

Aislamiento Base de Datos Identidad % Concordancia
su1 NCBI/Greengenes Nostoc elgonense ggNB! /ggCreengenes
SU5 NCBI Nostoc piscinale gg"®
SUS5 NCBI/Greengenes/RDP || Nostoc sp. 88" P! /ggereengenes 4 4RO
su8 NCBI/Greengenes/RDP I Nostoc sp. 100"®'/100°7°¢"9*"**/100%"" "

SU 10 NCBI/Greengenes/RDP || Nostoc sp. 99" “P'/ggCreengenes ;g gROP I
su 10 NCBI Nostoc piscinale 9g"“®!

SU 11 NCBI/Greengenes/RDP I Nostoc sp. 99g\°P! jggereengenes ;g 4ROP I
SU 16 NCBI/Greengenes/RDP Il Tolypothrix sp. ggNeP! jgg@reengenes ;g 3ROP I
SU 37 NCBI/RDP II Cianobacteria no cultivable 96" ?'/g1 """

SU 40 NCBI/Greengenes Nostoc calcicola 100"®'/100°"¢c"9e"e
SU 45 NCBI/Greengenes/RDP || Calothrix sp. 99"“P' /ggCreengenes jgyROP I
SU 54 NCBI/Greengenes/RDP Il Nostoc sp. ggNeP! jggereengenes ;g 3ROP I

En la Figura 14. se muestra el arbol filogenético construido a partir de las secuencias del
gen 16S rRNA de los 10 aislamientos por medio del método Neighbor Joining para determinar el
parentesco entre éstos con cianobacterias de diversos géneros ya descriptos. En dicho arbol se
formaron dos agrupaciones®® A y B. En el A se observaron a su vez varios sub clusters donde se
distribuyeron la mayoria de los aislamientos, excepto los aislamientos SU 37 y SU 45. En particular, la
distribucién de los aislamientos que fueron afiliados a nivel morfoldgico con el género Calothrix (SU
16, 37 y 45) fue heterogénea en el arbol. Estos aislamientos no formaron un cluster Unico sino que
estuvieron mezclados entre los diferentes grupos analizados y en ambos clusters. Solo SU 45 se
agrupd con una especie de Calothrix. El aislamiento SU 16 presentd un 99% de identidad con
Tolypothrix (Tabla 6.) y en el arbol se afilié también con este género. Por otro lado, las secuencias de
los aislamientos con caracteres morfoldgicos de Nostoc se encontraron solo en el cluster A y
también estuvieron distribuidas heterogéneamente en el arbol. Cabe destacar que los aislamientos
SU 5y SU 10 se agruparon en un mismo sub cluster con un valor de bootstrap®’ de 92. Sucediendo lo
mismo en el caso de SU 11 y SU 54 que se agruparon con un valor de bootstrap un poco menor (74).

20 ) . o ., . P
En este texto se utilizara la terminologia en inglés: cluster.

21 s, . . . . s e
Bootstrap es un método de remuestreo que permite estimar ciertos parametros estadisticos.

49




Resultados

A SUA

[{=)
3

)

A SU10
Mostoc piscinale (AY218832.1)
Mostoc sp. (AMT11538.1)
Modularia spumigena {AF268006 2)
A SUB
1E| Mostoc sp. ([DQ185240.1)
2 4 SU 16
Tolypothrix sp. (AM230706.1)
A SU 40
?{Hnstnc calcicola (AMT11529.1)
Mostoc sp. (JFB10638 1)

[
T

o

w

[&7] |

Cylindrospemmum sp. (AJ133163.1) A

“Dﬁnahaena sp. (XKG69559.1)
100 ' Mostoc sp. (MR 0743101
Aphanizomenon sp. (AJ133154.1)
Anabaena sp. (ABOT5979.1)

B Fischerella muscicola {AB0T5985.1)
Mostoc punctiforme (AF027655 1)
% L— Mostoc piscinale (JQO70067 1)
g9 A SU1
75 | Mostoc elgonense (AMT11548.1)

Mostoc sp. (GR259207 1)

mﬂ;sun
74 & SUS4 _ .

A SU45
100 L Calothnx sp. (AM230687 1)
B Scytonema hofmanni (AB075996.1) — B

&1 Scytonemna sp. (FJ939127 1)

o
=

A SU 37
Calothnx desertica (AB0755980.1) _
Chlorobiurm limicola (AJ290824.1)

Figura 14. Arbol filogenético donde se muestra las relaciones filogenéticas entre las secuencias
nucleotidicas del gen ARNr 16S de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados
y las obtenidas a partir de la base de datos de GenBank del NCBI. Chlorobioum limicola se utilizd
como grupo externo. Los tridngulos rellenos corresponden a las secuencias del gen ARNr 16S de los
10 aislamientos en estudio. Los numeros de acceso en el GenBank de las secuencias utilizadas se
presentan entre paréntesis. En esta figura solo se muestran los bootstrap mayores o iguales a 50.
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4.4.3. Amplificacion, Secuenciacion y Analisis Filogenético del Gen hetR

En la Figura 15. se muestran los productos de amplificacién del gen hetR (740 pb) de cada
aislamiento. En este caso tampoco se formaron productos inespecificos ni dimeros de cebadores en
la reaccidn, como se puede observar en el perfil electroforético que se presenta a continuacién.

(VRSN 4. 5068/ se 8910 11 12

Figura 15. Fotografia del perfil electroforético en gel de agarosa 1% en buffer TBE 0.5X tefido con
GoodView, donde se muestran los productos de amplificacién del gen hetR. Carriles: 1-5, productos
de amplificacion del gen hetR de los aislamientos SU 1, SU 5, SU 8, SU 10 y SU 11; 6, MPM GeneRuler
100 pb (Fermentas); 7-11, productos de amplificacion del gen hetR de los aislamientos SU 16, SU 37,
SU 40, SU 45 y SU 54; 12, control negativo.

La comparacion de las secuencias editadas (ver Anexo 4) con las secuencias de la base de
datos del NCBI mostré que 4 aislamientos, como SU 1, SU 5, SU 8 y SU 10, coincidieron con la especie
Nodularia spumigena (88-92%). A su vez, SU 16, SU 37 y SU 45, concordaron con el género Calothrix
(92, 95 y 96% respectivamente). En cambio, los aislamientos SU 40 y SU 54, se afiliaron con
cianobacterias del género Nostoc (89 y 79% respectivamente). En el caso del aislamiento SU 11, el
porcentaje de concordancia, con las especies Anabaena variabilis y Fischerella muscicola fue igual
(81%) (Tabla 7.).

Tabla 7. Identificacidn de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados mediante
la comparacion del gen hetR con el banco de datos de NCBI. Los aislamientos SU 11 y SU 16 se
identificaron con dos especies distintas, mientras que los demas aislamientos solo con una.

Aislamiento Identidad % Concordancia
SU1 Nodularia spumigena 88
SU 5 Nodularia spumigena 88
SU 8 Nodularia spumigena 92
SU 10 Nodularia spumigena 88
SU 11 Anabaena variabilis 81
SU 11 Fischerella muscicola 81

SU 16 Calothrix desertica 92
SU 16 Calothrix sp. 92
SuU 37 Calothrix sp. 95
SU 40 Nostoc sp. 89
SuU 45 Calothrix sp. 96
SU 54 Nostoc azollae 79
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En la figura 16 se presenta el arbol filogenético con las secuencia del gen hetR construido a
través del método Neighbor Joining. En dicho arbol se forman dos grandes clusters Ay B pero con un
bootstrap muy bajo. A su vez éstos estan compuestos por varios sub clusters donde se distribuyeron
heterogéneamente las secuencias analizadas. En el caso de los aislamientos con caracteres
morfoldgicos de Calothrix, en este arbol se agrupan con especies de ese género. Cabe destacar, que
en este caso, los aislamientos SU 1, SU 5, SU 8 y SU 10 se agruparon dentro de un mismo sub cluster,
con un valor de bootstrap de 92. Sucediendo lo mismo con SU 37 y SU 45, pero en este caso se
agruparon con un menor valor de bootstrap (58).
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Figura 16. Arbol filogenético donde se muestra las relaciones filogenéticas entre las secuencias
nucleotidicas del gen hetR de los 10 aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados vy las
obtenidas a partir de la base de datos de GenBank del NCBI. Trichodesmium sp. se utilizd como
grupo externo. Los tridngulos rellenos corresponden a las secuencias del gen hetR de los 10
aislamientos estudiados. Los numeros de acceso en el GenBank de las secuencias utilizadas se
presentan entre paréntesis. En esta figura solo se muestran los bootstrap mayores o iguales a 50.
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4.5. Resumen de Resultados

A continuacién se muestra en la Tabla 8., a modo de resumen, los resultados obtenidos en
este trabajo. En este caso solo se consideraron los promedios de cada parametro determinado, para
analizar la estadistica de cada uno remitirse a las tablas/graficos correspondientes.

Tabla 8. Resumen de los resultados promedio obtenidos para los aislamientos de este estudio. Los
géneros que se indican en las columnas ARNr 16S y hetR, son los que presentaron una mayor
homologia entre estos dos tipos de secuenias, al realizar la comparacion de las secuencias obtenidas
a partir de la secuenciaciéon de cada gen presente en cada aislamiento con las secuencias ya
reportadas presentes en la base de datos GenBank del NCBI. Para oo, + +: valores > 0.17 dia™, y +:
valores < 0.17 dia™. Para Chl g, + +: valores > 7,00x103 pug.mg PS™, y +: valores < 7,00x103 pg.mg PS’
!, Para carotenoides, + +: valores > 0,30 pg.mg PS™, y +: valores < 0,30 ug.mg PS™. Para ficoeritrina, +
+: valores > 25,00 pg.mg PS™, y +: valores < 25,00 pg.mg PS™. Para ficocianina, + +: valores > 70,00
pg.mg PS™, y +: valores < 70,00 pg.mg PS™. Para aloficocianina, + +: valores > 20,00 pug.mg PS™, +:
valores < 20,00 pg.mg PS?, v -: no se encuentra presente. Para fotosintesis, + +: valores > 8000
nmol.min™.pg Chl a”, y +: valores < 8000 nmol.min™.ug Chl a™. Para Nitrogenasa, + +: valores >
3,00x10° U.mg proteinas totales™, y +: valores < 3,00x10° U.mg proteinas totales™. Para NR, + +:
valores > 3,00x10™ U.g proteinas totales™, y +: valores < 3,00x10™ U.g proteinas totales™. Para GS, +
+: valores > 0,11 U.mg proteinas totales™, y +: valores < 0,11 U.mg proteinas totales™. ND: no
determinada.

Aislamiento | Morfologia ARNr 16S hetR Upo | Chla |Carotenoides| Ficoeritrina | Fi Alofi F Nitrogenasa| NR| GS
Su1 Nostoc Nostoc elgonense Nodularia spumigena + ++ + + +4 4+ ++ ND ++] o+
Sus Nostoc Nostoc Nodularia spumigena | ++ | ++ ++ + ++ ++ ++ ++ + | ++
su8 Nostoc Nostoc sp. Nodularia spumigena + ++ +4+ +4 ++ +4+ ++ + 4| ++

su10 Nostoc Nostoc Nodularia spumigena + ++ + + ++ + ++ ++ ++] ++
su11 Nostoc Nostoc sp. Anabaena/Fischerella +4+ + + ++ + + + ND +| +
SU16 Calothrix Tolypothrix sp. Calothrix ++ + + ++ + + ++ ++ e
Su37 Calothrix Cianobacteria no cultivable Calothrix sp. ++ ++ ++ + + + ++ ND + +
Su 40 Nostoc Nostoc calcicola Nostoc sp. + + + ++ + - + ND [+
su4s Calothrix Calothrix sp. Calothrix sp. ++ + ++ + + + ++ ND + | +4+
su54 Nostoc Nostoc sp. Nostoc azollae + ++ ++ ++ + + ++ ND + |+t
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5. DISCUSION

La identificacion vy clasificacion taxondmica de cianobacterias se ha realizado
tradicionalmente a través de caracteristicas morfoldgicas, utilizando los cddigos taxondmicos
Botanico y/o Bacterioldgico. Otros datos pueden ser utilizados para realizar esta caracterizacion,
como la capacidad de fijar N, de estos microorganismos, actividades enzimaticas, contenido de
pigmentos, actividades fotosintéticas, analisis de lipidos y acidos grasos, etc. Pero, la identificacion
taxondmica basada en los caracteres morfolégicos, de desarrollo, fisioldgicos y bioquimicos no
siempre se relaciona con las relaciones evolutivas entre las cianobacterias, por lo que se tiene que
realizar, a su vez, una caracterizacion molecular. Sin embargo, el andlisis aislado de todas estas
caracteristicas no es suficiente para poder identificar y clasificar taxondmicamente a estos
microorganismos, por lo que una aproximacion polifasica resulta mas apropiada y confiable (Mishra
et al., 2013). En este caso, se identificaron diez aislamientos de cianobacterias con heterocisto
provenientes de un arrozal gracias a las caracterizaciones morfoldgicas y moleculares, a su vez, estas
permitieron diferenciar aislamientos muy similares entre si. Pero los parametros bioquimicos y
fisiolégicos utilizados en este estudio no aportaron a la identificacidon de estos aislamientos pero en
contadas ocasiones permitieron diferenciar aislamientos pertenecientes al mismo género.

5.1. Curva y Tasa de Crecimiento

Los primeros caracteres que se evaluaron en esta aproximacion polifasica fueron las
velocidades de crecimiento. Este parametro se calculd por dos métodos diferentes, mediante la
medida de la densidad dptica a 750 nm y a través del peso seco en funcidn del tiempo. En el primer
caso se midiod la absorbancia a una A de 750 nm, ya que se relaciona con la concentracién celular de
cianobacterias filamentosas y de unicelulares (Vézina & Vincent, 1997). Los aislamientos con una
mayor tasa de crecimiento promedio fueron SU 16 y SU 5, y el de menor fue SU 8. Estas diferencias
pueden deberse a los diferentes contenidos de proteinas, carbohidratos, pigmentos fotosintéticos y
actividades enzimaticas de cada uno de los aislamientos, ya que todos crecieron en condiciones
similares (Fiore et al., 2005; Schwarz & Forchhammer, 2005; de Figueiredo et al., 2011). Mishra y
colaboradores (2013), mostraron que las velocidades de crecimiento eran inversamente
proporcionales al contenido celular de carbohidratos. Es decir, que a medida que aumentaba el
crecimiento de estos microorganismos disminuia el contenido de carbohidratos. Por lo que
probablemente, una mayor cantidad de carbohidratos era necesaria para sustentar la respiracion, la
sintesis de biopolimeros y proteinas, para un maximo crecimiento de estos microorganismos.

En este estudio, no se pudo utilizar este pardmetro para diferenciar a los diferentes géneros
de cianobacterias. Ya que los aislamientos que presentaron una mayor velocidad de crecimiento
corresponden a diferentes géneros de acuerdo a su morfologia (ver apartado 5.2.), y aislamientos
dentro del mismo género presentaron tasas de crecimiento de las mds altas y de las mas bajas. Por
lo que solo se podria considerar esta caracteristica para discriminar entre aislamientos que
pertenezcan al mismo género.

En el andlisis del crecimiento utilizando peso seco en funcidn del tiempo, se descartaron las
curvas de cuatro aislamientos, SU 1, SU 10, SU 16 y SU 45, que no presentaron un comportamiento
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tipico o presentaron un R’ muy bajo. En este caso, el aislamiento que presenté una mayor tasa de
crecimiento promedio fue SU 11 y el que presentd una menor tasa de crecimiento promedio fue SU
40, aunque no hubo diferencias significativas entre los aislamientos. A su vez, se observa que las
curvas obtenidas a partir de los datos de peso seco, difieren de las obtenidas con los datos de
absorbancia para algunos aislamientos mientras que para otros son similares. Muchas especies
producen agregados compactos dificiles de disgregar y por lo tanto pueden interferir con las
mediciones realizadas a través de la absorbancia. La toma de muestras para realizar cada estudio
pudo no haber sido homogénea por las mismas razones. A pesar de los inconvenientes enumerados
del cdlculo de la tasa de crecimiento mediante la densidad éptica a 750 nm, este método resulté el
mejor de los utilizados con valores de R? mayores a los obtenidos con el peso seco. A su vez, los
desvios estandar de los datos de peso seco fueron muy altos. Stacey y colaboradores (1977)
encontraron sin embargo que las tasas de crecimiento calculadas por ambos métodos fueron
similares. Podrian verificarse los resultados utilizando otros métodos como es el conteo celular o de
filamentos.

Si se tuvieran en cuenta los datos obtenidos mediante el método de la densidad dptica, se
podria decir que los aislamientos SU 5 y SU 16 podrian considerarse como inoculantes para arroz, ya
gue aumentan su biomasa mas rapidamente. Segun Prasanna y colaboradores (2009), las cepas que
presentan una adaptacion mas rdpida a ciertas condiciones, pueden ser buenas competidoras
cuando se la utiliza como inoculante. Aunque se deberia estudiar su comportamiento en el campo,
ya que pueden comportarse en forma diferente que bajo las condiciones controladas del
laboratorio.

5.2. Caracterizacion Morfoldgica

Todos los aislamientos estudiados pertenecen al orden Nostocales, y de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas la mayoria de los aislamientos podrian asignarse al género Nostoc (SU 1,
SU 5, SU 8, SU 10, SU 11, SU 40 y SU 54), y unos pocos al género Calotrhix (SU 16, SU 37 y SU 45). Los
aislamientos que pertenecen al mismo género pueden diferenciarse entre si, al observarlos micro
y/o macroscépicamente, ya que exhiben combinaciones particulares de caracteristicas morfoldgicas,
como la forma de las células vegetativas, la forma, posicién y distribucidn de los acinetes, si estos se
encuentran presentes, y la forma, posicién y distribucion de los heterocistos. Sin embargo, algunos
aislamientos, como SU 11 y SU 54, son muy similares entre si considerando todas estas
caracteristicas.

A través de la caracterizacién morfoldgica, distintos autores han llegado a nivel de especie,
midiendo el tamanio de las distintas células, vegetativas y especializadas, el tamafio de los tricomas,
con la observacidn de ciclos de desarrollo para cada cultivo, etc. Los pardmetros morfoldgicos
pueden cambiar a través del tiempo en un medio de cultivo o pueden cambiar segun el medio de
cultivo utilizado (Berrendero et al., 2008) lo que dificulta la identificacién a nivel de especie. Las
cianobacterias presentan una gran capacidad de aclimatacion que las ayuda a sobrevivir en
respuesta a su habitat o a las condiciones de laboratorio, a través de minimos o importantes
cambios morfolégicos, lo que puede ser una razén de su gran diversidad morfoldgica (Mishra et al.,
2013) incluso dentro de una misma especie. En algunas ocasiones, esto ha llevado a errores en la
clasificacidon taxondmica de estos microorganismos (Mishra et al., 2013). Por otro lado, en diferentes
estudios, la clasificacidon de cianobacterias aisladas se ha basado en aproximaciones bacterioldgicas
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(Whitton, 2002) como la que se encuentra en el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.
Estas aproximaciones se refieren Unicamente, a las cianobacterias que forman parte de colecciones
que son clasificadas a nivel de género, evitando asi los nombres especificos. En cambio, las
descripciones tradicionales de comunidades naturales se han realizado en base a caracteres de las
especies botanicas (Whitton, 2002).

Por otro lado, los aislamientos clasificados como Nostoc podrian pertenecer al género
Anabaena, ya que el limite entre estos dos géneros es difuso. Segun el Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (2000), Nostoc es aparentemente idéntico morfolégicamente a
Anabaena, excepto que posee tricomas vegetativos no madviles y los del género Anabaena si (Holt et
al., 2000). En este caso, ninguno de los tricomas vegetativos estudiados presentaron movilidad, por
esta razon fueron clasificados dentro del género Nostoc. Aunque en algunas ocasiones al cultivar
cianobacterias se pierde movilidad. Otra caracteristica que se puede tener en cuenta para
diferenciar a estos dos géneros, es que los hormogonios pertenecientes al género Nostoc son
diferentes morfologicamente a los tricomas “parentales”, a diferencia de lo que sucede en
Anabaena. Los hormogonios de Nostoc son mas estrechos que los tricomas vegetativos, son moéviles
y presentan vesiculas de gas, a diferencia de los tricomas que les dan origen (Holt et al., 2000). Pero
al haber observado cada cultivo, a los diez dias de crecimiento, no se pudo determinar las
caracteristicas de los hormogonios de cada aislamiento. Otra caracteristica del género Nostoc a
considerar podria ser la formacién de colonias gelatinosas grandes o pequefias y de distintas formas
(Holt et al., 2000). Por estas razones se ha clasificado como Nostoc a los aislamientos SU 1, SU 5, SU
8, SU 10, SU 11, SU 40 y SU 54. Igualmente, las caracteristicas evaluadas no permiten descartar
totalmente que alguno de estos aislamientos pertenezca al género Anabaena.

Existe una confusidn general en cuanto a las diferencias entre estos dos géneros. Por
ejemplo, ciertas cepas que fueron clasificadas morfolégicamente dentro del género Anabaena, como
Anabaena PCC 7120, han presentado un alto grado de similitud de ADN-ADN con el género Nostocy
han sido transferidas a este ultimo género (revisado en Prasanna et al., 2006). A su vez, en un
estudio realizado por Lyra y colaboradores (1997) al construir un dendograma basado en los
patrones proteicos obtenidos a partir de una electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE?), no pudieron diferenciar los géneros Nostoc y Anabaena. Estos
datos sugieren que Nostoc y Anabaena no se encuentran claramente separados a nivel de género y
tendrian también un origen comun (Mishra et al., 2013). Teneva y colaboradores (2012) sin
embargo, plantean que Nostoc y Anabaena serian géneros diferentes, debido al analisis filogenéticos
del locus cpcB-1GS-cpcA del operon que codifica a la ficocianina.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con distintos estudios de
caracterizaciéon morfoldgica de las cianobacterias presentes en arrozales. El estudio realizado por
Nayak & Prasanna (2007) concluye que uno de los géneros de cianobacterias predominantes en
cultivos de arroz en India es Nostoc, ademas de los géneros Anabaena y Phormidium, siendo este
ultimo un género de cianobacterias sin heterocisto, perteneciente al orden Oscillatoriales. Esto
indicaria que estos géneros son competitivos en este habitat, ya sea en forma epifita o flotando.
Nostoc es conocido por ser uno de los géneros de cianobacterias diazétrofas mas versatil, que se

2 Sigla en inglés para sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
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encuentra en cualquier tipo de ambiente, en forma libre o en simbiosis. Los miembros de este
género son capaces de presentar una variedad de modos de captacién y utilizaciéon del Cy del N, lo
que les permite adaptarse a diferentes nichos ecoldgicos (Prasanna & Nayak, 2007). Otros géneros
encontrados por Prasanna & Nayak (2007) pero en menor proporcién fueron Calothrix, Oscillatoria,
Hapalosiphon, Cylindrospermum, Aphanocapsa, Westiellopsis, Scytonema, Lyngbya y Aulosira. A su
vez, Ali & Sandhu (1972) y Tiwari & Singh (2005) caracterizaron morfoldgicamente a cianobacterias
presentes en arrozales de Pakistan e India, respectivamente, las cuales pertenecian a los géneros
Anabaena, Nostoc, Aulosira, Cylindrospermum, Gloetrichia, Rivularia y Tolypothrix, dentro del orden
Nostocales, y a otros géneros pertenecientes a ordenes como Oscillatoriales, Stigonematales y
Chroococcales. También Pereira y colaboradores (2005) hallaron algunos de estos géneros en los
arrozales chilenos como Nostoc, Anabaena, Cylindrospermum y Gloetrichia. Los géneros Nostoc y
Calothrix al que pertenecerian los aislamientos estudiados segln esta caracterizacién morfoldgica,
coinciden con los encontrados en otros arrozales del mundo mediante esta metodologia.

En Uruguay, Irisarri y colaboradores (2001) caracterizaron morfolégicamente a las
cianobacterias encontradas en los arrozales de la Estacién Experimental Paso de la Laguna, INIA
Treinta y Tres. Los géneros dominantes fueron Anabaena y Nostoc y en menor proporcidén estaban
presentes Calothrix, Cylindrospermum, Nodularia, Scytonema y Tolypotrix. También se hallaron
abundantes cianobacterias que no formaban heterocisto pertenecientes a los d&rdenes
Chroococcales y Oscillatoriales. A su vez se encontraron colonias epifitas macroscépicas de
Gloeotrichia sp. Estos resultados coinciden con los encontrados en otros paises y en este trabajo.

5.3. Caracterizacion Bioquimica

5.3.1. Determinacion de Pigmentos

Se observd que los pigmentos que se encuentran en mayor cantidad en los diez
aislamientos son las ficobiliproteinas, dependiendo de cada aislamiento cudl de las tres
ficobiliproteinas estudiadas se encuentra en mayor proporcidn. Estas cromoproteinas pueden
representar hasta un 50% de la masa proteica de la célula en las cianobacterias segun DeRuyter &
Fromme (2008).

El color que tendria cada cianobacteria dependera de las proporciones de las cuatro
ficobiliproteinas que presente (Fay, 1992). Por ejemplo, el color rojo se debe a un mayor contenido
de pigmento ficoeritrina y el color verde-azulado al pigmento ficocianina (Stomp et al., 2004). En
este caso, los aislamientos SU 1, SU 5, SU 8, SU 10 y SU 16, presentan una mayor cantidad de
ficocianina comparado con los demas pigmentos, lo que concuerda con su color verde-azulado. Los
aislamientos SU 37 y SU 40 presentan una mayor cantidad de ficoeritrina, lo que al combinarse con
los demas pigmentos, les otorga el color marrdn que presentan. Otros aislamientos que también son
marrones presentan distintas cantidades de las diferentes ficobiliproteinas, ya que las diferentes
combinaciones de pigmentos pueden llevar al desarrollo de diferentes colores. Ademas el mucilago
puede ser pigmentado y en ocasiones puede opacar los pigmentos celulares. Por estas razones el
color de un aislamiento no presenta mucho valor taxondmico, al haber distintas combinaciones de
pigmentos dentro de una misma especie (Prasanna et al., 2006). Por ejemplo, dos Synechococcus
(cianobacteria unicelular) que genéticamente son muy similares, con menos de 1% de divergencia en
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sus secuencias ITS-1%%, eran muy diferentes en cuanto a su color (Stomp et al., 2004). Igualmente,
esta caracteristica se puede utilizar como un primer distintivo entre diferentes cianobacterias
crecidas en las mismas condiciones (Prasanna et al., 2006).

Segun el Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2000), los diferentes géneros de
cianobacterias presentan determinado contenido de ficobiliproteinas, por ejemplo el género Nostoc
contiene ficocianina vy ficoeritrina o ficoeritrocianina, y los organismos pertenecientes al género
Calothrix que presentan ficoeritrina, muestran adaptacidon cromatica, o sino contienen ficociania o
ficoeritrocianina. Estos concuerda con los resultados obtenidos, ya que todos los aislamientos
pertenecientes al género Nostoc (segun la caracterizacién morfolégica) contienen ficocianina vy
ficoeritrina, y todos los aislamientos clasificados morfolégicamente como Calothrix, también
presentan estos dos pigmentos. A su vez, la mayoria de los aislamientos estudiados presentan el
pigmento aloficocianina, excepto SU 40 en el que no se detectd. El pigmento aloficocianina se
encuentra en todas las especies de cianobacterias encontradas en la naturaleza (Lee, 1999), sin
embargo con la metodologia utilizada no pudo determinarse. La ficoeritrina no siempre es hallada en
las cianobacterias (Bryant, 1982), pero en este caso se hallaba presente en los diez aislamientos.

Sinha y colaboradores (1997) observaron que el género aislado de arrozales indios con un
mayor contenido de ficocianinas era Anabaena.

5.3.2. Tasa de Produccidn Fotosintética de O,

Las cianobacterias son microorganismos que realizan fotosintesis oxigénica, por lo que se
midio la fotoevolucidn de O, en cada uno de los aislamientos. Las tasas de produccién fotosintética
de O, fueron similares en la mayoria de los diez aislamientos y aunque SU 45 es el que presenta un
promedio mayor, no muestra diferencias significativas con los demas aislamientos, excepto con SU
11 y SU 40. Estos dos ultimos fueron los que presentaron menores valores de tasa de produccion
fotosintética de O,.

Al comparar estos datos obtenidos con las tasas de crecimiento calculadas a partir de la
densidad dptica a 750 nm, el aislamiento SU 40 se encuentra dentro de los aislamientos con las tasas
de crecimiento menores. Esto coincide con que menor es la tasa de produccion fotosintética de O,,
menor produccién de fotosintatos, por ende, una menor tasa de crecimiento. A su vez, este
aislamiento fue el que presenté una menor concentracidon de carotenoides y no se le detecté
aloficocianina, hechos que pueden estar influyendo en la fotosintesis. Para el desarrollo de un
inoculante para arroz y de acuerdo a estas caracteristicas, este aislamiento no seria el mas
adecuado.

5.3.3. Actividades Enzimaticas

5.3.3.1. Actividad Nitrogenasa

En este trabajo se estudiaron las actividades enzimaticas de enzimas relacionadas con el
metabolismo del N para cada aislamiento.

2 la region ITS-1 es el espacio intergénico entre los genes que codifican el ARNr 16S y el ARNr 23S.
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La actividad Nitrogenasa se midid en cuatro aislamientos seleccionados, SU 5, SU 8, SU 10y
SU 16. El aislamiento SU 10 fue el que presentd una mayor actividad y SU 8 la menor actividad.
Ambos aislamientos habian sido caracterizados morfolégicamente como Nostoc. Estos dos
aislamientos pueden diferenciarse entre si a través de la actividad Nitrogenasa. El aislamiento
caracterizado como Calothrix (SU 16), presenté una actividad Nitrogenasa intermedia. Prasanna y
colaboradores (2008) hallaron que los mayores valores de actividad Nitrogenasa pertenecian a los
aislamientos de los géneros Nostoc y Anabaena aislados de la rizésfera de un arrozal de la India.
Fiore y colaboradores (2005) hallaron que dos cepas del género Nostoc, aisladas de tierras
inundables del Amazonas, Brasil (N. piscinale CENA21 y N. muscorum CENAG61), presentaron valores
extremadamente variables en cuanto a las actividades Nitrogenasa, ya que una de ellas presentaba
la mayor actividad y la otra la menor actividad. Las diferencias entre las actividades Nitrogenasa de
los distintos aislamientos, y entre un mismo género, puede deberse a la frecuencia de heterocistos
gue presente cada uno (Mishra et al., 2013). La frecuencia de estas células especializadas varia
dependiendo de la especie de cianobacteria y de las condiciones ambientales (Wolk et al., 1994). A
su vez, el complejo enzimatico Nitrogenasa requiere para su sintesis y ensamblaje de unos 20
productos de expresion génica. Los diferentes arreglos de los clusters génicos y el diferente nimero
de copias de algunos de estos genes en las distintas cianobacterias diazotrdéfas podria afectar la
eficiencia en la fijacion bioldgica (Fiore et al., 2005).

El aislamiento SU 10 presentd una mayor actividad Nitrogenasa respecto a SU 8, por lo que
seria un candidato para la elaboracion de un inoculante para el cultivo de arroz.

5.3.3.2. Actividad Nitrato Reductasa

Los diez aislamientos de cianobacterias con heterocisto estudiados muestran valores muy
bajos de actividad Nitrato Reductasa con respecto a valores obtenidos por Mishra y colaboradores
(2013). Esto puede deberse al poco tiempo en que los aislamientos fueron incubados en el medio de
cultivo BGy;, con KNO3 20 mM. Mishra y colaboradores (2013), encontraron que enseguida de haber
inoculado con cianobacterias con heterocisto el medio BG;i;, con nitrato 5 mM no se detectd
actividad Nitrato Reductasa hasta por lo menos ocho dias de incubacion.

Entre los diez aislamientos, SU 37 fue el que presenté la menor actividad promedio y
diferencias significativas con respecto a SU 40, el aislamiento de mayor actividad promedio.
Igualmente la mayoria de los aislamientos no presentaron diferencias significativas entre si, por lo
gue en este caso esta caracteristica no se podria utilizar para diferenciar géneros distintos ni para
diferenciar aislamientos dentro de un mismo género.

5.3.3.3. Actividad Glutamina Sintetasa

La mayoria de los aislamientos presentaron altas actividades enzimaticas sin diferencias
significativas entre ellos al compararlas con estudios como el de Mishra y colaboradores (2013). Este
caracter no tuvo valor taxondmico en este trabajo, no permite diferenciar entre géneros, pero si
permitiria diferenciar distintos aislamientos dentro de un mismo género.

Las altas actividades Glutamina Sintetasa obtenidas pueden deberse a que en las
cianobacterias, el ciclo GS/GOGAT es una de las principales vias de asimilacién del amonio bajo
condiciones de fijacidon bioldgica del nitrogeno (Riccardi et al., 1989). A su vez, las cianobacterias se
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cultivaron en medio sin nitrégeno por lo que no se produjo aumento del amonio intracelular que
reprimiria su actividad (Mishra et al., 2013). El aislamiento que presentd una mayor actividad
Glutamina Sintetasa promedio, SU 10, fue el que presenté una mayor actividad Nitrogenasa
promedio de los cuatro aislamientos evaluados y por ende mayor amonio fijado a partir del N, para
asimilar en esqueletos carbonados. La asimilacién de N,, que es llevada a cabo en los heterocistos, se
acopla a la sintesis de glutamina. En cianobacterias filamentosas con heterocisto la Glutamina
Sintetasa ademds de encontrarse en las células vegetativas, también se halla en los heterocistos, a
diferencia de la enzima Glutamato Sintasa, que solo se encuentra presente en las células vegetativas.
De hecho, se ha hallado que Anabaena cylindrica muestra altos valores de actividad Glutamina
Sintetasa, y que estos valores son aun mayores en los heterocistos que en las células vegetativas
(Riccardi et al., 1989). Por esto las cianobacterias con heterocisto presentan altos valores de
actividades Glutamina Sintetasa, como sucedid en este caso.

En este caso el aislamiento que presentd una mayor actividad Glutamina Sintetasa, se
encuentra dentro de los aislamientos que presentaron valores mads altos de tasa de produccion
fotosintética de O,, ya que la Glutamina Sintetasa ademds de encontrarse regulada por la presencia
de nitrégeno ambiental también se encuentra regulada por la asimilacién del carbono inorganico. Si
existe una limitacidn en cuanto al carbono inorganico, la asimilacion del nitrégeno comienza a
descender. El 2-oxoglutarato se utiliza como sefial del balance C/N en la célula, ya que su sintesis
depende de la fijacién de CO, y su consumo del ciclo GS/GOGAT. La disponibilidad de 2-oxoglutarato
es necesaria para la asimilacién del amonio, ya que este es tdxico a altas concentraciones. A su vez,
un exceso de 2-oxoglutarato, indica que la asimilacidon de N se encuentra por debajo de la fijacién de
CO, (Luque & Forchhammer, 2008).

Aunque las caracteristicas bioquimicas estudiadas en este trabajo no presenten valor
taxondmico, estas permitirian diferenciar algunos pocos aislamientos dentro de un mismo género,
pero lo mas importante, se las puede utilizar para evaluar que aislamiento podria considerarse para
elaborar un posible inoculante. Un inoculante de cianobacterias ideal deberia de presentar
capacidad fotosintética, una Nitrogenasa no reprimible y con altas actividades Nitrogenasa y un
rapido crecimiento junto con una gran cantidad de liberacién de amonio debido a una Glutamina
Sintetasa defectuosa (Rai & Prakasham, 1991).

Mishra y colaboradores (2013) en su estudio polifasico de doce cepas de cianobacterias
con heterocisto, realizaron un analisis de los componentes principales para visualizar el efecto de los
diferentes parametros morfolégicos vy fisioldgicos, ya que previamente Kim y colaboradores (2006),
habian demostrado que las cianobacterias podian ser discriminadas taxondmicamente por sus
huellas metabdlicas. Estos autores hallaron que los parametros morfolégicos y fisioldgicos
demuestran una gran diversidad entre las diferentes cepas que estudiaron, pero que los parametros
morfoldgicos, como tipo de filamento y ramificacidn, y presencia o ausencia de acinetes, no pueden
ser tomados como un criterio confiable para identificar a las cepas de cianobacterias. También
encontraron que parametros fisioldgicos, como contenido de pigmentos y actividades enzimaticas,
en especial Glutamina Sintetasa y Nitrato Reductasa, son atributos especificos de cada cepa y se
podrian utilizar para deducir relaciones filogenéticas. En este estudio se puede observar sin
necesidad de realizar estos tipos de analisis, que las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de los
diferentes aislamientos no discriminaron entre los mismos.
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5.4. Caracterizacion Molecular

5.4.1. Gen ARNr 16S

Al comparar con la base de datos las secuencias obtenidas a partir de la secuenciacién de
los genes ARNr 16S de cada aislamiento, se encontré que seis de los diez aislamientos en estudio
tenian mas del 97% de homologia con secuencias depositadas correspondientes al género Nostoc y
una con Calothrix. Existe una abundante evidencia documentada que prueba que si dos cepas
comparten menos del 97% de similitud en su gen ARNr 16S no son miembros de la misma especie.
Algunos autores como por ejemplo, Stackebrandt & Ebers (2006), sugieren que la similitud entre
secuencias deberia ser de un 98.7 a 99% para que sean de la misma especie. Por otro lado, a nivel de
género la similitud de secuencia para este gen entre dos cepas deberia de ser de un 95% (revisado
por Berrendero et al., 2011). En este estudio, la mayoria de los aislamientos presentaron un valor
mayor a 97% de similitud con las secuencias del gen ARNr 16S de las bases de datos con las que
fueron identificadas, excepto en el caso de SU 5y SU 37. Incluso en los casos de los aislamientos SU
10 y SU 40, se podrian clasificar a nivel de especie, a través de la secuencia del gen ARNr 16S, como
Nostoc piscinale y calcicola respecitivamente, ya que estos presentan un valor mayor a 98.7% de
similitud de secuencia.

Se podria, decir que en la mayoria de los casos, la caracterizacién molecular con el gen ARNr
16S no fue suficiente para distinguir las diferentes especies dentro de un mismo género, excepto en
el caso de los aislamientos SU 10 y SU 40. En el caso de las secuencias presentes en las bases de
datos, algunas tampoco se clasifican dentro de una especie, ya que se denominan como Nostoc sp.,
Calothrix sp., etc. lo que refiere a que pertenencen a ese género pero no se les ha podido asignar
una especie, como en la mayoria de los aislamientos estudiados en este caso. Lu y colaboradores
(1997) plantean que los fragmentos de restricciéon de longitud polimérfica (RFLP)* del gen ITS-1
podria ser mas apropiado para caracterizar a nivel de especie. La region ITS-1 es extremadamente
diversa genéticamente y puede no estar correlacionada con la diversidad del gen ARNr 16S (Lu et al.,
1997). Por lo que, a futuro, se podria continuar con la caracterizacion a través de este gen.

Estos resultados concuerdan con lo que puede inferirse a partir del arbol filogenético. Cada
aislamiento es agrupado en un mismo cluster con el mismo género con el que se habia identificado
previamente al realizar la comparacién con la base de datos. La mayoria de los aislamientos se
encuentran dentro de un cluster mayor (A) excepto por SU 37 y SU 45. Mishra y colaboradores
(2013) también hallaron que las especies pertenecientes al género Calothrix se agrupaban en un
cluster separado de las demas cepas de cianobacterias en estudio. A su vez, es razonable que SU 37
se excluya de este cluster mayor y de cualquier otro cluster, ya que no fue afiliado a ningln género
reportado hasta el momento al compararlo con las bases de datos consultadas. Sin embargo en el
arbol filogenético presenta cierta proximidad a Calothrix desertica, por lo que podria formar parte
del género Calothrix, como se planted al realizar la caracterizacién morfoldgica. El aislamiento SU 45
conformé un sub cluster con otra secuencia obtenida de la base de datos (Calothrix sp.),
presentando un valor de bootstrap de 100, solventando ampliamente los resultados obtenidos con
la comparacién con la base de datos. En este caso las cepas de Calothrix sp. y Calothrix desertica
obtenidas del NCBI se ubicaron en dos clusters diferentes. Otros estudios también han demostrado,

2 Sigla en inglés para Restriction Fragment Length Polymorphism.
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mediante hibridacion de ADN-ADN y secuencias del gen ARNr 16S, que existe una gran diversidad
genética dentro de este género (Lyra et al., 2001).

El cluster A agrupa a todos los aislamientos clasificados dentro del género Nostoc y al
aislamiento SU 16. Este aislamiento se agrupa con una secuencia de Tolypothrix sp. obtenida de la
base datos con un valor de bootstrap de 94. Esto no era de esperarse, ya que Tolypothrix pertenece
a la misma familia Rivulariaceae, a la cual pertenece Calothrix, segin el cddigo bacteriolégico
(Berrendero et al., 2011). Pero este agrupamiento de Tolypothrix con cepas del género Nostoc,
ocurrié con un valor de bootstrap demasiado bajo (6), y como plantean Lyra y colaboradores (2001),
en general, los valores de bootstrap menores a 50, sustentan la incertidumbre de este
agrupamiento. Berrendero y colaboradores (2011) también hallaron que las cianobacterias del
género Calothrix formaban un cluster separado de aquellas que formaban parte del género
Tolypothrix, por lo que serian distantes genéticamente aun siendo morfolégicamente similares.

Por otro lado, dentro de este cluster A, aislamientos como SU 11y SU 54, y SU 5y SU 10, se
agrupan entre ellos con valores bootstrap de 74 y 92, respectivamente. Esto indica que podrian ser
cepas relacionadas filogenéticamente. Los primeros dos aislamientos, por ejemplo, se agrupan junto
con Nostoc sp., con un valor de bootstrap de 100 y los otros dos, con Nostoc piscinale, con un valor
de bootstrap de 95. Pero SU 5, presentd un 88% de similitud de secuencia con Nostoc piscinale,
sugiriendo que probablemente se hayan agrupado juntas porque no habia otra secuencia
cercanamente similar disponible (Berrendero et al., 2011). Por lo que, se deberia realizar una
caracterizacion molecular mas extensiva utilizando otros marcadores moleculares u otras técnicas,
como RFLP. Por ultimo, cabe destacar, que dos secuencias obtenidas de la base de datos, Nostoc sp.
y Anabaena sp., formaron un sub cluster dentro de este cluster A, con un valor de bootstrap de 100.
Lo que demuestra la similitud genética que existe entre estos dos géneros, y cuan dificil es clasificar
cianobacterias que creemos se encuentran dentro de un género o el otro.

Todos estos resultados obtenidos a partir del arbol filogenético, confirman el origen
polifilético del orden Nostocales (Mishra et al., 2013), como la heterogeneidad entre las cepas de
Calothrix (Berrendero et al., 2011) y entre cepas de Nostoc, la cual se puede demostrar con la
hibridacién ADN-ADN (Mishra et al., 2013). Un estudio realizado por Hongmei y colaboradores
(2005) ha mostrado que un solo morfotipo de una cianobacteria termofila presente en una mata
bacteriana perteneciente al género Calothrix contenia cinco genotipos de ARNr 16S diferentes. Otros
autores han sugerido que ciertas cepas de Calothrix pertenecian a géneros diferentes (revisado por
Berrendero et al., 2011), por lo que todavia queda mucho por investigar sobre la taxonomia de este
género.

La mayoria de los géneros asignados a los aislamientos mediante la comparacién de la
secuencia del gen ARNr 16S con las bases de datos coincidié con la caracterizacion morfoldgica
realizada previamente, excepto los aislamientos SU 16 y SU 37. El primero fue clasificado
morfolégicamente como Calothrix pero su secuencia coincidié con una secuencia publicada del NCBI
perteneciente al género Tolypothrix, aunque coincidié con el mismo porcentaje de similitud (99%)
con una secuencia no publicada perteneciente al género Calothrix. En el segundo caso, este también
se clasificd morfoldgicamente como Calothrix pero al compararlo con las diferentes secuencias de las
bases de datos coincidid con una cianobacteria no cultivable, la cual no habia sido identificada
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taxondmicamente. En estos casos la utilizacién de otros marcadores moleculares como hetR para
poder identificar a estos aislamientos resulté util.

Las cianobacterias pertenecientes al género Calothrix, presentan filamentos rectos con
terminaciéon cdnica, heteropolares, sin ramificaciones o con ramificaciones falsas ocasionales,
rodeados por un mucilago firme. En cambio, las cianobacterias que pertenecen al género Tolypothrix
estdn rodeadas por un mucilago delgado el cual en algunas ocasiones no presenta color, presentan
ramificaciones falsas asociados con uno o dos heterocistos y los filamentos no presentan una
terminacion cénica tan notoria (Berrendero et al., 2011). En este caso, el aislamiento SU 16 presentd
la mayoria de las caracteristicas morfoldgicas correspondientes al género Calothrix con un filamento
recto y pronunciada terminaciéon cénica, heteropolar, sin ramificaciones falsas y con mucilago
notorio. Las cianobacterias Calothrix cambian sus caracteres morfolégicos de acuerdo al medio en el
gue se encuentran (Berrendero et al., 2011) lo que pudo haber llevado a una errdnea clasificacion en
base a su morfologia y su secuencia del gen ARNr 16S haber sido depositada como perteneciente al
género Tolypothrix. Sihvonen y colaboradores (2007) hallaron dos cepas con una terminacion conica
atenuada que morfoldgicamente corresponderian al género Tolypothrix, pero al realizar el andlisis
filogenético del gen ARNr 16S, una fue identificada como Tolypothrix y otra como Calothrix.

Existen pocos estudios que versen sobre el andlisis filogenético del gen ARNr 16S de
cianobacterias de arrozales. Song y colaboradores (2005) realizaron este tipo de analisis en un
arrozal de China y encontraron que las Unicas cianobacterias con heterocisto presentes eran Nostoc
y Scytonema. Cianobacterias dentro del género Nostoc fueron encontradas en gran abundancia y
durante todo el ciclo del cultivo. También encontraron otras cianobacterias filamentosas pero sin
heterocisto, como Microcoleas, Phormidium, Leptolyngbya, Spirulina y Chamaesiphon, vy
cianobacterias unicelulares como Synechococcus, Cyanothece, Chroococcidiopsis y Synechocystis. En
ese trabajo se encontré una menor frecuencia de géneros de cianobacterias con heterocisto
respecto al resto. En otro estudio realizado con este mismo analisis del gen ARNr 16S por Srivastava
y colaboradores (2009) en arrozales de la India con diferentes niveles de salinidad, se encontré que
los géneros mas abundantes eran Nostoc y Anabaena. También se encontraron otros géneros de
cianobacterias con heterocisto, como Tolypothrix, Cylindrospermum, Rivularia, Aulosira,
Gloeotrichia, Fischerella y Hapalosiphon, otros géneros de cianobacterias filamentosas sin
heterocisto, como Lyngbya, Oscillatoria y Phormidium, y otros géneros de cianobacterias
unicelulares, como Aphanothece y Gloeothece. Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los anteriormente citados en que la mayoria de los aislamientos pertenecen al género Nostoc, el
cual predomina en arrozales. Con este andlisis no se habia identificado ninguna cianobacteria
perteneciente a Calothrix en los estudios anteriores. Cabe destacar que estos estudios fueron
realizados en paises asiaticos, tropicales y este trabajo es el primer estudio de este tipo que se
realiza en la region.

5.4.2. Gen hetR

Al comparar con la base de datos las secuencias obtenidas a partir de la secuenciacién de
los genes hetR de cada aislamiento, los aislamientos SU 40, SU 54 y SU 45 concordaron con los
resultados obtenidos, a nivel de género, al realizar la caracterizacion molecular y el analisis
filogenético del gen ARNr 16S.

Con el analisis del gen hetR, se logré dilucidar a que género perteneceria SU 37, ya que
anteriormente la secuencia del gen ARNr 16S de este aislamiento habia coincidido con una
cianobacteria no cultivable aun no identificada. Segun el analisis de este nuevo gen, el aislamiento

65



Discusion

SU 37 perteneceria al género Calothrix, ya que su porcentaje de similitud para su secuencia del gen
hetR con la secuencia de la base de datos seria de un 95%, valor aceptado para que dos cepas de
cianobacterias correspondan al mismo género (revisado por Berrendero et al., 2011). Este resultado
concuerda con lo planteado en la caracterizacion morfoldgica, aunque no pudo atribuirsele una
especie determinada.

Al comparar la secuencia obtenida para el gen hetR del aislamiento SU 16 con las
secuencias presentes en la base de datos, presenté un porcentaje de similitud del 92% con Calothrix
desertica y Calothrix sp., lo que concuerda con su caracterizacion morfoldgica. A su vez, este
aislamiento se agrupd con Calothrix sp. y Calothrix desertica en el arbol filogenético con un valor
muy alto de bootstrap, 99 y se encuentra separado de la cepa de Tolypothrix sp., por lo que a través
de este gen se podria confirmar que este aislamiento perteneceria al género Calothrix.

En el caso del aislamiento SU 11, este fue identificado como Nostoc sp., con un porcentaje
de similitud de secuencia de 99%, en el caso del gen ARNr 16S, pero al analizar el gen hetR concordd
con dos especies diferentes, con el mismo porcentaje de similitud de secuencia, Anabaena variabilis
y Fischerella muscicola. Se descarta que este aislamiento pueda pertenecer al género Fischerella, ya
que este género forma parte del orden Stigonematales (Holt et al., 2000), y este aislamiento
presenta inconfundibles caracteristicas del orden Nostocales, como no presentar ramificaciones, ni
falsas ni verdaderas. Igualmente, tampoco se agrupa con ninguna de las secuencias de Anabaena del
gen hetR obtenidas de la base de datos, ni con las de Fischerella. Seguramente, debido a que la base
de datos para secuencias del gen hetR es menor en comparacién con la base de datos del ARNr 16S
(Ludwing & Klenk, 2001), se haya alineado con la secuencia que hallé6 mas cercana. La secuenciacién
del ARNr 16S es un procedimiento de rutina, resultando en una larga y creciente base de datos, lo
gque mejora la robustez de las reconstrucciones filogenéticas y los resultados de identificacion
taxondmica. No es el caso del gen hetR, ya que este solo pertenece a cierto grupo de cianobacterias
por lo que es estudiado por menos investigadores. Cabe destacar que SU 11 no se agrupé con SU 54
como sucedid en el arbol filogenético del gen ARNr 16S, lo que indica que estos dos aislamientos
serian dos cepas diferentes. Una situacidn similar ocurre con los aislamientos SU 1, SU 5, SU 8 y SU
10 que fueron identificados como Nodularia spumigena al realizar la comparacion de sus secuencias
del gen hetR con las demads secuencias de la base de datos. En el caso del gen ARNr 16S todas fueron
identificadas dentro del género Nostoc. Estos aislamientos formaron un sub cluster con distintas
secuencias del género Nodularia obtenidas de la base de datos, con un valor de bootstrap menor a
50, lo que indica la incertidumbre de este agrupamiento. Este resultado junto con el hecho de que
los porcentajes de similitud de secuencia son muy bajos nos dan una pauta de que seguramente
estos aislamientos no pertenezcan al género Nodularia. Mediante la caracterizacion morfoldgica se
clasifico a todos estos aislamientos dentro del género Nostoc. Estos hechos se explicarian,
nuevamente, ya que se encuentran pocas secuencias del gen hetR en la base de datos, y que por
ende estos aislamientos se alinearon con la secuencia mas similar que hallaron o por la transferencia
horizontal de genes. Barker y colaboradores (2000) hallaron que existe transferencia horizontal de
genes en diferentes cepas de Nodularia a nivel ambiental y no solo a nivel de laboratorio. Esta
transferencia horizontal de genes puede darse mediante conjugacion entre cepas del mismo género
o entre cepas de diferentes géneros de cianobacterias, o puede darse a través de la transduccion ya
gue existen cianofagos en altas concentraciones en ambientes acuaticos. El gen ARNr 16S no sufre
de transferencia horizontal de genes debido a que es mas conservado, en funcién y estructura, que
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los genes que codifican para proteinas (revisado por Barker et al., 2000), como es el caso del gen
hetR.

Hay resultados de distinto tipo respecto al andlisis de distintos genes para identificar
cianobacterias. Mientras Janson y colaboradores (1999a) encontraron correlacion entre los datos
aportados por el ARNr 16S y el hetR en la cianobacteria marina Trichodesmium, Rudi y colaboradores
(1998) encontraron el tipo de incongruencia hallada en este trabajo, pero con los genes ARNr 16Sy
rbclL (revisado por Barker et al., 2000). También Han y colaboradores (2009) encontraron que el
arbol filogenético que realizaron a partir del gen hetR era incongruente con el realizado con las
secuencias del gen ARNr 16S para distintas cepas del género Nostoc. El andlisis del gen ARNr 16S en
algunos casos puede presentar incongruencias con los demds genes codificadores de proteinas.

En este caso los aislamientos que se agruparon entre si en el arbol filogenético fueron SU
45 y SU 37, con un valor de bootstrap de 58, lo que indicaria que podrian estar relacionados
filogenéticamente. Y los aislamientos SU 1, SU 5 y SU 10 se agruparon con un valor de bootstrap de
99 y a su vez estos se agruparon junto con el aislamiento SU 8, presentando también un valor alto de
bootstrap (92). Esto concuerda con lo obtenido en el arbol filogenético realizado a partir del gen
ARNr 16S, en el cual SU 5 y SU 10 se agrupaban en un mismo sub cluster. Lo que indica que podrian
estar relacionados filogenéticamente entre si, pero no ser la misma cepa, ya que los resultados
obtenidos a partir de las comparaciones de los genes ARNr 16S con las bases de datos de cada
aislamiento, resultaron diferentes.

Cabe destacar que no se ha encontrado informacién previa a este trabajo donde se haya
realizado algun andlisis filogenético del gen hetR en cianobacterias con heterocisto presentes en
arrozales. Debido a que algunos resultados no son concluyentes en términos de identificacidon de
especies, se deberia continuar con la caracterizacion de estos aislamientos mediante otros
marcadores moleculares, como ITS-1 u otras técnicas, como RFLP, ARDRA®, etc.

» Sigla en inglés para Amplified rDNA Restriction Analysis.
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Conclusiones y Perspectivas

6. CONCLUSIONES

6.1. Conclusiones

El abordaje polifasico realizado en este trabajo permitid identificar a los aislamientos SU 1,
SU 5, SU 8, SU 10, SU 11, SU 40 y SU 54 dentro del género Nostoc, y a SU 16, SU 37 y SU 45 dentro
del género Calothrix. Unicamente dos aislamientos pudieron caracterizarse dentro de una especie,
SU 10 fue caracterizado como Nostoc piscinale y SU 40 como Nostoc calcicola. Los parametros
bioquimicos y fisioloégicos determinados en este trabajo no aportaron a la identificacion de los
aislamientos, si lo hicieron el analisis morfolégico y el genético. Igualmente los datos bioquimicos y
fisioldgicos pueden ser utiles al evaluar a un aislamiento como herramienta biotecnolégica.

A su vez, se concluyé que los diez aislamientos estudiados pertenecian a diferentes cepas,
gracias a la caracterizacién molecular y el analisis filogenético que permitieron diferenciar
aislamientos muy similares entre si. Los pardmetros bioquimicos y fisiolégicos permitieron
diferenciar a aislamientos del mismo género en contadas ocasiones. Por lo que, se reafirma el hecho
de utilizar diferentes parametros, morfoldgicos, bioquimicos, fisiolégicos y genéticos, para
caracterizar a este tipo de microorganismos.
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ANEXOS

Anexo |I: Medio de Cultivo BG11,.

Reactivo Cantidad
K,;HPO, 3.00g
MgSO, 7.00g

CaCl,.2H,0 480¢g
Na,CO3 2.00g
Acido citrico 140¢g
Citrato férrico 1.74¢g
H3BO; 143¢g
MnCl, 0.51¢g
NaMo0.2H,0 0.20g
CuSO, 0.04g
Hepes 0.69g
NacCl 1.00g
EDTA (20 mM) 150 pL
H,0 destilada 1.00L
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Anexo ll: Equivalencias de bases degeneradas empleadas en los cebadores.

A C G T
Y v v
Y 4 v
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Anexo lll: Secuencias del gen ARNr 16S de los diez aislamientos de cianobacterias con heterocisto

estudiados.

Aislamiento

Secuencia

SU1

ATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGA
GTAACGCGTGAGAATCTAGCTCCAGGTCGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGAGCCG
GAAGGTAAAAGATTAATTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCAC
CTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
AGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAACAAAATGAAGGTACTTGAGGAATAAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAA
AGGGTCCGCAGGTGGCCCTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGTGCGGCTTAACCGCATAAAGGCAGTGGAAAC
TACAGAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGA
AGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTGCTAGGCCGTAACTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG
AATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATC

SU5

AGATGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTCTGATTTACTGGCGGACGGAT
GAGTGACGCGTGAGAATCTATCTTCCTGTCGGGGATAACTACCGGAAACGGTCGCTAGCACCGGATGTGC
CGAACGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAATATGAACTCGCTCCTGATTAACTAGTTGGTGTGGTAGGAGCGC
GCCCAGGCGACCATCAATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCGGCCACACTGGGACTGACACACAGCCCACAC
TCCTACCGGAGGCAGGAGTGGGGAATTTTCCTCCCTGGGCGAAAGCCTGACTGACCAATCCCTCGTGAGG
GAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTTAAGGAAGAAAAAATGACTGACCTTGCCGAATGAACAT
CCGCTAACTCCGTGCCAGCCACCGCGCTAATACGGACGAAGCATGCGTTATCCGTACTGATTGGTCGTAAA
GCGTCCGCCCGTGGGGATGTATGTCTGCTGTCTAAGAGTCTAGCTAAACTAGATCAATGCAGTGGAAACTA
CATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTGGAGGGAATTCCTGCTGTAGCGGTCAAATGCATGCAGATCAGGAAG
AACACCACGCCGCGAAGGCGCTCTACTAGGCTGGAACTGACACTGAGGGACGGGAGCTAGGGGAGCGAA
TGGGATTAGATACCACACTAGTCCTAGCCTAAAACGATGGATACTAGAC

SU8

CTGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATA
GTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCGGGGATAACTACTGGAAACG
GTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTG
ATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGTCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAA
ACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAAAGTGAAGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCC
GCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGCAAAGCTTAACTTTGTAAAAGCAGTGGAAACT
ACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGC
TAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTT
GCGAGTATCAC

SU 10

TTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCGGGGATAACTACTGGA
AACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCG
TCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT
TGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAAAAATGACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGCGATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTTAACTAGATAAAAGCAGTGGAA
ACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTACTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAA
AGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG
CGTTGCGA

SU11

GAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTAGGATTCAGTGGCGGACGGGTGAGT
AACGCGTGAGAATCTAGCTCTAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGG
AAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTAGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACC
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AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGA
GGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAATCAATGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAA
GGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAAAGCAGTGGAAACT
ACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAA
GAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAA
TGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTG

SU 16

TCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACG
GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGAT
GTGCCGAGAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAAGA
GCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGC
GTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGA
ATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATT
GGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCA
GTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAAAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTTTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAG
GGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATC
GACCCGA

SU 37

ATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGTACTTTCGGGTACCTAGTGACGGACGG
GTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGGATGT
GCCGAGAGGTGAAAGCTTTAGTGCCTGAAAATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAAAGGC
ACACCAAGGCAACGATCAGTAGCTGGACTGAAAGGATGGCCAGTCACACTGGGACTGACACACGGCCCAC
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTG
AGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATTGAGGAAGAAGTTCTGACGGTACCCAATGAATCA
GCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGGGTCCGCAGGTGGTCATTCAAGTCTGCTGTTAAAGCATGGAGCTTAACTCCATATCGGCAGTGG
AAACTGAGTGACTAGAGTTCGGTAGGGGTCACGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTG
GGAAGAACACCGGCGGCGAAAGCGCGTGACTGGGCTGAGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAAGGGA
GCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGCGCGTATC

SU 40

AGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGG
GTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGT
GCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAAG
CCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGT
GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAAT
CAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGG
GCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCAGT
GGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTCATGGACGAAAGCTAGGG
GAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATC

SU 45

ACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCACTTTCGGGTGTTAGTGGCGGACGGGTGAGT
AACGCGTGAGAATCTAGCTCTAGGTCTGGGACAACCATTGGAAACGATGGCTAATACTGGATGTGCCGAG
AGGTGAAAGGCTTGCTGCCTAGAGATGAGCTTGCGTCAGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCT
AGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGA
GGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGTTTTGAAAGTCTGTTGTTAAAGCGTGAGGCTTAACCTCATAAGGGCAATGGAAACTACGA
GACTAGAGTACGTTCGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAAC
ACCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGG
ATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGTCT

SU 54

ATCTTAGGATTCAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTCTAGGTCGGGGACA
ACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCGGAAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTAGAGAT
GAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTG
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GTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGG
CTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAATCAATGAAGGTACTTGAGGAATAAGCATC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGG
GCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGAAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTTAACCTCATAAA
AGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGCAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTAGGCCGTAACTGACACT
GAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGAT
GGATACTAGGCCGTGGCTTGTATCGACC
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Anexo IV: Secuencias del gen hetR de los diez aislamientos de cianobacterias con heterocisto

estudiados.

Aislamiento

Secuencia

SU1

AACAGGGACAAAACCTGANAATGACAGGTCANTTGCACCACCTGGAGCCAAAAAGGGTCAAAATTATCGT
GGAAGAAGTCAGACAAGCTCTGACAGAAGGTAAGTTGCTAAAAATGCTGGGTTCTCAGGAACCACGCTAT
TTAATTCAGCTGCCGTACGTCTGGATGGAAAAATACCCTTGGCAACCAGGGCGATCCCGCGTGCCAGGAA
CCAGTCTGACAAGTGAAGAGAAAAAACAAATTGAGCAAAAATTACCTAGTAACTTGCCAGACGCGCAATT
AGTGAGTTCGTTTGAATTTCTCGAACTAATTGAATTTCTGCACAAGCGATCGCAAGAAGTCCTCCCGCCTGA
GCATCAAATGCCCTTGAGTGAAGCCTTAGCAGAACACATCAAGCGCCGCCTACTTTATTCAGGTACGGTGA
CAAGAATTGATTCACCTTGGGGAATGCCCTTCTATGCGCTAACTCGTCCTTTTTACGCACCAGCAGACGATC
AAGAACGTACCTATATCATGCTAGAAGATACAGCTCGGTATTTTCGGATGATGAGAAACTGGGCAGAAAA
ACGACCAAATTCCATGCGTGCTTTAGAAGAACTGGATGTTCCTCCAGAGAA

SU5

GCAGCTAAGTGTGCAATTTATATGACCTATCTCGAACAGGGACAAAACCTGAGAATGACAGGTCATTTGCA
CCACCTGGAGCCAAAAAGGGTCAAAATTATCGTGGAAGAAGTCAGACAAGCTCTGACAGAAGGTAAGTTG
CTAAAAATGCTGGGTTCTCAGGAACCACGCTATTTAATTCAGCTGCCGTACGTCTGGATGGAAAAATACCC
TTGGCAACCAGGGCGATCCCGCGTGCCAGGAACCAGTCTGACAAGTGAAGAGAAAAAACAAATTGAGCA
AAAATTACCTAGTAACTTGCCAGACGCGCAATTAGTGAGTTCGTTTGAATTTCTCGAACTAATTGAATTTCT
GCACAAGCGATCGCAAGAAGTCCTCCCGCCTGAGCATCAAATGCCCTTGAGTGAAGCCTTAGCAGAACAC
ATCAAGCGCCGCCTACTTTATTCAGGTACGGTGACAAGAATTGATTCACCTTGGGGAATGCCCTTCTATGC
GCTAACTCGTCCTTTTTACGCACCAGCAGACGATCAAGAACGTACCTATATCATGCTAGAAGATACAGCTCG
GTATTTTCGGATGATGAGAAACTGGGCAGAAAAACGACCAAATTCCATGCGTGCTTTAGAAGAACTGGA

SU 8

TAGTGCCATGCGTACGAGTGGACACAGGCATGGAGCATTCTTAGATGCAGCCGCCACGGCAGCTAAGTGT
GCAATTTATATGACCTATCTCGAACAGGGACAAAACCTGAGAATGACAGGTCATTTGCACCACCTGGAGCC
AAAACGAGTCAAGATTATTGTTGAAGAAGTCAGACAAGCCTTAACGGAAGGCAAGCTGCTGAAAATGCTG
GGTTCTCAAGAACCACGCTATTTAATTCAACTGCCTTACGTTTGGATGGAGAAATTTCCTTGGCAACCAGGG
CGATCCCGTGTTCCTGGGACTAGTTTGACGAGTGAAGAAAAAAGACAAATTGAGCAGAAGCTACCTGGAA
ATTTACCAGACGCGCAATTGGTTAGCTCTTTTGAGTTTCTGGAACTGATTGAATTTCTGCACAAGCGATCGC
AAGAAGTTCTCCCACCTGAGCATCAAATGCCCTTGAGTGAAGCTCTCGCAGAACACATCAAGCGTCGGCTG
CTTTATTCAGGTACAGTAACTAGAATTGATTCGCCTTGGGGAATGCCCTTCTATGCACTGACTCGTCCTTTCT
ATGCACCAGCCGACGATCAAGAACGTACCTATATCATGCTAGAAGATACGGCGCGGTATTTTCGGATGATG
AGAAACTGGGCAGAGAAACGACCAAACTCCATGCGTGCTTTAGAAGAACTAGATATTCCCCCAGAAAAGT
GGGATCAAGCAATGGAGGAACTTGATGAAGTTATCCGTACTTGGGC

SU 10

AGTGCCATGCGGACGAGTGGGCACAGGCATGGAGCATTCTTAGATGCAGCAGCTACGGCAGCTAAGTGT
GCAATTTATATGACCTATCTCGAACAGGGACAAAACCTGAGAATGACAGGTCATTTGCACCACCTGGAGCC
AAAAAGGGTCAAAATTATCGTGGAAGAAGTCAGACAAGCTCTGACAGAAGGTAAGTTGCTAAAAATGCTG
GGTTCTCAGGAACCACGCTATTTAATTCAGCTGCCGTACGTCTGGATGGAAAAATACCCTTGGCAACCAGG
GCGATCCCGCGTGCCAGGAACCAGTCTGACAAGTGAAGAGAAAAAACAAATTGAGCAAAAATTACCTAGT
AACTTGCCAGACGCGCAATTAGTGAGTTCGTTTGAATTTCTCGAACTAATTGAATTTCTGCACAAGCGATCG
CAAGAAGTCCTCCCGCCTGAGCATCAAATGCCCTTGAGTGAAGCCTTAGCAGAACACATCAAGCGCCGCCT
ACTTTATTCAGGTACGGTGACAAGAATTGATTCACCTTGGGGAATGCCCTTCTATGCGCTAACTCGTCCTTT
TTACGCACCAGCAGACGATCAAGAACGTACCTATATCATGCTAGAAGATACAGCTCGGTATTTTCGGATGA
TGAGAAACTGGGCAGAAAAACGACCAAATTCCATGCGTGCTTTAGAAGAACTGGATGTTCCTCCAGAGAA
GTGGGATCAAGCAATGGAGGAACTTGATGAAGTTATCCGCGCTTGGGCA

SU 11

GCCATGCGGACAAGTGGGCATAGACATGGCGCATTCTTAGATGCAGCAGCTACCGCCGCTAAGTGTGCGA
TTTATATGACTTATCTAGAGCAAGGTCAAAATCTACGGATGACAGGCCATTTGCATCATCTAGAGCCGAAA

CGAGTCAAAATTATCGTTGAGGAAGTCAGACAGGCTTTAATGGAAGGCAAACTGTTAAAGATGTTGGGTA

CACAAGAACCCCGCTATCTGATTCAGTTTCCCTATGTTTGGATGGAGAAGTTTCCTTGGCACCCTGGTAGAT
CCAGAATTCCTGGGACTAGTTTAACCAGCGAAGAAAAGAAACAAATTGAGCAGAAATTACCCAGTAATTTA
CCCGATGCTCAGTTAGTCACATCATTTGAGTTTGTCGAGCTAATTGAATTTCTCCATAAGAGATCGCAAGAA
GACCTGCCACCAGAACATCAAATGCCTTTGAGTGAGGCCTTAGGAGAGCATATCAAACGTCGTCTGCTCTA
CTCAGGCACGGTGACACGAATCGATTCACCTTGGGGAATGCCTTTTTACGCCCTGACTCGTCCCTTTTATGC
TCCAGCTGACGACCAAGAGCGTACCTACATCATGGTAGAAGATACTGCCCGCTATTTTCGGATGATGAAAG
ATTGGGCAGAAAGAAGACCGAACGCTATGCGTGCTTTAGAGGAATTAGATATTCCGCCCGAAAGATGGGA
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AGAAGCCATGCAGGAATTAGATGAAATCATCCGAGCTTGGGCAGAT

SU 16

TGCCATGCGGACGAGTGGGCACAGGCATGGGGCGTTTCTAGATGCAGCCGCGACCGCAGCAAAATGTGC
AATTTACATGACTTATCTCGAGCAGGGACAAAACCTGCGGATGACAGGACATTTGCATCACCTCGAACCAA
AACGAGTCAAGGCAATTGTCGAAGAAGTTAGACAAGCGCTAACAGAGGGTAAATTGCTAAAGATGCTCGG
TTCGCAAGAACCACGCTATCTAATTCAGTTGCCTTATGTCTGGATGGAGAAATACCCCTGGCAACCAGGAC
GTTCAAGAATTCCTGGCACTAGTTTAACGAGCGAAGAAAAGCGGCAAATTGAGCAGAAACTGCCCGATAA
CCTGCCTGACGCTCAACTAATTAGTTCTTTTGAATTTCTGGAACTGATTGAGTTTCTTCATAAGCGCTCGCAA
GAAGACCTGCCGGCACAACACCAAATGTTATTGAGTGAAGCCTTGGCAGAGCATATCAAGCGTCGGTTAC
TTTATTCTGGTACAGTAACGCGAATTGACTCGCCTTGGGGTATGCCTTTTTATGCGCTAACCCGTCCGTTTTA
TGCGCCTGCGGATGACCAAGAGCGTACTTATATCATGGTGGAAGATACTGCTCGGTACTTCCGGATGATGC
GCGACTGGGCAGAACGTCGAATTGGAGCGATGCGTGTTTTGGAAGAACTTGATATTCCACCAGAACGATT
GAAGCAAGCTATGGAAGAATTAGATGAGGTTATCCGTGCTTGGGCTGAT

SU 37

CATGCGGACCAGTGGGCACAGGCATGGGGCATTTTTAGATGCAGCGGCTACGGCAGCCAAATGTGCAATT
TACATGACCTATCTAGAGCAAGGGCAAAACCTGCGAATGACTGGTCACTTACACCACTTGGAGCCGAAGC
GGGTCAAAATCATTGTTGAGGAAGTCAGACAAGCCCTGACTGAAGGTAAATTGCTGAAAATGCTGGGTTC
TCAAGAGCCTCGCTATTTGATTCAGTTGCCTTATGTCTGGATGGAAAAATTTCCTTGGCGGCCTGGAAAATC
CCGCATTCCTGGTACAAGTCTGACAACCGAGGAAAAGAAACAAATCGAGCATAAATTACCGAGTAATTTGC
CCGATGCTCAGTTAATTACCTCTTTTGAGTTTCTTGAATTAATTGAATTTTTGCACAAGCGATCGCAGGAGG
AAATGCCACCCGAACACCAAATGCCTCTGAGTGAAGCTTTAGCGGAGCATATCAAGCGCCGTTTACTCTAC
TCTGGCACGGTGACACGCATTGATTCTCCCTGGGGAATGCCATTCTATGCCCTCACCCGTCCTTTCTATGCG
CCTGCGGACGACCAAGAGCGCACCTACATTATGGTTGAAGATACTGCCCGGTATTTTCGCCTAATGAAAGA
TTGGGCAGAAAAGCGACAAAACGCGATGCGAGCTTTGGAAGAGCTTGATATTCCGCCAGAACGCTTAGAG
CAGGCTCTAGAAGAGTTGGATGAAGTTATCCGTACTTGGGCAGAT

SU 40

GCCGCGGCAACAGCAGCAAAGTGTGCAATTTACATGACCTATCTGGAACAGGGACAAAACCTGCGAATGA
CTGGGCATTTGCACCACCTGGAGCCGAAACGGGTAAAGATTATTGTAGAAGAAGTCAGGCAGGCGCTAAC
AGAAGGCAAGCTGCTGAAGATGCTAGGCTCTCAAGAACCTCGCTATCTGATTCAATTGCCTTATATCTGGTT
AGAAAAGTTTCCTTGGCAACCAGGGCGATCGCGCGTTCCTGGAACCAGTCTGACAAGTGACGAAAAAAGG
CAAATAGAGCAGAAACTGCCGACTAATCTTCCTGATGCTCAGTTAGTTACCTCCTTTGAGTTTCTGGATTTG
ATTGAGTTTCTGCACAAGCGATCGCAAGAGGACTTGCCACCCGAACACCAAATGCCCTTAAGTGAAGCCTT
GGGGGAACACATCAAGCGTCGTCTGATCTATTCAGGCACAGTGNCACGCATTGATTCTCCCTGGGGAATG
CCTTTCTATGCTCTGACTCGTCCTTTCTATGCCCCAGCCGACGACCAAGAGCGCACTTACATCATGGTGGAA
GANACTGCTCGCTACTTCCNAATGATGAAAAACTGGGCAGAACGACGACCAAACTCCATGCGCTTGTTGG
AAGAACTTGATATCCAAGCAG

SU 45

GCAGCGGCTACAGCAGCCAAATGTGCAATTTACATGACCTATCTAGAGCAAGGGCAAAACCTGCGAATGA
CTGGTCATTTACACCACTTAGAACCGAAACGGGTCAAAATCATTGTTGAGGAAGTCAGACAAGCCCTGACT
GAAGGTAAATTGCTGAAAATGCTGGGTTCTCAGGAACCTCGCTATTTAATTCAATTGCCTTATGTCTGGATG
GAAAAATTTCCTTGGCGGCCTGGGAAATCACGCATTCCCGGTACAAGTCTGACAACCGAGGAAAAGAAAC
AAATCGAGCATAAATTACCGAGTAATCTTCCCGATGCTCAGTTAATTACCTCTTTTGAGTTTCTTGAGCTAAT
TGAATTTTTGCACAAGCGATCGCAGGAGGAAATGCCCCCCGAACACCAAATGCCTTTGAGTGAAGCTTTAG
CGGAGCATATCAAGCGCCGCCTGCTGTACTCTGGTACGGTGACACGCATTGACTCTCCTTGGGGAATGCCG
TTCTACGCACTCACCCGTCCTTTCTATGCGCCGGCTGACGACCAAGAGCGCACCTATATCATGGTCGAAGAT
ACCGCCCGGTATTTCCGCTTGATGAAAGATNGGGCAGAAAAGCGACCAAATTCTATGCGAGCTTTAGAAG
AGCTTGAT

SU 54

GCAGCCGCGACAGCANCCAAATGTGCGATCTACATGACTTATTTGGAACAGGGGCAAAACCTGCGAATGA
CAGGACATTTGCATCACCTGGAACCAAAACGAGTTAAGGCAATCGTTGAGGAAGTTCGACAAGCGCTAAC
CGAAGGTAAGCTGTTAAAAATGCTGGGTTCTCAAGAACCTCGTTATTTGATTCAACTACCTTATGTATGGAT
GGAGAAGTATCCTTGGCAACCAGGACGTTCTCGAATTCCCGGAACTAGCTTAACCAGCGAAGAAAAACGA
CAAATTGAGCAAAAGTTACCGCCTAATCTACCTGATGCTCACCTTGTTAGTTCCTTTGAATTTCTGGAATTGA
TTGAATTCCTCCATAAGCGATCGCAAGAAGATCTCCCCGCCGAACATCGGATGGGTTTGAGCGAAGCTTTA
GCAGAGCACATCAAACGCCGTCTTTTGTATGCAGGANCAGTCACACGTGTTGATTCTCCCTGGGGAATGCC
CTTCTATGCTTTAACCCGTCCATTTTATGCTCCAGCTGACGAGCAAGAACGTACCTACATTATGGTGGAAGA
TACCGCCCGGTATTTCCGAATGATGCGGGANTGGGCAGAACGCAAACCCAAAGCAATGCGGANTTTAGAA
NAGTTAGATATTCCTTCAGATC
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