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Introduccién

Las floraciones de cianobacterias son un problema global en ecosistemas de
agua dulce que ponen en riesgo las fuentes de agua potable y recreacionales.
Las altas temperaturas favorecen el desarrollo de floraciones en regiones
templadas (Robarts y Zohary, 1987). Por ello, los escenarios de cambio
climatico podrian provocar aumentos de temperatura incrementando la
frecuencia e intensidad de las floraciones algales con dominio de
cianobacterias. En particular, Microcystis aeruginosa es una especie frecuente
en todo el mundo y es conocida por producir mas de 80 variantes de una
potentes hepatotoxinas denominadas microcistinas (MCs). Ademas, durante las
floraciones se incrementan las interacciones, que pueden ser mutualmente
beneficiosas, entre las algas y otros microorganismos en la ficosfera. Algunos
de estos pueden ser patogenos y estan representados por bacterias, hongos,
ciliados y ameboides. Dziallas y Grossart (2011%) hallaron importantes
diferencias en las comunidades bacterianas asociadas a M. aeruginosa bajo
diferentes temperaturas con impactos en la produccion de MCs; observando
que a temperaturas mayores de 20 °C se incrementan los grupos de bacterias
patdgenas para humanos. Es por esto que las floraciones tienen implicancias
ecoldgicas y sanitarias.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la temperatura en la
produccion de MCs y su relacién con los ensambles de bacterias mesofilas
asociados a la cepa toxica nativa de Microcystis aeruginosa CAAT-03-2005 en
cultivos de laboratorio.

Materiales y métodos

Cepa utilizada: Se utilizd una cepa toxica autdoctona (CAAT-03-2005)
productora de [D-Leu'] MC-LR caracterizada previamente por Rosso y col.
(2014).

Disefio experimental. El experimento fue realizado por triplicado en medio de
cultivo BG11 modificado (Rippka y col., 1979) en condiciones controladas de
temperatura (26 °C, 28 °C, 30 °C y 35 °C), aireacion constante con aire estéril
himedo, a intensidad de luz de 30 pmol fotones m? s™ con ciclo luz: oscuridad
10:14 horas. Los cultivos fueron aclimatados por 7 dias adicionando
periddicamente medio de cultivo a 28 °C y baja intensidad de luz con el fin de
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obtener un inoculo a baja densidad y sincronizado. El inoculo inicial fue de
10°cél.mL"™". Los cultivos fueron examinados periddicamente durante 15-20 dias
y se realizaron las siguientes med|C|ones

Recuento de células (cél. mL’ ); por conteo directo en microscopio 6ptico a 400
X con camara de Neubauer previa disgregacion de colonias y adicion de
solucién de Lugol

Clorofila-a (ug.L™"); con espectrofotdmetro, posterior a una extraccién con
metanol al 100% a 4° C por 24 horas, a longitudes de onda de 665 y 750 nm,
antes y después de acidificar con acido clorhidrico (HCI) 1N.

[D-Leu’] MC-LR (ug.L™"); se sonicaron alicuotas de cultivo durante 30 minutos
(Omni Ruptor 400) y luego se centrifugaron por 15 minutos a 5.000 rpm/min. El
sobrenadante fue pasado por cartuchos Sep-Pak C-18 (Waters) previo
acondicionamiento (10 Ml de metanol 100%, 50 mL de agua destilada 100%) y
las MCs fueron eluidas en metanol al 80%. Las MCs se cuantificaron con
HPLC/MS Shimadzu LCMS-2020 determinando el principal componente de [D-
Leu'] MC-LR (m/z 520) usando una columna C18 (Hyperprep HS, 5-uym poro,
250 mm 10 mm). La columna fue equilibrada con una mezcla compuesta de
65% de la solucion A [agua con 0,05% (v/ v) de acido trifluoroacético] y 35% de
la solucién B [acetonitrilo con 0,05% (v/v) de &cido trifluoroacético]. La fase
movil consistio en un gradiente discontinuo de las soluciones A y B. El flujo fue
de 1,0 mL/min. Se utilizé6 un patréon estandar de MC-LR de Sigma (St. Louis,
MO, USA).

La produccion de [D-Leu'] MC-LR fue descripta como una tasa de crecimiento
dependiente de acuerdo con el modelo dinamico propuesto por Jahnichen y
col. (2001):

—d—ﬂ/[?—p —Ci——d *M Ec. 1
dt dt

Dénde M es la concentracion de MC, p es el coeficiente de la produccion de
MC que describe una cantidad constante de MC que pasa a cada nueva célula
durante la division celular y dn, es la velocidad de deplecidén de primer orden de
MC la cual tiene en cuenta la disminucion intracelular de MC en el tiempo en el
cultivo batch (Jahnichen y col., 2001). dX/dt corresponde a la derivada del
crecimiento de M. aeruginosa aplicando la ecuacion de Gompertz que fuera
previamente descripto en un trabajo (Crettaz Minaglia y col., 2016).

_fd‘__)_(_ mio atexp(c*expl-exp(-b*(t-m}}) ¥ c*expl-exp(-b*(t-m)N* -exp(-b{t-m))y*(-b)*In(10) E C. 2
dt

Dénde a, ¢, b and m fueron ajustados a los datos experimentales de curvas de

crecimiento luego de aplicar la ecuacion de Gompertz para los recuentos

celulares (Crettaz Minaglia y col., 2016).

Las ecuaciones fueron resueltas analitlcamente usando un método de cuarto

orden Runge-Kutta. El coef|C|ente p (fg.célula 2 la tasa de deplecién d, (dias
Y y la produccién de [D-Leu'-MC-LR (ug.L™") fueron determinados con el

procedimiento de cuadrados minimos.
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Ademas, la MC se expreso de dos formas diferentes: en relacion al numero de
células (Quc(fgMC.cel™) y en relacién a la clorofila-a como Qgo.a(fgMC.ngClo-
a') que es el cociente entre [D-Leu']-MC-LR y la clorofila-a.

Bacterias aerobias mesdfilas totales (AMT; UFC.mL™"); por recuento en placa,
sembrando 1 mL de las diluciones seriadas en buffer fosfato en agar Plate
Count e incubadas a 37 °C por 48 horas.

Andlisis estadistico; se utilizd el analisis de varianza (ANOVA) y el test de
Fisher a un nivel de significacién de 0,05 y 0,01 utilizando el software Systat
(Systat Inc., version 5.0).

Resultados

Los valores iniciales de produccion [D-Leu'] MC-LR variaron entre 100 — 150
ug.L™": lo que fue atribuido a los indculos iniciales. Al finalizar el experimento
(~20 dias), los valores de [D-Leu'] MC-LR fueron 950, 500, 365y 100 ug.L" a
26 °C, 28 °C, 30 °C y 35 °C, respectivamente. La maxima produccién de
[D-Leu’] MC-LR (a 26 °C) decrecié 9,5 veces cuando la temperatura se
incrementd de 26 °C a 35 °C. Estos resultados son coincidentes con lo
informado por Dziallas y Grossart (2011°) y Giannuzzi y col. (2016) que
hallaron similares relaciones entre la temperatura y la produccion de
cianotoxinas. La disminucion de la concentracion de toxina encontrada a mayor
temperatura puede ser el resultado del aumento en la biomasa celular debido a
la produccion y acumulacion de acidos grasos de alto peso molecular y de
carbohidratos mas que del contenido de toxina.

En la Figura 1, se observa la aplicacion del modelo propuesto para las 4
temperaturas ensayadas. Se obtuvo una buena correlacién (R?=0,917-0,987)
entre los datos experimentales y los valores predichos. Al aumentar la
temperatura, el valor de p decrecidé y hubo diferencias significativas (p<0,05)
entre 26 °C y las demas temperaturas ensayadas (Tabla I).
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Figura 1: Modelado de la produccién de [D-Leu'] MC-LR en medio de cultivo,
las lineas solidas corresponden a la aplicacion del modelo (ecuacién 1)
de los datos experimentales a @ 26 °C, ¥28 °C, m30°C y A 35 °C.

Estos resultados se corresponden con los valores de p informados por
Jahnichen y col. (2001) para M. aeruginosa en cultivos no axénicos.
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T (°C) p (fg.cél™) du (dia™) R?
26 63,89+3,68° 1,37%1072+6,19%x107 0,987
28 18,24+2,67° 7,96x10%+9,30x107 0,965
30 27,91+8,05° 6,89x102+4,88x107 0,917
35 31,35+4,80° 1,63x107"+2,95%x1072 0,926

Tabla I: Parametros estimados de la aplicacién del modelo (ecuacioén 1) a los
datos experimentales, coeficiente de produccion de [D-Leu'] MC-LR (p) y tasa
de reduccién de [D-Leu'] MC-LR (dw).

0.5

Qpugy (fg MC.cel)
Q;,, (fgMC.ng clo-a™)

L
20 0.1
o T T T T 0.0 < T T T T

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20

tiempo (dias)

Figura 2: Evolucion de a)Qqp-Leu1-mc-Lr) POr célula; b)Qp.Leut-mc-Lr] POr Ng de
clorofila,durante los experimentos a @ 26 °C, ¥28 °C, m30°Cy A 35 °C.

El valor de Quc normalizada por numero de células Quc (fgMC.célula) se
relaciona a los aspectos fisioldgicos de la produccion de toxina. Los Quc
iniciales variaron entre 73-84 fg.célula™ provenientes del indculo (Figura 2a);
esto puede deberse a la aclimatacion previa a 28 °C. Los Quc maximos se
observaron en la fase exponencial a 26 y 28 °C (83-80fg.célula™,
respectivamente) y fueron dos a tres veces mayores que los correspondientes
en la fase estacionaria tardia (Figura 2a). A 30 y 35°C, Quc decrecié durante el
tiempo de incubacién. A 26 °C, Quc fue constante durante los primeros 15 dias
y luego, decrecid. Al finalizar el estudio, los Quc fueron similares para 28, 30 y
35 °C (20+10fg.célula™) (Figura 2a).

El Quc muestra una tendencia decreciente a medida que la temperatura
aumenta, y es significativamente mayor a 26 °C en comparacion con otras
temperaturas. Mowe et al. (2015) hallaron resultados similares para M.
aeruginosa aislada de ambientes tropicales, advirtiendo sobre los efectos
indirectos de los aumentos de la temperatura (1,4 -6 °C) debido al cambio
climatico. Sin embargo, estudios en muestras ambientales en China informaron
incrementos de MCs en florecimientos al aumentar la temperatura (Shen y col.,
2003).

Para Qga-a (Figura 2b), no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en
el ensayo. Algunos autores han descripto que las MCs se encuentran
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asociadas a la membrana de los tilacoides de M. aeruginosa sugiriendo una
cercana asociacion fisica entre las MCs y la maquinaria fotosintética de la
célula. La relacion constante de Qa2 (Figura 2b)) encontrada en este trabajo
soporta esta hipotesis y sugiere que la sintesis de MC y/o su funcién puede
estar ligada al proceso fotosintético. Long y col. (2001) encontraron resultados
similares al presente estudio. Los valores de Qgcp.a promedio fueron de
0,59+0,03 (fgMC.ngClo-a™') lo que coincide con nuestros resultados, sin
embargo, también estos autores sugieron que las MCs puede no ser esenciales
en la fotosintesis.

Las bacterias AMT al inicio del experimento fueron 3,74 logUFC.mL"" variando
significativamente (p>0,05) durante los experimentos a 26 °C y 36 °C; los
mayores recuentos se encontraron a 26 °C. Dziallas y Grossart (2011°)
encontraron que a altas temperaturas (32 °C) disminuia la produccion de toxina
la que era menor en cultivos axénicos que en los no axénicos. Sin embargo, a
26 °C no existi6 esta diferencia dado que la produccion de toxina en ambos fue
similar. Nuestros resultados indican que los mayores recuentos de AMT y
produccion de toxina ocurrieron a 26 °C pudiendo los ensambles de bacterias
estimular la produccion de MCs. Sin embargo, la técnica empleada so6lo
considera a las bacterias mesofilas cultivables. Por otro lado, es posible que,
debido a que la cepa de M. aeruginosa ha sido aislada de ambientes
templados, su ensamble especifico de bacterias no pueda crecer a
temperaturas de 35-37 °C. Dziallas y Grossart (2011%) hallaron que
Actinobacteria de Microcystis spp no pueden crecer a temperaturas mayores de
20 °C y que por encima de esta temperatura predomina Alphaproteobacteria
con miembros de Sphingomonas, muchas de estas reconocidas como
patdgenos humanos. Asimismo, las Sphingomonas aisladas de florecimientos
de cianobacterias han sido informadas como bacterias con el potencial de
degradar MCs en numerosos trabajos (Amé y col. 2006). Asimismo, Dziallas y
Grossart (20117) hallaron en muestras ambientales la presencia Archaea, pero
no pudo ser aislada al cultivar la cepa de cianobacteria en laboratorio. Al
respecto, es sabido que existe pérdida de un numero de bacterias y
compuestos al cultivar cepas de Microcystis implicadas en la conformacién de
las colonias tipicas halladas en ambientes y que luego se pierden
irreversiblemente en laboratorio.

Lo anterior indica que los ensambles de bacterias influyen sobre el crecimiento
y metabolismo de las cianobacterias y estos son especificos de cada cepa.

Conclusion

Este es el primer informe sobre el modelado de la produccién de [D-Leu'] MC-
LR de una cepa nativa no axénica de M. aeruginosa de ambiente templado de
la Argentina. Fue posible modelar la produccién de toxina en forma vinculada al
crecimiento abarcando las fases de latencia, exponencial y estacionaria que
caracterizan a esta cepa. Bajo condiciones de laboratorio, la produccion de la
MCs y Qmc decrece al incrementarse la temperatura. Si bien no son claros los
mecanismos, es posible que los ensambles de bacterias de M. aeruginosa
estén implicados y su estudio debe profundizarse. Estos resultados son
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obtenidos en cultivos de laboratorio y no pueden ser proyectados a ambientes
con florecimientos cianobacterianos debido a la compleja interaccion e
influencia en la sintesis y degradacién de MCs modulada por factores bidticos y
abioticos.
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