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Resumen

Las floraciones de cianobacterias pueden encontrarse en lagos, lagunas, rios y arroyos de todo el mundo.
Actualmente, es posible observar que su ocurrencia es cada vez mas frecuente durante todo el afio siendo
una de sus causas la eutrofizacion. En Argentina, también se han registrado en casi todas las provincias,
siendo Microcystis aeruginosa una de las més frecuentemente reportada. En este sentido, existe gran
preocupacion por el fendmeno de las floraciones de cianobacterias dado los multiples efectos ambientales
y sanitarios que ocasionan, siendo la produccién de cianotoxinas uno de los aspectos més relevantes. Si
bien existen diversos estudios sobre M. aeruginosa y la produccién de microcistinas (MCs), no existen
estudios que aborden integralmente y con herramientas matematicas los efectos de la temperatura,
irradiacion y relacién de nutrientes sobre el crecimiento y produccion de MCs de una cepa autdctona de
esta especie.

En este marco, el objetivo de la presente Tesis Doctoral fue estudiar la influencia de los factores
temperatura, irradiacion y relacion de nutrientes (N:P) sobre el crecimiento, produccion de clorofila-a (clo-
a) y microcistina-LR (MC-LR) de M. aeruginosa cepa CAAT 2005-3, autéctona y de ambiente templado
(Pila, Buenos Aires), en condiciones de laboratorio utilizando modelos matematicos. Ademas, estudiar el
potencial de remocion de MC-LR de los microorganismos autdctonos del Rio de La Plata. Se realizd un
disefio factorial combinando 3 niveles de temperatura (26, 30, 36°C), irradiacion (30, 50, 70 pmol fotones
m2.s7) y relacion N:P (10, 100, 150). Los ensayos se realizaron en una camara de cultivo por duplicado
con un inoculo de 9.10%-1.10° cél.mL? (D.O.740nm = 0,1). En cada ensayo se determiné peridédicamente el
namero de células, el contenido de clo-a y de MC-LR. Los datos obtenidos de recuento fueron modelados
utilizando la ecuacién de Gompertz y se calcularon los parametros velocidad de crecimiento (u), duracién
de la fase de latencia (LPD) y maxima densidad de poblacion (MPD). Se utiliz6 un modelo secundario tipo
Arrhenius para evaluar los efectos de la temperatura en Ly LPD y el modelo de Ratwosky para determinar
las temperaturas Optima, maxima y minima de crecimiento. La produccion de clo-a se modelé utilizando
un modelo lineal, se calcul6 el tiempo de duplicacion medio (tm) y el cuota (Qcio-a) de clo-a por célula. La
produccion de MC-LR se model6 utilizando un modelo dindmico que incluye al modelo de Gompertz, se
calcul6 el cuota (Qmc) de MC-LR por célula y clo-a. Para evaluar el efecto de todos los factores sobre los
parametros se utilizé un modelo de superficie de respuesta y correlacion lineal (r). Finalmente, para conocer

el grado de vinculacion entre el crecimiento y produccion de MC-LR se utilizé un modelo lineal.



Los modelos propuestos y utilizados para modelar los datos se ajustaron a los datos experimentales con
buenos coeficientes de determinacion. Se observo que la temperatura y la irradiacion producen incrementos
en los valores de p (0,20-0,38 d* a 26° y 0,22-0,36 d a 30°), sin embargo, a maxima temperatura, la
intensidad de irradiacion no tiene efectos significativos (p<0,05) sobre los valores de p (0,17-0,31 d* a
36°C). De modo similar, la temperatura y la irradiacién también afectaron los valores de MPD observandose
los valores maximos (7,19-7,44 cél.mL* a 26°C; 6,58-6,72 cél.mL™* a 30°C y 6,33-6,50 cél.mL'a 36°C) a
irradiacion 50 umol fotones m2.s. Los valores de LPD se encontraron afectados por la temperatura y la
relacion N:P observandose menores valores en condiciones de exceso de nitrégeno y aumento de la
temperatura. Los valores de energias de activacion de p fueron mayores en el dominio de temperaturas mas
bajas (83,08+0,9 kJ.mol™) y menores en el dominio de temperaturas mas altas (13,30+0,81 kJ.mol%). Por
el contrario, los valores de energias de activacion de LPD fueron menores a temperaturas mas bajas
(50,32+0,19 kJ.mol?) y mayores a temperaturas mas altas (149,91+1,9 kJ.mol). EI modelo modificado de
Ratkowsky permitio calcular las temperaturas cardinales (Tmin = 8,58 £2,34, Tmax= 45,04+ 1,35 and T
Optima = 33,39 £0,55) para esta cepa. Respecto a la produccidon de clo-a, los valores de tdcio-. fueron menores
a baja irradiacion y temperatura (2,90-3,41d a 26°C y 2,90-3,87d a 30°C, a 30 umol fotones m2.s?). A
36°C, los valores de tdcio-. fueron menores a alta irradiacion (2,73-4,75d a 70 umol fotones m2.s1) aunque
se obtuvieron las menores producciones de clo-a (en pg.L™) posiblemente debido a la fotoinhibicion. Las
energias de activacion del parametro clo-a fueron mayores a mayores intensidades de irradiacion. Por otro
lado, la produccién de MC-LR se incrementé al disminuir la temperatura, a una relacion N:P 10 y a baja
intensidad de irradiacion (30 pumol fotones m2.st). A partir de los parametros obtenidos de los modelos
utilizados, se aplicé un modelo secundario de superficie respuesta y se observo que a 30 y 50 umol fotones
m=2s?t los valores de u maximos ocurrieron a 30°C independientemente de la relacién N:P y, de modo
contrario, los valores de maximos de p ocurren a <30°C reduciéndose hacia 36°C. A 70 umol fotones m=.s"
1 si bien es similar la relacion de p y p son similares, se observa que en este Gltimo parametro hay un efecto
de la relacién de nutrientes reduciéndose hacia la N:P 100. Sin embargo, el modelo lineal mostr6 que la
produccion de MC-LR por célula se incrementa al incrementarse . Estas observaciones permiten no
rechazar la hipétesis que afirma que la produccion de microcistina es un proceso acoplado a la velocidad

de crecimiento de M. aeruginosa.



En todas las irradiaciones, la LPD aument6 de N:P 150 hacia N:P 10 y de 36 a 26°C y la MPD disminuy6
hacia las temperaturas mas elevadas, de modo independiente a la relacion N:P. En los valores de ko de clo-
a a 30 umol fotones m2.s%, disminuyeron hacia las temperaturas mas elevadas de modo independiente a la
relacion N:P, a diferencia de la irradiacion 50 y 70 umol fotones m2.s2, en dénde se observan efectos de la
relacién N:P, incrementandose hacia las temperaturas y relacion N:P més bajas. El du disminuyé al
incrementarse la temperatura sin efectos de la relacion N:P a 50 pmol fotones m2.s y al incrementarse la
relacion N:P y la temperatura a 30 umol fotones m2.s y presentd los menores valores a 30°C y relacion
N:P 10 a 70 umol fotones m2.s™,

La irradiacion present6 un r=0,70 con ; la temperatura, r=-0,90 con la MPD vy la relacién N:P, r=0,60 con
LPD. En el caso de los pardmetros de produccidn de de clo-a, koy de MC-LR, py dw, Y, presentaron r <0,2
con los factores estudiados. Esto permite rechazar la hip6tesis que afirma que los pardmetros de la curva de
crecimiento de M. aeruginosa, de la produccién de clo-a y MCs correlacionan positivamente con los

factores temperatura, relacion N:P e irradiacion.

Por otra parte, en 2014, se aislé un consorcio de microorganismos del Rio de La Plata con capacidad para
remover MC-LR en ensayos de laboratorio, alcanzando una reduccion del 99,4% con una concentracion
inicial de 200 pg.L* en 7 dias con un tiempo de remocién medio de 0,948+0,05 d. De alli, se aisl6 la bacteria
RLP-10 con capacidad de remover el 79,5% de MC-LR con un tiempo de remocion medio de 3,06+0,07 d.
Esta bacteria fue purificada, se aislé su ADN y se secuencid. Esta secuencia fue comparada y la cepa mostro
un 99% de similitud con varias cepas de Achromobacter xylosoxidans. La bacteria RLP10 fue designada
como cepa LG1 y depositada en GenBank bajo el nimero MF959519. Esto permiten no rechazar la hip6tesis
planteada de que las bacterias provenientes de florecimientos cianobacterianos remueven MC-LR en

condiciones de laboratorio.

Este es el primer trabajo en donde, ademas de modelar la curva completa de crecimiento de M. aeruginosa
de una cepa nativa argentina de ambiente templado, se model6 la produccién de sus metabolitos (clo-a y
MC-LR) evaluando los efectos de los principales factores que determinan la formacion de floraciones
cianobacterianas de esta especie en el ambiente natural. Si bien el desarrollo experimental de la presente
Tesis Doctoral fue en condiciones de laboratorio, este es el primer acercamiento global al comportamiento
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de una cepa nativa frente al conjunto de factores ambientales (temperatura, irradiacion y relacion N:P).
Asimismo, debido a la generacion de gran cantidad de datos dentro del disefio experimental propuesto, se
pudieron utilizar diversas herramientas matematicas como los modelos primarios y secundarios que,
finalmente, permiten el desarrollo de un Software como herramienta de alerta temprana que puede ser

utilizada en la toma de decisiones frente a la problemética ambiental de las floraciones cianobacterianas.

También, se logré aislar un consorcio de microorganismos autdctonos del Rio de La Plata y la bacteria A.
xylosoxidans cepa LG1 con capacidad de bioremover MC-LR. Este es el primer reporte de microorganismos
aislados del Rio de La Plata asi como el primer reporte de la capacidad de A. xylosoxidans para remover
MC-LR. Esto representa un avance importante en métodos biolégicos de tratamiento de aguas
contaminadas con la toxina, por ello, es fundamental continuar y profundizar los estudios sobre la

utilizacién de microorganismos.



Introduccion

Generalidades de las cianobacterias y cianotoxinas

Las Cyanobacteria, Cyanophyta o Cyanoprokaryota son bacterias Gram negativas, que realizan fotosintesis
oxigénica (Quesaday col., 2006) y respiran en el mismo sistema de membranas (Vermaas, 2001). Contienen
clorofila-a (clo-a), el pigmento universal de organismos fotosintéticos que exhibe picos de absorcién en el
azul (~430 nm) y en el rojo (~665 nm) (Plastino y Mansilla, 2004) (Figura 1). Ademas, poseen
ficobiliproteinas que son proteinas que presentan cromoforos (ficobilinas): alloficocianinas (absorbancia
maxima, Amax = 650 nm), ficocianina (Amax = 620 nm) —azul- y ficoeritrina (Amax = 565 nm)- rojo
(Plastino y Mansilla, 2004) (Figura 1). Se encuentran en ficobilisomas, en la superficie de los tilacoides.
Son pigmentos accesorios a la clo-a con capacidad de absorber energia, pero también funcionan como
reservas de nitrégeno. La proporcion de estos pigmentos puede verse alterada y asi aumentar la absorcion
de la luz en el espectro visible. Las ficobiliproteinas solo se encuentran en las cianobacterias y dos grupos
de algas eucariotas (criptofitas y rodofitas) y un grupo de dinoflagelados (Falkowski y col., 2004). Por otra
parte, los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides; se dividen en carotenos (sin
oxigeno) y xantofilas (con oxigeno) y son liposolubles. Absorben longitudes de onda corta, en la region
400 a 560 nm exhibiendo colores amarillo, anaranjado y rojo (Plastino y Mansilla, 2004) (Figura 1). Tanto
las cianobacterias como las algas eucariotas poseen carotenoides en comdn pero también hay otros que son
exclusivos de las cianobacterias (carotenoides glicosidicos) (Francis y col., 1970) y cumplen,
principalmente, una funcion de proteccion para las altas intensidades luminicas, actuando como
antioxidantes al desviar el flujo de electrones en exceso evitando que dafien los fotosistemas (Edge y col.,
1997). Otros pueden cumplir funciones protectoras a bajas temperaturas (Varkonyi y col., 2002) o actuar

como pigmentos accesorios de la clo-a (Hirschberg y Chamovitz, 1994).
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Figura 1. Espectros de absorcion de los pigmentos de las cianobacterias y estructuras moleculares de

los pigmentos. Modificado de Blankenship (2014).

Estructuralmente, como se observa en la Figura 2, las cianobacterias poseen una membrana citoplasmatica
gue separa el citoplasma del periplasma, este sistema de membranas esta implicado en la respiracion, pero
no en la fotosintesis y tiene carotenoides. Las membranas tilacoides contienen clo-a y tienen la funcién de
catalizar el transporte de fotosintesis y el transporte de electrones respiratorios. Los tilacoides tienen forma
de vaso y se encuentran en pares; un par de membranas envuelve al siguiente par, como un conjunto de
mufiecas rusas. El espacio entre un par de membranas tilacoides es el lumen tilacoide, en el que los protones
se depositan en el transporte fotosintético y respiratorio del electron. El gradiente de protones resultante a
través de las membranas se utiliza para la sintesis ATP.
En el citoplasma, ademas de los pigmentos en los tilacoides, se encuentran sustancias de reserva como
granulos de poliglucano, polimeros de glucosa similares al glicégeno y granulos de cianoficina, polimeros
de &cido aspértico y arginina que funcionan como reserva de nitrégeno (Bold y Wynne, 1985; Graham y
Wilcox, 2000).
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Figura 2. Esquema de membranas y compartimientos en una célula de cianobacterias; corte

transversal y pigmentos fotosintéticos. Tomado de Vermaas (2001).

Las cianobacterias poseen flexibilidad fisioldgica y morfolégica que permite el establecimiento de sus
poblaciones (Aubriot y col., 2009) y les ofrece ventajas frente a otras poblaciones del fitoplancton. En
condiciones de poca irradiacion (alrededor de 30pumol foton m? s?), pueden mantener una tasa de
crecimiento relativamente mayor que el resto de organismos fitoplancténicos (Chorus y Bartram, 1999).
Ademas, pueden regular su flotabilidad mediante vesiculas de gas y asi colocarse en la columna de agua a
aquellas profundidades donde la disponibilidad de nutrientes y luz es la adecuada (Walsby y Hayes, 1989).
Asimismo, presentan bajos requerimientos (en general, por debajo de los limites de cuantificacion de los
métodos espectrofotométricos, 0,006 mg.L ™) de nitrégeno y poseen granulos de reserva de fosfatos en su
citoplasma (Velay col., 2007).
La mayoria de las células se presentan en forma libre y habitan principalmente ambientes acuaticos de agua
dulce y salada, aunque algunas también habitan el ecosistema terrestre (Aguilera y Echenique, 2017). En el
ambiente acuatico pueden colonizar tanto la zona plancténica como bentonica. Generalmente son
unicelulares aunque pueden encontrarse formas coloniales cubiertas por una capa mucilaginosa o formando
filamentos (Canter-Lund y Lund, 1995; Quesada y col., 2006) y su tamafio puede variar entre 0,5y 40 pum.
A nivel taxonémico, se incluyen 3 6rdenes que albergan la gran diversidad morfolégica y fisioldgica:

» Chroococcales: formas unicelulares y coloniales envueltas en una capa mucilaginosa; su

reproduccion es por fision binaria o maltiple, beocitos o exosporas; la division celular es en uno,
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dos, tres 0 mas planos (Vidal y Pérez, 2009). Ejemplos: Microcystis aeruginosa, Aphanocapsa
delicatissima, Merismopedia tenuissima.

> Oscillatoriales: filamentosas sin células diferenciadas, filamentos uniseriados y sin ramificaciones;
division celular en un plano perpendicular al eje del tricoma; y con o sin necridios (Vidal y Pérez,
2009). Ejemplos: Planktothrix agardii, Pseudoanabaena mucicola, Cylindrospermopsis
raciborskii.

» Nostocales: filamentosas con células diferenciadas, uniseriado o multiseriado. Estas células
diferenciadas incluyen los heterocistos que permiten la fijacion de nitrégeno atmosférico y los
acinetes que son células de resistencia, de mayor tamafio que las vegetativas, que se forman cuando
las condiciones ambientales no son favorables (Arocena y Conde, 1999). Tienen division celular
en un plano perpendicular al eje del tricoma, reproduccién por hormogonios o hormocitos y
tricomas isopolares o heteropolares, sin o con ramificaciones falsas o verdaderas (Vidal y Pérez,
2009). Ejemplos: Dolichospermum planctonicum, D. spiroides, Nodularia spumigena.

A nivel ecolbgico, las cianobacterias son productores primarios de los sistemas acuaticos, a través de la
fotosintesis, siendo muchas veces la comunidad principal en todo el ecosistema para esta funcion (Bonilla
y Aubriot, 2009), es decir, que el carbono organico y la energia producida durante la fotosintesis son
transferidos a otros organismos a través de las redes alimentarias.

Las cianobacterias son organismos muy importantes porque se cree que han sido responsables de la
atmosfera oxidante hacia el PrecAmbrico temprano hace 3000-3500 millones de afios (Graham y Wilcox,
2000; Papineau y col, 2005). Esto es debido a la combinacién poco frecuente de vias metabdlicas que puede
ser responsable de la resistencia evolutiva de las cianobacterias y su capacidad para prosperar bajo una
amplia gama de condiciones (Vermaas, 2001).

Muchas cianobacterias son formadoras de floraciones en cuerpos de agua. En Argentina, se han detectado
floraciones de cianobacterias en casi todas las provincias (Figura 3) siendo Microcystis y Dolichospermum
los géneros dominantes en un 60% seguido por Planktothrix/Oscillatoria (14%), Chroococus y

Pseudoanabaena (8%), Aphanizomenon (7%) y Cylindrospermopsis (4%) (Ministerio de Salud, 2016).
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Figura 3. Distribucion geogréafica de la ocurrencia de cianobacterias en Argentina. Sitio web

Ministerio de Salud, Direccién de Determinantes de Salud (2016)

Mientras algunas especies generan perjuicios ambientales y sanitarios, otras ofrecen multiples usos
industriales y farmacéuticos que incluyen compuestos con propiedades antimicrobianas y antibacterianas,

suplementos dietarios, biofertilizantes, biocombustibles (Aguilera y Echenique, 2011).

Otro aspecto importante es que las cianobacterias pueden generar una serie de compuestos denominados
cianotoxinas. Estas son metabolitos secundarios bioactivos de una composicion quimica variable (Solter y
Beasley, 2013) de las que se desconoce su funcion biolégica. Son producidas por diversos organismos que
habitan los sistemas de agua dulce y salada. Vela y col., (2007) las clasifican segln sus efectos en:
» Dermatotoxinas: se destacan lyngbyatoxina A y aplysiatoxina producidas por cianobacterias
marinas como Lyngbya y Oscillatoria.
» Neurotoxinas: ejercen su efecto sobre el sistema neuromuscular y se pueden mencionar la

anatoxina-a y anatoxina-a(s) producidas por Anabaena, Microcystis y Oscillatoria. También se
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destaca la saxitoxina que es producida principalmente por dinoflagelados marinos, pero se ha visto

gue la producen cianobacterias como Aphanizomenon flosaquae, Anabaena circinalis vy

Planktothrix.

» Hepatotoxinas: hay tres familias principales de cianotoxinas que afectan al higado:

a) Microcistina: es la mas conocida y es producida por varios géneros de cianobacterias como

Microcystis, Anabaena, Planktothrix y Oscillatoria.

b) Nodularina: producida por la especie Nodularia spumigena especialmente en aguas saladas.

c) Cilindrospermopsina: es producida principalmente por Cylindrospermopsis raciborskii y

Aphanizomenon ovalisporum.
Las primeras intoxicaciones de poblaciones humanas por consumo de agua contaminada con cepas toxicas
de cianobacterias fueron descritas en Australia, Inglaterra, China y Africa del Sur (OMS, 2003). Ademas
de sus efectos directos, es sabido que las cianotoxinas pueden bioacumularse y biomagnificarse a través de
las redes alimentarias (Watanabe y col., 1992; Laurén-Méaétta y col., 1997; Kotak y col., 1996; Thostrup y
col., 1999; Ibelings y col., 2005). En este sentido, ademas del reconocido riesgo de contaminacién humana
a través del agua, existe un riesgo en relacion al consumo de alimentos.
Ademas de las cianotoxinas, las cianobacterias pueden producir geosmina (trans-1, 10-dimetiltrans-9-
decalol) y MIB (2-metilisoborneol) que son compuestos que causan olor y sabor al agua potable, si bien no

son toxicos (Freitas y col., 2008).

Microcystis aeruginosa y microcistinas

El género Microcystis es el mas frecuente formador de floraciones cianobacterianas (Reynolds y Walsby,
1975), se destacan especialmente las especies M. aeruginosa y viridis, y pueden producir hepatotoxinas y

dermatotoxinas (ver los apartados Generalidades de cianobacterias y cianotoxinas). La especie M.

aeruginosa (Figura 4) es una cianobacteria del orden Chroococcal que forma colonias irregulares que
pueden medir 352 um en promedio de largo (min: 55,0; max: 650) y 402 um de ancho (min: 55,0; méx:
725) (Vidal y col. 2009). Las células son esféricas a hemiesféricas, de tamafios promedio de 4,9 um (min:
3,0; max: 7,0), luego de la divisién celular (Vidal y col., 2009). La reproduccion es por fisién binaria en

tres planos perpendiculares (Aguilera y Echenique, 2011). Posee en su citoplasma vesiculas de gas (o
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aerotopos) que le permiten regular la flotabilidad (Velay col., 2007). La capa de material extracelular que
rodea a las células (mucilago o vaina mucilaginosa) estd compuesta principalmente de polisacaridos
(Amemiya y Nakamura, 1986; Amemiya y col., 1990) que contienen glucosa, manosa, fructosa, xilosa,

galactosa y ramnosa.

Figura 4. Colonias de Microcystis aeruginosa. a) Bremerton, Washington, EE. UU.; Lago Kitsap,
100x, DIC. 12 de octubre de 2008. Karl Bruun. © Karl Bruun. b) Células individuales, imagen BF.
Stanwick Lakes Northamptonshire, Reino Unido. 03 de agosto de 2006. © CFCarter.

Microcystis aerguginosa forma floraciones de tipo acumulativas superficiales, visibles a simple vista. Se
han reportado florecimientos durante todo el afio y en particular en verano. M. aeruginosa posee muy pocos
depredadores que ingieren sélo colonias pequefias (Vidal y col., 2009). La distribucion y abundancia de M.
aeruginosa son, en gran medida, afectadas por factores como temperatura, irradiacion y disponibilidad de
nutrientes actuando sinérgicamente con otros factores fisicos y quimicos (Cao y col., 2006; Joehnk y col.,
2008; Yang y col., 2012). Segun las ecoestrategias de Reynolds y col. (2002), Microcystis se encuentra
dentro del grupo S. Este grupo se caracteriza por poder vivir bajo condiciones de severa caida del
abastecimiento externo de nutrientes (toleran el estrés), presentar baja relacion superficie/volumen, baja
actividad metabdlica y sensibilidad a las limitaciones de la temperatura mas que a las de la irradiacion. Si

bien en ambientes naturales suelen crecer rapidamente, en condiciones de laboratorio lo hacen mas
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lentamente e, incluso, muchas cianobacterias no pueden ser cultivadas (Gerloff y col., 1950). Al respecto,

en Canabaeus (1929) se encuentra el primer reporte de cultivo exitoso de M. aeruginosa.

Diversos estudios han resaltado la importancia de los ensambles de bacterias y sus interacciones con M.
aeruginosa en la dindmica de las floraciones (Xing y col., 2007; Limei y col., 2009; Shen y col., 2011;
Dziallas y Grossart, 2011ay b, 2012; Geng y col., 2013; Wang y col., 2015). Debido a que los mucilagos
varian entre especies de Microcystis (Amemiya y col., 1988; Komarek, 1991) existe una alta especificidad
cepa-ensamble (Limei y col., 2009). Microcystis sp contiene numerosas bacterias en su mucilago (Hoppe,
1981), principalmente del grupo Sphingomonadales (Limei y col., 2009), y muchas de estas se pierden, asi
como los compuestos que producen (Wang y col., 2015). Tanto las bacterias como los compuestos que
producen se encuentran involucrados en la conformacion de las colonias tipicas halladas en la naturaleza y
gue se pierden irreversiblemente en laboratorio (Geng y col., 2013), como los miembros de Archae
(Dziallas y Grossart, 2011%). Ademas, las cianotoxinas podrian tener un papel importante en la formacion

de los agregados celulares.

Las microcistinas (MCs) (Figura 5) son un grupo de heptapéptidos ciclicos toxicos de bajo peso molecular
(Moreno y col., 2003) y tienen en comun un a-aminoacido denominado ADDA (3 - amino - 9 - metoxi —
10 - fenil - 2,6,8 — trimetil — deca - 4,6 - cido dienoico) de caracter hidrofébico, responsable en gran medida
de las caracteristicas toxicas de la molécula (Andrinolo y Sedan, 2017). Son producidas por varios géneros
de cianobacterias de agua dulce siendo la principal productora Microcystis (Codd y col., 1997). Se localizan
en un 90% en el interior de las cianobacterias que las producen (Velay col., 2007). Young y col. (2005) en
un estudio de inmunolocalizacion con particulas de oro en células de Microcystis detectaron que las MCs
estaban asociadas a los tilacoides (69%), nucleoplasma (19%) y a la periferia de los granulos de polifosfato
(3%).

De las 100 variantes de MCs, difieren en las posiciones de los aminoacidos X e Y, la MC-LR (aminoacidos
leucina (X) y arginina (Y)) es la mas cominmente hallada (Merel y col., 2013; Niedermeyer, 2013) las
cianobacterias usualmente producen una mezcla de diferentes MCs (Cousins y col., 1996). Ademaés, existen

isoformas generadas por metilacion, hidroxilacion y epimerizacion (Neilan y col., 1999). Son estables bajo
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diversas condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas tales como temperatura, luz solar y enzimas (Tsuji y

col., 1994; Jones y Orr, 1994; Harada, 1996 y Okano y col., 2009).
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Figura 5. Molécula de microcistina (Moreno y col., 2003).

Las MCs son cianotoxinas potentes para mamiferos conocidas por ser responsables de efectos agudos y
crénicos que pueden causar hemorragias hepaticas a las pocas horas de exposicién y tienen actividad
promotora de tumores por inhibicidn de la proteina fosfatasa (PP1y PPA2) observada en roedores, asi como
en hepatocitos primarios in vitro. Diferentes estudios permitieron observar que la microcistina-LR inhibe
40 veces més a la PP2A que a la PP1 (Honkanen y col., 1990). La hiperfosforilacion de la proteina
intracelular resultante conduce a la alteracion de los filamentos intermedios que forman el citoesqueleto en
hepatocitos humanos y roedores (Carmichael, 1992). Si bien su principal 6rgano diana es el higado, pueden
tener efectos sobre otros 6rganos como rifién, pulman e intestino (Andrinolo y Sedan, 2011). En plantas,
también se han observado efectos toxicos por inhibicion de la proteina fosfatasa (MacKintosh y col., 1990).
La primera confirmacion de muerte por cianotoxinas en humanos fue en 1996; alrededor de 100 pacientes
desarrollaron insuficiencia hepatica aguda, y mas de 50 murieron en Caruaru, Pernambuco (Brasil) por el
uso de agua para hemodidlisis contaminada con cianotoxinas (Jochimsen y col., 1998; Pouria y col., 1998).
Los analisis bioldgicos y quimicos confirmaron la presencia de MCs y cylindrospermopsina en los filtros
de carbdn activado usados en el sistema de purificacion del agua de la clinica. Las MCs fueron también
halladas en muestras de sangre y tejido hepatico de los pacientes afectados (Jochimsen y col., 1998;
Carmichael y col., 2001; Azevedo y col., 2002). Como consecuencia de esto, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) ha considerado la MC-LR, una de las cianotoxinas méas frecuentes y propone como valor
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guia 1ug.L ™t como la méaxima concentracion permitida para agua potable (OMS, 2003). La Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente (EPA por sus siglas inglés, Environmental Protection Agency) encomienda
niveles de consumo de agua potable de 10 dias de 0,3 pug.L? de MCs en agua potable para nifios de edad
preescolar y menores de seis afios. Para los nifios en edad escolar hasta adultos, los niveles recomendados
para el agua potable son inferiores o iguales a 1,6 pg.L™ de MCs. Los nifios pequefios son mas susceptibles

gue los nifios mayores y adultos, ya que consumen mas agua en relacion con su peso corporal.

Por su parte, la Agencia Internacional para la Investigacion de Céancer (IARC por sus siglas en inglés)
clasifica a la MC-LR como posible carcindgeno para humanos (grupo 2B), lo que indica que existe
evidencia limitada de una asociacion con el cancer en seres humanos, pero pruebas insuficientes asociadas
con el cancer en animales de experimentacion (IARC, 2006). En este sentido, Tian y col. (2013) reportaron
datos que sugieren que las MCs pueden ser responsables de una alta incidencia de cancer de higado en
poblaciones que dependen del agua contaminada con MCs como en China (Ueno vy col., 1996), Florida
(EE.UU.) (Fleming y col., 2002) y Serbia (Svircev y col., 2009), asi como también cancer colorectal en
China (Zhou y col., 2002). Ademas, del riesgo por consumo de agua contaminada, se conoce que las MCs
pueden bioacumularse y biomagnificarse en las redes troficas. Se han realizado numerosos estudios en
peces (Magalhdes y col., 2001; Magalhées y col., 2003; Cazenave y col., 2006; Chen y col., 2006; Chen y
col., 2007; Chen y col., 2009; Deblois y col., 2008; Amé y col., 2010) detectandose la presencia de MCs
en masculo. Ademas, en bivalvos, crustaceos y gasteropodos también se han hallado MCs (Magalhées y
col., 2003; Soares y col., 2004; Ibelings y col., 2005; Chen y col, 2005; Deblois y col., 2008) siendo mayor
el riesgo potencial que en los peces debido a que el factor de bioacumulacién es mayor.

Uno de los aspectos de interés de las MCs es conocer su funcion. Existen diversas hipdtesis al respecto,
aunque ninguna de ellas ha permitido alcanzar una conclusion clara. Se ha propuesto que permiten la
proteccion ante los depredadores o ante los organismos competidores (Pflugmacher, 2002; Jang y col.,
2003; Jang y col., 2007); por otro lado, a nivel estructural ofrecerian ventajas para la captacion de luz o
moléculas nutritivas (quelacion) (Velay col., 2007). También se propone que las condiciones ambientales
de estrés pueden estimular su produccion (Ross y col., 2006) y otros autores proponen que las MCs son

metabolitos secundarios sin funcion especifica conocida (Babica y col., 2006). Por otro lado, es sabido que
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los ensambles de bacterias influencian el crecimiento y metabolismos de las cianobacterias incluyendo la
produccién de MCs siendo especificos de cada cepa. Las hipotesis mas recientes mencionan que, por un
lado, las MCs podrian ser moléculas de comunicacion (quérum sensing) (Velay col., 2007) y, por otro, una
molécula gue elimina especies reactivas del oxigeno (ROS scavengers) (Dziallas y Grossart, 2011b). Aln
estd en discusion si las MCs son metabolitos primarios que participan en los procesos metabélicos
esenciales aun desconocidos dentro de la célula, o metabolitos secundarios, producidas constitutivamente
o reguladas (inducidas) por condiciones ambientales especificas (Lick, 2004). Como resultado de los
efectos tdxicos de las MCs en eucariotas, han sido ampliamente vistas como un metabolito secundario que
influye en la interaccién ecolégica entre las cianobacterias y su entorno. Orr y Jones (1998) fueron los
primeros en postular a las MCs como metabolitos primarios. Sin embargo, autores como Long y col. (2001)
sugieren que existe una relacion ain mas compleja al establecer la relacién entre la velocidad de crecimiento

y la de produccion de MCs, principalmente, si estos son procesos acoplados.
El crecimiento de M. aeruginosa y la produccion de MCs resultan dependientes de diversas condiciones y
recursos que intervienen en el proceso de eutrofizacion entre los que se destacan nutrientes, las altas

temperatura y la irradiacion, los cuales se describiran a continuacion.

Factores de crecimiento de cianobacterias, en especial M. aeruginosa, y de produccién de

microcistinas

Temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen en el crecimiento de las cianobacterias.
Las altas temperaturas del agua (25-30°C) combinadas con altas concentraciones de nutrientes, aumentan
la proliferacion de floraciones de Microcystis (Robarts y Zohary, 1984; Joehnk y col, 2008; Paerl y
Huisman, 2008). Precisamente, favorecen el desarrollo de floraciones en regiones templadas (Robarts y
Zohary, 1987, 1992; Joehnk y col., 2008; Wu y col., 2014) y tropicales (Mowe y col., 2015) Por ello, los
escenarios de cambio climatico podrian provocar aumentos de temperatura incrementando la frecuencia e

intensidad de las floraciones cianobacterianas y, por lo tanto, los riesgos asociados (Paerl y Huisman, 2009).
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Mowe y col. (2015) advierten sobre los efectos indirectos de los aumentos de la temperatura (1,4 - 6°C)
debido al cambio climético en zonas tropicales.

Parte de la importancia ecoldgica de la temperatura es consecuencia de la dependencia general de las
reacciones quimicas ya que es reguladora esencial de algunas actividades celulares (Angelier, 2002). Las
manifestaciones de la actividad celular son posibles entre dos limites: la temperatura umbral minima y la
temperatura umbral maxima (Figura 6). Entre estas dos, la curva de actividad es una campana cuyo pico
corresponde a la temperatura de maxima velocidad de crecimiento (Angelier, 2002). Las temperaturas
minimas y maximas de actividad pueden variar en funcion de la temperatura de aclimatacion en especies
euritermas (Angelier, 2002), es decir, especies que pueden desarrollarse en un amplio rango de
temperaturas. Esto es propio de especies ubicuas tal como M. aeruginosa. Sin embargo, no existe en la
bibliografia informacion sobre las temperaturas minimas y maximas para M. aeruginosa en medio de
cultivo, por ello, este tema es claramente un desafio en el marco del estudio de la caracterizacion de cepas

autoctonas de nuestra region.

; Temperatura |

| optima ;
=) , “l
"a ] / i | |
& ! : \ |
E s | \
(3] : / ! \!
& : : :
& ! | i

! : i
Temperatura umbral Temperatura umbral

minima maxima

20



Figura 6. Curva de crecimiento en funcion de la temperatura. Se observan las temperaturas umbrales

ddnde el crecimiento es minimo y la ptima en dénde ocurre el maximo crecimiento.

Nutrientes

Los nutrientes son fundamentales para el crecimiento, sintesis de macromoléculas y de metabolitos de las
cianobacterias en general. El fésforo es uno de los principales nutrientes y, con frecuencia, es limitante por
lo que determina la produccién primaria en un cuerpo de agua (Valiei, 1995). El fésforo juega un papel
crucial en la determinacion de la productividad potencial de un florecimiento cianobacteriano (Wang y col.,
2010a). Debido a esto, frecuentemente se asocia la eutrofizacion al enriquecimiento de fosforo de los cursos
de agua. Su ciclo biogeoquimico esta asociado a los sedimentos de lagos, rios y arroyos. La formacién de
floraciones de Microcystis esta sujeta a la deficiencia de fosforo, existiendo una regulacién hacia abajo
(down-regulation) de su crecimiento y su aparato fotosintético (Wang y col., 2010%). La deficiencia de
fésforo restringe la fotofosforilacion y conduce a un estado excitado superior de la membrana tilacoide,
generando una menor tasa de transporte de electrones (Jacob, 1995) que, a largo plazo, puede resultar en
una baja eficiencia fotosintética (Rao, 1997 y Wang y col., 2010a). Jacobson y Halmann (1982), mostraron
el aumento de la produccion de granulos de polifosfato al pasar a Microcystis de un medio con escaso
fosforo a uno rico. En general, los microorganismos responden a una concentracion de fosforo limitante
mediante el aumento de la tasa méaxima de absorcion (Rhee, 1980). ElI aumento repentino de fosforo
ambiental conduce a una rapida acumulacién de este nutriente en forma de granulos de polifosfatos en los
organismos que lleva a la disminucion e inhibicion de la tasa de absorcion de fésforo (Figura 7). Esta puede
ser de importancia ya que las especies con una baja inhibicion en la tasa de absorcion de fosforo pueden
almacenar este elemento en mayor proporcion que las especies con una alta inhibicién de la absorcidn.
Microcystis tiene una constante de inhibicion de la absorcion de fosforo relativamente méas baja que
Oscillatoria (Kromkamp y col., 1989) por lo que puede absorber y almacenar mayores cantidades de fosforo

gue otros miembros del fitoplancton.
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Figura 7. Absorcidon de fosforo (P) ambiental bajo condiciones de deficiencia de P.

El nitrégeno es otro de los principales nutrientes para las cianobacterias (Yang y col., 2012) por ejemplo
para la sintesis de vesiculas de gas (Oliver y Ganf, 2000). Para aquellas especies que no fijan nitrégeno, el
amonio es la principal fuente de este nutriente (Blomqvist y col., 1994). Sin embargo, los nitratos parecen
ser la principal forma de nitrégeno en ambientes que presentan baja relacion N:P (McQueen y Lean, 1987)
en donde las cianobacterias suelen estar favorecidas (Flett y col., 1980; Schindler, 1977; Smith, 1983;
Schreurs, 1992; McQueen y Lean, 1987).

Las reservas de nitrégeno en las células de M. aeruginosa se restringen a la acumulacion de proteinas ricas

en este nutriente (Aubriot y col., 2009).

Por su parte, Redfield (1934) establecio que si los nutrientes no son limitantes, en la mayoria de los
organismos fitoplancténicos la relacion C:N:P es 106:16:1 (por cada 106 4&tomos de carbono inorganico

que se convierten en materia organica, se necesitan 16 atomos de nitrogeno y 1 atomo de fésforo).
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Considerando que, generalmente el carbono inorgénico esta en exceso en los ambientes acuéticos, la
relacion N:P resulta un pardmetro adecuado para estudiar el crecimiento de M. aeruginosa y la produccion
de MCs mas que el estudio de las concentraciones de cada nutriente por separado.

La influencia de los nutrientes en el crecimiento y produccion de MCs de M. aeruginosa presentan
resultados contradictorios (Vela y col., 2007). Algunos estudios indican que a mayor concentracién de
nitrégeno, mayor es el crecimiento en Oscillatoria (Sivonen, 1990) y otros que a menor concentracion de
nitrégeno mayor es el crecimiento de M. aeruginosa y produccion de MCs (Long y col., 2001). Utkilen y
col., 1995, observaron que el fosforo no influye en la produccion de MCs mientras que otros autores, que
las condiciones limitantes de fosforo aumentan la sintesis de MCs (Wicks y col., 1990; Oh y col., 2000).
Debido a esto, es fundamental conducir estudios que permitan dilucidar las influencias de las relaciones
N:P sobre el crecimiento de M. aeruginosa y produccién de MCs de cepas autoctonas; y de este modo,

evaluar estrategias de manejo de floraciones cianobacterianas.

Irradiacion

Laluz o irradiacion es una forma de energia radiante que puede ser descripta a través del modelo ondulatorio
(ondas electromagnéticas) o corpuscular (fotones o cuantos de luz) (Plastino y Mansilla, 2004). El flujo de
energia radiante por superficie (irradiancia) puede medirse en funcién de los fotones. En los organismos
autotrofos, es un factor energético que controla la fotosintesis (Angelier, 2002). En las cianobacterias, la
fotosintesis es posible en todo el espectro visible gracias a la presencia de pigmentos accesorios. La luz esta
restringida a longitudes de onda comprendida entre los 400-700 nm (radiacién fotosintéticamente activa -
PAR); abarca los espectros de luz azul (450-475 nm), roja (620-700nm) y verde (529 -497 nm) (Palacios
Bohdrquez, 2016). Este rango del espectro provee la energia necesaria para la excitacion del fotosistema |
(P680) y fotosistema Il (P700), provocando la liberacion de electrones de la clorofila y dando inicio a la
cadena de transporte de electrones en la fase luminica y la consecuente formacién de ATP que
posteriormente sera utilizado en el ciclo de Calvin (Hill, 1996).

Ecoldgicamente, existen dos tipos de estrategias frente a la irradiacion: organismos de estrategia de luz alta
y organismos de estrategia de luz baja. Para definir el tipo de estrategia, se estudia su respuesta respecto al

crecimiento frente a un gradiente de intensidad de luz (Figura 8) y se determinan los pardmetros a, que es

23



la pendiente inicial de la curva de crecimiento en funcion de la intensidad de luz (1) asi como la intensidad
de luz subsaturante (Ik) que es la cantidad méaxima de fotones que la célula puede procesar (Falkowski y
Raven, 1997). Por encima del Ik, ocurre la maxima tasa de crecimiento (Umax), Si Se aumenta aln mas,
ocurre la fotoinhibicion (Kirk, 1994). Los valores de Ik para las especies con estrategia de luz alta son
mayores a los correspondientes para la estrategia de luz baja, y a tiende a ser mayor para las especies con
estrategia de luz baja respecto a las de estrategia alta (Fabre-Iturburda, 2011). M. aeruginosa es una especie
de estrategia de luz alta (>100 umol foton m?s?) (Aubriot y col., 2009), adaptada a la alta irradiacion
mediante pigmentos accesorios y sistemas de reparacion contra el dafio provocado por la fuerte incidencia
de los rayos ultravioletas (Scheffer, 2004). Cuando la irradiacion es baja, se produce un aumento en la

pigmentacion (Zevenboom y Mur, 1984).
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Figura 8. Curva tedrica de la tasa de crecimiento () en funcion de la intensidad de luz (I) para una
especie con estrategia de sombra (linea gris oscuro) y de luz alta (linea gris claro). Se indican los
parametros: tasa de crecimiento maxima (Umax), pendiente inicial de la curva (a), intensidad de luz

de subsaturacion (Ik) y pendiente de inhibicion () (Fabre-lturburda, 2011)

24



Del mismo modo que se menciono en la temperatura, para la irradiancia también existe la aclimatacion de
las poblaciones a un ambiente luminico particular o fotoaclimatacion (Walters, 2005). La fotoaclimatacion
estd regulada por sefiales que provienen de la propia fotosintesis y forman parte de los mecanismos de
regulacién homeostatica (Walters, 2005). Estos mecanismos son diversos y se dan en diferentes escalas
temporales: a corto plazo (segundos-minutos) comprende procesos que no requieren de la sintesis proteica,
como la modificaciones en las vias de regulacién; a mediano y largo plazo (horas-dias-semanas), involucra
la sintesis y degradacién especifica de grandes complejos moleculares y variaciones en el nimero de
fotosistemas, en la proporcion entre los centros de reaccion de los fotosistemas | y 11 y en los centros de
captacion de energia (Bhaya y col., 2002, Walters, 2005, Fabre-Iturburda, 2011).

Microcystis aeruginosa si bien es una cianobacteria considera de estrategia de luz alta, en condiciones de
laboratorio crece mejor a baja irradiacion (<30umol foton m2s?) y son extremadamente susceptibles a la
foto-inhibicion. Esto puede deberse a las diferencias de las caracteristicas y composicion de la luz asi como

a las densidades de células en condiciones de laboratorio frente a las ambientales.

Este proceso depende de la intensidad de la luz incidente, tiempo de exposicion y longitud de onda (Walsh
y col., 1997). El exceso de irradiancia puede generar la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que causan dafio oxidativo en las células (Muller y col. 2001); una intensidad de irradiancia ain mayor

conlleva a la fotoinhibicién y pérdida de la eficacia de la fotosintesis.

El efecto de los diferentes factores fisicos y quimicos sobre el crecimiento y la produccién de MCs
anteriormente expuestos puede ser estudiado sobre las diversas fases del crecimiento de M. aeruginosa.
Este tema reviste interés y conlleva a la caracterizacion de cepas nativas encontradas en nuestro pais. Una
herramienta interesante de ser aplicada en el estudio de estos factores que ejercen su accion sobre el
crecimiento de M. aeruginosa y la produccién de toxina ya sea solos o combinados es el modelado

matematico.

25



Modelos matematicos

La microbiologia predictiva se basa en el desarrollo de modelos matematicos que permiten predecir la
velocidad de crecimiento de los microorganismos bajo determinadas condiciones ambientales (Chang-
Fornaris, 1998). Los modelos matematicos son representaciones simplificadas de un sistema o un
fendmeno. Muchas veces formular un concepto teérico en forma de modelo permite poner a prueba
determinadas predicciones que derivan de esos conceptos y explorar posibles consecuencias o
comportamientos no previstos o no inmediatamente intuidos (Momo y Capurro, 2006).

Las curvas de crecimiento muestran el crecimiento de las células procariotas en funcién del tiempo, en ella
pueden distinguirse cuatro fases (Figura 9; Tortota y col., 2007):

> Lag, latencia o fase de retraso: el nimero de células cambia poco debido a que estas no se
reproducen inmediatamente en un medio nuevo. Hay nula o escasa division celular y la poblacién
atraviesa un periodo de intensa actividad metabolica que comprende la sintesis de enzimas y
moléculas.

» Logaritmica o exponencial: la reproduccion celular alcanza una actividad méxima (mayor actividad
metabdlica) y el tiempo de generacion llega a un minimo constante. Sin embargo, las células son
mucho maés sensibles a las condiciones adversas en esta fase.

> Estacionaria: el nimero de células muertas compensa el nimero de células nuevas por lo que la
poblacién se estabiliza; la actividad metabdlica se torna mas lenta.

» Declinacion, senescencia o muerte: el nimero de células muertas supera a las células nuevas y la

poblacion entra en declinacion logaritmica.
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Figura 9. Fases del crecimiento bacteriano (Tortoray col., 2007)

Segun Coll-Cérdenas y col. (2001), los modelos matematicos pueden clasificarse en tres niveles:

> Modelos de nivel primario: se describen cambios en el nimero de microorganismos en funcion del

tiempo. Para su cuantificacion, se puede medir tanto el nimero de células como la cantidad de
metabolito producido (Geeraerd y col., 2004).

Modelos de nivel secundario: describen las respuestas de los parametros del modelo primario al
cambiar determinadas condiciones de desarrollo o crecimiento, observandose la interaccién de dos
0 Mas parametros.

Modelos de nivel terciario: corresponden a software que transforman a los modelos de nivel
primario y secundario en programas (McMeekin, 2007). Estos permiten calcular la respuesta de los
microorganismos en las distintas condiciones, comparar los efectos de dichas condiciones o
contrastar el comportamiento de varios microorganismos. Entre los mas representativos se
encuentran el Pathogen Modeling Program (PMP) desarrollado por Agricultural Research Center
and Eastern Reguional Research Center (USA), Microfit propuesto por Food Standards Agency
and Institute of Research (UK), Combase propuesto por UK, USDA, and Food Safety Center

(Australia), entre otros representativos (Buelvas Salgado, 2013).
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A efectos de modelar el crecimiento de M. aeruginosa pueden utilizarse tres modelos primarios continuos
poblacionales. ElI més sencillo es el modelo exponencial o de Malthus (Ecuacion 1) utilizado para modelar
la fase exponencial de crecimiento. La velocidad de crecimiento es una funcién lineal de la densidad

poblacional y tiene una solucién explicita que es:
N(t) = Ny.e™ Ec. 1

Donde N(t) es la poblacion a tiempo t, No, la inicial; r es una constante que indica la tasa de crecimiento y
t es el tiempo. Un pardmetro que se obtiene de este modelo es el tiempo de duplicacién que es el tiempo
necesario para incrementar al doble la poblacion inicial.

Este modelo es muy utilizado en organismos que se comportan como plagas, sin embargo, es también muy
atil para describir el crecimiento poblacional de muchos organismos en periodos pequefios debido a que no

hay limitaciones por espacio y recursos.

Otro de los modelos utilizados es el logistico o modelo de Verhulst (Ecuacién 2), la velocidad de
crecimiento es una funcion cuadratica de la densidad poblacional y se basa en el modelo anterior bajo el
supuesto de que la poblacion no puede crecer indefinidamente y cada vez mas rapido. En este modelo, r no
s una constante, sino que es funcion lineal decreciente de la densidad poblacional. Este modelo tiene dos
puntos de equilibrio definidos como valores de N en donde la velocidad de crecimiento es cero. Estos puntos
se corresponden a N=0y N=K (capacidad de carga). La capacidad de carga se refiere a la maxima poblacién

gue su ambiente puede sostener ya sea por disponibilidad de recursos o espacio.

K
K—No __rot
27%0,-19
+N0e

N(t)= - Ec. 2

Donde N(t) es la poblacion final y No, la inicial; r es una constante que indica la tasa maxima de

crecimiento, t es el tiempo y K es la capacidad de carga.
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Finalmente, el modelo de Gompertz es uno de los modelos mas utilizados para describir el desarrollo
microbiano (Gibson y col., 1988; Zwietering y col., 1990) determinando la respuesta de los
microorganismos bajo diversas combinaciones de factores ambientales (Zwietering y col., 1990; Buchanan,
1992; Lu y col., 2005). Este modelo describe las fases de crecimiento antes mencionadas. EI modelo de
Gompertz (1825) utiliza una tasa de inhibicion de la variable de estado proporcional al logaritmo de la
variable, esto significa que la tasa de crecimiento es grande al inicio del proceso cambiando rapidamente a
un crecimiento méas lento; es un modelo adecuado para representar crecimientos celulares (plantas,
bacterias, tumores) siendo que al inicio todas las células son meristematicas o reproductoras y van
perdiendo esta propiedad en un tiempo relativamente pequefio (Bassanezi, 2002).

Dentro de los modelos, es un modelo continuo logistico que utiliza ecuaciones diferenciales. La solucion
es una funcién doble exponencial basada en 4 pardmetros que describen una curva sigmoidal asimétrica

(Zwietering y col., 1991; Col-Céardenas y col., 2001) (Figura 10, Ecuacion 3).

Log(UFClg)

Tiempo(Hs)

Figura 10. Esquema del modelo de Gompertz (Col-Cérdenas y col., 2001).

Log (N) = a + ¢ *exp(—exp(-b*(t—m))) Ec.3
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Doénde log N es el logaritmo del nimero de células (log (cél.mL™)) al tiempo t, t es el tiempo (dias), a es
el logaritmo del incremento poblacional, es decir, la diferencia entre la asintota superior (log (N) al
tiempo—oc) y el conteo inicial, ¢ es el logaritmo asintético del conteo cuando el tiempo es aumentado
indefinidamente (el nimero de ciclos logaritmicos de crecimiento) (log (cél.mL™?)), b es la velocidad de
crecimiento relativa al tiempo (dia'!) y m es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento (dia). A partir de estos, se pueden estimar los parametros derivados de la ecuacion de Gompertz
que son: la velocidad especifica de crecimiento (u) que corresponde al valor definido como la tangente en
el punto de inflexion y se calcula como p=b*c/e con e=2,7182 (dia); la duracién de la fase de latencia
(LPD) definida como la intercepcién de la tangente en el eje x y la asintota del eje y fue calculada como
LPD=m-1/b (dia); y la méxima poblacion (MPD) como el valor maximo de células alcanzado y se calcula
como MPD =a+c (log (cél.mL™)) (Giannuzzi y col., 1998). Al examinar estos parametros, se puede predecir
el comportamiento de florecimientos de M. aeruginosa de modo de reconocer los signos de alerta temprana
para la toma de acciones preventivas. Si bien algunos autores han realizado experimentos de laboratorio
usando M. aeruginosa bajo diferentes condiciones de temperatura, irradiacion y relaciones N:P (van der
Westhvizen y Eloff, 1985; Fujimoto y Sudo, 1997; Lick, 2004; Jiang y col., 2008; Davis y col., 2009;
Jahnicheny col., 2011; Yang y col., 2012; Bortoli y col., 2014) y modelado su crecimiento, solo aplicaron
el modelo exponencial de crecimiento de la curva. No hay informacion disponible del modelado completo
de la curva de crecimiento ni de los pardmetros cinéticos del crecimiento de M. aeriginosa.

Por otra parte, para el modelado de la velocidad de produccién de MCs se han propuesto modelos primarios
lineales como los de Long y col. (2001). Este establecié que la relacion lineal entre Ryc y W puede ser

descripta en términos de la prediccion de Qmcmin, Qmemin Y Hmax. (ECuacion 4).

QMC — u % (QMCmax‘QMCmin) + QMCmin EC. 4

Kmax

En dénde Qwmc es el cuota de MCs por célula que se obtiene del cociente entre la concentracién de MCs 'y

el recuento de células y pmax €s la velocidad maxima de crecimiento de la cianobacteria.
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La produccion neta de MC (Rwmc) es determinada como el producto de py Qmc Y ambas muestran una

relacion lineal que puede ser descripta en terminos de Qmcmin, Qmcmin Y Mmax. (ECuacion 5).

(P*QMCmax)_(P—*QMCmin)] + (u % QMCmin) Ec. 5

Hmax =

Rye = px|

Otro tipo de modelos primarios utilizados es el dindmico como el propuesto por Jahnichen y col. (2001,

2008) (Ecuacién 6).

Donde M es la concentracion de MCs, p es el coeficiente de la produccion de MCs que describe una
cantidad constante de MC que pasa a cada nueva célula durante la division celular, dm es la velocidad de
deplecidn de primer orden de MC la cual tiene en cuenta la disminucién intracelular de MCs en el tiempo
en el cultivo batch y dM/dt la concentracién de MCs en el tiempo (Jahnichen y col., 2001).

Hasta el momento, no existen en bibliografia trabajos cientificos que aborden el modelado de la curva
completa de crecimiento de esta especie y su asociaciéon con la produccién de MCs frente a diferentes
condiciones de temperatura, irradiacion y relacion N:P. Estos temas se abordaran en la presente Tesis

Doctoral.

Remocidn de microcistinas en agua

Las intensas y frecuentes floraciones cianobacterianas que afectan las aguas de embalses, rios y lagunas,
incrementan el riesgo de hallar la presencia de MCs. Como se mencioné anteriormente (ver apartado

Microcystis aeruginosa y microcistinas), las MCs generan efectos agudos y cronicos sobre las personas

expuestas a agua contaminada. Es por ello que la remocidn de MCs en agua es un objetivo principal de las
plantas depuradoras y de distribucion de agua potable. Los tratamientos convencionales son ineficientes
principalmente en periodos criticos de floraciones de cianobacterias como se ha reportado previamente
(Lahiti y Hiisverta, 1989). Prueba de ello ha sido la presencia de MCs en suministros de agua potable

detectada en 10 de 13 muestras en Ensenada y La Plata, Argentina (Echenique y col., 2006).
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Los procesos de coagulacidn, floculacion-sedimentacion, filtracion y cloracion pueden ser efectivos para
remover MCs intracelular cuando la célula esta intacta (Lam y col., 1995; Chow y col., 1999) pero son
ineficientes para removerla cuando esta en solucién (Keijola y col., 1988; Himberg y col, 1989; Svrcek y
Smith, 2004). Las floraciones de cianobacterias al ingresar a la planta pueden provocan la obstruccion
mecanica en los diferentes procesos unitarios y, a la vez, un aumento del consumo de insumos (Ho y col.,
20079).

Por otra parte, luego de la remocion de células en los procesos de coagulacion-sedimentacion pueden quedar
en solucion cantidades importantes de MCs debido a la lisis de las células. Por ello resulta de interés
remover MCs disueltas en el agua tratada. Para la remocion de MCs existen diversos métodos fisico-
quimicos que plantean ventajas y desventajas en su utilizacion.

> Oxidantes. El cloro es el mas utilizado, asi como el ozono; si bien son efectivos en la remocion de
MCs en solucidn, al ser aplicados sobre una floracion pueden causar lisis celular y generar, en el
caso del cloro, una amplia gama de compuestos clorados tdxicos para los mamiferos incluyendo
los trihalometanos conocidos como cancerigenos (Svrcek y Smith, 2004) y, en el caso del ozono,
se genera bromato que es un potencial carcinégeno (Bouland y col., 2004).

» Alguicidas. Estan basados en compuestos de cobre que son potencialmente tdxicos y pueden
permanecer en el agua generando un peligro mayor al ser consumida (Kenefick y col., 1993). Estos
pueden lisar las células liberando las MCs en el cuerpo de agua y afectar a las bacterias beneficiosas
gue pueden degradar la toxina (Jones y Orr, 1994) y pueden inducir resistencia en los organismos.

» Adsorbentes. EI mas utilizado es el carbdn activado que es efectivo en la remocién de MCs; su
eficiencia depende de las caracteristicas del producto y del agua a tratar. Sin embargo, el carbén
progresivamente se satura y pierde capacidad de adsorcién a medida que aumenta el volumen de
agua filtrada (Falconer y col., 1989). La presencia de materia organica reduce la eficacia del
tratamiento de remocion de MCs debido a que ocupa los sitios de adsorcién (Jones y col., 1993).

» Métodos biol6gicos. Surgen como una alternativa en el tratamiento de aguas en la década del 90 ya
que algunos estudios indicaban que la biodegradacion era la principal ruta de eliminacién de MCs
en el ambiente (Edwards y Lawton, 2009; Zhang y col., 2010). Se presentan como un método

seguro (Ishii y col., 2004) que no requiere intrusion bidtica debido a que los microrganismos ya
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estan presentes (Cheny col. 2006; Eleuterio y Batista, 2010). La remocion bioldgica puede ser muy
eficaz; sin embargo, los factores que afectan a la eliminacién como la masa de biopeliculas y la
composicion, periodos de aclimatacidn, temperatura y calidad del agua muchas veces no pueden
controlarse facilmente. Mas recientemente, se han planteado los métodos biolégicos en
combinacion con otros metodos fisicos de adsorcién (Drikas y col., 2001) como la gque se practica
de forma rutinaria en el proceso de tratamiento de agua potable (Jones y col., 1994; Hoeger y col.,
2005; Ho y col., 2007; Manage y col., 2010). Mas recientemente, Li y Pan (2015) utilizaron
microorganismos del suelo combinados con quitosano en una columna a modo de filtro; observaron
una alta eficiencia de remocion de MCs al combinar la floculacion (eliminando MCs intracelulares)

y el proceso de filtrado.

En este contexto, en los Gltimos afios diversos autores han aislados bacterias y consorcios de
microorganismos en agua, sedimentos y filtros de plantas de tratamiento de agua con capacidad de remover

MC:s, los cuales se exponen a continuacion.

Microorganismos con potencial para remover microcistinas

La remocién de MCs por medio de microorganismos ha sido estudiada en cursos de agua superficiales,
embalses, sedimentos, lagunas de aguas residuales, lagunas de estabilizacion y filtros de arena.

Diversos investigadores han estudiado la remocion por un conjunto de microorganismos denominados
genéricamente como consorcio o biofilm (Cousins y col., 1996; Saitou y col., 2002, Li y col., 2011; Wu y
col., 2015; Maghsoudi y col., 2015 y Wang y col., 2016). Por su parte, Cousins y col. (1996) identificaron
como mecanismo de remocion a la biodegradacion y observaron que la cadena lateral -Adda es el sitio de
biodegradacidn inicial.

Ademas, ha sido aislado un gran grupo de bacterias (Tabla 1) siendo Sphingomonadaceae la familia mas
estudiada. La mayoria de estos organismos han sido identificados como Sphingomonas (Bourne y col.,
1996, 2001; Park y col., 2001; Saito y col., 2003; Saitou y col., 2003; Harada y col., 2004; Ishii y col., 2004;
Ho y col., 2006; Amé y col., 2006) y Sphingopyxis (Okano y col., 2009; Zhang y col., 2010; Wang y col.,
2010°; Shimizu y col., 2011; Yan y col., 2012*P). Casi todos los estudios genotipicos en la remocion de
MCs se han centrado en miembros de esta familia y se ha demostrado que contiene genes especificos
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necesarios para la biodegradacion de aquellas. Bourne y col. (1996, 2001) identificaron el cluster de genes,
mlrA, mirB, mlrC y mirD, de la bacteria Sphingomonas sp. cepa ACM-3962 involucrados en la degradacion
de MC-LR. Los autores determinaron que el gen mlrA codifica una enzima responsable de la ruptura
hidrolitica de la estructura ciclica de MC-LR. La molécula lineal MC-LR resultante se hidroliza a
continuacion y secuencialmente por peptidasas codificadas por los genes mlrB y mirC. Finalmente, el gen
mirD codifica una posible proteina transportadora que permitiria el transporte activo de la MC y/o sus
productos de degradacion fuera de la célula. Recientemente, Zhu'y col. (2016) confirmaron que las bacterias
que degradan MCs influyen al regular la expresion de mcyD en una cepa toxica de Microcystis.

Los estudios han demostrado que la degradacion de MCs no genera subproductos toxicos. Bourne y col.
(1996) y Harada y col. (2004) identificaron dos productos intermedios de la degradacion de MC-LR por
Sphingomonas sp. cepa ACM-3962 y Sphingomonas sp. cepa B9, respectivamente. Ambos estudios
identificaron MC-LR linealizada (NH2-Adda-Glu-Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg-OH) y un tetrapéptido
(NH2-Adda-Glu-Mdha-Ala-OH). Asimismo, Harada y col. (2004) aislaron -Adda como un producto final
de degradacién. Por su parte, Amé y col. (2006) estudiaron el camino de la biodegradacién de MC-RR por
Sphingomonas sp. cepa CBA4 y este comenzaria desmetilando MC-RR, obteniéndose un producto
intermedio. Asimismo, Wang y col. (2010°) también estudiaron la degradacién de MC-RR. Estos autores
hallaron dos metabolitos intermedios y un producto de MC-RR y fueron observados en HPLC y todos ellos
tenian perfiles de andlisis similares en la longitud de onda de 200 a 300 nm, lo que indica que el grupo de
—Adda, en todos los productos de MC-RR se mantuvo intacto. Yan y col. (2012°) caracterizaron el primer
paso del camino enzimatico de la biodegradacion de MC-RR por Sphingopyxis sp. cepa USTB-05. Las
secuencias de nucleétidos clonados de la cepa USTB-05-A poseian 92,5% de similitud con la secuencia del
gen mrlA reportado en Sphingomonas sp. cepa ACM-3962. Esta bacteria ha mostrado capacidad para

biodegradar MC-LR con anterioridad (Wang y col., 2010°).
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Planteo del problema

Las floraciones de cianobacterias fitoplancténicas son un problema global en ecosistemas de agua dulce
dado que ponen en riesgo las fuentes de agua potable (Paerl y col., 2001) y recreacionales (Turner y col.,
1990; Giannuzzi y col., 2011) y tienen, por lo tanto, implicancias ecoldgicas y sanitarias. Son consideradas
una consecuencia de la eutrofizacion de los cuerpos de agua entendida como la incorporacion de nutrientes
y materia organica provenientes del exterior que induce alteraciones en las caracteristicas del sistemay en
su composicién bidtica (Margalef y col., 1976). El fendmeno de eutrofizacion se encuentra actualmente
intensificado por las actividades antrdpicas vinculadas al uso del suelo que, en el contexto de cambio
climatico, favoreceria a las floraciones de cianobacterias haciendo que sean cada vez mas frecuentes e
intensas (Velay col., 2007; Paerl y Huisman, 2008; Michalak y col., 2013; Paerl y Otten, 2013).

Las floraciones cianobacterianas ocurren por la dominancia de una o pocas poblaciones de especies que
crecen masivamente (Aguilera y Echenique, 2011) y se estima que el 50% de ellas son téxicas (Roset y
col., 2001). Los efectos incluyen anoxia, aumento de la materia organica, produccion de compuestos
volatiles que generan olores y sabores desagradables y cianotoxinas (Vela y col., 2007). El particular, el
género Microcystis, especialmente M. aeruginosa, es la mas ampliamente distribuida a nivel mundial,
incluyendo a la Argentina. Los factores mas importantes que influyen en su crecimiento y produccidén de
cianotoxinas son la temperatura, la irradiacion y los nutrientes. Existen diversos trabajos que han tratado de
dilucidar el efecto de estos factores, pero ninguno de ellos ha abordado la cinética de crecimiento y
produccion de cianotoxinas a través de modelos matematicos que incluyan las cuatro fases de las curvas de
crecimiento de modo diferencial. Asimismo, el modelado de la produccion de MCs mediante un modelo
dindmico que contemple el desarrollo bacteriano segun se modifiquen las condiciones ambientales tampoco
ha sido abordado en la literatura. Esto permitiria comprender la dindmica de M. aeruginosa y realizar
predicciones respecto a su biomasa y metabolitos como la clo-a y las MCs.

Otro aspecto relevante para comprender la dindmica de las floraciones cianobacterias, es que estas se
encuentran acompafiadas de microorganismos de su entorno o ficosfera (Chalar y col., 2002; Paerl, 1998).
Algunos de estos microorganismos pueden ser patdgenos y estan representados por bacterias, hongos,
ciliados y ameboides (Chalar y col., 2002). Muchas bacterias son capaces de estimular o inhibir el

crecimiento de las cianobacterias (Salomon y col., 2003) o provocarles mortandad (Manage y col., 2000)
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asi como influenciar la produccion de cianotoxinas. Durante las Gltimas décadas, el estudio de estos
microorganismos se dirigié hacia la bioremocion de cianotoxinas. El aislamiento de nuevas cepas
bacterianas degradadoras de MCs podria ser un método de tratamiento de agua sencillo, de bajo costo y

efectivo que puede ser combinado con tratamientos fisicos y quimicos.

Hipotesis

Hipaotesis principales

> Los parametros de la curva de crecimiento de M. aeruginosa y de la produccién de clo-a y MC se
correlacionan positivamente con los factores temperatura, relacién N:P e irradiacion.

» La produccién de MC es un proceso acoplado a la velocidad de crecimiento de M. aeruginosa.

» Las bacterias provenientes de floraciones de cianobacterias remueven MC-LR en condiciones de

laboratorio.

Objetivos

Obijetivo general

Avanzar en el conocimiento basico y aplicado del desarrollo de floraciones cianobacterianas y en la

produccioén de cianotoxinas.

Obijetivos especificos

» Caracterizar la cinética de crecimiento y produccion de microcistina de la cepa a diferentes
temperaturas bajo las condiciones dptimas en cultivos de laboratorio.

» Cuantificar y modelar la cinética de crecimiento de M. aeruginosa bajo diferentes condiciones
(temperatura, relacion N:P e irradiacion) en cultivos de laboratorio.

» Cuantificar y modelar la produccion de clo-a de M. aeruginosa bajo diferentes condiciones en
cultivos de laboratorio.

» Cuantificar y modelar la produccion de microcistina (MCs) generada bajo diferentes condiciones

en cultivos de laboratorio.
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» Determinar la relacion entre la velocidad especifica de crecimiento celular de Microcystis
aeruginosa (l) y la velocidad de produccion de microcistina (pmc).
> Aislar y caracterizar el ensamble de bacterias heterotrofas asociados a florecimientos

cianobacterianos que remueven MC-LR asi como las bacterias con potencial para remover MC-LR

en solucion acuosa.
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Materiales y métodos

Cultivo de M. aeruginosa

Los ensayos de cinética de crecimiento y la produccién de MCs se realizaron con una cepa autoctona de M.
aeruginosa, CAAT 2005 — 3 no axénica aislada de la localidad de Pila, provincia de Buenos Aires, que ha
sido caracterizada previamente por Rosso y col. (2014). Produce 9 variantes MCs siendo la principal, MC
[D-Leu']-LR (Qi y col., 2015). La cepa ha reducido aproximadamente 2 veces su produccién de MCs en
condiciones de laboratorio. Ademas, ha perdido su capacidad de formar colonias tipicas (Figura 4a) tal
como lo han reportado otros autores con otras cepas de M. aeruginosa (Zehnder y Gorham, 1960; Scott y
col. 1981; Runnegar y col., 1983).

El tamafio de sus células se encuentra entre 3-5 um, siendo los tipicos para M. aeruginosa (Zehnder y
Gorham, 1960).

La conservacion de la cepa se realizd, en el cepario del Laboratorio de Toxicologia General de la Facultad
de Ciencias Exactas (UNLP), mediante pasajes periodicos en medio BG11 (Rippkay col., 1979) modificado
(N:P 10) (Tabla 2) y cultivada a 26 °C +1°C, bajo una intensidad de luz de 30 umol fotones m2.s con
ciclos de luz-oscuridad de 14:10 horas y aireacion constante con aire himedo estéril, siguiendo los criterios
y técnicas de cultivo reunidos en Gonzalez y col. (1995) y Rios-Jacinavicius y col. (2013). Todo el material
utilizado, asi como el medio de cultivo, fueron previamente esterilizados en autoclave durante 15 minutos

a 121°Cy la manipulacion de las cepas se realizé bajo condiciones controladas de esterilidad.

Tabla 2. Composicién del BG11 modificado para preparar 1 L.

Reactivos BG11 modificado (Vf=1000ml) Cantidad
Fosfato dipotasico trihidratado 0,049
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,075¢
Cloruro de calcio dihidratado 0,036 g
Carbonato de sodio 0,04¢g
Solucién 1 (V=250 ml) 5ml
Citrato de amonio y hierro (111) 0,3¢
Acido citrico monohidratado 0,3g
Solucién 2 (Vf=250ml) 5ml
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Magnesio Titriplex® dihidrato 0,059
Solucién 3 (Vf=250ml) 1ml
Acido bérico 0,729
Cloruro de manganeso tetrahidratado 045¢
Sulfato de zinc heptahidratado 0,056 g
Molibdato de sodio dihidratado 0,098 g
Sulfato de cobre (I1) pentahidratado 0,020 g
Nitrato de cobalto (1) hexahidratado 0,012¢g
Solucion 4*

Nitrato de sodio (200 mM) 10 mi
Solucion 5*

Bicarbonato de socio (1 M) 10 mi

*Para la preparacion del medio y las soluciones, se utilizé agua destilada. Las soluciones 4 y 5 fueron

autoclavadas por separado y adicionadas al momento de utilizar el medio de cultivo.

Aclimatacion del cultivo

Para preparar el indculo (Figura 11), se partié de un cultivo en fase exponencial del cepario al cual se le
adicion6 diariamente medio de cultivo, durante siete dias, para mantener un cultivo a baja densidad,
sincronizado y aclimatado. El cultivo fue mantenido en condiciones controladas a 26 °C +1°C, a 30 pmol
fotones m2.s* con ciclos de luz-oscuridad de 14:10 horas y aireacion constante con aire himedo estéril.
Posteriormente, se le adicion6 medio BG11, segin lo mostrado en Tabla 2, para alcanzar la densidad

establecida para el inicio de la curva, estableciendo asi, el tiempo inicial cero (To).

10 dias
™ M 7 dias al nom
f \ { \ Py ¥iox £S5
[\ [\ — -
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Figura 11. Esquema de preparacion del inoculo inicial de las curvas de crecimiento de M. aeruginosa.

Cada curva de crecimiento tuvo un indculo inicial entre 9.10°%-1.10° cél.mL"* (D.O.740nm = 0,1), que coincide
con observaciones de campo (Echenique y col., 2003; Echenigue y col., 2006; Andrinolo y col., 2007;

Giannuzzi y col., 2012; Crettaz-Minaglia y Bordet, 2013).

Disefio experimental de la cinética de crecimiento v la produccién de microcistina-LR

Todos los ensayos fueron realizados en cdmara de cultivo Ingelab que permitié controlar las condiciones
de irradiacion y temperatura. Los ensayos fueron realizados por duplicado con volimenes iniciales de 300
mL de cultivo cada uno. Este volumen de ensayo fue seleccionado de modo de garantizar una extraccion
de muestras menor al 10% del volumen total.

Inicialmente, se ensay0 el crecimiento y la produccion de MC-LR de M. aeruginosa a cuatro temperaturas
constantes en medio BG11 modificado con una relacion N:P=10, reportada como la éptima (Oh y Rhee,
1991). Se utilizé una irradiacion constante de 30 pmol fotones m=2.s?, reportada como baja segiin Amé y
Wunderlin (2005) con ciclo luz:oscuridad 14:10 horas en cAmara de cultivo IngeLab y aireacion constante
con aire himedo estéril. Para evaluar el efecto de la temperatura sobre los parametros de crecimiento,
produccion de clo-ay MC-LR, se estudiaron 4 niveles de temperaturas (26, 28, 30 y 35°C +1°C), las cuales
son frecuentes en el agua durante los florecimientos de cianobacterias y han sido reportadas por Andrinolo
y col. (2007), Giannuzzi y col. (2012) y Crettaz-Minaglia y Bordet (2013), siendo el resto de las condiciones
optimas para el crecimiento (N:P 10 y 30 umol fotones m2.s1). Por otro lado, la utilizacion de temperaturas
constantes como isotermas, se vinculan a la poca variacion durante un ciclo diario (dia y noche), medido

previamente (datos no mostrados).

Posteriormente, se realiz6 un disefio experimental tipo factorial, que consistié en combinaciones de las
condiciones y recursos siguientes: temperatura (°C), intensidad de irradiacion y relacion N:P. Estos fueron
seleccionados en funcién de la importancia que tienen ante florecimientos de cianobacterias (Hyenstrand y

col., 1998) en el periodo estival.
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Se utilizaron tres niveles de temperatura constante 26, 30 y 36 °C + 1°C abarcando el rango frecuente
observado durante los florecimientos de cianobacterias estivales. Tres niveles de irradiacién 30, 50 y 70
umol fotones m2.s* mediante el empleo de luz blanca fluorescente fria con ciclo luz:oscuridad 14:10 y
aireacion constante con aire himedo estéril. EI rango de irradiacién ha sido reportado como un rango
frecuente en ambientes naturales durante florecimientos de cianobacterias (Utkilen y Gj@lme, 1992; Rapala
y col., 1997). El medio de cultivo BG11 fue modificado en su composicion inicial de nutrientes variando
las concentraciones de NaNOs y K:HPO,4 que permitieron trabajar en tres niveles de relacion N:P 10, 100
y 150. Estos fueron seleccionados, de acuerdo a la relacion de Redfield: 1 nivel con exceso de P (N:P 10)
y 2 niveles con deficiencia de P (N:P 100 y 150). Estas relaciones han sido halladas durante el desarrollo
de cianobacterias por diversos autores (Oh y Rhee, 1991, Schreurs, 1992, Vézie y col., 2002; Morales y
col., 2017).

De las posibles combinaciones de los factores: 3 niveles de temperatura, 3 niveles de N:P y 3 niveles de

irradiancia, se realizaron un total de 27 curvas de crecimiento.

Determinaciones en el estudio cinético de los cultivos

En forma periddica, durante 15-20 dias, se tomaron muestras por duplicado del cultivo de modo de abarcar
las fases de latencia, exponencial y estacionaria y se realizaron las siguientes determinaciones:

determinacion de la densidad 6ptica, recuento celular, determinacion de clo-a y determinacion de MC-LR.

Determinacion de la densidad 6ptica

La densidad optica del cultivo, que permite estimar la biomasa celular, se medié colocando 1 mL de cultivo

en una cubeta pléstica de paso de luz de 1 cm, en espectrofotometro Metrolab 330, a 740 nm (Lyck, 2004).

Recuento celular

Para el recuento celular, se utiliz6 el método directo de cuantificacién en microscopio 6ptico con camara
de Neubauer, recomendado para contar células pequefias de cultivos (Villafafie y Reid, 1995). Se tomaron
diferentes volimenes de muestra (100-500 L) por duplicado dependiendo de la densidad del cultivo y

fueron conservados con solucion de formol (4%). Las muestras fueron tratadas, durante 30 minutos, a una
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temperatura de 80°C con un bafio térmico y agitadas por 30 segundos con agitador vortex para disgregar
las células (Box, 1981). Cuando las muestras se enfriaron, se realizaron diluciones apropiadas segun la
densidad celular y se les colocd solucion de lugol (2%) para facilitar su observacion y sedimentacion.
Posteriormente, la muestra fue homogeneizada y se colocé una alicuota de la muestra en una cdmara con
grilla Neubauer de volumen de 0,0001 mL, se cubrié con un cubreobjetos y se dejé sedimentar durante 15
minutos aproximadamente. EI conteo de células se realiz6 siguiendo los criterios estadisticos reunidos por
Venrick (1995). De este modo, la muestra fue observada con un microscopio éptico Olympus® con un
aumento de 400X y se contaron las células contenidas en la cdmara hasta contar un nimero minimo de 100
células. Para el calculo del numero de células se utilizo la Ecuacion 7 y los resultados se expresaron en
cél.mL™. El valor fue corregido de acuerdo a un segundo factor de dilucion que surge de la adicion del

conservante de las muestras.

[N°células] — ((N“células contadas=factor de dilucio’n)) EC 7

0,0001mL

Determinacidn de clorofila-a

Se tomaron volimenes variables para determinar clo-a (100-500 uL) por duplicado. Esta fue determinada
con espectrofotémetro Metrolab 330, posteriormente a una extraccién con metanol al 100%, a longitudes
de onda de 665 y 750 nm, antes y después de acidificar con acido clorhidrico (HCI) 1N, segln la técnica de
Marker y col. (1980). El calculo se realiz6 con la Ecuacion 8. Los resultados expresan la concentracion de

clo-a fotosintéticamente activa, es decir, con descuento de feopigmentos y fue expresada en pg.L™.

[Clo — a] = 2,72 * [(Absa665nm~- Absa750nm) — (Absb665nm- Absb750nm)] = 11,62 * (VOI';) Ec. 8

vol.
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En donde Absa es la absorbancia antes de acidificar; Absb es la absorbancia después de acidificar; Vol.E

es el volumen del extracto de metanol (en mL) y VVol.M es el volumen de la muestra (en L).

Determinacion de microcistina-LR

Existen diversos métodos para determinar MCs, entre ellos, pueden mencionarse los méetodos screening
(que detectan la presencia o ausencia) que incluyen a los métodos biol6gicos y bioensayos (Perez y col.,
2008) como el ensayo raton (McElhiney y Lawton, 2005), bioensayo en organismos acuéaticos (Daphnia,
Artemia) (Kyselkova y MarSalek, 2000), ensayos en hepatocitos (Fladmark y col., 1998), inhibicion de la
proteina fosfatasa (Heresztyn y Nicholson, 2001) ELISA y ensayos con bacterias luminiscentes (Microtox)
(Lawton y col., 1990). Ademas, los métodos fisico-quimicos (Perez y col., 2008) que permiten cuantificar
las MCs basados en el equipo HPLC (High Performance Liquid Cromatography, por sus siglas en inglés)
gue puede tener diversos detectores como el ultravioleta y espectro de masa (Perez y Aga, 2005).

Para cuantificar la toxina de las curvas de crecimiento producidas por M. aeruginosa, se utilizé un
HPLC/MS que permite identificar y cuantificar el principal componente de la MC que la cepa produce de
modo mayoritario denominada MC [D-Leu!]-LR (Qi y col., 2015). Este equipo permite obtener
informacidn estructural debido a que cada toxina produce iones caracteristicos de su espectro de masa y
detectarlas en concentraciones pequefias (limite de deteccion 0,05 ppb y limite de cuantificacion 0,10 ppb).
Este método fue seleccionado para cuantificar la produccion de MC de los ensayos de las curvas de
crecimiento por los niveles de produccion de MC [D-Leu']-LR de la cepa (del orden de ppb) y por el
volumen relativamente pequefio necesario para esta determinacion.

El equipo utilizado fue un HPLC/MS con un solo sistema de simple cuadrupolo (Shimadzu LCMS-2020)
propiedad de la Comision Nacional de Energia Atdmica, Gerencia de Quimica ubicado en el Partido de San
Martin.

Se sonicd 1 mL de cultivo por duplicado durante 30 minutos (Omni Ruptor 400) y se centrifugaron por 15
minutos a 5000 rpm/min a 4°C. El sobrenadante fue pasado por cartuchos Sep-Pak C-18 (Waters), previo
acondicionamiento (10 mL 100% metanol, 50 mL 100% agua destilada), y las MCs fueron eluidas en
metanol al 80% a un volumen final de 0,5 mL (Barco y col., 2005). De acuerdo a como se menciond antes,

las MCs se cuantificaron con HPLC/MS Shimadzu LCMS-2020 determinando el principal componente de
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las MCs (m/z 520) usando una columna C18 (Hyperprep HS, 5-um poro, 250 mm 10 mm) (Giannuzzi y
col., 2016).

Para la fase movil se utiliz6 agua grado Milli-Q, acido férmico (96%, grado HPLC, Tedia, EE.UU.) y
acetonitrilo (grado LC-MS, Tedia, EE.UU.). Se utilizaron 2 soluciones: solucién A [agua + 12,7 de acido
férmico] y solucion B [acetonitrilo + 12,7 mM de acido férmico]. Las condiciones iniciales fueron 30%
solucion B, luego un gradiente lineal de 70% de solucién B por 12 minutos, elucidn isocratica con 70% de
solucidon B por 3 minutos y, finalmente, un gradiente lineal de 30% de solucién B durante 5 minutos (tiempo
de corrida total: 20 minutos). El flujo fue de 1,0 mL.min con una divisién de flujo antes de la entrada al
ESI (0,2 mL.min? al ESI-MS). La separacion de MCs (50 pL de volumen de muestra de inyeccién) fue
realizada por cromatografia de fase inversa en C18. La columna analitica (150 x 4,6 mm) fue empaquetada
con 5 um (Thermo) y mantenida a 25 °C. Se utiliz6 un patron estandar de MC-LR de Sigma (St Louis, MO,

USA) vy se realiz6 una curva de calibracion de 1-20 ppb.

Modelado matematico de los datos experimentales

Estimacion de los parametros cinéticos de la curva de crecimiento de M. aeruginosa

El nimero de cél.mL? de M. aeruginosa fue modelado usando la ecuacion de Gompertz modificada
(Ecuacidn 3). La ecuacidn fue aplicada a los datos experimentales de los recuentos de M. aeruginosa por
regresion no lineal usando el programa Systat (Systat Inc., version 5.0). EI programa presupone que los
errores estan normalmente distribuidos en la regresion no lineal. Esta distribucidn, se calcula mediante los
valores de los residuos de la regresién (que corresponde a la resta entre los valores experimentales y los
valores predichos por el modelo). En la Figura 12, se observa que la distribucion de los residuos se
encuentra cercano a cero. Los residuos vs. los valores ajustados (Figura 12) muestran que el modelo de

Gompertz permite describir satisfactoriamente los datos analizados.
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Figura 12. Distribucion de los residuos al aplicar el modelo de Gompertz.

Ademas, se analizé la distribucién de los errores en términos de los residuos. La Figura 13 presenta la

distribucién de los residuos. En la misma Figura 13, se observa que los valores de los residuos (valores

experimentales menos los valores predichos por el modelo de Gompertz) se encuentran normalmente

distribuidos.
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Figura 13. Distribucién de los residuos obtenidos luego de aplicar el modelo de Gompertz a los datos

experimentales.

Se evaluaron los parametros velocidad de crecimiento (), la duracién de la fase de latencia (LDP) y y la

maxima poblacion (MPD) a partir de los 4 parametros obtenidos del modelo de Gompertz (Ecuacion 3).

Para evaluar la bondad de ajuste del modelo de Gompertz aplicado a la cinética de crecimiento, se utilizd

el coeficiente de correlacién R? y el error medio cuadréatico (RMSE) definido por la Ecuacion 9.

Yi,(datosexperimentalesi—datospredichosi)?
n—k

RMSE = \/ Ec.9

Donde datos experimentales; son los datos experimentales, datos predichos; son los valores predichos por

el modelo, n es el nimero de datos experimentales y k es el nimero de parametros del modelo. Un valor
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del RMSE pequefio, define la mejor adecuacion del modelo para describir los datos (Snedecor y Cochran,

1969).

Efecto de la temperatura sobre la tasa especifica de crecimiento y la duracién de la fase de latencia

El efecto de la temperatura sobre los pardmetros cinéticos de crecimiento de M. aeruginosa (1 y LPD),
estimados de la ecuacion de Gompertz modificada, fueron modelados usando dos funciones que describen
su relacion con la temperatura. Existen numerosos modelos secundarios que pueden aplicarse al crecimiento
de los microorganismos como el modelo de Arrhenius, el modelo de la raiz cuadrada, los modelos de
superficie de respuesta, los modelos probabilisticos y los modelos obtenidos mediante redes neuronales
artificiales entre otros (Cépesdes-Molina, 2012). Sin embargo, el modelo de Arrhenius es uno de los
modelos mas empleados (Buelvas-Salgado, 2013) ya que permite predecir el comportamiento de los

microorganismos frente a los cambios de temperatura.

Ecuacion de Arrhenius

La ecuacion de Arrhenius es una expresion matematica que se utiliza para comprobar la dependencia de la
temperatura con la constante de velocidad especifica de crecimiento. Este modelo secundario fue utilizado
para describir el efecto de la temperatura sobre pu y LPD obtenidos anteriormente a partir del modelo de
Gompertz y permite calcular la energia de activacién (E.) de la cepa para ambos parametros.

La energia de activacion (E,) es considerada como la sensibilidad de la velocidad especifica de crecimiento
(1) de M. aeruginosa a los cambios térmico y se refiere a la energia minima que necesita un sistema antes

de poder iniciar un determinado proceso. Esta se describe en la Ecuacién 10.

n=Ax*exp (_R—T) Ec. 10
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Dénde T que es la temperatura absoluta (°K), E,es la energia de activacion de p (kJ.mol™) también llamada
temperatura caracteristica, A es el factor de frecuencia (o pre-exponencial) y R es la constante de los gases

(8,31 kJ.°K.mol?).

Para evaluar las energias de activacion del pardmetro [ en el rango 15-35°C, se utiliz6 la Ecuacion 11.

Eu Eu
=k, *exp(——=2) -k, *exp(——=2 Ec. 11
H 1 n( RT ) 2 n( RT )

Donde T que es la temperatura absoluta (°K), Ey1 y E,2 son las energias de activacion de p en los diferentes
rangos de tempratura (kJ.mol?) también Ilamada temperatura caracteristica, kiy k. son las pendientes de

cada segmento y R es la constante de los gases (8,31 kJ.°K*.mol?).

También se calcul6 la velocidad de adaptacién como la reciproca de LPD (1/LDP) (Lee y Torres, 1993)
gue permite evaluar el efecto de la temperatura sobre los valores de LPD. Este pardmetro refleja el periodo
de adaptacién de M. aeruginosa a su nuevo entorno y permite inferir cambios al modificarse la temperatura
pudiendo ser considerada como la sensibilidad de la velocidad de adaptacion a los cambios térmicos. Este

parametro se ajustd a un modelo de tipo Arrhenius segin la Ecuacion 12.

—_ =D+« exp (M) Ec. 12
LPD RT

Dénde 1/LPD es la velocidad de adaptacion (dia?), T es la temperatura en grados Kelvin (°K), D es el
factor de frecuencia (o pre-exponencial) (dia™), Eqwwrp) es la energia de activacion de 1/LPD (kJ.mol™) y

R es la constante de los gases (8,31J.°K.mol™?).

Para evaluar las energias de activacién del parametro LPD en el rango 15-35°C, se utilizé la Ecuacién 13.
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E E
kg rexp(— )k, exp(~ )
LPD RT RT Ec. 13

Donde T que es la temperatura absoluta (°K), ELep1y ELpp2 SON las energias de activacion de p en los
diferentes rangos de tempratura (kJ.mol?) también llamada temperatura caracteristica, kiy k. son las

pendientes de cada segmento y R es la constante de los gases (8,31 kJ.°K1.mol?).

Se determino el coeficiente de temperatura (Q10) que se define, como el factor de incremento de la velocidad

de crecimiento cuando la temperatura se incrementa 10°C (Ecuacion 14).

_ M 10
Q0 = % exp (Tz—Tl) Ec. 14

Doénde T1y T2 son las temperaturas 25 y 35°C, respectivamente, y 1 Y M2 son las velocidades especificas

de crecimiento a las temperaturas mencionadas.

Modelo modificado de Ratkowsky
Este modelo permite describir la velocidad de crecimiento alrededor de las temperaturas 6ptima, minima y
maxima de crecimiento de una cepa particular. Zwietering y col. (1991) propusieron la ecuacion modificada

de Ratkowsky y col. (1983) (Ecuacion 15):
. 2
= (b * (T — Tmm)) (1 — exp(c * (T — Tmax))) Ec. 15

Dénde b es un parametro de Ratkowsky (°C* dias™), Tmin €S la minima temperatura a la que el crecimiento
es observado (°C), ¢ es un parametro de Ratkowsky (°C"') y Tmax €s la maxima temperatura a la que el

crecimiento es observado (°C).
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De modo similar, para ajustar la fase de latencia a través de todo el rango de temperaturas se aplicé una

transformacion logaritmica. La variacién de LPD con la temperatura se ajust6 con la Ecuacion 16.

In(LPD) = T%q Ec. 16

El pardmetro q es la temperatura a la cual LPD es infinito (sin crecimiento), T es la temperaturaen°Cy q

€s una constante.

Modelado de la produccion de clorofila-a

La produccion de clo-a fue modelada como una ecuacion de primer orden (Ecuacion 17).

dc
Z =) *C Ec. 17

Donde (ko) es la constante de la velocidad especifica de pseudo-primer orden para clo-a (d?); C es la

concentracién de clo-a al tiempo (t); y t es el tiempo (dias).

Integrando Ec. 17

dcC
?=k0*ft

Ln[=] = ko *t Ec. 18

0
Co es la concentracion inicial de clo-a (mg.L™Y).

Cuando los valores de clo-a duplican al valor inicial, el tiempo para alcanzar ese valor se denomina tiempo

de duplicacion de la concentracion de clo-a (tdeo-a) Y Se calcul6 con la Ecuacion 19.
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tdejo s = 1:_: Ec. 19

Ecuacion de Arrhenius
La ecuacion de Arrhenius también puede ser aplicada a la produccién de metabolitos de M. aeruginosa
como es la clo-a. Entonces, para conocer los efectos de la temperatura sobre el valor de ko, se aplicé la

ecuacién de tipo Arrhenius (Ecuacion 20).

k, = A x exp(— %) Ec. 20

Dénde T es la temperatura absoluta (°K), Exo) es la energia de activacion (kJ.mol™?) de ko (diat), A es un

factor de frecuencia (o pre-exponencial) y R es la constante de los gases (8,31 kJ.°K™! molY).

Calculo del cuota (Qcio-a)

El parametro cuota (Qcio-a) Se refiere a la cantidad de clo-a que produce cada célula de M. aeruginosa. Se
obtiene del cociente entre la produccion de clo-a y el nimero de células. Este pardmetro permite interpretar
las consecuencias de las variaciones de los parametros sobre la produccion de clo-a de cada célula,

pudiéndose interpretar como una respuesta de tipo fisioldgica de las células a las condiciones del medio.

Modelado de la produccion de microcistina-LR

La produccion de MCs fue evaluada utilizando la Ecuacion 6 propuesto por Jahnichen y col. (2001, 2008)
aplicada a los datos experimentales de la produccién de MCs y se vinculd al modelo de crecimiento celular

de Gompertz (Ecuacién 3) propuesto en esta Tesis Doctoral generando la Ecuacion 21.

dx _ 10a+exp(c*exp(-exp(-b*(t-m))))*c*exp(—exp(-b*(t—m)))*-exp(-b(t-m))*(-b)*ln(lO)

dt

Ec. 21
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En donde dX/dt corresponde a la derivada del crecimiento de M. aeruginosa ajustada de la ecuacién de
Gompertz, es decir, debe derivarse la ecuacién de Gompertz respecto al tiempo. a, ¢, b and m fueron
ajustados a los datos experimentales de curvas de crecimiento luego de aplicar la ecuacion de Gompertz a

los recuentos celulares.

Las ecuaciones fueron resueltas numéricamente usando un método de cuarto orden Runge-Kutta. El
coeficiente p (fg.cél™?), la tasa de deplecion dm (dias™) y la produccién de [D-Leu]-MC-LR (ug.L™) fueron
determinados con el procedimiento de minimos cuadrados usando regresion no lineal con el programa

MATLAB (Mathworks Inc.).

Calculo del cuota (Qcio-ay Qmc)
Las concentraciones de MCs se expresaron de dos formas diferentes: en relacion al nimero de células
(Qmc(fgMC.cel ™) y en relacion a la clo-a como Qeio-o(fgMC.ngClo-at) que es el cociente entre [D-Leu?]-

MC-LR y el namero de células y la clo-a, respectivamente.

Modelo superficie-respuesta

Los modelos polinomiales o de superficie de respuesta son muy utilizados debido a su facilidad de uso,
ademas que permite valorar multiples factores ambientales y sus interacciones sobre los parametros
cinéticos de crecimiento de los microorganismos y produccién de metabolitos. (Sun, 2012, Buelvas-
Salgado, 2013).

Para evaluar los efectos conjuntos de la temperatura, la irradiacion y la relacion N:P sobre los pardmetros
de crecimiento de M. aeruginosa, produccion de clo-a'y MC, se utilizé una ecuacién de tipo superficie de

respuesta con 3 factores y con interacciones completas (Ecuacion 22).

y(x) = Bo + X121 (B x) + Xty (ax?) + X }n=i+1()/i,jxixj) + VI, x; Ec. 22

En donde a y B son constantes, m=3; x;=temperatura; X.=relacién N:P y xs=irradiacion. Esta ecuacion fue

aplicada a los parametros derivados de crecimiento, produccion de clo-ay MCs.
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Toma de muestras ambientales para aislamiento del ensamble de microorganismos heterétrofos

con potencial remocién de MC-LR

Para la obtencion de microorganismos con potencial de remocion de MCs, se tom6 una muestra de agua en
el Rio de la Plata, en la toma de agua de Ensenada (Buenos Aires) (34° 49'58,7"° S — 57° 56'54,1"" O)
(Figura 14) durante un florecimiento de Microcystis sp., registrado el dia 10/01/2014; utilizando una red
de fitoplancton de apertura de malla de 25um que fue arrastrada por la superficie del agua. En esta zona,
los florecimientos cianobacterianos se han observado periédicamente (Andrinolo y col., 2007; Giannuzzi y
col., 2012). El florecimiento fue caracterizado a través de la observacion del mismo in vivo y con tincion
de lugol al 2% en microscopio 6ptico Olympus y se midieron in situ temperatura, pH, oxigeno disuelto

(0.D.) y conductividad eléctrica (C.E.) con equipo multiparamétrico.
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Figura 14. Area de colecta de muestras del florecimiento de M. aeruginosa del dia 10/01/2014.
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Aclimatacion vy aislamiento de bacterias con potencial de remocidn de microcistina-LR

La aclimatacion y el aislamiento de los microorganismos (Figura 15), se llevo a cabo siguiendo el
procedimiento descripto por Amé y col. (2006). Se utilizé un medio minimo de sales (MSM) ajustado a pH
7,0 esterilizado al cual se le adicion6 MC [D-Leu']- LR a una concentracién 200 pg.L* (Tabla 3). La toxina

empleada fue obtenida del cultivo de M. aeruginosa (ver apartado Extraccién de microcistina [D-Leu?]-

LR). Al extracto de toxina obtenido, se le eliminaron las bacterias acompafiantes mediante filtracion con
filtro de acetato 0,22 pm.

La aclimatacion consistio en un periodo en el cual se realizaron sucesivos repiques a partir de la muestra
directa del florecimiento de cianobacterias en medio MSM suplementado con toxina. Esto genera que los
microorganismos comiencen a aclimatarse a las condiciones del cultivo. Se inici6 este periodo colocando
20 mL de la muestra del rio con 80 mL de medio de cultivo MSM e incubando a 32°C y en oscuridad y sin
agitacion. Cada 20 dias, aproximadamente, se tomaron 20 mL del cultivo aclimatado y se adicionaron 80
mL de medio de cultivo MSM suplementado con 200 pg.L* MC [D-Leu!]- LR vy se lo mantuvo a las
mismas condiciones. Este procedimiento se realizd 5 veces. El cultivo fue mantenido a temperatura
controlada (32°C+1°C) en oscuridad y periddicamente se tomaron muestras para determinar concentracion
de MC [D-Leu]- LR. Posteriormente al periodo de aclimatacion, los microorganismos del cultivo fueron
aislados utilizando un ansa y placas de Petri con medio MSM agarizado suplementado con MC [D-Leu?]-
LR a una concentracién de 200 pg.L™. Con el objeto de obtener colonias aisladas se empleé el método de
aislamiento de colonia aislada mediante estrias en placa. Este es un procedimiento clasico para aislar cepas
de bacterias. Las placas fueron incubadas 48 horas en estufa a 32°C y en oscuridad. De los crecimientos
observados en las placas, se tomaron 10 colonias tipicas diferentes en apariencia y color y fueron repicadas
e incubadas en las mismas condiciones hasta obtener bacterias aisladas. A los microorganismos aislados,
se les realiz6 la tincion de Gram y los preparados fueron observados al microscopio Olympus a 1000X para

identificar la morfologia de estos.

Tabla 3. Composicion del medio MSM* para preparar 1 L.

Reactivos MSM (Vf=1000mL) Cantidad (mg)

Sulfato de magnesio monohidratado 112
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Sulfato de zinc monohidratado 5,00
Molibdato de sodio dihidratado 2,50
Potasio fosfato monobésico 340
Sodio fosfato monobasico heptahidratado 670
Cloruro de calcio 14,0
Cloruro férrico 0,13
MC [D-Leu']- LR 0,20

*Para la preparacion del medio se utilizé agua destilada. EI medio se prepard, ajustando el pH 7'y
luego fue autoclavado. Al momento de utilizar se agregé MC [D-Leul]- LR en la concentracion
establecida (200 pg.L™?). El medio agarizado se prepara mediante la adiciona 15 g de agar-agar por

litro de medio.

¥ l
Muestra de rio l l Y ‘

Aclimatacion (80 dias)

32°C, oscuridad y
sin agitacion

Aislamiento

Figura 15. Esquema del procedimiento de aclimatacion y aislamiento de microrganismos con
potencial de remover MC [D-Leu?]- LR provenientes de un florecimiento de cianobacterias del rio de

La Plata. Las flechas punteadas indican el repique de MC [D-Leu']- LRy las flechas llenas indican
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toma de muestra de cultivo para realizar la determinacion de MC [D-Leu']- LR. En cada repique, se

utiliz6 medio MSM suplementado con 200 pg.L™* de MC [D-Leu?]- LR.

Extraccion de microcistina [D-Leu']- LR

Con el fin de obtener un extracto o stock de MC [D-Leu?]- LR para ser utilizada en los ensayos de remocién,
se utiliz6 1L de cultivo de M. aeruginosa (CAAT-03-2005) en fase exponencial de crecimiento, y se sigui
la metodologia descripta por Andrinolo y col. (2009). Las células de la cepa se rompieron para liberar la
cianotoxina intracelular utilizando ultrasonido durante 3 ciclos de 30 minutos (Omni Ruptor 400) en bafio
de hielo vy, luego, se centrifugaron por 15 minutos a 5000 rpm/min a 4°C. El sobrenadante fue pasado por
cartuchos Sep-Pak C-18 (Waters), previo acondicionamiento (10 mL 100% metanol, 50 mL 100% agua
destilada), y las MCs fueron eluidas en metanol al 80% a un volumen final de 150 mL (Barco y col., 2005).
El extracto metandlico obtenido fue evaporado a 65°C para concentrarlo en un rotavapor y se incorpor6 un
volumen conocido de agua bidestilada. Esto permite eliminar Unicamente el metanol por evaporacion y
contener la MC [D-Leu!]- LR en agua para evitar que el solvente afecte posteriormente en los
microorganismos. De este proceso de obtuvieron 50 mL de extracto de MC [D-Leu']- LR en solucién
acuosa.

Como se mencion6 en el apartado Determinacion de microcistinas, existen diversos métodos para

cuantificar las MCs. A los fines de cuantificar un extracto concentrado proveniente de un cultivo de M.
aeruginosa, que presenta altas concentraciones de MC [D-Leu]- LR (del orden de ppm), fue cuantificado
en un HPLC-UV (A = 238 nm) con arreglo de diodos. El detector UV solo tiene el inconveniente de ser
poco selectivo y sensitivo, por eso, el detector con arreglo de diodos no solo responde a la absorcion UV
sino que también al espectro tipico de las MCs permitiendo distinguir entre espectros relacionados. Su
limite de deteccion es de 1 ppm y el de limite de cuantificacion es de 2 ppm.

El equipo utilizado fue un HPLC-UV (Shimadzu 2010) con una columna C18 Hyperprep HS, 5 pm de poro,
250 mm x10 mm). La columna se equilibré con una mezcla compuesta por 65% de solucion A [agua con
0,05% (v /v) &cido trifluoroacético] y 35% de solucion B [acetonitrilo con &cido trifluoroacético al 0,05%

(v / v)]. La fase movil consistia en un gradiente discontinuo de soluciones A 'y B. El caudal fue de 3,0
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mL.min. Latoxina se identifico en la en base a su espectro UV y tiempo de retencion. Se utilizé un estandar

de MC-LR de Sigma (St Louis, MO, EE.UU.).

Ensayo de remocién de microcistina-LR

Se realizd un ensayo de remocién (Figura 16) por duplicado para identificar los microorganismos con
capacidad de remover MCs. Cada bacteria aislada fue incubada en caldo nutritivo durante 12 horas (over
night) para obtener un cultivo en fase exponencial a una concentracion aproximada de 10° UFC.mL™. El
ensayo de remocion se realizé en tubos de ensayo agregando 9 mL de MSM conteniendo MC [D-Leu?]-
LR a una concentracion final de 200 pg.L? y 1 mL del cultivo de microorganismo crecida con una dilucion
seriada 1/100 en buffer fosfato de modo tal de obtener una concentraciéon de 10° UFC.mL™ como in6culo
inicial. Ademas, se realiz6 un control en idénticas condiciones sin la adicion de microorganismos. Se
tomaron muestras para determinar la concentracién de MC [D-Leu!]- LR totales a los dias 0 y 7 mediante

HPLC/MS Shimadzu LCMS-2020 (ver apartado Determinacion de microcistinas).

Para todos los procedimientos antes mencionados, se utilizd6 medio de cultivo y materiales esterilizados

mediante autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

Dilucién seriada en

S buffer fosfato
‘ 1mL
Placa de
Petri 1
9 mL MSM
‘ suplementado con
MC [D-Leul]- LR

Over night U > Toma de muestra para

en caldo determinar la
nutritivo concentracion de MC [D-
Leu']-LRaldia0y7
32°C, en oscuridad
(7 dias)

Figura 16. Esquema del ensayo de remocién de MC [D-Leu!]- LR a través de microorganismos.
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Los datos de remocion de MCs obtenidos fueron analizados utilizando el programa Systat (Systat Inc.,
version 5.0); el ajuste se realiz6 para cada experimento realizado y recopilado de la literatura con regresion

lineal previa normalizacién de la concentracion de MC-LR (Ecuacion 23).
C
Co

En donde Co es la concentracién inicial de toxina y C a los diferentes tiempos, kmc €s una constante de

remocién de MC-LR y t el tiempo.

Se defini6 el tiempo de remocion medio (trm) como el tiempo necesario para reducir la concentracion de
MC la mitad respecto de su concentracion inicial (Ecuacion 24) asumiendo que la degradacién de MC por
microorganismos sigue una relacion lineal; el trm fue calculado para los microorganismos aislados del rio

de La Plata y para datos bibliogréficos posibilitando, de este modo, la comparacion entre microorganismos.

tm = 22 Ec. 24

" kmc
Donde In2 es el logaritmo natural de 2 y kmc s la pendiente de la curva de remocién de MC obtenida por

regresion lineal.

Identificacion

Se identifico la bacteria con mayor capacidad de remover MC [D-Leu']- LR. Se tom6 la bacteria aislada
corroborando mediante tincién de Gram y observacién microscopica que se trataba de un cultivo puro y se
hizo crecer en caldo triptona soja durante 24 horas a 37+£1°C en oscuridad. Luego, se realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas: oxidasa, prueba de citrato, movilidad, reduccion de nitratos, oxidacion de
glucosa, manitol, xilosa, ONPG, indol, ureasa y Voges Proskauer (Diaz y col., 1995; MacFaddin, 2003;
Koneman y col., 2008).

Posteriormente, la bacteria fue enviada al Laboratorio de Microbiologia de la Comision Nacional de Energia

Atdémica, Partido de San Martin en donde fue purificada y fue aislado el ADN con el kit comercial Invitek®
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y el gen 16S rRNA fue amplificado y secuenciado por Macrogen Korea usando los primers 27F (5 AGA
GTT TGATCM TGG CTC AG 3’) y 1492R (5 TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3°). La secuencia
obtenida fue comparada con las secuencias del National Center for Biotechnology Information (NCBI por
sus siglas en inglés) y se compar6 con las diferentes secuencias de nucle6tido presentes en la base de datos

usando el algortimo BLASTN (Altschul y col., 1997).

Analisis estadistico

Para todos los ensayos, la bondad de ajuste se evalué mediante el coeficiente de determinacion (R?).
Ademas, se aplico el analisis de la varianza (ANOVA) de una via previo ajuste estadistico requerido
(distribucion normal y homogeneidad de la varianza) y el test de comparacion de pares de Tukey con nivel

de significacion de 0,05 y 0,001 empleando el programa Systat (Systat Inc., versién 5.0).

El ajuste de los datos se realizd para cada experimento del disefio factorial por regresion no lineal,
minimizando la suma de los cuadrados de las desviaciones entre los valores experimentales y predichos. Se
realizaron correlaciones lineales (r) entre los pardmetros de las curvas de crecimiento, produccion de clo-a

y MC y los factores estudiados (temperatura, relacién N:P e irradiacion).

Resultados y discusion

Efecto de la temperatura de incubacién sobre la cinética de crecimiento, la produccién de clorofila-

a y de microcistina-LR en un cultivo de M. aeruginosa

Efecto de la temperatura de incubacién en la cinética de crecimiento de M. aeruginosa

Se evaluo el efecto de diferentes temperaturas (26, 28, 30 y 35°C) sobre el nimero de células en un cultivo
de M. aeruginosa que se encontraba en condiciones de irradiacion y nutrientes 6ptimas.

La evaluacion de los recuentos de células en funcidn del tiempo permitié estudiar la cinética de crecimiento
bajo diferentes temperaturas. Pudo observarse que la cinética de crecimiento mostr6 una curva sigmoidea
caracteristica y, durante los experimentos, el nimero de células se incrementd exponencialmente luego de

la fase lag. EI nimero de células iniciales estuvo comprendido entre 9.10°y 1.10° cél.mL™ y alcanzd, al
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finalizar el estudio, niveles de 107cél.mL™. Este rango de valores de recuentos celulares ha sido hallado en
los florecimientos de M. aeruginosa en ambientes naturales (Echenique y col., 2003; Echenique y col.,
2006; Andrinolo y col., 2007; Giannuzzi y col., 2012; Crettaz-Minaglia y Bordet, 2013).

En la Figura 17, se presentan los datos experimentales de los recuentos de M. aeruginosa durante su
crecimiento a las temperaturas 26, 28, 30 y 35°C. Puede observarse que, al aumentar la temperatura, M.
aeruginosa crecen mas rapidamente. En la misma figura se han incluido con lineas llenas la aplicacion del
modelado matemético de Gompertz. También, se han incluido datos de Jahnicheny col. (2011) y Bortoli y
col. (2014) correspondientes al crecimiento de M. aeruginosa, bajo condiciones similares, a 15°C y 25°C,
respectivamente para ampliar el rango de temperaturas de estudio. Se obtuvo un buen ajuste (R?=0,99) entre
los datos experimentales y los predichos (Figura 18).

La Tabla 4 presenta los valores calculados arrojados por el ajuste a la ecuacion de Gompertz (Ecuacién 3)
(a, b, c y m), los valores derivados que corresponden a los parametros cinéticos: velocidad de crecimiento
(W), duracién de la fase de latencia (LPD) y méaxima poblacién (MPD) asi como los valores de R? y RMSE
para cada temperatura estudiada. Puede observarse que los valores de R? variaron entre 0,981 — 0,997 y los
de RMSE fueron menores a 0,085 log (cél.mL™?) lo que indica un buen ajuste entre los datos experimentales
con el modelo propuesto. Se puede observar que los valores de LPD disminuyeron, asi como los
correspondientes a los de i aumentaron al aumentar la temperatura. Es asi que los valores de LPD
disminuyeron 10,8 veces y los de 1 aumentaron 4,8 veces al aumentar la temperatura de 15°C a 35°C.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para los valores de p. La comparacion
de pares de Tukey indico que los valores de p a 15°C fueron significativamente diferentes de los de 28°C
(p=0,029); 30°C (p=0,003) y 35°C (p=0,009). LPD fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) entre 15°C
y las demés temperaturas (p =0,000-0,001) y el valor de LPD a 35°C fue estadisticamente diferente de 25°C
(p=0,002), 26°C (p=0,002), 28°C (p=0,013) y 30°C (p=0,048). No se hallaron diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre los valores de MPD de las 6 temperaturas.
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Figura 17. Modelado del crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo, las lineas sélidas

corresponden al ajuste de los datos experimentales al modelo de Gompertz a @ 26°C, ¥ 28°C, m 30°C

y a 35°C. 4 15°C datos de Jahnichen y col. (2011), O 25°C datos de Bortoli y col. (2014). Las barras

corresponden a la desviacion estandar (SD).

Tabla 4: Parametros de la ecuacion de a, ¢, b, m y parametros cinéticos derivados (u, LPD y MPD)

para el crecimiento de Microcystis aeruginosa en medio de cultivo a 26°C; 28°C; 30°C y 35°C. Se

adicionaron los datos a 15°C de Jahnichen y col. (2011) y a 25°C de Bortoli y col. (2014).

T a b c m p(dD) LPD (d) MPD RZ | RMSE
(°C) (cél.mLY)

15 | 598+0,02 | 1,03+0,04 | 0,14%0,14 | 1572%0,62 | 0,05+0,01° | 8,17+056° | 7,01+0,07* | 0,997 | 0,028
25 | 550£0,06 | 1,49+0,08 | 0,31#¥0,02 | 6,14%¥005 | 0,17+0,02*b | 4,14+017° | 6,99+0,14* | 0,987 | 0,010
26 | 6,36+0,02 | 0,89+0,03 | 0,550,08 | 583%0,22 | 0,18+0,03*P | 4,01x0,12°¢ | 7,25+0,06° | 0,978 | 0,085
28 | 6,29¢0,02 | 1,07+0,04 | 0,53+0,09 | 4,950,03 | 0,20+0,03*P | 3,04+0,11P | 7,33+0,06° | 0,988 | 0,070
30 | 6,22+0,02 | 1,11+0,04 | 0,68+0,13 | 3,92+0,26 | 0,28+0,03° | 2,47+0,42°° | 7,33+0,06° | 0,991 | 0,085
35 |592+0,00 | 1,18+0,10 | 053+0,11 | 2,64+043 | 0,24+0,01° | 0,75+0,04° | 7,10+0,11° | 0,981 | 0,082

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 18. Correlacion entre los datos experimentales y los valores predichos correspondientes a
cél.mL* de M. aeruginosa. Los datos estimados fueron obtenidos de la aplicacion de la Ecuacion 3
para el crecimiento de M. aeruginosa a @ 26°C, V¥ 28°C, B 30°C, a 35°C, ¢ 15°C (datos de Jahnichen

y col., 2011), O 25°C (datos de Bortoli y col., 2014).

Los valores de | obtenidos en el presente trabajo doctoral se correspondieron con los informados por
Gorham (1964) para la temperatura 6ptima de crecimiento (30°C - 35°C). Watanabe y Oishi (1985)
observaron mayores L en M. aeruginosa a mayor temperatura (rango 18-32°C). Lick (2004) inform6 valores
de W entre 0,52 a 0,54 dia™* para M. aeruginosa NIVA - CYA 228/1 en medio O? modificado a 20°C. Por
su parte, Imai y col. (2009) hallaron diferencias significativas en la velocidad de crecimiento de M.
aeruginosa (p<0,05) entre 20°C y 30°C, pero no entre las velocidades de crecimiento a 25°C y 30°C, o entre
30°C y 35°C en medio MA modificado. Estos resultados corresponden a la velocidad especifica de
crecimiento (dia™) entre sucesivos tiempos de muestreo y fueron calculadas aplicando un modelo lineal al

nimero de células (cél.mL™).
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Efecto de la temperatura de crecimiento de M. aeruginosa sobre la velocidad especifica de crecimiento

() v la fase de latencia (LPD)

Ecuacion de Arrhenius

Se evalud la dependencia de los valores de In () en el rango de temperatura estudiado (15-35°C) (Ecuacion
11) mediante un modelo lineal de dos segmentos que convergen en una temperatura critica a
aproximadamente 28°C, encontrandose un buen ajuste entre los datos y los modelos propuestos (Figura
19a). Esta temperatura separa dos dominios lineales 15-28°C y 28-35°C. Las pendientes de estos segmentos
determinan dos energias de activacion Ep y Ep. En el dominio entre 15°28°C, E,;» fue de 83,08+0,9 kJmol
! con R?=0,999; y en el dominio entre 28°C-35°C E, fue de 13,30+0,8 kmol™ con un R?=0,995 (Tabla 5).
En el rango de 28-35°C, la temperatura caracteristica fue de 6,3 veces mas baja que el dominio de
temperatura de 15-28°C con diferencias estadisticamente significativas (p<0,001). Esto indicaria que, en el
dominio de 28-35°C, M. aeruginosa seria menos sensible a los cambios térmicos y, en cambio, en el
dominio de 15-28°C, seria mas sensible por lo que pequefios cambios de temperatura afectan fuertemente

en los valores de p obtenidos.

De igual manera, cuando el logaritmo de los valores de 1/LPD fue graficado en funcion de la reciproca de
la temperatura absoluta dos dominios lineales fueron encontrados (Figura 19b). Las pendientes de estos
segmentos determinan dos energias de activacion Eqieo1) Y E@irpz). En el dominio 15-28°C, Eqepz) fue
de 50,32+0,19 kdmol* con R?=0,989 y en el dominio 28-35°C, el Equppy) fue de 149,91+1,9 kJmol™ con
un R?=0,998 (Ecuacién 13). Lo anterior indica que, en el dominio de temperaturas 15-28°C, la cepa
presenta una menor sensibilidad frente a los cambios térmicos en la LPD y, en el dominio 28-35°C, una

mayor sensibilidad con un nivel de significancia p<0,001 (Tabla 5).
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Figura 19: Gréfico de Arrhenius: a) iy b) 1/LPD para M. aeruginosa en medio de cultivo
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Tabla 5: Aplicacion de ecuacion tipo Arrhenius para evaluar el efecto de la temperatura sobre py

1/LPD.

k; ¥2,37+ 0,05 (dia)*

ko =31,127+0,56 (dia) .

Eqy = 13,30£0,81 (kJ.mol?)

E(u) = 83,08+0,9 (kJ.mol?)

R?=0,995

R?0,999

ki = 58,72+6,22 (dfa)*

k.=-18,0+0,06 (dia)™*

Ewieoy = 149,91+1,9 (kJ.mol?)

E(Lrp)2 50,3210,19(kJ.mol )

R2=0,998

R?= 0,989
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Los valores de energias de activacion de u fueron mayores en el dominio de temperaturas mas bajas y
menores en el dominio de temperaturas mas altas. Por el contrario, los valores de energias de activacion de
LPD fueron menores a temperaturas mas bajas y mayores a temperaturas mas altas. Esto indica que al
evaluar los efectos de la temperatura sobre M. aeruginosa es fundamental tener en cuenta la fase de

crecimiento que se esta evaluando asi como el rango de temperaturas.

Kruger y Eloff (1978) informaron valores de energia de activacion para la velocidad de crecimiento para
diferentes aislamientos de M. aeruginosa. Estos autores informaron valores mayores a temperaturas mas
bajas, coincidiendo con lo hallado en este trabajo, y establecieron una temperatura critica de alrededor de
17,5°C. Bajo similares condiciones de temperatura de crecimiento (24-35°C) e intensidad de irradiacion
(33umol.m2.s1), hallaron rangos similares de energias de activacion. Estos autores hallaron 3 puntos de
cambio de pendiente a 14, 25 y 34°C, a diferencia de este trabajo, en donde fue hallado un solo punto a
28°C. Esto puede deberse a que los autores incluyeron mayor cantidad de temperaturas. Es posible que,
ampliando el rango de temperaturas, se observen otros puntos de cambio de pendiente en el estudio de la
cepa autoctona empleada en esta Tesis Doctoral.

Por otro lado, no hay informacion disponible en la bibliografia sobre la energia de activacion para la fase

de latencia (1/LPD) lo que indica un avance en el conocimiento en la caracterizacién de la cepa.

Los valores de Qo (Ecuacion 14) fueron de 0,29 y 0,71 para los rangos de 15-25°C y 25-35°C,
respectivamente. Diversos autores hallaron valores de rango similar a los informados en la presente Tesis
Doctoral. Kriiger y Eloff (1978) para condiciones similares, hallaron Q10=2,6 y 1,09 para los rangos 14-
25°C y temperaturas mayores a 25°C, respectivamente. Visser y col. (2016) hallaron valores de Q1o para
M. aeruginosa entre 2,21 y 4,63 calculados a partir de los datos de Lirling y col. (2013). Y Mehnert y col.

(2010) estudiaron siete cianobacterias y hall6 valores de Q1o entre 0,87-2,33.

Modelo modificado de Ratkowsky
Se utilizaron los valores de [ a las temperaturas ensayadas (26, 28, 30 y 35°C) y los calculados a 15°C,

25°C y 40°C tomados de Bortoli y col. (2014); Jéhnichen y col. (2011) y Kruger y Eloff (1978),
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respectivamente. La Ecuacion 15 ajustd consistentemente con los datos de p con un R?=0,87 y permiti6
estimar las temperaturas cardinales (Tmin = 8,58 +2,34°C, Tmax= 45,04+ 1,35°C y Topt = 33,39 £0,55°C)
gue caracterizan el crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo (Figura 20a). Las constantes de la
Ecuacién 15 fueron b = 0,0796 +0,2909 y c= 0,0057+0,0432.

Zehnder y Gorham (1960) hallaron que la temperatura éptima de crecimiento para M. aeruginosa fue
28+1°C a 27 umol fotones m2.s; dentro de un rango de 13-43°C; variando levemente respecto a lo hallado
en el presente trabajo. Asimismo, segin Kriger y Eloff (1978), las temperaturas Optimas estuvieron
comprendidas entre 28,8-30,5°C, sin embargo, mencionan que especies de M. aeruginosa aisladas de
ambientes mas calidos toleran mayores temperaturas por estar adaptadas a esas condiciones. Ademas,
observaron que, temperaturas tanto méas bajas y mas altas que las Optimas, se limita el crecimiento de la
cianobacteria. Lirling y col. (2013) hallaron que las temperaturas 6ptimas para dos cepas de M. aeruginosa
fueron entre 30,0-32,5°C. Mas recientemente, Gongalves y col. (2016) determinaron que la temperatura
Optima de una cepa de M. aeruginosa fue de 25,6°C.

Los efectos de la temperatura sobre el crecimiento de M. aeruginosa son diversos e incluyen aquellos que
afectan directamente e indirectamente. Segun Lirling y col. (2013), el efecto mas importante de la
temperatura en las cianobacterias es incrementar la velocidad de crecimiento. Esto les otorgaria ventajas
frente a los escenarios de cambio climético respecto a otros miembros del fitoplancton (Joehnk y col., 2008;
Paerl y Huisman, 2008, 2009) principalmente las diatomeas y dinoflagelados. Como organismos
procariotas, en general, las velocidades de crecimiento son 6ptimas a mayores temperaturas (Butterwick y
col., 2005; Watkinson y col., 2005). Este enfoque es interesante desde el punto de vista del cambio
climatico.

Por otra parte, se obtuvo un buen ajuste entre los valores de LPD y el modelo propuesto; los parametros de
Ecuacién 16 son g= -0,73 +0,27 y p= 33,43+4,56 con R?=0,93. Mediante esta ecuacion y con los valores
de los parametros calculados, es posible predecir el valor de LPD a una temperatura diferente a las que se
realizo el experimento en el rango de temperaturas estudiado (Figura 20b).

No hay informacién disponible en la bibliografia lo que indica otro avance en el conocimiento en la

caracterizacion de la cepa.
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Figura 20: Efecto de la temperatura sobre a) 'y b) LPD para M. aeruginosa en medio de cultivo.

Efectos de la temperatura en la produccidn de clorofila-a

La clo-a, como principal metabolito fotosintético de M. aeruginosa, fue determinada durante el crecimiento
de lacepaa 26, 28, 30 y 35°C (Figura 21). La concentracion inicial de clo-a vari6 entre 1000- 2000 pg-L ™.
Al finalizar el experimento, la concentracion fue entre 5y 10 veces mas alta que la inicial dependiendo de
las condiciones de temperatura (Figure 21).

La Ecuacion 18 se ajust6 adecuadamente a los datos experimentales (Figure 21). La Tabla 6 muestra las
constantes ko halladas, los valores de tdo-2 y los valores de los coeficientes de determinacion (R?). Se hallé

gue los valores de ko eran mayores a medida que la temperatura aumentaba a 35°C, presentando diferencias
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estadisticamente significativas (p <0,05) con las otras temperaturas. Por su parte, el tdco-. decrecié a la

mitad, de 3,66 a 1,88 dias, cuando la temperatura aumentd de 26 a 35°C.

In (C/CO)

tiempo (dias)

Figura 21: Aplicacion de la ecuacion de primer orden a los valores de clo-a durante la incubacion a

diferentes temperaturas a) 26°C, b) 28°C, c¢) 30°C y d) 35°C.

Tabla 6: Parametros obtenidos de la aplicacion de la ecuacién de primer orden a los valores clo-a.

Temperatura (°C) ko (dia)? R? tdcio-a (dia)
26 0,189+0,009¢ | 0,936 | 3,66+0,172
28 0,167+0,013* | 0,808 | 4,15+0,322
30 0,243+0,016* | 0,914 | 2,85+0,18°
35 0,367+0,015° | 0,941 | 1,88+0,07°

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Giannuzzi y col. (2016), hallaron valores similares de clo-a para la misma cepa utilizada en la presente
Tesis Doctoral. Asimismo, se observé también que los valores de clo-a fueron mayores a temperaturas mas
elevadas (de 23 a 29°C). No han podido compararse los valores de clo-a con otros datos presentados en la
bibliografia cientifica por presentar diferencias en su determinacién o forma de expresion de los resultados.
No obstante, existe escasa informacidn en la literatura sobre el estudio de la clo-a en M. aeruginosa y su

interpretacién como parametro fisioldgico.

Ecuacion de Arrhenius

La aplicacion de la ecuacion de Arrhenius (Ecuacion 20) se observa en la Figura 22. El valor de A fue de
6,91 +1,01 y Eo) fue de 16,79 +0,31 kJ.°K*mol* con un coeficiente de correlacién de 0,88. Los parametros
de la ecuacién aplicada permiten predecir los valores ko a otras temperaturas en el rango del estudio. No se
hallé informacion en la literatura cientifica sobre la energia de activacion Eo de clo-a de M. aeruginosa

en medio de cultivo a diferentes temperaturas.
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0,10 T T T T T
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Figure 22: Aplicacién de la ecuacion tipo Arrhenius para evaluar el efecto de la temperatura sobre

ko de clo-a.
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Efectos de la temperatura sobre el valor de Qcio-a

En los ensayos, el valor de Q-2 fue relativamente estable durante los experimentos y estuvo comprendido
entre 0,402-1,152 pg.cél* a 26°C; 0,319-0,625 pg.cél™* a 28°C; 0,321-0,810 pg.cél* a 30°C y 0,887-1,847
pg.célt a 35°C (Figura 23). El Qe Se incrementd aproximadamente el doble cuando la temperatura
aumenté de 26 a 35°C. La relacién entre (Qcio-a)max/(Qclo-a)min para todas las temperaturas estuvo
comprendida entre 1,9-2,8. Estos resultados coinciden con Lyck (2004) que informo valores de Qcio-a €ntre
0,184-1,046 pg.cél* para M. aeruginosa NIVA-CYA 228/1 en cultivos batch a 20°C y una relacién similar
de (Qclo-a)max/(Qcio-a)min de 2,1. Se observa que la temperatura influye en la produccion de clo-a por célula
con diferencias significativas (p>0,05). Al incrementarse la temperatura, cada célula produce mayor

cantidad de clo-a y la produce con mayor velocidad, segun los valores de tdcio-. hallados.

2.0

Cuota clo-a (pg.cél)

00 T T T T
0 5 10 15 20

tiempo (dias)

Figura 23: Evolucion de Qclo-a, durante los experimentos a @ 26°C, ¥ 28°C, m30°C y a 35°C.

Efectos de la temperatura en la produccidn de microcistinas en el cultivo de M. aeruginosa

Los valores iniciales de produccién [D-Leu*] MC-LR variaron entre 100 — 150 pg.L™; correspondientes a
los valores de toxina del inoculo de M. aeruginosa. Al finalizar el experimento (13-20 dias), los valores de

[D-Leu'] MC-LR fueron 950, 500, 365 y 100 pg.L™? a 26°C, 28°C, 30°C y 35°C, respectivamente. En la
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Figura 24, se puede observar un espectro de masa obtenido durante la cuantificacion del componente

principal de [D-Leu'] MC-LR.

Intensity

200000

520

100000 -

+—1038

391
419
454
3551

—|605

8

1
766

(=]
¥
o

1903
959

T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 24. Espectro de masa del componente principal de [D-Leu'] MC-LR (m/z 520) obtenido del
equipo HPLC/MS 2020.

En la Figura 25, se observa la aplicacion de la Ecuacion 19 a los datos experimentales de MC obtenidos a
las 4 temperaturas ensayadas (lineas llenas). Se obtuvo una buena correlacion (R?=0,917-0,987) entre los
datos experimentales y los valores predichos. Los parametros derivados p (coeficiente de produccion de

MCs) y dM (tasa de deplecién) de la Ecuacion 6 se observan en la Tabla 7.

La méaxima produccion de [D-Leu'] MC-LR decrecié 9,5 veces cuando la temperatura se increment6 de
26°C a 35°C. Al aumentar la temperatura, el valor de p decrecié y hubo diferencias significativas (p<0,05)
entre 26°C y las demas temperaturas ensayadas. Asimismo, los valores de dw fueron mayores a 30-35 °C.
Se observaron diferencias estadisticamente diferentes (p<0,05) entre el valor de p a 26°C y las demas

temperaturas. En tanto, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de dw.
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Figura 25: Modelado de la produccién de [D-Leu!] MC-LR en medio de cultivo, las lineas sélidas

corresponden a la aplicacion del modelo a los datos experimentales a 0 26°C, 428°C, @30°C y ll 35°C.

Las barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

Tabla 7: Parametros estimados de la aplicacién del modelo a los datos experimentales, coeficiente de

produccion de [D-Leu'] MC-LR (p) y tasa de reduccion de [D-Leu'] MC-LR (dw)

T (°C) p (fg.cél?) dwm (dia?) R?

26 63,89+3,68? 1,37.10%+6,19x10% 0,987
28 18,24+2,67° 7,96.104+9,30x10% 0,965
30 27,91+8,05° 6,89.102+4,88x10% 0,917
35 31,35+4,80° 1,63.101+2,95%x10%8 0,926

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

Segun algunos estudios, las temperaturas altas y bajas en comparacion con la temperatura 6ptima para la

cepa disminuyen la toxicidad o concentraciones de microcistinas (Cood y Poon, 1988, Gorham, 1964,

Runnegar et al., 1983, Sivonen, 1990, van der Westhuizer y Eloff, 1985 y Rapala et al., 1997). En este
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trabajo, se encontrd que al disminuir la temperatura aumento la concentracién de MCs. Esto coincide con
Gorham (1964), Runnegar y col. (1983), van der Westhuizen y Eloff (1985), Watanabe y Oishi (1985), van
der Westhuizen y col. (1986); Cood y Poon (1988), Sivonen (1990), Rapala y col. (1997), Lehman y col.
(2008); Wang et al. (2010%), Dziallas y Grossart (2011°), Mowe y col. (2015) y Giannuzzi y col. (2016). De
hecho, Runnegar y col. (1983) afirman que la temperatura durante el crecimiento de Microcystis es el
principal factor para determinar la toxicidad. Por su parte, Jiang y col. (2007) mencionan que no observaron
efectos sobre la produccién de MCs. En contraste, estudios ambientales advierten incrementos de MCs en
floraciones al aumentar la temperatura. No obstante, Wicks y Thiel (1990) y Shen y col. (2003) hallaron la
mayor concentracion de toxinas a alrededor de los 27°C. Las diferencias entre los estudios ambientales y
de laboratorios son varias. Una de ellas es que M. aeruginosa es formadora de floraciones cianobacterias,
siendo una especie frecuentemente dominante en periodo estival. Ademas, al formar floraciones
acumulativas superficiales (Visser y col., 2005), es posible que ocurra una concentracion facilitada por los
vientos predominantes. Asimismo, la capacidad de formar grandes colonias en ambientes naturales es
perdida en condiciones de laboratorio, lo que hace gque la metodologia de colecta de muestras varie
ampliamente.

Retomando los analisis previos, se puede considerar que al aumentar la temperatura aumenta la velocidad
de crecimiento (W) y las células se reproducen mas rapidamente, sin embargo, la produccién de toxina
disminuye al aumentar la temperatura en el rango estudiado (25-35°C). Estas observaciones podrian ser
alentadoras en escenarios de cambio climéatico donde es de esperar gque esta cepa produzca menos cantidad
de toxina. No obstante, es posible que se incremente la frecuencia e intensidad de las floraciones de
cianobacterias.

La relacién inversa entre crecimiento y produccion de MCs puede ser interpretada en términos de costos y
beneficios de producir MCs, debido a que su biosintesis ocurre por una compleja via multienzimatica que
consume mucha energia, lo cual implica costos para la célula. Los resultados sugieren que, en condiciones
de crecimiento celular, los beneficios de producir MCs superan los costos, lo que podria explicar el bajo
nivel de produccion de MCs a altas temperaturas (30 y 36°C). Al respecto, Briand y col. (2008) informan
gue, bajo condiciones favorables de crecimiento, el costo de producir MCs prevalece por sobre sus

beneficios y, consecuentemente, la produccion es baja. Esto podria interpretarse a la luz de los resultados
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de este trabajo, debido a que se hall6 que a temperaturas entre 15-28°C la energia de activacion es mayor
que a 28-35°C y se genera una mayor produccién de MCs. Esto significa que M. aeruginosa es mas sensible
a los cambios térmicos a temperaturas relativamente mas baja, por lo que la mayor produccién de MCs
podria ofrecer una ventaja frente a las condiciones ambientales.

Por otra parte, Zilliges y col. (2011) y Meissner y col. (2013, 2014) demostraron gue una gran fraccién de
MCs podria no extraerse con metanol. Asimismo, es posible que bajo determinadas condiciones
ambientales prevalezcan otras MCs o isoformas (Dziallas y Grossart, 2011P). Al respecto, se ha demostrado
que la temperatura tiene efectos sobre las proporciones relativas de tres péptidos toxicos identificados de
una cepa M. aeruginosa (van der Westhuizer y col., 1986) y que las concentraciones relativas de MC-LR,
MC-RR y MC-YR pueden cambiar con el tiempo (Watanabe y col., 1989). De modo similar, Rapala y col.
(1997) han observado cambios en la produccion de variantes de MCs al variar la temperatura en cepas de
Dolichospermum: las variantes -LR se incrementaron a una temperatura superior a 25°C, por el contrario,

las variantes -RR se incrementaron a una temperatura inferior a 25°C.

Efectos de la temperatura sobre el pardmetro Qmc

Los valores de Qwc iniciales variaron entre 73-84 fg.cél™* provenientes del indculo de M. aeruginosa que
contiene toxina (Figura 26a); esto puede deberse a la aclimatacion previa a 26°C (Jahnichen y col., 2008).
Los valores de Qmc maximos se observaron en la fase exponencial a 26 y 28°C (83-80fg.cél?,
respectivamente) y fueron dos a tres veces mayores que los correspondientes en la fase estacionaria tardia
(Figura 26a). A 30 y 35°C, Qmc decreci6 durante el tiempo de incubacion. A 26°C, Qmc fue constante
durante los primeros 15 dias y luego, decrecio. Al finalizar el estudio, los Qwmc fueron similares para 26, 28,
30 y 35°C (20+10fg.cél™) (Figura 26a). Pueden producirse modificaciones sustanciales de los Qmc como
resultado de un agotamiento de las MCs, que se hace evidente en la transicion de crecimiento exponencial
a crecimiento estacionario. Briand y col. (2008) observaron una disminucion en los Quc en la fase de
crecimiento exponencial tardia. EI Quc muestra una tendencia decreciente a medida que la temperatura

aumento, siendo significativamente (p<0,05) mayor en 26°C en comparacion con otras temperaturas.
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Por otro lado, se estudio el pardmetro cuota expresado por clo-a (Quc) que se refiere a la cantidad de MCs
producida por cantidad de clo-a en M. aeruginosa. Se obtiene del cociente entre la produccién de MCs 'y el
valor de clo-a para cada tiempo. El pardmetro Qwc por clo-a (Figura 26b), no presenta diferencias
significativas (p>0,05) en el ensayo. Algunos autores han descripto que las MCs se encuentran 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 Qwmc por clo-a (Figura 26b) encontrada en
este trabajo soporta esta hipotesis y sugiere que la sintesis de MC y/o su funcion puede estar ligada al

proceso fotosintético (Long y col., 2001).
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Figura 26: Evolucion de a) Qmc por célula; b) Qmc por ng de clorofila, durante los experimentos a @

26°C, ¥28°C, m30°Cy a 35°C.
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Efectos de diferentes factores sobre el crecimiento de M. aeruginosa

Efectos de la temperatura, la irradiancia y la relacion N:P sobre la cinética de crecimiento de M. aeruginosa

A continuacién, se desarrollaran los resultados obtenidos de la combinacion de la temperatura, irradiacion
y relacion N:P sobre el crecimiento de M. aeruginosa, en condiciones de laboratorio. Para ello, se analizara

el efecto de la irradiacion y la relacion N:P a cada una de las temperaturas ensayadas (26, 30 y 36°C).

En la Figura 27, se observan los datos experimentales de las curvas de crecimiento a 26°C bajo los
diferentes niveles de irradiacién y relacion N:P. En estas, se observd un crecimiento de tipo sigmoideo
caracteristico y, durante los experimentos, el nimero de células se incrementd exponencialmente luego de
la fase lag. El nimero de células iniciales estuvo comprendido entre 6,6.10°-1,9.10° cél.mL* y alcanzo, al
finalizar el estudio, valores entre 7,4.108-2,6.107cél.mL™. Este rango de valores de recuento ha sido hallado
en los florecimientos de M. aeruginosa en ambientes naturales (Echenique y col., 2003; Echenique y col.,
2006; Andrinolo y col., 2007; Giannuzzi y col., 2012; Crettaz-Minaglia y Bordet, 2013). No se hallaron
diferencias significativas (p=0,307) entre los recuentos celulares a 26°C (ver Tabla Al en Anexos).

Ademas, en la Figura 27, se observa la aplicacion del modelado matematico de Gompertz (lineas llenas)
y, en la Tabla 8, se presentan los parametros cinéticos calculados con la Ecuacién 3. Se obtuvo un buen
ajuste entre los datos experimentales y los predichos con un coeficiente de determinacion R? entre 0,9988-

0,9999 y RMSE entre 0,0210-0,0849 (Figura 30).
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corresponden al ajuste de los datos experimentales al modelo de Gompertz a 26°C, a) 30 umol fotones

78



m=2s?; b) 50 umol fotones m=2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las

barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

Tabla 8. Parametros de la ecuacion de Gompertz a, b, c y m y parametros cinéticos derivados (p,
LPD y MPD) para el crecimiento de M. aeruginosa en condiciones de cultivo a 26°C a 30, 50 y 70

umol fotones m=2.s1;N:P 10; N:P 100; N:P 150. Ademas, se incluyen R? y RMSE.

26°C a b c m p(dh) LPD (d) MPD (cél/mL) R? RMSE
=
2 | nrio 6,2954+0,0080  0,9932+0,0114  0,5423+0,0219  53938+0,0611  0,20+0,0536"  3,55+0,0674% 7,28+0,0194° 09988  0,0816
EN'; NP100 | 6,0956£0,0147  1,3942+0,0183  0,3997+0,0086  3,1483+0,0686  0,21+0,0509°  0,65+0,2630° 7,49+0,0330°  0,9997  0,0299
% NP150 | 6,0500+0,0239  1,3160£0,0264  0,4905+0,0165  2,2239+0,0916  0,24+0,0687° __0,18+0,4002° 7,3740,0503*  0,9993  0,0329
3 NP10 | 57996+0,0112  1,3886+0,0205  0,4663+0,0156  4,4211+0,0547  0,24+0,0680°  2,28+0,3647% 7,19+0,0317°  0,9994  0,0592
EN; NP100 | 58029+0,0129  1,6377+0,0202  0,4537+0,0101  4,4476+0,0619  0,27+0,0633°  2,24+0,3777°  7,44+0,0331° 09994  0,0849
81 NP150 | 5,6719+0,0242  1,6562+0,0306  0,4692+0,0116  3,0070+0,0943  0,29+0,0769°  0,88+0,4292°  7,33+0,0548°  0,9993  0,0545
‘é_ﬁ NP10 | 6,234240,0029  1,1147+0,0039  0,8539+0,0104  3,7068+0,0122  0,35:0,0462°  2,54+0,1627% 7,35+0,0293°  0,9999  0,0400
g‘*; NP100 | 5947300166  1,2689+0,0185  0,8192+0,0342  1,9420+0,0549  0,38+0,0955°  0,72+0,3254°  7,22+0,0351°  0,9988  0,0751
3
R | NP150 | 59568:0,0136  1,0914+0,0176  0,9110+0,0679  1,6564+0,0597  0,36+0,1009°  0,56:0,3400°  7,05:0,0312,  0,9993  0,0210

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

Bajo los tratamientos de irradiacion, hubo diferencias significativas en los pardmetros uy MPD. Los valores
de p variaron entre 0,20-0,35 dia?, observandose un aumento de la velocidad de crecimiento al aumentar
la intensidad de irradiacion con diferencias muy significativas (p=6,03.104); entre 30 y 70 pmol fotones m-
251 (p=5,77.10%) y significativas entre 50 y 70 umol fotones m2.s* (p=0,02). A una irradiacion de 70 umol
fotones m2.s?, se observé un incremento de los valores de | de aproximadamente 2 veces respecto a
irradiaciones de 30 y 50 umol fotones m2.s™*. Este resultado coincide con lo hallado por Watanabe y Qishi
(1985) que observaron un incremento en el p al incrementarse la irradiacion de 7,53 a 75,3 pmol fotones
m2s? Esto indica que la velocidad de crecimiento de M. aeruginosa se encuentra estimulada al
incrementarse la irradiacion a temperaturas relativamente bajas (26°C). Ademas, se hallaron diferencias
significativas en MPD, que vari6 entre 7,05-7,49 cél.mL, entre tratamientos (p=0,014) entre 30 y 70 pumol

fotones m2.s! (p=0,01). A 70 umol fotones m2.s, los valores de MPD fueron mas bajos que a las demas
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irradiaciones. Esto pudo deberse a un proceso de fotoinhibicion debido a que la cepa se encuentra
aclimatada, en condiciones de laboratorio, a una menor irradiacion. Por otra parte, la LPD vari6 entre 0,18-

3,55 dia, no hallandose diferencias estadisticamente significativas (p=0,602).

Watanabe y Oishi (1985) hallaron, a 25°C y 30 umol fotones m2.s%, un valor de p=0,44 dia* siendo mayor
que los hallados en el presente trabajo (0,20-0,24 dias™). Esto puede ser debido a que los autores utilizaron
luz continua y, en este trabajo se utilizaron ciclos de luz-oscuridad 14:10 y aireacion. Mas recientemente,
Lurling y col. (2013) hallaron valores de p=0,67-0,77 dia™ a 25°C y 80 umol fotones m2.s para cepas de
M. aeruginosa. Estos valores son mayores a los hallados en la presente Tesis Doctoral. Las diferencias
pueden haber sido debidas a que los autores midieron el crecimiento a través de la clo-a como indicador de

biomasa y solo en la porcién exponencial de la curva de crecimiento.

Por otro lado, al analizar los efectos de la relacion N:P sobre los pardmetros de crecimiento, y al contrario
de los tratamientos de irradiacion, se hallaron diferencias significativas en LPD. No se observaron
diferencias significativas en u (p=0,538), ni en MPD (p=0,07). Sin embargo, al analizar la fase de latencia,
se observaron diferencias muy significativas entre los diferentes tratamientos (p=1,18.10°), entre NP:10 y
NP:100 (p=2,14.10*) y entre N:P de 10 y N: P: de 150 (p=1,33.10*%). La LPD disminuy6, en promedio, 2
veces al incrementarse la relacion N:P de 10 a 100 y 5 veces al incrementarse la relacion N:P de 10 a 150.
Es posible que, al incrementar la disponibilidad de N en cianobacterias no fijadoras como M. aeruginosa,
la LPD disminuya porque permite adaptarse mas rapidamente al nuevo ambiente. Asimismo, es posible que
en el periodo de aclimatacion de la cepa y dada la capacidad de almacenar granulos de polifosfatos (Harold,
1963, 1964, 1966; Okada y col., 1982); permita no tener dificultades en un nuevo ambiente con deficiencia
de P. Es por ello que, como se afirma en la literatura, en las cianobacterias no fijadoras, el N podria ser el
nutriente limitante (Gerloff, 1952). Watanabe y Oishi (1985) no observaron efectos en la variacién de la
relacion N:P en cultivos de M. aeruginosa a 25°C y 30 umol fotones m2.s. Sin embargo, bajo deficiencia
de N observaron un retardo en el crecimiento al dia 4. De modo similar en esta Tesis Doctoral (Figura 28a,
curva N:P 10), se observa que, a N:P 10, el valor de LPD aumenta casi 20 veces respecto a las curvas bajo

la relacion N:P 100 y 150. Tempranamente, Gerloff y col. (1952) han afirmado que Microcystis tiene un
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requerimiento de N mucho mas alto que de otros elementos, asi como un requerimiento de P muy bajo.
Estos autores han podido obtener las cosechas maximas de cultivo a N:P=75. Por otra parte, Zehnder y
Gorham (1960) realizaron experimentos a 27°C bajo condiciones de irradiancia entre 13,5-54 umol fotones
m2.s? variando diversos medios de cultivo y sus proporciones de macronutrientes como Ny P. En ellos,
observaron que el crecimiento de M. aeruginosa se incrementaba al aumentar los macronutrientes, no
hallando que el balance fuera especialmente critico. En el mencionado trabajo el crecimiento fue medido

como la diferencia entre el cultivo inicial y la cosecha final, determinada en peso seco.

En la Figura 28, se observan los datos experimentales de las curvas de crecimiento a 30°C bajo los
diferentes niveles de irradiacion y relacion N:P. En estas, de modo similar que a 26°C, se observé un
crecimiento de tipo sigmoideo caracteristico y, durante los experimentos, el nimero de células se
incrementé exponencialmente luego de la fase lag. A 30°C, el nimero de células iniciales estuvo
comprendido entre 3,3.10°y 1,4.10° cél.mL? y alcanzd, al finalizar el estudio, niveles de 2,4.107cél.mL™.
Este rango de valores de recuento ha sido hallado en los florecimientos de M. aeruginosa en ambientes
naturales (Echenique y col., 2003; Echenique y col., 2006; Andrinolo y col., 2007; Giannuzzi y col., 2012;

Crettaz-Minaglia y Bordet, 2013).
Se observaron diferencias significativas entre los recuentos (p=1,97.10%). Bajo las condiciones de

irradiacion 30 pmol fotones m2.sy N:P 10 se observaron los mayores recuentos celulares tanto iniciales

como finales (ver Tabla A4 en Anexos).
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Figura 28. Modelado del crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo, las lineas solidas

corresponden al ajuste de los datos experimentales al modelo de Gompertz a 30°C, a) 30 umol fotones
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m=2s?; b) 50 umol fotones m=2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las

barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

En la Figura 28, también puede observarse la aplicacion del modelado matematico de Gompertz (lineas
llenas) y, en la Tabla 9, se presentan los parametros cinéticos de u, LPD y MPR para M. aeruginosa
creciendo en diferentes condiciones de irradiancia, NP y a 30°C calculados con la Ecuacion 3. Se obtuvo
un buen ajuste entre los datos experimentales y los predichos con un coeficiente de determinacién R? 0,9962

—0,9996 y RMSE entre 0,0180-0,1339 (Tabla 9, Figura 30).

Tabla 9: Pardmetros de la ecuacion de a, ¢, b, m y parametros cinéticos derivados (n, LPD y MPD)
para el crecimiento de M. aeruginosa en condiciones de cultivo a 30°C a 30, 50 y 70 umol fotones m-

251 N:P 10; N:P 100; N:P 150.

30°C a b c M p(d? LPD (d) (c'(;/II/'anDL) R2  RMSE
=
;‘%H NP10 | 6,0833:0,0323  1,3110:0,0323  0,4619+0,0222  3,1014:0,1361  0,22+0,0768°  0,94+0,2669°  7,39+0,0585*  0,9980  0,0328
g”; NP100 | 55016+0,0320  1,2460+0,0370  0,6645:0,0570  2,1845:0,1003  0,30+0,1209°  0,68+0,4570°  6,75:0,0692*¢ 09962  0,0731
%1 NP150 | 54943+0,0387  1,2450+0,0504  0,4842+0,0465  3,0079+0,1819  0,22+0,1065°  0,04+0,6166°  6,74+0,0891° 0,968  0,0255
=
;‘%H NP10 | 54953:0,0281  1,2250:0,0312  1,0116+0,0774  2,0363+0,0623  0,46+0,1440°  1,04+0,2555°  672+0,0593° 09976  0,1339
g”; NP100 | 54443:0,0270  1,1396:0,02904  0,9492+0,0678  1,8083+0,0768  0,40%0,1185°  0,75:0,3773*  6,58+0,0564°¢  0,9980  0,0899
81 NP150 | 54516+0,0362  1,1708+0,0396  0,9899+0,0788  15513+0,0747  0,430,1461°  0,54+0,3774°  6,62+0,0758°  0,0973  0,0199
=
;g_ﬂ NP10 | 59486:0,0311  1,2393:0,0336  0,0454+0,0243  2,1530+0,1000  0,430,0800°  1,09+0,4367°  7,19+0,0647%  0,9995  0,0180
g“-; NP100 | 59599+0,0114  1,0980+0,0123  1,0802+0,0200  1,2723+0,0286  0,44+0,0817°  0,35:0,2312*  7,06+0,0237*¢  0,9996  0,0670
5 NP150 | 50418+0,0218  1,1915+0,0365  0,8751+0,0164  2,0556+0,1579  0,38+0,0607°  0,01+0,6120°  7,13+0,0583°  0,0988  0,0552

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

Bajo los tratamientos de irradiacion, hubo diferencias en los parametros u y MPD. Se observaron
diferencias muy significativas en los valores de u (p=8,41.10), que variaron entre 0,22-0,46 dia, entre 30
y 50 pumol fotones m2.s? (p=1,82.103) yentre 30 y 70 umol fotones m2.s? (p=3,58.10%). Los menores
valores de p ocurrieron a 30 umol fotones m2.s. Watanabe y Oishi (1985) hallaron un valor de p=0,59
dia? bajo las condiciones de 32°C y 30 umol fotones m2.s?, siendo mayor que la hallada en la presente

Tesis Doctoral. Esto puede ser debido a que los autores utilizaron luz continua y, en este trabajo se utilizaron
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ciclos de luz-oscuridad 14:10 y aireacion. Lirling y col. (2013) encontraron un valor de p=0,94 dia*a 30°C
y 80 umol fotones m2.s%, también mayor al encontrado en la presente Tesis Doctoral. Los autores midieron
el crecimiento a través de la clo-a como indicador de biomasa y s6lo en la porcion exponencial de la curva

de crecimiento.

Asimismo, se hallaron diferencias muy significativas en los valores de MPD, que variaron entre 6,58-7,39
cél.mL™?, entre tratamientos (p=1,06.10): entre 30 y 50 umol fotones m2.s* (p=6,67.10) yentre 50 y 70
umol fotones m2.s? (p=2,03.10#). A 50 umol fotones m=2.s* de irradiacion, los valores de MDP fueron los
menores.

Por otra parte, los valores de LPD no tuvieron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,927 y
p=0,129 respectivamente). En general, los valores fueron bajos en relacion a 26°C, menores a 1 dia,
aproximadamente.

Respecto a la relacién N:P, a 30°C, no hubo diferencias significativas entre tratamientos en p (p=0,831) y
LPD (p=0,127). S6lo en los valores de MPD se hallaron diferencias significativas entre tratamientos
(p=0,04): entre N:P de 10 y 100 (p=0,04). Bajo la relacion N:P 10, los valores de MDP fueron mayores que
a N:P100. Oh y col. (2000) realizaron estudios a 28°C con irradiacién continua a 160 pmol fotones m2.s
bajo condiciones de deficiencia de P encontrando valores de p comprendidos entre 0,1-0,8 dia™. En este
trabajo, el incremento de Y estuvo acompafiado del incremento de P en condiciones limitantes de este
nutriente y la relacion atémica N:P vari6 de 24 a 15 con un aumento de los valores de p. En la presente
Tesis Doctoral, esta relacion no fue hallada y el p estuvo principalmente influenciado por la irradiacion; sin
embargo, los autores mencionados utilizaron un nivel de irradiacion mas alto que los ensayados y

presentados en este apartado.

En la Figura 29, se observan los datos experimentales de las curvas de crecimiento a 36°C bajo los
diferentes niveles de irradiacion y relacién N:P. En estas, se observo un crecimiento de tipo sigmoideo
caracteristico y, durante los experimentos, el nimero de células se incrementd exponencialmente luego de
la fase lag. A 36°C, el nimero de células iniciales estuvo comprendido entre 2,1.10%-2,6.10° cél.mL? y

alcanzd, al finalizar el estudio, niveles entre 1,0.106-3,2.108 cél.mL. Este rango de valores de recuento ha
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sido hallado en los florecimientos de M. aeruginosa en ambientes naturales (Echenique y col., 2003;

Echenique y col., 2006; Andrinolo y col., 2007; Giannuzzi y col., 2012; Crettaz-Minaglia y Bordet, 2013).

No se hallaron diferencias significativas (p=0,114) entre los recuentos celulares a 36°C bajo las diferentes

intensidades de irradiacion y relacion N:P (ver Tabla A7 en Anexos).
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Figura 29. Modelado del crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo, las lineas solidas

corresponden al ajuste de los datos experimentales al modelo de Gompertz a 36°C, a) 30 umol fotones

86



m=2s?; b) 50 umol fotones m=2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las

barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

En la Figura 29, también se observa la aplicacién del modelado matematico de Gompertz (lineas llenas) v,
en la Tabla 10, se presentan los parametros cinéticos calculados con la Ecuacién 3. Se obtuvo un buen
ajuste entre los datos experimentales y los predichos con un coeficiente de determinacion R? entre 0,9981-

0,9998 y RMSE entre 0,0255-0,5764 (Tabla 10, Figura 30).

Tabla 10: Parametros de la ecuacion de Gompertz a, ¢, b, m y parametros cinéticos derivados (u,
LPD y MPD) para el crecimiento de M. aeruginosa en condiciones de cultivo a 36°C a 30, 50 y 70

umol fotones m=2.s; N:P 10; N:P 100; N:P 150.

MPD
36°C a b c M p(dY LPD (d) (cél/mL) R? RMSE
=
;‘%ﬁ NP10 | 53896x0,0330  1,0520:0,0407  0,4984+0,0440  2,559840,1857  0,19+0,0371°  1,28+0,6023*  644%0,0737* 09981  0,0545
EN; NP100 | 53266£0,0401  1,0869:0,0422  0,4474+0,0237  2,015740,1835  0,18+0,0702°  0,90:0,5494*  641%0,0823° 09983  0,0704
F«’:; NP150 | 53953:0,0193  1,0693:0,0213  0,4783+0,0197  2,6159£0,1025  0,19+0,0609°  125:0,4343"  646+0,0406° 09989 05764
gﬂ NP10 | 53231%0,0085  1,1418:0,0097  0,4734+0,0084  3,318740,0440  0,20:0,0419°  121#0,2913*  64620,0182* 09998  0,0576
g“'; NP100 | 53198%0,0287  1,1493:0,0340  0,4954+0,0312  3,0729#0,1316  0,21#0,0819°  1,05:0,5086*  6,330,0627* 09992  0,0276
3
E NP150 | 5278240,0294  12137+0,0294  0,3859+0,0181  3,370240,1178  0,17+0,0648°  078+0,4892°  650+0,0522° 0,992  0,0298
;‘%ﬂ NP10 | 5383740,0132  0,8208+0,0148  1,0150+0,0517  1,4043:0,0486  0,31+0,0836°  042+0,3069"  6,20+0,0280° 0,990  0,0258
EN; NP100 | 53804%0,0096  0,7534:0,0107  0,9259+0,0339  1,3674%0,0425  0,26+0,0566°  0,29+1,0995>  6,13+0,0208° 09993  0,0255
§ NP150 | 5,3860£0,0207  0,8860+0,0232  0,9597+0,0647  1,552140,0673  0,31+0,0945°  0,51+0,3501Y  6,27+0,0439" 09986  0,0711

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

Al variar las intensidades de irradiacion, se observaron diferencias en todos los parametros que describen
las curvas de crecimiento. Se observaron diferencias muy significativas en y, que vario entre 0,17-0,31 dia
! entre tratamientos (p=1,68.10%). A 70 umol fotones m2.s* el 4 fue mas altos que a los demés tratamientos
con valores de p que variaron entre 1,22.102-5,97.10°3. Lirling y col. (2013) encontraron un valor de p=0,7-
1,01 dia* a 35°C y 80 umol fotones m2.s, también mayor al encontrado en la presente Tesis Doctoral. Las
diferencias en los resultados pueden haber sido debidas a que los autores midieron el crecimiento a través

de la clo-a como indicador de biomasa y sélo en la porcion exponencial de la curva de crecimiento. Kriiger
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y Eloff (1978) mencionan en su trabajo que M. aeruginosa puede crecer a altas temperaturas y bajas

irradiancias tal como lo hallado en esta Tesis Doctoral.

También, se observaron diferencias muy significativas en LPD, que varié entre 0,29-1,28 dia entre
tratamientos (p=1,70.103). A 70 umol fotones m2.s? la LPD fue entre 2 y 3 veces mas bajos que a los
demas tratamientos con valores de p que variaron entre 1,233-0,01. Respecto a los valores de MDP, que
variaron entre 6,50-6,13 cél.mL™, se hallaron diferencias muy significativas entre tratamientos (p=4,70.10
%): entre 30 y 70 pmol fotones m2.s* (p=2,69.10) y entre 50 y 70 umol fotones m2.s* (p=3,41.10%). A 70
umol fotones m2.s%, los MPD fueron los mas bajos (6,13-6,27 cél.mL™) que a las demas intensidades de

irradiacion (6,33-6,50 cél.mL™).

Respecto a la relacion N:P, a diferencia de los tratamientos de irradiacién a 36°C, no se hallaron diferencias
significativas en ninguno de los pardmetros de crecimiento de M. aeruginosa (4 p=0,907; LPD p=0,665 y

MPD p=0,09).
Tal como se mencion6 antes, la aplicacion del modelo matematico de Gompertz a los datos experimentales

presento un buen ajuste (R?=0,99). Esto se visualiza en la Figura 30 donde se han incluido la totalidad de

datos experimentales y los predichos por el modelo observandose una correlacion muy buena.
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Figura 30. Correlacion entre los datos experimentales y los predichos correspondientes a cél.mL™ de
M. aeruginosa. Los datos estimados fueron obtenidos de la aplicacion de la Ecuacion 3 para el

crecimiento de M. aeruginosa a e 26°C, x 30°C; ¢ 36°C.

Retomando los resultados anteriores, se observd que, a todas las temperaturas ensayadas, la intensidad de
la irradiacion influy6 en los valores de la velocidad de crecimiento de M. aeruginosa. A mayor irradiacién
fue mayor la velocidad de crecimiento observandose este patron de modo mas significativo a 26 y 30°C.
Esto pudo haber sido debido a que el aumento de la irradiacion, en un rango de baja irradiacion, estimula
el proceso de fotosintesis, aunque en un rango de alta irradiacion, el efecto no seria tan importante
(Contreras-Flores y col., 2003). En este sentido, Jiang y col. (2007) encontraron que entre 60-300 umolE
m2s la irradiacién estimula el crecimiento de M. aeruginosa y a mayores intensidades, es inhibido. Deblois
y Juneau (2010) hallaron que, a baja intensidad de irradiacion (<136 pumol fotones ms™), el crecimiento
de M. aeruginosa fue limitado por este factor y a altas intensidades (272-820 umol fotones m?s), no hubo
efectos significativos en el crecimiento. En el trabajo realizado por Yang y col. (2012), que estudiaron el
crecimiento de M. aeruginosa a 25 y 30°C a 35y 80 pumol fotones m2.s* (ciclo 12:12 horas), observaron

que los efectos de la temperatura dependian de la irradiacion.
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Por otra parte, la fase de latencia estuvo influenciada por las relaciones N:P. Se observo que a 26°C el
exceso de N disponible permite disminuir el valor de LPD, sin embargo, a temperaturas mas altas no se
observé este efecto y el valor de LPD, fue de 1 dia aproximadamente. Esto indicaria que la temperatura
mas alta permite disminuir el valor de LPD independientemente de la relacién N:P. Yang y col. (2012)
mencionan que tanto el N como la irradiacion influyen en la produccion de polisacéaridos y que el
crecimiento de M. aeruginosa fue inhibido en condiciones de baja concentracién de N, en base a
experimentos con concentraciones de 0,26; 2,55 y 25,47 mg.L™. En los trabajos de Brookes y Ganf (2001)
y Yang y col. (2012), observaron que bajo condiciones de alta concentracion de nitrogeno; la intensidad
luminosa més alta parece mejorar el crecimiento de M. aeruginosa, independientemente de la temperatura.
En la presente Tesis Doctoral, se observaron pequefios aumentos de las velocidades de crecimiento bajo

condiciones de exceso de N, aunque no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Respecto a los valores de MPD, se observé un efecto negativo de la intensidad de irradiacion que puede ser
debida a las condiciones previas de aclimatacion de la cepa al laboratorio que se realiza a baja intensidad
de irradiacion. Segun afirma Jiang y col. (2012), la mayoria de las cianobacterias (especialmente cepas de
laboratorio) prefieren una baja irradiacion y son extremadamente susceptibles a la fotoinhibicién. Ademas,
es posible que la densidad celular y la no conformacion de colonias tipicas genere poco autosombreado y
proteccidn entre las células generando efectos nocivos de las altas irradiaciones. Este proceso depende de
la intensidad de la luz incidente, el tiempo de exposicién y la longitud de onda (Walsh y col., 1997).
Ademas, la MPD disminuyé al aumentar la temperatura; particularmente, esto fue observado a 36°C. Como
mencionan Jiang y col. (2012), existe un complejo sinérgico entre los factores que influye en el crecimiento
de M. aeruginosa. Segun, Robarts y Zohary (1987), la tasa de fotosintesis, la tasa de respiracion especifica
y la tasa de crecimiento serian independientes de la temperatura en los cultivos de luz limitada, mientras
que en los cultivos de Microcystis con luz saturada, estos parametros dependerian de la temperatura. Esto
indicaria que el crecimiento de Microcystis esta limitado por las bajas temperaturas con mayor severidad

gue en los otros géneros de cianobacterias que forman la floracion (Sejnohova, 2008).
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Efectos de la temperatura, la irradiancia y la relacion N:P sobre la produccion de clorofila-a

EnlaFigura 31, se observa la variacién de los datos experimentales de clo-a bajo los diferentes tratamientos
de irradiacion y relacion N:P a una temperatura constante de 26°C. Al comenzar los experimentos a 26°C,
la clo-a estuvo comprendida entre 948,2-1928,0 ug.L? vy, al finalizar, alcanzé valores entre 9851- 22335

ug.L?, incrementandose la concentracion inicial entre 7'y 22 veces (Figura 31).
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Figura 31. Variacion de los niveles de clo-a durante la incubacién a 26°C. a) 30 umol fotones m2.s%;

b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las barras

corresponden a la desviacién estandar (SD).
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En la Figura 31, se observa, ademas, la aplicacion del modelo lineal (Ecuacion 18) que se ajusto
adecuadamente a los datos experimentales (lineas llenas) con coeficientes de determinacion R? entre
0,9107-0,9885. Ademaés, la Tabla 11 muestra las constantes ko halladas, el tiempo para duplicar la

concentracion de clo-a inicial y los valores de los coeficientes de correlacion (R?).

Tabla 11: Parametros obtenidos de la aplicacion de la ecuacién de pseudo-primer orden de cinética

de clo-a a los datos experimentales.

26°C ko (d) R? tdoio-a (d)
g | NP0 0,200,072 099  341+0,05°
5 2 | NP100 0,230,08° 094  2,90+0,05°
g | NP150 0,21+0,09° 096  3,35+0,06°
g | NP10 0,16+0,09* 091  4,48+0,06"
2% | NP00 0,1520,06° 091 4,680,040
= | npiso 0,1420,09° 096  4,86x0,06"
g | NP10 0,210,042 095  3,37+0,03°
5 :3; NP100 0,14+0,08° 093  4,89+0,05"
s | NP150 0,150,072 093  4,76£0,05

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

No se hallaron diferencias significativas (p=0,0694) entre las concentraciones de clo-a (ver Tabla A2 en
Anexos) entre los tratamientos a 26°C. Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los ko entre

tratamientos de irradiacion (p=0,12) ni entre tratamientos de N:P (p=0,79).

Por otra parte, se hallaron diferencias muy significativas entre los valores de tdco-a entre tratamientos de
irradiacion (p=5,49.107") entre 30-50 pumol fotones m2.s? (p=1,29.10) y entre 30-70 pumol fotones m2.s*
(p=1,58.10"). Los mayores valores de tdci-a fueron a 50 y 70 pmol fotones m2.s?, aproximadamente 2
veces mayores que a 30 umol fotones m2.s respectivamente. Esto pudo deberse al efecto que ejercen las
mayores irradiaciones sobre la sintesis de clo-a ya que la cepa de laboratorio se encuentra aclimatada a
bajos valores de irradiacion por lo que los altos valores pueden afectar la produccion de este metabolito.

En el caso del tratamiento a irradiacion de 70 pumol fotones m2.s?, el valor de tdcie-- mas elevado puede
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vincularse al descenso de la MPD a irradiancias elevadas, es decir que el tdcio-. puede estar vinculado a un
descenso del recuento de células. Sin embargo, la clo-a es un metabolito vinculado no solo a la biomasa
sino al estado fisiologico de la cianobacteria por lo que, ademas del descenso de la poblacion, puede existir

un efecto sobre la misma produccion de clo-a.

Respecto a la comparacion de los valores de tdcio-a entre los niveles de relacion N:P a 26°C, no se hallaron

diferencias significativas (p=0,221).

En laFigura 32, se observa la variacion de los datos experimentales de clo-a bajo los diferentes tratamientos
de irradiacion y relacion N:P a una temperatura constante de 30°C. Al comenzar los experimentos a 30°C,
la clo-a estuvo comprendida entre 695-1470 pg.L y al finalizar, alcanzé valores entre 4688-19122 pg.L™,

incrementandose la concentracion inicial entre 8 y 13 veces (Figura 32).
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Figura 32. Variacion de los niveles de clo-a durante la incubacién a 30°C. a) 30 umol fotones m2.s%;

b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las barras

corresponden a la desviacién estandar (SD).
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En la Figura 32, ademés, se observa la aplicacion del modelo lineal (Ecuacion 18) que ajusto
adecuadamente a los datos experimentales (lineas llenas) con coeficientes de determinacion R? entre
0,9051-0,9546. La Tabla 12 muestra las constantes ko halladas, el tiempo para duplicar la concentracion de

clo-a inicial (tdcio-a) Y los valores de los coeficientes de correlacion (R?).

Tabla 12: Parametros obtenidos de la aplicacion de la ecuacidn de pseudo-primer orden de cinética

de clo-a a los datos experimentales.

30°C ko (d%) R? tdlcio-a (d)

NP10 0,2390£0,09° 09345  2,900+0,06°
NP100 | 0,2041+0,08° 09377  3,396:0,05?
NP150 | 0,1790£0,09°  0,9546  3,872+0,06?
NP10 0,1537£0,09° 09266  4,510+0,06
Np10o | 01506£009% 9330  4,603+0,06
npiso | O14850.08%  g9051  4668+0,05°
NP10 01639£007° 09306  4,229+0,05
NP100 | 0,19410,07° 09457  3,571+0,05"
NP150 | 0,1374%0,08° 00471  5,0450,05"

2g1

2g1

2g1

70 pmol foton m™ 50 pmol foton m™ | 30 pmol foton m-

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

No se hallaron diferencias significativas (p=0,055) entre las concentraciones de clo-a (ver Tabla A5 en
Anexos) entre los tratamientos a 30°C. Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los ko entre

tratamientos de irradiacion (p=0,274) ni entre tratamientos de N:P (p=0,658).

Por otra parte y de modo similar que a 26°C, se hallaron diferencias muy significativas entre 10s tdc-a entre
tratamientos de irradiacion (p=1,84.10°) entre 30-50 pumol fotones m2.s? (p=1,43.10*) y entre 30-70 pmol
fotones m2.st (p=8,75.10*). Los mayores valores de tdo-» ocurrieron a 50 y 70 pmol fotones m2.s2, siendo
aproximadamente 2 veces mayores que a 30 umol fotones m2.s. Esto pudo deberse, al igual que a 26°C,
a un efecto de las altas intensidades de irradiacion a la cepa debido a que se encuentra aclimatada a
condiciones de laboratorio de baja irradiacion. Respecto a la comparacion de 10s tdco-a entre tratamientos

N:P, no se hallaron diferencias significativas (p=0,05). Raps y col. (1983) observaron que, en medio BG11
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a 29°C y en un rango de irradiacion de 20-565 pmol fotones m?2.s?, la produccion de clo-a disminuia al
incrementarse la intensidad de irradiacion. Similares resultados fueron observados en Myers y Kratz (1955)

y Vierling y Alberte (1980) asi como en la presente Tesis Doctoral.

En laFigura 33, se observa la variacion de los datos experimentales de clo-a bajo los diferentes tratamientos
de irradiacion y relacion N:P a una temperatura constante de 36°C. Al comenzar los experimentos a 36°C,
la clo-a estuvo comprendida entre 888-1802 pug.L™ y al finalizar, alcanz6 valores entre 3366-14855 pg.L™,

incrementandose la concentracion inicial entre 4 y 15 veces (Figura 33).
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Figura 33. Variacion de los niveles de clo-a durante la incubacién a 36°C. a) 30 umol fotones m2.s%;

b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 umol fotones m2.st;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150. Las barras

corresponden a la desviacién estandar (SD).
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En la Figura 33, también se muestra la aplicacion del modelo lineal (Ecuacion 18) que ajusto
adecuadamente a los datos experimentales (lineas llenas) con coeficientes de determinacién R? entre 0,929-
0,999. La Tabla 13 muestra las constantes ko halladas, el tiempo para duplicar la concentracién de clo-a

inicial (tdeo-a) y los valores de los coeficientes de correlacion (R?).

Tabla 13: Parametros obtenidos de la aplicacion de la ecuacidn de pseudo-primer orden de cinética

de clo-a a los datos experimentales.

36°C ko R? tdcio-a (d)

NP10 0,1455+0,10*  0,9290 4,764+0,072
NP100 0,1119+0,09*  0,9459 6,194+0,06%
NP150 0,1085+0,08*  0,9887 6,388+0,05%
NP10 0,1585+0,09*  0,9662 4,373+0,06°
NP100 0,1933+0,10*  0,9799 3,586+0,072
NP150 0,1118+0,08*  0,9896 6,200+0,05%
NP10 0,2537+0,09*  0,9628 2,732+0,06°
NP100 0,1459+0,08*  0,9989 4,751+0,05°
NP150 0,2153+0,10*  0,9836 3,219+0,07°

2.5-1

2.5-

m2s?t

70 pmol foton 50 pmol foton m™| 30 pmol foton m-
1

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

No se hallaron diferencias significativas (p=0,105) entre las concentraciones de clo-a (ver Tabla A8 en
Anexos) entre los tratamientos a 36°C. Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los ko entre

tratamientos de irradiacion (p=0,135) ni entre tratamientos de N:P (p=0,575).

Por otro lado, se hallaron diferencias significativas entre los tdco-a entre tratamientos de irradiacion
(p=6,92.10%) entre 30-70 pumol fotones m2.s* (p=1,32.10*) y entre 50-70 umol fotones m2.s?* (p=1,21.10"
%). Los mayores valores de tdcio-a ocurrieron a 30 y 50 umol fotones m=2.s?, siendo entre aproximadamente
2 veces mayores que a 70 umol fotones m2.s™. Los valores de tdcio-» mas bajos a alta irradiacion coincidieron
con las velocidades de crecimiento (i) més altas de las células a 36°C asi como con los valores de LPD y

de MPD mas bajos. Bajo este tratamiento pudo haber ocurrido un rdpido crecimiento conjuntamente con
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una rapida produccion de clo-a y una posterior fotoinhibicion. Respecto a la comparacion de los valores de

tdcio-a entre los diferentes tratamientos N:P, no se hallaron diferencias significativas (p=0,06) entre ellos.

Efectos de la temperatura, la irradiancia y la relacion N:P sobre los valores de Qco-a

El parametro cuota (Qcio-a) Se refiere a la cantidad de clo-a que produce cada célula de M. aeruginosa. Se
obtiene del cociente entre la cantidad de clo-a y el nimero de células. Este pardmetro permite evaluar las
consecuencias de las variaciones de temperatura sobre la produccién de clo-a de cada célula, pudiéndose

interpretar como una respuesta de tipo fisiologica a las condiciones del medio.

Respecto a los valores de Qcio-a por célula bajo los diferentes niveles de irradiacion y relacion N:P a una
temperatura constante de 26°C, los valores iniciales estuvieron comprendidos entre 0,55-2,92 pg.cél!y los
finales, entre 0,68-0,07 pg.cél? (Figura 34). En la Figura 34, puede observarse que las curvas de
crecimiento y el calculo de Qcio-a Variaron entre 9 y 20 dias cuyas diferencias son atribuidas a las condiciones
del ensayo.

Se hallaron diferencias muy significativas en los valores de Qco-a €ntre tratamientos de irradiacion
(p=9,12.10%): entre 30-50 pumol fotones m2.s (p=1,19.10*) y entre 50-70 pmol fotones m2.s* (p=1,19.10"
4); siendo los valores de Qio-a @ 50 pumol fotones m=2.s* los mas altos (0,50-3,00 pg.cél?). En este nivel de
irradiacion, los valores iniciales de Qcio-a fueron los mas elevados y fueron disminuyendo al final de la curva
de crecimiento hasta 5 veces, aproximadamente (de 5,00 a 3,00 pg.cél™?). A 30 umol fotones m2.s, si bien
los Quio-a iniciales fueron elevados, en general se incrementaron en la fase exponencial tardia, mas
notoriamente a N:P de 10 (1,0 a 1,5 pg.cél™?).

A 70 pumol fotones m2.s%, los Qupo-a iniciales también fueron elevados y para las relaciones N:P10 y N:P150
los Qcio-a fueron disminuyendo y alcanzaron los valores mas bajos (0,07 y 0,31 pg.cél?, respectivamente).
A niveles de N:P 100, los valores de Qco-aaumentaron hacia la fase exponencial tardia. En todas las curvas
de crecimiento a 26°C es posible que los valores elevados de Qcio-a iniciales se deban a la fase previa de
aclimatacion de los cultivos. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en los valores de

Qclo-a €Ntre tratamientos de N:P (p=0,8763).
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Figura 34: Evolucién de Qcie-a por célula a 26°C. a) 30 umol fotones m2.s*; b) 50 umol fotones m2.s

1. ¢) 70 umol fotones m2.s;@ N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150.

101



Los valores de cuotas de Qcio-a por célula bajo los diferentes niveles de irradiacion y relacién N:P a una
temperatura constante de 30°C tuvieron valores iniciales entre 0,66-4,48 pg.cél* y finales entre 0,42-3,13
pg.cél?! (Figura 35). En la Figura 35, puede observarse que las curvas de crecimiento y el calculo de Q-
a variaron entre 7 y 16 dias cuyas diferencias son atribuidas a las condiciones del ensayo.

Se hallaron diferencias muy significativas entre los valores de Q-2 €ntre tratamientos de irradiacion
(p=1,77.10%): entre 30-70 umol fotones m2.s? (p=2,89.10*) y entre 50-70 pmol fotones m2.s?* (p=7,47.10°
#); siendo los valores de Qcio-aa 30 y 50 pumol fotones m2.s* los mas altos (entre 2,00 y 4,00 pg.cél™?) (Figura
35a, 35b). En estos niveles de irradiacion, los valores iniciales fueron los mas elevados y fueron
disminuyendo al final de la curva de crecimiento hasta 2 veces, aproximadamente. A 30 umol fotones m-
251y N:P 10, los Qcio-a fueron relativamente bajos como a irradiacion 70 pmol fotones m2.s%; en cambio,
a 30 umol fotones m2.sty relacion N:P100 y 150 se observaron valores entre 3 y 6 veces mayores que a
N:P 10. A 30 umol fotones m2.s? y relacion NP:100, se observé una disminucion inicial de Qgoay UN
incremento hacia la fase exponencial tardia; en cambio para N:P150 hubo un incremento en la fase de
latencia y en la exponencial inicial. A 50 pmol fotones m2.s? (Figura 35b), los Qcio-a disminuyeron en la
fase de latencia y se incrementaron en la fase exponencial con valores similares para todas las relaciones
N:P. Finalmente para 70 umol fotones m2.s* (Figura 35c), los Qcio-a fueron relativamente bajos aumentan
en la fase exponencial y disminuyeron hacia la fase estacionaria. Del mismo modo que en lo hallado en las
curvas a 26°C, a 30°C también es posible que los valores elevados de Qci-a iniciales se deban a la fase
previa de aclimatacion de los cultivos. Raps y col. (1983) observaron un valor de cuota maximo (1,30
mol.10%%) bajo irradiacion de 40 umol fotones m2.s, por encima y por debajo de esta irradiacion, el Qgio-a
disminuy6. Segin Raps y col. (1983), M. aeruginosa responde a baja irradiacién aumentando la eficiencia
del uso de la luz. En la presente Tesis Doctoral, se hallaron similares resultados, observandose una

disminucion de Q- a alta intensidad de irradiacion (70 umol fotones m2.s?).

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en los valores de Qcio-a ntre tratamientos de N:P

(p=0,878) .
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Figura 35: Evolucién de Qcie-a por célula a 30°C. a) 30 umol fotones m=2.s?; b) 50 umol fotones m2.s

1-¢) 70 pmol fotones m2.s1;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150.
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Los valores de Qcio-a por célula, bajo los diferentes niveles de irradiacion y relacion N:P a una temperatura
constante de 36°C, presentaron niveles iniciales entre 1,8471-5,000 pg.cél* y finales entre 0,22-5,79 pg.cél
1 (Figura 36). En la Figura 36, puede observarse que las curvas de crecimiento y el calculo de Qcio-a Variaron
entre 9 y 20 dias cuyas diferencias son atribuidas a las condiciones del ensayo. Se hallaron diferencias
significativas entre tratamientos de irradiacion (p=0,020): entre 30-50 pmol fotones m2.st (p=0,030) y
entre 50-70 pmol fotones m=2.st (p=0,038); siendo los valores de Qeoa @ 50 pmol fotones m2s?
relativamente més altos (Figura 36b). A este nivel de irradiacidn, los valores iniciales fueron altos (5,00
pg.célt) y fueron descendiendo hacia la fase estacionaria alcanzando valores de 1,00 pg.cél*
aproximadamente. A 30 umol fotones m2.s? (Figura 36a), los valores iniciales estuvieron comprendidos
entre 2,00-3,50 pg.cél™. A N:P 10, el cuota de clo-a por célula fue disminuyendo hasta la fase estacionaria
alcanzando un valor de 0,50 pg.cél™* aproximadamente. A niveles de N:P de 100 y 150, el valor inicial de
Qcio-a fue de 3,50 pg.cél* que disminuyé en la fase exponencial media y, posteriormente, se incrementé
hacia la fase estacionaria. Finalmente, para el tratamiento de irradiancia 70 pmol fotones m2.s* (Figura
36¢), el valor inicial de Q-2 fue de 3,500 pg. cél* que disminuyé hacia la fase estacionaria, alcanzando
valores entre 0,22-0,95 pg.cél™. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en los valores

de Qcio-a entre tratamientos de N:P (p=0,467).
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Efectos de la temperatura, la irradiancia y la relacion N:P sobre la produccién de microcistina-LR

En la Figura 37, se observan los datos experimentales de la produccion de MCs en un cultivo de M.
aeruginosa a las distintas intensidades de irradiacion y relacion N:P a temperatura constante de 26°C, en
condiciones de laboratorio. A 26°C, los valores iniciales de produccién [D-Leu'] MC-LR variaron entre
17-150 pg.L*; correspondientes a los valores de toxina de los inéculos de M. aeruginosa. Al finalizar el
experimento (13-20 dias), los valores de [D-Leu'] MC-LR variaron entre 62-958 pg.L™. En todas las curvas
de crecimiento, se observé un incremento de la produccion de MCs respecto al valor inicial hacia la fase
exponencial, alcanzando la méxima produccion en la fase exponencial tardia o estacionaria (11-16 dias) v,
en algunos casos, posteriormente decrecid. Esta observacion ha sido reportada por otros autores (Gorham,

1964; Eloff y Westhuizen, 1981; Watanabe y Oishi, 1983; Watanabe y col., 1989).
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Figura 37: Modelado de la produccién de [D-Leu!] MC-LR en medio de cultivo, las lineas sélidas
corresponden a la aplicacion del modelo (Ecuacion 24) de los datos experimentales a 26°C. a) 30 umol
fotones m=2.s; b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 pmol fotones m=2.s*;e N:P 10; m N:P 100; ¢ N:P 150.

Las barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

En la Figura 37, también se presenta la aplicacion de la Ecuacion 21 (modelo de produccién de toxina

propuesto) para las curvas de crecimiento ensayadas a 26°C (lineas llenas). Asimismo, los parametros
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obtenidos coeficiente de produccion (p) y la tasa de deplecién (dwm) obtenidos al aplicar el modelo de
produccién de toxina se presentan en la Tabla 14. Se obtuvieron buenos coeficientes de determinacion

(R?=0,830-0,999).

Tabla 14: Pardmetros estimados de la aplicacién del modelo de produccién de MC a los datos

experimentales, coeficiente de produccion de [D-Leu'] MC-LR (p) y tasa de reduccién de [D-Leu!]

MC-LR (dw).

26°C p (fg.cél't) dw(d?) R2
—_ 7 IN:P10 63,8913,68" 137.107%46,19.10* 0987
gﬁi N:P100 9,86.10°#110.10°  59110'4350.10™ 0,954

0
- N:P150 | 35410°#26.10° 7,23.1073,67.10* 0999
N [T 8,66.10°43,60.10°°  7,53.10"'+109.10%" 0,904
§w§ N:P100 | 885.10°#590.107 1,0020,02 0830
" é N:P150 | 2.29.10°6,80.10° 10040,03" 0997
N N1 537.10°42,98.107° 170.10"'43,6110™"* 0,855
Eﬁi N:P100 | 5.03.10°#4,62.107° 252.10"47,49.10"* 0,870

0
= N:P150 | 5:33.10°#4,68.107° 296.10"°+2,98.10"* 0037

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

Se observaron diferencias muy significativas (p=2,41.10") entre la produccién de toxina a relacién N:P 10
y 30 pmol fotones m2.sty las curvas a N:P 150 y 50 umol fotones m2.s%; N:P 10, 100 y 150 y 70 pmol
fotones m2.st (ver Tabla A3 en Anexos), siendo a relacion N:P 10 y 30 umol fotones m2.s mayores los

valores de produccién de MCs.

Por otra parte, respecto a la intensidad de irradiacion, se observaron diferencias muy significativas en la
produccion de MC (p=1,83.10) entre 30 y 50 umol fotones m2.s? (p=5,25.10") y entre 30 y 70 pumol
fotones m2.s (p=4,62.102). A baja intensidad de irradiacién (30 umol fotones m2.s2), se observé la mayor

produccion de MCs, entre 4-8 veces mas que a alta irradiacion (70 umol fotones m2.s2).
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Respecto a la relacion N:P, también se observaron diferencias significativas en la produccion de MC-LR
entre los tratamientos (p=0,01), entre N:P de10 y 150 (p=0,02). Bajo los menores valores de N (N:P 10), se

observé una mayor produccion de MCs, en promedio, de 4 veces.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los valores de p entre tratamientos de
irradiacion (p=0,422) y relacién N:P (p=0,422). En los valores de dm, se observaron diferencias
significativas entre tratamientos de irradiacion (p=1,33.10%) entre 30 y 50 pumol fotones m2.s* (p=0,01) y
entre 50 y 70 pmol fotones m2.s? (p=3,52.10%). A irradiancia media (50 pumol fotones m?2.s?), se
observaron los mayores dm. Por otro lado, no hubo diferencias significativas en los dw entre tratamientos

de N:P (p=0,80).

En laFigura 38, se observan los datos experimentales de la producciéon de MCs en un cultivo M. aeruginosa
bajo las distintas intensidades de irradiacién y relacion N:P a una temperatura constante de 30°C. A 30°C,
los valores iniciales de produccion [D-Leu'] MC-LR variaron entre 17-106 pg.L; correspondientes a los
valores de toxina de los indculos de M. aeruginosa. Al finalizar el experimento (13-20 dias), los valores de
[D-Leu'] MC-LR variaron entre 47-430 pg.L™. En todas las curvas de crecimiento, se observé un
incremento de la produccién de MCs respecto a la inicial hacia la fase exponencial, alcanzando la méaxima

produccién en la fase exponencial tardia o estacionaria (11-16 dias).
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Figura 38: Modelado de la produccién de [D-Leu!] MC-LR en medio de cultivo, las lineas sélidas
corresponden a la aplicacion del modelo (Ecuacion 24) de los datos experimentales a 30°C. a) 30 umol
fotones m2.s?; b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 umol fotones m=2.s*;e N:P 10; m N:P 100; ¢ N:P 150.

Las barras corresponden a la desviacion estandar (SD).
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En la Figura 38, también se observa la aplicacion de la Ecuacién 21 a los valores de produccion de MC
durante el crecimiento de M. aeruginosa ensayadas a 30°C (lineas llenas) y los pardmetros obtenidos
correspondientes a los coeficientes de produccion (p) y a la tasa de deplecion (dwm) se presentan en la Tabla

15. Se obtuvieron coeficientes de determinacion que variaron entre R?=0,486-0,990.

Tabla 15: Pardmetros estimados de la aplicacién del modelo a los datos experimentales, coeficiente

de produccion de [D-Leu'] MC-LR (p) y tasa de reduccion de [D-Leu'] MC-LR (dw).

30°C p (fg.cék1) d,(@-1) R?
I RE3T 27 918 05a 6,89 10-2+4 88 1022 091
%NE N-P100 | 3.26109:859 106 660102423 10% 0486
® 3 N-P150 | 121105350106 202 10123 45 103 0.797
I RE3T 3,66.105:123 0% 5511026 7110 0.963
_%NE N-P100 | 426105789106 6531025 23 104 0,898
- N-P150 | 37110%62110% 254 1016711012 0.725
N RE3T 958104749107  166101+7,83 10-= 0882
%;NE N-P100 | 129.05:12110% 460 10123 46 1013 0.990
~ 3 N-P150 | 146104234 105 0,9990 0% 0,864

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

Se observaron diferencias muy significativas (p=1,11.10°) entre los valores de MC producida por M.
aeruginosa durante su crecimiento en una relacién de N:P 10 y 30 umol fotones m2.s? y el resto de las
curvas tuvieron valores de p=8,90.10%-0,01 (Tabla A6), siendo en la primera mayores los valores de

produccion de MCs.

Por otra parte, respecto a la intensidad de irradiacion, se observaron diferencias muy significativas
(p=1,76.10"%) entre los valores de MC producidas en un cultivo a 30 y 50 pmol fotones m2.s? (p=4,43.10°
%) y entre 30 y 70 umol fotones m2.s! (p=8,89.103%). A baja irradiacion (30 umol fotones m2.s), se observé

la mayor produccion de MCs, en promedio, entre 4-5 veces mas que a alta irradiacion.
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Respecto a la relacion N:P, también se observaron diferencias significativas en la produccion de MC segln
los tratamientos (p=0,02), entre N:P10 y 150 (p=0,02). Bajo condiciones de deficiencia de N, se observo

una mayor produccion de MCs, en promedio, de 2-4 veces.

Por otra parte, no se hallaron diferencias significativas entre los valores de p y de dm entre tratamientos de

irradiacion y N:P (p=0,355-0,564).

En la Figura 39, se observan los datos experimentales de la produccion de MCs de M. aeruginosa a las
distintas intensidades de irradiacion y relacion N:P a temperatura constante de 36°C, en condiciones de
laboratorio. A 36°C, los valores iniciales de produccién [D-Leu!] MC-LR variaron entre 17-73 pg.L™;
correspondientes a los valores de toxina de los indculos de M. aeruginosa. Al finalizar el experimento (13-
20 dias), los valores de [D-Leu'] MC-LR variaron entre 24-573 ug.L™. En todas las curvas de crecimiento,

se observo un incremento de la produccion de MCs respecto a la inicial hacia la fase exponencial (3-5 dias).
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Figura 39: Modelado de la produccién de [D-Leu!] MC-LR en medio de cultivo, las lineas sélidas
corresponden a la aplicacion del modelo (Ecuacion 24) de los datos experimentales a 36°C. a) 30 umol

fotones m2.s; b) 50 umol fotones m2.s?; ¢) 70 pumol fotones m=2.s*;e N:P 10; m N:P 100; ¢ N:P 150.
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En la Figura 39, también se observa la aplicacion de la Ecuacion 21 a la produccion de MC por un cultivo
de M. aeruginosa que crece a 36°C (lineas llenas). Los los pardmetros obtenidos: coeficiente de produccion
(p) y la tasa de deplecién (dm) se observan en la Tabla 16. Se obtuvieron coeficientes de determinacion

(R?=0,601-0,999).

Tabla 16: Pardmetros estimados de la aplicacién del modelo a los datos experimentales, coeficiente

de produccion de [D-Leu'] MC-LR (p) y tasa de reduccion de [D-Leu'] MC-LR (dw).

36°C p (fg.cél't) du(d ) R?
< % |N:P10 313532,45° 163.10"4120.10°% 0.926
E‘ ; N:P100 | 7:48.10°3,40.10 3,39.107# 0978
U N:p150 | 187.10°#456.10° 2,33.10M# 0.819
< = |N:P10 120.10°45,69.10*  4,09.10"45,69.10°% 0,999
E; N:P100 | 328.0°#124.0°  3.87.10746,73.10 0.999
" e N:P150 | 2:50.10%#345.10°  4,9510"#129.107 0999
< = |N:P10 237.10°4357.0%  2,23.10"°42,5110" 0,601
§* § N:P100 | 7.70.10°#459.10%  4,26.10"%42,98.10"* 0,643
Ik N:p150 | 24510°#34.07°  2,24.1043,67.10" 0952

Diferentes letras en cada columna indican diferencias significativas.

No se observaron diferencias significativas (p=0,07) entre los valores de MC producidos por M. aeruginosa
durante su crecimiento a 36°C bajo los tratamientos de diferente irradiacion y relacion N:P (ver Tabla A9

en Anexos).

Por otra parte, respecto a la intensidad de irradiacién, no se observaron diferencias significativas entre los
valores de MC hallados (p=0,192). No obstante, si se observaron diferencias significativas en los valores
de MC segln los tratamientos de relacion N:P (p=0,02), entre N:P10 y 150 (p=0,03).A relacion N:P, se

observo una mayor produccion de MCs, en promedio, de 3-4 veces.
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Por otra parte, no se hallaron diferencias significativas en los valores de p entre tratamientos a diferentes
niveles de irradiacion (0,422) y N:P (0,422). Respecto a dw, se hallaron diferencias entre tratamientos de
irradiacion (p=6,33.10%) entre 30 y 50 pmol fotones m2.s? (p=0,04) y entre 50 y 70 umol fotones m2.s?
(p=5,48.10%). A irradiancia media, se observaron los mayores dwm. Por otro lado, no hubo diferencias

significativas en los dwm entre tratamientos de N:P (p=0,923).

Como se expuso y discutid previamente sobre los resultados de produccion de MCs, en los anteriormente
presentados también se observd que al incrementarse la temperatura disminuye la concentracion de MC.
Ademas, se observaron efectos en la produccion de toxina vinculadas a la intensidad de irradiacion y la
relacion N:P.

Con respecto a la irradiacion, en la literatura cientifica, los resultados presentan controversias. Los primeros
estudios revelaron que no existen grandes diferencias en la toxicidad para Microcystis cultivadas bajo
diferentes irradiaciones (Gorham, 1964; Cood y Poon, 1988). Posteriormente, algunos trabajos mostraron
gue los bajos niveles de irradiacion disminuyen los niveles de produccion de toxina (van der Westhuizer y
Eloff, 1985; Watanabe y Oishi, 1985; Utkilen y Gjglme, 1995 y Cérdenas, 2008), y otros, que, por el
contrario, la produccién de MCs se incrementa a baja irradiacion (Jiang y col., 2007; Deblois y Juneau,
2010). Al respecto, Jiang y col. (2007) hallaron que la produccion de MCs fue estimulada a bajos niveles
de irradiacion (40 pmol fotones m?s?). En este sentido, previamente Utkilen y Gj@lme (1992)
determinaron, en cultivos continuos a 20°C, que la toxicidad y la tasa de produccion de toxina se
incrementaron linealmente hasta los 40 pmol fotones m2.s. Los resultados de la presente Tesis Doctoral
coinciden con este Gltimo conjunto de estudios. A 26 y 30°C, se observé una mayor produccion de MCs a
baja irradiacion, aunque, a 36°C, la produccion no se encontr6 afectada por la variacion en la intensidad de
irradiacion. Esto puede ser debido a un efecto combinado entre la irradiacion y la temperatura. Al respecto,
Rapala y col. (1997), en un estudio con Dolichospermum, mostraron que la temperatura y la irradiacion
tienen un efecto combinado.

Con respecto a los nutrientes, algunos estudios han revelado que el aumento del contenido de MCs se
relaciona con las condiciones de crecimiento favorables y aumento de la oferta de nitrégeno (Orr y Jones,

1998; Lee y col., 2000), mientras que otros mas recientes no han mostrado esta correlacion (Lyck, 2004;
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Kriger y col., 2012;). Bortoli y col. (2014) encontraron una mayor produccion de MCs en condiciones de
exceso de nitrégeno y no hallaron correlacion entre las MCs intracelulares y el crecimiento; tampoco
hallaron una produccion constante de MCs por célula. Ademas, Camargo y Alonso (2007) mencionan que
los estudios de campo sugieren que la concentracion de nitroégeno se correlaciona con la concentracion de
MCs, los niveles maximos de MCs pueden ocurrir a concentraciones de nitrégeno entre 1,5y 4,0 mg.L™.
Por otra parte, estudios de campo realizados con M. aeruginosa, indicaron una correlacién positiva entre el
contenido de fosforo total y MC-LR (Kotak y col., 1995; Lahiti y col., 1997). Aunque, en condiciones de
laboratorio esta distincion no fue significativa (Runnegar y col., 1983; Watanabe y Oishi, 1985). A
diferencia de las cianobacterias que fijan el nitrégeno de las que no lo fijan, que parecen diferir en sus
respuestas a la concentracion externa de nitrogeno respecto a la produccion de MCs; en relacion a la
respuesta a las concentraciones de P, generan respuestas similares no s6lo en el crecimiento sino también
en la produccién de hepatotoxicas intracelulares, ambos aumentan al aumentar el P (Rapala y col., 1997).
Oh'y col. (2000) determinaron que el crecimiento de M. aeruginosa fue reducido en condiciones limitantes
de P debido a la baja fijacion de C, mientras que el contenido de MCs se increment6, asi como la produccion
de la forma mas toxica, MC-LR. Asimismo, observaron una correlacion lineal entre la produccion de MCs
y la relacion N:P. Lee y col. (2000) hallaron que una relacion N:P de 16 fue la 6ptima para el crecimiento
y produccién de MCs para una cepa de M. aeruginosa. Downing y col. (2005) detectaron altas
concentraciones de MCs para valores de N:P entre 18 y 51 con un Optimo a 31,1. Jiang y col., (2007)
afirmaron que el crecimiento de M. aeruginosa y la produccion de MC fue estimulado por el fosforo y el
nitrégeno siendo las relaciones N:P favorables entre 16 y 64.

En la presente Tesis Doctoral, se observaron las maximas producciones de MC-LR a N:P 10, a todas las
temperaturas, es decir, que el aumento de la oferta de P en el medio de cultivo evidencié un aumento en la

produccion de MC-LR.

Efectos de la temperatura, la irradiancia y la relacion N:P sobre Qmc

Los valores de Qumc iniciales a 26°C variaron entre 17-80 fg.cél* provenientes del inéculo de M. aeruginosa
que contiene toxina (Figura 40); esto puede deberse a la aclimatacion previa (Jahnichen y col., 2008). Los

valores finales fueron menores a 20 fg.cél. Los maximos valores ocurrieron en la fase exponencial inicial.
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Se observaron diferencias muy significativas entre tratamientos de irradiacion (p=8,45.10") entre 30 y 70
umol fotones m2st (p=5,97.10*), siendo los Qmc mas bajos a alta irradiacién. Del mismo modo, se
hallaron diferencias muy significativas entre tratamientos de N:P (p=7,74.10°) entre N:P 10 y 150

(p=6,67.10?), siendo los Qmc mas bajos en condiciones de deficiencia de P.
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Figura 40: Evolucion de los valores de Quc por célula a 26°C. a) 30 umol fotones m2.s; b) 50 pmol

fotones m2.s%; ¢) 70 umol fotones m2.s*;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150.
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Los Quwc iniciales a 30°C variaron entre 17-73 fg.cél* provenientes del inéculo de M. aeruginosa que
contiene toxina (Figura 41); esto puede deberse a la aclimatacion previa (Jdhnichen y col., 2008). Los
valores finales fueron menores a 16 fg.cél™. Los maximos valores ocurrieron en la fase exponencial inicial.
Se observaron diferencias muy significativas entre tratamientos de irradiacion (p=1,16.102) entre 30 y 70
umol fotén m2.s? (p=1,11.10"%), siendo los Quc Mas bajos a alta irradiacion. Por otro lado, no se hallaron

diferencias entre tratamientos de N:P (p=0,490).
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Figura 41: Evolucién de Q-MC por célula a 30°C. a) 30 umol fotones m2.s?; b) 50 pumol fotones m2.s°

1-¢) 70 pmol fotones m2.s*;e N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150.

Los Qwc iniciales a 36°C variaron entre 4-82 fg.cél™ provenientes del inoculo de M. aeruginosa que

contiene toxina (Figura 42); esto puede deberse a la aclimatacion previa (Jahnichen y col., 2008). Los
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valores finales estuvieron comprendidos entre 2-119 fg.cél™. Los maximos valores ocurrieron en la fase
exponencial inicial. Se observaron diferencias muy significativas entre tratamientos de irradiacion
(p=6,82.10%) entre 30 y 50 pmol foton m2.s* (p=1,84.10*) y entre 50 y 70 pmol foton m2.s? (p=8,37.10°
%), siendo los Qmc mas altos a irradiacion media. Por otro lado, no se hallaron diferencias entre tratamientos

de N:P (p=0,424).
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Figura 42: Evolucion de Q-MC por célula a 36°C. a) 30 umol fotones m2.s; b) 50 umol fotones m2.s°

1. ¢) 70 umol fotones m2.s*;@ N:P 10; x N:P 100; ¢ N:P 150.
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Interacciones de la temperatura, la irradiacion y la relacion N:P sobre el crecimiento vy la

produccion de clorofila-a y microcistinas

Para evaluar los efectos conjuntos de la temperatura, la irradiacion y la relacion N:P sobre los pardmetros
de crecimiento de M. aeruginosa, produccion de clo-a'y MC, se utilizd una ecuacién de tipo superficie de
respuesta con 3 factores y con interacciones completas (Ecuacion 22).

En las Figura 43, 44 y 45, se observa la aplicacion del modelo de superficie de respuesta (Ecuacién 22)
para cada intensidad de irradiacion estudiada. Se obtuvieron buenos coeficientes de determinacion entre los
valores experimentales y predichos para la velocidad de crecimiento (1) con R?=0,912, fase de latencia
(LPD) con R?=0,857, maxima densidad de poblacion (MPD) con R?=0,918, produccion de clo-a (ko) con
R?=0,857, produccion de MCs (p) con R?=0,837 y (dm) con R?=0,605 (Figura 46).

En la Figura 43, se observan los modelos de superficie-respuesta a 30 umol fotones m2.s™. Los valores de
M maximos se observan a temperatura cercana a los 30°C independientemente de la relacion N:P. De modo
contrario, los valores de maximos de p ocurren a <30°C reduciéndose hacia 36°C. Por su parte, la LPD
aumenta de la relacién N:P 150 hacia N:P 10 y de 36 a 26°C. Tanto la MPD como ko disminuyen hacia las
temperaturas mas elevadas y de modo independiente a la relacion N:P. Finalmente, el dw disminuye al

incrementarse la relacion N:P y la temperatura.
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Figura 43: Superficie de respuesta a 30 pmol foton m2.s? para u, LPD, MPD, ko, p y dm obtenidos
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de la aplicacién de la Ecuacion 22.
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En la Figura 44, se observan los modelos de superficie-respuesta a 50 umol fotones m2.s*. De modo
similar a la irradiacion de 30 pmol fotones m2.s* presentada en la anterior figura, los valores de p maximos
se observan a temperatura cercana a los 30°C independientemente de la relacién N:P y los valores de
maximos de p ocurren a <30°C reduciéndose hacia 36°C. Por su parte, la LPD aumenta de la relacion N:P
150 hacia N:P 10 y de 36 a 26°C y la MPD disminuyen hacia las temperaturas méas elevadas y modo
independiente a la relacion N:P. En los valores de ko, a diferencia de la irradiacion 30 pmol fotones m2.s,
se observan efectos de la relacion N:P, incrementandose hacia las temperaturas y relacion N:P més bajas.

Finalmente, el du disminuye al incrementarse la temperatura sin efectos de la relacion N:P.

LPD (d) MPD (cél/mL)
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Figura 44: Superficie de respuesta a 50 pmol foton m2.s? para u, LPD, MPD, ko, p y dm obtenidos

26 28

de la aplicacion de la Ecuacion 22.

En la Figura 45, se observan los modelos de superficie-respuesta a 70 pmol fotones m2.s. De modo
similar a las irradiaciones de 30 y 50 pumol fotones m2s?, los valores de u maximos se observan a
temperatura cercana a los 30°C independientemente de la relacion N:P y los valores de maximos de p
ocurren a <30°C reduciéndose hacia 36°C y en una relacion N:P cercana a 100. Por su parte, la LPD aumenta
de la relacion N:P 150 hacia N:P 10 y de 36 a 26°C y la MPD disminuyen hacia las temperaturas mas
elevadas y modo independiente a la relacion N:P. En los valores de ko, se observa que aumentan hacia las
temperaturas mas altas y relacion N:P méas bajas. Finalmente, el dw presenta los menores valores a 30°C y

relacion N:P 10.
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Figura 45: Superficie de respuesta a 70 pmol foton m2.s? para u, LPD, MPD, ko, p y dm obtenidos

de la aplicacién de la Ecuacion 22.
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Figura 46. Correlacion entre los valores experimentales y el predicho obtenidos de la aplicacién de la

Ecuacion 22.

Una aproximacion similar ha realizado Gongalves y col. (2014), utilizando modelos de superficie-respuesta
para caracterizar la respuesta de M. aeruginosa a diferentes factores. En dicho trabajo se utilizo la parte
exponencial de la curva de crecimiento y la velocidad de crecimiento fue medida como la diferencia en el
crecimiento en sucesivos tiempos. En general, estos autores observaron el incremento de 1, al incrementarse
la temperatura de 15 a 25,6°C (en un rango de 15-35°C) y la intensidad de irradiacion de 0 (oscuridad) a

140 pE m2.s (en un rango de 0-250 HE m2.s?), alcanzando el g méaximo=1,02 d*.

A partir del modelo de superficie respuesta propuesto en la presente Tesis Doctoral, se propuso un modelo
terciario a través del Software Matlab. Este permite predecir, dentro del rango estudiado, los parametros de
crecimiento, produccion de clo-a y MCs. En la Figura 47, se encuentra una captura de pantalla del modelo
terciario propuesto de crecimiento de M. aeruginosa. En el Software, se ingresan las condiciones de
crecimiento (irradiacion, temperatura y relacion N:P). Obsérvese que pueden seleccionarse dos condiciones

fijas y variar una condicion. Ademas, deben ingresarse tanto el valor inicial de la poblacién como la
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cantidad de dias. El Software permite predecir como seran las curvas de crecimiento en las condiciones
seleccionadas. Ademas, permite obtener una figura de los pardmetros de las curvas de crecimiento en
funcidn de la condicion a variar seleccionada. Este modelo es una aproximacion de cémo podrian utilizarse

los datos obtenidos de los modelos primarios y secundarios en la aplicacién de un Software.

_laix]
Seleccionar microorganismao: . l l l l . . . : : .
|Mjcr0cysﬁs aeruginosa j — 2
Temperatura (°C):  [z6 28 30 32 3 : ig
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Figura 47. Captura de pantalla de la aplicacion de la propuesta de modelo terciario para crecimiento

de M. aeruginosa.
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Correlacion entre los factores v los parametros de crecimiento, la produccion de clorofila-a y

microcistina-LR

El valor de correlacion de la irradiacion con la velocidad de crecimiento fue de r=0,70 y el tiempo de
generacion r=0,62. El de la temperatura con la MPD fue de r=-0,90 y el de la relacion N:P con la LPD r=
-0,60 y RLPD r=-0,54. En el caso de los parametros de produccion de MC, p y dw, y de clo-a, Ko, los valores
de correlacién estuvieron comprendidos entre 0,1-0,2 con los factores estudiados.

Esto permite rechazar la primera hip6tesis planteada relacionada a que los parametros de crecimiento,
produccién de clo-a y MC se correlacionan directamente con los factores de estudio, ya que en algunos

casos las correlaciones fueron negativas y, en otros, casos los valores de correlacion son muy bajos.

Vinculacion de la velocidad de crecimiento v la produccién de microcistina-LR

Para vincular la produccion de MC-LR con el crecimiento de M. aeruginosa, se utilizé el modelo de Long
y col. (2001) (Ecuacion 5). A todas las condiciones estudiadas en el disefio experimental (Figura 48 a, b,
c), se observo una relacion directa entre la producciéon de MC por célula y la velocidad de crecimiento, es
decir que al incrementarse la velocidad de crecimiento se incrementa la produccion de MC por célula. Estas
observaciones coinciden con el trabajo de Long y col. (2001) que realizé experimentos con cultivos
continuos y en Batch con M. aeruginosa en condiciones de limitacion de nitrégeno.

Esto permite no rechazar la hip6tesis de la presente Tesis Doctoral que afirma que la velocidad de

crecimiento es un proceso acoplado a la produccion de toxina.
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Figura 48. Aplicacién de la Ecuacion 5 (Long y col., 2001) a los datos experimentales de crecimiento
y produccién de MC. a) 26°C, b) 30°C, c) 36°C, a 30 umol fotones m2.s* eN:P10, +N:P100, oN:P150;

a 50 pmol fotones m2.s' mNP:10, ¢N:P100, AN:P150; a 70 umol fotones m2.s? oN:P10, XN:P100,
V¥ N:P150.
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Hasta el momento, se analizaron los efectos de la temperatura, la irradiacion y la relacion N:P sobre el
crecimiento y la produccion de metabolitos de M. aeruginosa, en condiciones de laboratorio. Otro aspecto
relevante para comprender la dindmica de M. aeruginosa, es que esta cianobacteria se encuentra
acompafiadas de microorganismos de su entorno o ficosfera. En este sentido, ademas de que los
microrganismos pueden influenciar el crecimiento y la produccién de metabolitos, un aspecto interesante
es su aplicacion como método de bioremocion de MCs. Esta aplicacidn podria derivar en un tratamiento de
agua sencillo, de bajo costo y efectivo que puede ser combinado con tratamientos fisicos y quimicos. Debido
a su relevancia, a continuacion, se estudiaran los microorganismos de un florecimiento de M. aeruginosa

del rio de La Plata y su potencial para bioremover MCs.

Caracterizacion de la floracion en el Rio de La Plata

La floracién tomada en el rio de la Plata en fecha 10/01/2014 tuvo como género predominante a M.
aeruginosa. Otra cianobacteria presente fue Pseudoanabaena mucicola que es conocida por estar asociada
al mucilago de Microcystis (Vidal y col., 2009) Ademas, se observo la presencia de Scenedesmus sp.

(clorofita), Cyclotella sp. (diatomea) y una diatomea pennada (Figura 49).
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Figura 49. Fotografias del fitoplancton hallado durante la floracion. Las muestras poseen una tincion
con lugol al 2%. A. Colonia de Microcystis sp. (100X). B y C. Microcystis sp. y Pseudoanabaena
mucicola (400X). D. Cyclotella sp. (1000X). E. Diatomea pennada (1000X). F. Scenedesmus sp.

(1000X).

En el sitio, la temperatura fue 28,3°C; el pH=7,27; la conductividad eléctrica=318 uS/cm y el oxigeno

disuelto= 7,7 mgO.,.L™.

Aclimatacion v aislamiento de bacterias con potencial de remocién de microcistina-LR

A continuacidn, se expondran los resultados obtenidos del periodo de aclimatacion de los microorganismos
provenientes de la floracién del rio de La Plata con potencial para bioremover MC-LR y el posterior

aislamiento de microrganismos para ser evaluado el potencial individual de remover MC-LR.
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A partir de la floracion, se procedio6 a aclimatar a los microorganismos para, luego, realizar los ensayos de
bioremocién. El periodo de aclimatacion se llevo a cabo durante 70 dias, en donde, a partir de la muestra
ambiental, se realizaron 4 repiques sucesivos adicionando una concentracion de 200ug.L* de MC [D-Leu?]-
LR. Durante su aclimatacidn, se determinaron los niveles de MC-LR y se observé una disminucién de hasta
el 90% respecto al inicial. En la Figura 50, se muestra el % de MC-LR remanente y con las flechas, que se

encuentran en la parte superior de la figura, se presentan los momentos en los gque se agregaron pulsos de

toxina.
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Figura 50. Concentracion de MC-LR durante el periodo de aclimatacion del consorcio de

microorganismos del Rio de La Plata. Las flechas indican la adicién de MC [D-Leu']- LR.

Tras los 70 dias de aclimatacion de los microorganismos, se obtuvo un conjunto de microorganismos
denominado consorcio Yy, de alli, se procedi6 a aislar los microorganismos que lo componen utilizando
medio MSM agarizado y suplementado con MC-LR. Se aislaron 15 bacterias (bacilos) y una levadura. La

prueba de tincion de Gram indicd la presencia de 2 bacilos Gram (+) y el resto, Gram (-) (Tabla 16).
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Tabla 16. Listado de microorganismos aislados y resultados de la tincion de Gram.

Identificacién Organismo Tincién de Gram
RLP-01 Bacilo -
RLP-02I Bacilo -
RLP-02I1 Bacilo -
RLP-03lI Bacilo -
RLP-03I1 Bacilo -
RLP-4 Bacilo +
RLP-5 Bacilo -
RLP-61 Bacilo -
RLP-611 Bacilo -
RLP-7 Bacilo -
RLP-8 Bacilo -
RLP-9I Bacilo -
RLP-9II Levadura -
RLP-10 Bacilo -
RLP-A Bacilo +
RLP-C Bacilo -

Remocidn de microcistina-LR

A continuacion, se expondran los resultados obtenidos de los ensayos de remocion de MC-LR tanto para el
consorcio de microorganismos como para la bacteria con mayor potencial de remocion aislada del

consorcio.

Consorcio de microorganismos del Rio de La Plata

Como se menciono antes, el consorcio se refiere al conjunto de microorganismos provenientes del proceso
de aclimatacion de la muestra de la floracién del Rio de La Plata. Este consorcio de microrganismos
ensayado para evaluar la remocién de MC [D-Leu?]- LR mostré una reduccion del 99,4% al dia 7 respecto
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a la concentracion inicial. En la Figura 51, se observa la aplicacion de la Ecuacion 23 a los datos del
consorcio aislado del Rio de La Plata. Se obtuvo un muy buen ajuste con un coeficiente de determinacion
R2=0,99. El consorcio del Rio de La Plata alcanzé la maxima remocioén al dia 7 (0,6% de MC-LR remanente
equivalente a 1,2 ug.L™). Resultados similares se han reportado en la literatura cientifica (Counsins y col.,
1996; Lemes y col., 2008). En el consorcio aislado de Cousins y col. (1996), a una concentracién inicial de
10 ug.L %, removi6 el 95% de MC al dia 12. En el caso del consorcio aislado por Lemes y col. (2008), a una
concentracion inicial de 1000 pg.L?, alcanzé la remocion total al dia 14. Las diferencias en los consorcios
pueden deberse a los microorganismos que los componen, a las condiciones de ensayo y los indculos
iniciales asi como las concentraciones iniciales de MC. En este sentido, es importante conducir estudios

gue permitan determinar las mejores condiciones de remocion.

In [MC-LR] C/C,

tiempo (dias)

Figura 51. Remocion de MC-LR por el consorcio del Rio de la Plata.

Se definio el tiempo de remocion medio (trm) como el tiempo necesario para reducir la concentracion de
MC a la mitad respecto de su concentracion inicial (Ecuacion 24), asumiendo que la degradacion de MC

por microorganismos sigue una relacion lineal. El valor de trm hallado fue de 0,948+0,05.
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Microorganismos del Rio de La Plata

Cada microorganismo aislado del consorcio del Rio de La Plata, fue ensayado individualmente para estudiar
su capacidad de remocién de MC-LR. De todos los microorganismos ensayados, se observé que la bacteria
RLP-10 removi6 el mayor porcentaje (79,5%) de MC [D-Leu']- LR respecto al control, al dia 7, dejando

un remanente de 41 pg.L™.

Identificacion de la bacteria

Las pruebas bioquimicas fueron realizadas sobre la bacteria RLP10 por ser la que mayor potencial de
remocion presentd. Estas pruebas arrojaron que la bacteria es Gram (-), oxidasa (+), citrato (+), mdvil,
reduccion de nitratos (+), oxidacion de glucosa y xilosa (+), oxidacion de manitol (-), ONPG (+), indol (-),
ureasa (-) y Voges Proskauer (-).

Por otro lado, al analizar molecularmente a la bacteria, esta mostré un 99% de identidad con varias cepas
de Achromobacter xylosoxidans. La secuencia de nucleétidos de la cepa denominada LG1 fue depositada
en GenBank bajo el numero asignado MF959519 y la secuencia parcial construida gen 16S rRNA de RLP-

10, que contiene 1302 pares de bases fue reconstruida como a continuacién se muestra:

GCGAAGGGTG
CGCGAAAGCG
CGCAAGACCT
GGGGTAACGG
CCAGCCACAC
GTGGGGAATT
TGCGATGAAG
CGCGGGTTAA
CTAACTACGT
GGAATTACTG
AAATCCCAGA
TGTGTCAGAG
TGCGGAGGAA
CATGCACGAA
CGCCCTAAAC

AGTAATGTAT
TAGCTATACC
TGCACTATTG
CTCACCAAGG
TGGGACTGAG
TTGGACAATG
GCCTTCGGGT
TACCCCGCGA
GCCAGCAGCC
GGCGTAAAGC
GCTTAACTTT
GGAGGTGGAA
CACCGATGGC
AGCGTGGGGA
GATGTCAACT

CGGAACGTGC
GCATACGCCC
GAGCGGCCGA
CGACGATCCG
ACACGGCCCA
GGGGAAACCC
TGTAAAGCAC
AACTGACGGT
GCGGTAATAC
GTGCGCAGGC
GGAACTGCAT
TTCCGCGTGT
GAAGCAGCCT
GCAAACAGGA
AGCTGTTGGG

CCAGTAGCGG
TACGGGGGAA
TATCGGATTA
TAGCTGGTTT
GACTCCTACG
TGATCCAGCC
TTTTGGCAGG
ACCTGCAGAA
GTAGGGTGCA
GGTTCGGAAA
TTTTAACTAC
AGCAGTGAAA
CCTGGGATAA
TTAGATACCC
GCCTTCGGGC

GGGATAACTA
AGCAGGGGAT
GCTAGTTGGT
GAGAGGACGA
GGAGGCAGCA
ATCCCGCGTG
AAAGAAACGT
TAAGCACCGG
AGCGTTAATC
GAAAGATGTG
CGGGCTAGAG
TGCGTAGATA
CACTGACGCT
TGGTAGTCCA
CTTGGTAGCG
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CAGCTACGCG
CTCAAAGGAA
TTCGATGCAA
GAAGAGATTT
GCTGTCGTCA
GCAACCCTTG
GTGACAAACC
TGGGTAGGGC
CCGCGAGGGG
CTGCAACTCG
TGTCGCGGTG

TGAAGTTGAC
TTGACGGGGA
CGCGAAAAAC
GGCAGTGCTC
GCTCGTGTCG
TCATTAGTTG
GGAGGAAGGT
TTCACACGTC
GAGCCAATCC
ACTGCGTGAA
AATACGTTCC

CGCCTGGGGA
CCCGCACAAG
CTTACCTACC
GCAAGAGAAC
TGAGATGTTG
CTACGAAAGG
GGGGATGACG
ATACAATGGT
CAGAAACCCG
GTCGGAATCG
CGGGTCTTGT

GTACGGTCGC
CGGTGGATGA
CTTGACATGT
CGGAACACAG
GGTTAAGTCC
GCACTCTAAT
TCAAGTCCTC
CGGGACAGAG
ATCGTAGTCC
CTAGTAATCG
ACACACCGCC

AAGATTAAAA
TGTGGATTAA
CTGGAATGCC
GTGCTGCATG
CGCAACGAGC
GAGACTGCCG
ATGGCCCTTA
GGTCGCCAAC
GGATCGCAGT
CGGATCAGCA
CGTCACACCA

No se hall6 en la literatura ningn reporte sobre la capacidad de remover MCs por parte de esta bacteria.
Solo se hallaron el proyecto de secuenciacién denominado Achromobacter xylosoxidans AXX-A Genome
Sequencing Project Organism: Achromobacter insuavis AXX-A (Taxonomy ID 1003200). En este, se
identificaron 4 genes que codifican para enzimas con actividad microcistinasa: 06763, 06793, 21793 y
25015. Por otra parte, el género Achromobacter, también, es conocido como Alcaligenes y ha sido
reportado previamente por su capacidad de lisar células de M. aeruginosa (Yamamoto y col.,1993; Manage

y col., 2000; Sun y col.,2015).

Remocion de Achromobacter xylosoxidans LG1

En la Figura 52, puede observarse la aplicacion de la regresion lineal (Ecuacién 23) de los datos de la
bacteria A. xylosoxidans LG1. En la misma figura, se incluyeron los datos de la literatura cientifica
disponible a los fines de comparar la bacteria aislada del Rio de La Plata. Adicionalmente, en la Tabla 18,
se encuentran los valores de k y coeficientes de determinacion obtenidos con la Ecuacion 52. Se obtuvieron
buenos coeficientes de determinacion entre los datos experimentales y los valores predichos que estuvieron
comprendidos entre 0,80-0,99. Ademés, se calcularon los tm para A. xylosoxidans y las bacterias
recopiladas de la literatura cientifica (Tabla 18). EIl ANOVA y comparacion de pares separ6 los trm en 4
grupos. Bacillus sp. y Stenotrophomonas sp. cepa EMS fueron las bacterias que méas rapidamente
removieron MC-LR segln la Ecuacion 24 con valores de trm=0,41y 0,42 respectivamente. Luego, el grupo

de las Sphingomonas sp. que se dividié en trm=1,12-1,27 y 10,5-11,0. Estas diferencias pueden haber sido
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debidas a las diferentes especies y cepas del grupo que fueron utilizadas. Finalmente, el otro grupo incluyd

solo a A. xylosoxidans con trm= 3,01.

In [MC-LR] C/C,

tiempo (dias)

Figura 52. Aplicacién de la Ecuacién 23 a los datos experimentales. + Bacillus sp. (Hu et al., 2012),

V¥ Stenotrophomonas sp. (Chen et al., 2010), A Sphingomonas sp. (Ishii et al., 2004), e Sphingomonas

sp. (Park et al., 2001), x A. xylosoxidans, mSphingomonas ACM-3962 (Ho et al., 2007°) y #Sphingopyxis

LH21 (Ho et al., 2007°).

Tabla 18. Valores de la constante k, R?, trm y remocion al dia 2 calculados con la Ecuaciéon 10y 11.

Bacterias Referencia k (dia) R? trm (dia) Remocién
aldia 2
Bacillus sp. (Hu y col., 2012) -1,703+0,06 0,94 0,41+0,052™ -4,75
Stenotrophomonas sp. EMS | Cheny col. (2010) -1,659+0,05 0,94 0,42+0,042™ -4,15
Sphingomonas sp (Ishii y col., 2004) -0,637+0,04 0,87 1,12+0,05° ™ -1,54
Sphingomonas sp. Y2 (Park y col., 2001) -0,545+0,04 0,99 1,27+0,06°" -1,05
A. xylosoxidans LG1* -0,226+0,03 0,99 3,06+0,07¢™ -0,45
Sphingomonas ACM-3962 (Ho y col., 2007%) -0,066+0,01 0,80 10,540,064 -0,00
Sphingopyxis LH21 (Ho y col., 2007%) -0,063+0,01 0,91 11,0+0,08 4™ -0,07

*No alcanzé la remocion total

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre consorcios * p <0,01 **p <0,001.
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El disefio experimental y la aplicacion de las ecuaciones a los datos experimentales permitieron contrastar
la hipdtesis planteada. En este caso, no se rechaza la hipotesis de que las bacterias provenientes de

florecimientos cianobacterianos remueven MC-LR en condiciones de laboratorio.

Diversos autores han estudiado los factores que influencian en la remocion de MCs en agua. Park y col.
(2001) estudiaron los efectos de la temperatura en la remocion de MC-LR por Sphingomonas e indicaron
que las tasas de degradacion fueron fuertemente dependientes de la temperatura y la méaxima tasa de
degradacion se consigui6é a 30°C. Sugirieron, ademas, que la cepa Y2 puede usar MC como fuente de
carbono. Es por ello que, posteriormente, Eleuterio y Batista (2010) encontraron que una fuente adicional
de carbono en forma de materia organica naturalmente biodegradable, reduce significativamente la
degradacion de MCs.

Otro de los factores que influye en la remocién es el inoculo inicial de la bacteria. Kang y col. (2012), al
estudiar 30 cepas de Pseudomonas, determinaron que la actividad para remover MCs de estas bacterias
decaia al disminuir la concentracion de la bacteria (<10° cél.mL™).

La influencia del pH en la remocién de MC-LR fue estudiada por Chen y col. (2010) en Stenotrophomonas
sp. cepa EMS. Estos autores observaron que, al aumentar el pH de 5 a 9, la velocidad de remocion
aumentaba, asi como el porcentaje de remocién alcanzado. Por lo tanto, la tolerancia a pH alcalino de las
bacterias que degradan MCs es la clave en el desencadenamiento de la rapida degradacion de MC, que
conduce a la desaparicion de las floraciones toxicas de agua en los ambientes acuaticos (Okano y col.,
2009).

Ademas, la concentracion inicial de MC-LR también es un factor importante (Ho y col., 2007°). Algunos
autores han reportado que existe una relacion entre la exposicion previa a MCs y la tasa de degradacion
(Park y col., 2001 y Giaramida y col., 2012). Giaramida y col. (2012) sugieren que la exposicién a MCs
impulsa cambios en la estructura y fisiologia de los ensambles bacterianos y convierte esos de modo
diferencial, desempefiando la degradacion de MC-LR. Ademas, el carbono organico disuelto, los
compuestos de nitrogeno y la temperatura tienen un efecto significativo en la conformacion de la estructura
de las comunidades bacterianas (Giaramida y col., 2012). A pesar de las diferencias en las condiciones

experimentales (tipo y cantidad de inoculo, temperatura, concentracion inicial de MCs, pH, etc.), las
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observaciones indican que las MCs sufren una biotransformacion en el ambiente mediada por bacterias
heterotroficas (Christoffersen y col., 2002).

La remocidn biologica puede ser efectiva, sin embargo, los factores que influencia el proceso son dificiles
de controlar. Es por eso que los métodos bioldgicos han sido propuestos en combinacion con métodos de
absorcion (Drikas y col., 2001) como aquellos que son practicados rutinariamente en las plantas de
tratamiento de agua potable (Jones et al., 1994; Hoeger et al., 2005; Ho et al., 2007). Mas recientemente,
Li y Pan (2015) utilizaron microorganismos combinados con quitosano en un filtro observandose una alta
eficiencia en la remocion de MCs con combinacién del proceso de floculacion (eliminacion previa de las
MCs intracelulares) y la filtracién. Es por ello que, el tratamiento bidlogico puede ser utilizado en
combinacion con la ventaja de utilizar microorganismos autéctonos sin la intrusion de otros que podrian

tener efectos impredecibles en el ambiente.

Conclusiones

e Se estudiaron los parametros de crecimiento, produccion de clo-a y MC-LR de una cepa autéctona
de M. aeruginosa a través de modelos matematicos primarios y secundarios observandose que los
factores (temperatura, irradiacion y relacion N:P) afectaron los pardmetros determinados mediante
los modelos.

e Lavelocidad de crecimiento se increment6 con la temperatura e irradiacion.

e La duracion de la fase de latencia disminuyd con el aumento de la oferta de nitrégeno, no siendo
significativo a altas temperaturas (36°C). También, se observ6 una disminucidn al incrementarse
la temperatura.

e La méaxima poblacién se incrementé con la irradiacion a temperaturas altas (30-35 °C).

e Eltiempo de duplicacion de la clo-a disminuy6 a baja irradiacién (30umol foton m-2 s1) a 26-30°C
y a alta irradiacion (70umol foton m-? s) a 36 °C.

e La produccion de MC-LR disminuyd al incrementarse la temperatura y disminuir la relacién N:P

y la irradiacion.
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Los modelos secundarios permitieron determinar las energias de activacion de los pardmetros py
LPD con variaciones en los rangos 15-28°C y 28-35°C y la temperatura 6ptima, minima y maxima
de crecimiento.

A través del modelo de Gompertz se estudié por primera vez la curva completa de crecimiento de
M. aeruginosa y se obtuvo la energia de activacion de la fase de latencia. Del mismo modo, se
calcul6 la energia de activacion de clo-a.

Se obtuvo el primer reporte de microorganismos y A. xylosoxidans del Rio de La Plata con

capacidad de remover MC-LR.
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Anexos

Tabla 1A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en los recuentos

celulares a 26°C.

26°C 30 pmol fotén m2.s?t 50 umol foton m2.s 70 umol foton m2.s

NP1I0  NP100 NP150 [ NP10  NP100 NP150 | NP10  NP100  NP150
g NP10 09842 1,000 | 08790 09999  0,9940 | 0,9986 1,000  0,9858
g:; NP100 1,418 09848 | 0,283 08478  0,6374 | 1,0000 09911 05573
3 NP150 | 0,08940 1,409 08764 09999 09937 | 09987 1,000  0,9852
g NP10 2,031 3,449 2,040 09902 09997 | 04591  0,8409 1,000
E:; NP100 07134 2131 07223 | 1318 1,000 | 09520 09996  0,9999
= NP150 1,225 2642 1234 | 08064 05112 08181 09887 1,000
_% | NP10 09920 04259 09830 | 3,023 1,705 2,217 09995 07514
§~§ NP100 01208 1297 01118 | 2152 08341 1,345 | 0,8712 0,9761
" | Npiso 1,395 2812 1404 | 06364 06812 01700 | 2,387 1,515

Tabla 2A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en la

concentracion de Clo-a a 26°C.

26°C 30 pmol fotéon m2.s?t 50 umol foton m2.s 70 umol foton m2.s
NPI0  NP100 NP150 | NP10  NP100  NP150 | NP10  NP100  NP150

g NP10 0,9432 1,000 [ 0,9808 1,000 1,000 | 08133 09906  0,6803
g:; NP100 1,758 09050 | 03723 09899  0,9265| 01320 04397  0,07796
E

3 NP150 01774 1,935 0,9916 1,000 1,000 | 08727 09965 07575
g NP10 1,463 3221 1,286 09141 09868 | 09998 1,000  0,9974
3:; NP100 04345 1,323 06119 | 1,898 1,000 | 06273 09459 04770
é_ NP150 008515 1,843  0,09227 1,378 05196 08433 09940 07182
_%, | NP10 2230 3,987 2,052 | 0,7664 2664 2144 0,9992 1,000
§~N§ NP100 1,308 3,066 1,131 | 10,1552 1,742 1,223 | 0,9216 0,9934
" | Npiso 2549 4307 2372 | 1,086 2984 2464 | 03197 1241
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Tabla 3A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en la

concentracion de MCs a 26°C.

30 pmol foton m2.s

50 umol foton m2.st

70 umol foton m2.s

20C NP10 NP100 NP150 NP10 NP100  NP150 NP10 NP100 NP150
_% | NP10 0.2222  0.1321 | 0.07378 0.0691 0.00717 | 0.01127 0.00794 0.00558
S5 |NP1oo | 3.676 1 0.9998 0.9997 0.8696 | 0.9295 0.885  0.8273
" |np1so | 4051  0.3746 1 1 09543 | 0.9814 0.9619 0.9311
_% |NPw0 | 4428 07518 03772 1 09903 | 0.9975 0.9926 0.9822
S5 |NPloo | 4469 0.7923  0.4177 | 0.0405 0.9921 | 0.9981 0.9941 0.9851
"% |np1so | 5729 2053 1678 | 1.301  1.261 1 1 1
_% |[NP10 | 5493 1817 1442 | 1.065 1.024 0.2363 1 1
55 |NP1o | 5.676 2 1626 | 1.248 1208 0.05297 | 0.1833 1
"° |neiso | 586 2183  1.809 | 1432 1391 0.1303 | 0.3666 0.1833

Tabla 4A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en los recuentos

celulares a 30°C.

30°C 30 pumol fotéon m2.s*t 50 umol foton m2.s 70 umol foton m2.s
NP10  NP100 NP150 | NP1I0  NP100 NP150 | NP10  NP100  NP150
g NP10 0,005679  0,00439 | 0,004859 0,001606 0,003685 | 0,3893  0,04493  0,08851
g:; NP100 | 5,616 1 1,000 1,000 1,000 | 07304 09985  0,9862
E
3 NP150 | 5733  0,1170 1,000 1,000 1,000 | 06784 09966 09771
g NP10 5687  0,07095  0,04609 1,000 1,000 | 06992 09975 09811
3:; NP100 | 6,186 05706 045360 | 0,4997 1,000 | 04659 09694  0,8989
é_ NP150 | 5812 01962 007919 | 01253  0,3744 06419 09946 09688
_% | NP10 3179 2436 2 553 2,507 3,007 2,633 09837  0,9980
§-N§ NP100 | 4606 1,009 1,126 1,080 1,580 1,206 | 1,427 1,000
"% | Np1so | 4226 1389 1,506 1,460 1,960 1585 | 1,047 03797
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Tabla 5A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en la

concentracion de Clo-a a 30°C.

30 pmol fotén m2.s?t

50 umol foton m2.s

70 umol foton m2.s

o
0C NP10  NP100 NP150 | NP10  NP100  NP150 | NP10  NP100  NP150

g NP10 09646 09958 | 1,000 1,000 09992 | 06877 08842  0,7567
5 2 | nP1oo 1,617 1,000 | 09589 09302 06837 | 01028 02249  0,1325
g

3 NP150 1,161 04562 09946 09874 08623 | 002056 053936  0,2552
g NP10 04196 1,659 1,203 1,000 0999 | 07065 08957  0,7738
_¢ | np100 02067 1824 1367 | 0,1648 09999 | 07761 09340  0,8355
é‘ NP150 09247 2542  2085| 08827 0,779 09657 09973  0,9818
_% | NP10 2533 4150 3693 | 2491 2326 1,608 1,000 1,000
§-§ NP100 2012 3629 3173| 1970 1805 1087 | 0,5208 1,000
"= | npiso 2373 3990 3534 2331 2167  1449| 01593 03615

Tabla 6A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en la

concentracion de MCs a 30°C.

30 pumol fotéon m2.s*t

50 pmol foton m2.s

70 umol foton m2.s

0°C NP10 NP100 NP150 NP10 NP100 NP150 NP10 NP100 NP150
_% | NP0 0.01257 0.00098 | 0.00242 0.00214 0.00056 | 0.00089 0.00567 0.00292
SE NP0 |5.448 0988 | 0.9994 009991 009566 | 09846 1  0.9998
"2 | np1so | 6792 1.344 1 1 1 1 09991 1
_% |NPwo  [6313 08651 04787 1 09997 | 1 1 1
SE | NPiwo [6376 09281  0.4157 |0.06301 09998 | 1 1 1
"° |np1so |7.411 1662 03184 | 07971  0.7341 1 09928 0.9993
_% | NP0 [6.846 1397 00536 | 0.5323 0.4693 0.2648 0.9986  0.9999
SE | nPiwo [5.869 04202 09236 | 04449 05079 1242 | 0.9772 1
"2 | NP0 | 6215 0.7667 05771 |0.09844 0.1614 0.8956 | 0.6307  0.3464
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Tabla 7A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en los recuentos

celulares a 36°C.

30 pmol fotén m2.s?t

50 umol foton m2.s

70 umol foton m2.s

0
o NP10  NP100 NP150 | NP10  NP100  NP150 | NP10  NP100  NP150

g NP10 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 06209 03663  0,7158
3 2 | nP1oo 0,006318 1,000 1,000 1,000  1,000| 06239 03689 07186
g

8 NP150 01714 0,777 1,000 1,000 09997 | 05402 02991  0,6381
g NP10 02660 0,2597 0,4374 1,000 1,000 | 07408 04834  0,8226
_¢ | np100 03741 03677 05454 | 10,1080 1,000 | 07850 05338  0,8592
g‘i“ NP150 06257 06194 07971 | 03597  0,2516 08726 06520  0,9261
_% | NP10 2678 2,671 2849 | 2412 2304 2,052 1,000 1,000
§-§ NP100 3237 3230 3408 | 2971 2863 2611 | 05590 0,9998
"2 | NP1so 2470 2463  2641| 2204 209 1844 02081 07671

Tabla 8A. Valores de p resultantes de la comparacion de a pares de Tukey en la

concentracion de Clo-a a 36°C.

30 pmol fotéon m2.s?t

50 umol foton m2.st

70 umol foton m2.s

e NP10 NP100 NP150 NP10 NP100 NP150 NP10 NP100  NP150
‘E NP10 1,000 0,8973 0,9483 0,4861 0,4861 0,1805 0,1637  0,1326
3 :; NP100 0,5805 0,9864 0,9961 0,7504 0,7504 0,3771 0,3495  0,2960
] NP150 1,961 1,381 1,000 0,9984 0,9984 0,9270 0,9117  0,8740
‘é NP10 1,724 1,144 0,2374 0,9931 0,9931 0,8652 0,8434  0,7928
s :; NP100 2,968 2,388 1,007 1,244 1,000 0,9996 0,9993  0,9981
é' NP150 2,968 2,388 1,007 1,244 1,000 0,9996 0,9993  0,9981
_% NP10 3,798 3,217 1,836 2,074 0,8294 0,8294 1,000 1,000
§~N§ NP100 3,865 3,285 1,904 2,141 0,8971 0,8971 0,06771 1,000
" e NP150 4,006 3,425 2,044 2,282 1,038 1,038 0,2083 0,1406

Tabla 9A. Valores de p resultantes de la comparacién de a pares de Tukey en la

concentracion de MCs a 36°C.
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36°C 30 pmol foton m2.s 50 umol foton m2.s 70 umol foton m2.s
NP10 NP100 NP150 NP10 NP100 NP150 NP10 NP100 NP150
_% | NP10 0.677 07719 |0.9873 0.9815 0.8699 | 0.7738 0.8618 0.5982
S5E | NP0 | 2557 1 0.1646 0.9964 1 1 1 1
"2 | npiso | 2331 0.2258 0.2226 0.9993 1 1 1 1
_% | NP0 [1.354 3911 3685 0.5706 0.3134 | 0.224 0.304 0.1284
55 |Npoo [1438 1119  0.8929 | 2.792 1 0.9993 0.9999 0.9905
"2 |npiso | 2.05 05065 0.2806 | 3.405 0.6122 1 1 0.9999
_%n |NP0 | 2326 02308 0.004959 | 3.68 0.8879 0.2757 1 1
St |NPwo |2077 048 02542 | 3431 0.6387 0.02643 | 0.2492 0.9999
"2 | Npiso | 2732 0175 04008 | 4.086 1294 0.6815 | 04058  0.655
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