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ESTUDIO DE LAACTIVIDAD ALGUICIDA DE LA BACTERIA Gyrophaga sp. ASOCIADAAL DINOFLAGELADO
TOXICO Alexandrium catenella

SOLEDAD P. UGARTE', ADELHEIT B. SCHNEIDER', ALICIA 1. SCIARAFFIA!, DRA. ANAM. AMARO?

RESUMEN

Alexandrium catenella ACCOI, es una microalga toxica causante de los florecimientos algales nocivos (FAN) en el surde
Chile. Asociada a ella, se han aislado e identificado, las bacterias, Cytophaga sp. AMA-01. Pseudoalteromona sp. AMA-02.
y Ruegeria atlantica AMA-03.El género Cytophaga ha sido previamente aislado de muestras de agua obtenidas al término
de los florecimientos algales de diatomeas, rafidofitos y dinoflagelados lo cual ha llevado a algunos autores a sugerir que
posee una propiedad alguicida contra microalgas toxicas. En este estudio se determiné la actividad citolitica de Cytophaga
s.p AMA-01, observando el efecto del sobrenadante del cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria, sobre un cultivo
de Alexandrium catenella Las proteinas del sobrenadante, aisladas por precipitacién con sulfato de amonio, presentaron
una actividad citolitica de un 90% a las 48 horas. Las actividades enzimaticas encontradas en el sobrenadante fueron :
Fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa, Lipasa, Leucina arilamidasa, Fosfatasa 4cida y Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa.
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INTRODUCCION

Las microalgas son parte integral del ecosistema
marino, sin embargo, bajo ciertas condiciones ambientales,
60 especies causan una proliferacién explosiva nociva,
denominada “Floraciones Algales Nocivas” (FAN),
liberando toxinas al mar. Las FAN son conocidas
comiinmente como Marea Roja por el cambio de coloracién
del agua. En Chile, las FAN serian causadas por los
dinoflagelados téxicos Alexandrium catenella 'y Dinophysis
acuta y, por otro lado algunas diatomeas del género Pseudo-
nitzchia; las que generan toxinas marinas, (toxina
paralizante o PSP, diarreica o DSP y amnésica o ASP,
respectivamente).Investigaciones recientes muestran que
existen bacterias en simbiosis con dinoflagelados téxicos,
siendo parte integral de su ambiente fisico. El rol de ellas en
la dinamica de las FAN no est4 claramente establecido; sin
embargo, se sefiala que podrian ser importantes reguladores
de su crecimiento y toxicidad. P®® Algunos autores
postulan que algunas bacterias presentarian un efecto
alguicida directo, para el cual es necesario un contacto
fisico"), otros estudios revelan evidencias-suficientes para
postular que el efecto alguicida seria indirecto, a través de la
liberacion de sustancias capaces de desintegrar la

microalga®, siendo esto ultimo lo méds aceptado. El rol
bacteriano en los niveles de toxicidad de las microalgas es
complejo ya que se ha demostrado que ambos organismos
son capaces de sintetizar toxinas de forma independiente®-

Alexandrium catenella se asocia a las FAN en Chile
desde 1972. Asociada a ella, se han aislado e identificado, en
el Laboratorio de Toxinas Marinas, la bacteria, Cytophaga
sp. AMA-017®, El rol que ella desempefia no es ain claro.
Estudios demuestran que a medida que el cultivo de
Alexandrium catenella llega a fase estacionaria, hay un
aumento en el conteo y ataque de las bacterias sobre el
dinoflagelado, desconociéndose el mecanismo que gatilla el
ataque . Se postula que las bacterias requieren cierta
densidad numérica o “qudrum sensing " antes de que el factor
alguicida se exprese. “%. Si bien se describe un efecto
alguicida por parte Cytophaga sp. sobre la microalga, se
desconoce atin coémo es capaz de matar al dinoflagelado.

El objetivo de nuestra investigacioén es determinar y
analizar las caracteristicas de la actividad alguicida de la
bacteria Cytophaga sp. sobre cultivos del dinoflagelado
toxico Alexandrium catenella y sobre cultivos de un
dinoflagelado no toxico.
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MATERIALESY METODOS

Cultivo de las microalgas: Dos algas fueron wtilizadas en el
presente estudio: Alexandrium catenella cepa ACCO1, aislada por el
Laboratorio del Instituto de Fomento Pesquero, IFOP, Puerto Montt,
Chile; de una muestra colectada en abril de 1994 desde los mares de la
region de Aysén, Chile (45° 32" S, 73° 34°0)(fotografia 1). La cepa
fue cultivada en F/2, a 12°C, bajo ciclos de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad. El dinoflagelado no téxico Heterocapsa sp. SGMO1 obtenido
desde los estanques del Centro de Cultivo de Abalén de la Universidad
Catélica del Norte, sede Coquimbo, fue cultivada y mantenida en
laboratorio bajo las mismas condiciones que A. catenella Para
determinar las fases de latencia, exponencial y estacionaria de ambas
algas se utilizé una curva de crecimiento realizada en el Laboratorio
de Toxinas Marinas (2002), que mide la densidad celular por conteo
directo de la poblacion celular en una cimara de Sedgewick Rafter S50
(Graticules Ltd., Tonbridge, England).

Cultivo bacteriano: Cytophaga sp, fue aislada en el Laboratorio de
Toxinas Marinas desde un cultivo de Alexandrium catenella ACCOI.
Para su crecimiento se empleé Agar Marino® como medio sélido, y
F/2 suplementado con 0,25% de bactopectona, como medio liquido.
Estos dltimos fueron agitados a 25°C en un incubador termoregulado
Environ Shaker Orbit a 120 r.p.m. Las fases de latencia, exponencial
y estacionaria de Cyrophaga sp. cultivada en medio liquido, se
obtuvieron por una curva de crecimiento bacteriano, midiendo el
crecimiento celular , por el aumento en la Absorbancia a 620nm de
las muestras del cultivo tomadas cada 1 hora, para lo que se utilizé un
Espectrofotémetro 4049 LKB Blochroom Novaspec.
Determinacién del Efecto Alguicida Indirecto. Para eliminar la
bactopectona del medio de cultivo, el sobrenadante libre de células
obtenido por centrifugacion a 10.000 xg, por 10 minutos, fue dializado
en una membrana semipermeable SnakeSkini de 10 KDa, contra F/2,
en una relacién 1:10 con tres cambios de F/2, durante 24 horas, en
frio y con agitacién. El sobrenadante dializado se esterilizo por
filtracion en membranas de nitrocelulosa de 0,2 mm (Advantec MFS,
Inc.). A este sobrenadante se le llamo Sobrenadante Filtrado Dializado
(SFD). La actividad alguicida se midié enfrentando el SFD a cultivos
de Alexandrium catenella ACCO1 en crecimiento exponencial (20000
células/ml), bajo condiciones normales de incubacién de microalgas y
en una relacion de volumen 1:1 (volumen SFD / volumen cultivo de
A. catenella). La sobrevivencia de la microalga se determiné por
conteo directo en cdmara de Sedgewick Rafter a las 24, 48 y 72 horas
de incubacion de las microalgas que sobreviven en presencia del
sobrenadante.

Determinacién de proteinas: La concentracién de éstas en el
sobrenadante del cultivo de Cyrophaga sp., se determiné mediante el
Meétodo del Ac. Bicinconinico(Ref).

Deteccién de las actividades enzimiticas presentes en cultivos
de Cytophaga sp: Para el anilisis de las endo y exoenzimas presentes
en el sobrenadante, se utilizé un kit comercial ApiZym (Biomerieuxa)
que corresponde a un micrométodo semicuantativo, para deteccién
répida y simultdnea de hasta 19 actividades enzimaticas.

Obtencién de proteinas concentradas y sobrenadante
desproteinizado: Para determinar si el factor alguicida del
sobrenadante de Cytophaga sp es de tipo proteico, se realizé una
precipitacién de proteinas con sulfato de amonio al 85% de saturacion
(5,59gr cada 10ml de sobrenadante), obteniendo un pellet de proteinas
concentradas y un sobrenadante desproteinizado.

Determinacién del efecto alguicida de proteinas concentradas
y sobrenadante desproteinizado: Se utilizé un cultivo de
Alexandrium catenella en fase exponencial con concentracion de
16000cel/ml, del cual fueron obtenidas las muestras para ser
enfrentadas a: a) sobrenadante desproteinizado del cultivo bacteriano
de Cytophaga sp. previamente dializados contra F/2 y filtrado
(Experimental 1), b) proteinas concentradas previamente dializadas
contra F/2 y filtradas (Experimental 2), ¢) F/2 (Control). La
sobrevivencia de la microalga se determinard por conteo directo en
una camara de Sedgewick Rafter a las 24, 48 y 72 horas de incubacidn
de las microaigas que sobreviven en presencia del sobrenadante.

Rev chil estud med (2005); 4 (1): 39

Patrones electroforéticos: Para analizar las proteinas presentes
en los sobrenadante del cultivo bacteriano de Cytophaga sp se realizé
clectroforesis unidimensional (Laemli, 1970) en condiciones
desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando geles de polacrilamida al 15%
y proteinas concentradas liofilizadas previamente.

Especificidad del efecto alguicida: El mismo procedimiento
realizado para determinar la actividad alguicida en 4. Catenella, se
efectué con el dinoflagelado Heterocapsa sp., para asi determinar si
el efecto alguicida de Cyrophaga sp es especifico para A.catenella.

Estadistica: Dado el tiempo limitado para realizar los experimentos,
solo se hicieron en duplicado, y esto sélo permiti6 realizar un analisis

porcentual de sobrevivencia.

Fotografia 1. Microfotografia de Alexandrium catenella
cepa ACCO1, Microscopio de Luz Invertido (40x) (Laboratorio de
Toxinas Marinas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 2004)

* Sobrenadanfe de i
| Crtophaga sp sin proteinas|

Fotografia 2. kit ApiZym (Biomerieux4)

RESULTADOS

Efecto Alguicida Indirecto.

Actividad Alguicida SFD de Cytophaga sp en Cultivo
de A.catenella. El Gréfico 1 muestra el efecto alguicida que
ejerce el SFD de Cytophaga sp AMA-01, sobre las células
de un cultivo en crecimiento exponencial de 4. catenella
ACCO1.EI control negativo F/2-Si, mostrd crecimiento celular
a las 24 y 48 horas. Se verifica la existencia de actividad
alguicida presente en el SFD Cytophaga sp al disminuir la
poblacién de células de 4.catenella expuesto a SFD por un
periodo de 72 horas bajo las condiciones antes descritas, a
la vez que es posible observar el crecimiento normal de la
poblacion control.Creo que para esto es bueno explicar aqui
en una sola figura
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el efecto alguicida del sobrenadante total , del las proteinas
del sobrenadante concentradas y del sobrenadante
desproteinizado.

Caracterizacién del efecto alguicida.Cytophaga sp
a) Determinacion las actividades enziméticas presentes
en el sobrenadante del cultivo bacteriano (ApiZym).

El sobrenadante de Cytophaga que contenia 0,9280
mg/ml de proteinas, present6 las actividades enzimaticas
sefialadas en la Tabla 1. El SFD completo presenta actividad:
Fosfatasa alcalina, Esterasa, Esterasa lipasa,Lipasa,Leucina
arilamidasa, Fosfatasa 4cida,Naftol AS-BI- fosfohidrolasa.
Las proteinas concentradas presentan las mismas
actividades con mayor intensidad colorimétrica excepto
lipasa que est4 ausente. En el SFD hervido durante 7 minutos
persiste actividad fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa,
Fosfatasa dcida,Naftol AS BI fosfohidrolasa. Tras
desproteinizar persisten en el sobrenadante tratado con
sulfato de amonio las actividades fosfatasa alcalina, Esterasa
lipasa, Naftol AS BI fosfohidrolasa. Cabe destacar que en
todas las pruebas enzimaticas se mantiene la actividad 12,
siendo ésta: Naftol —~AS- BI fosfohidrolasa.

b) Electroforesis unidimensional en condiciones
desnaturantes (SDS-PAGE).

Se hicieron dos electroforesis de las proteinas
concentradas obtenidas del cultivo de Cytophaga sp en fase
exponencial. La primera en gel al 12% obteniéndose s6lo 2
bandas con PM de 63.09 y 54.95 KD. Luego se utiliz6 un gel
al 15%y se corrieron muestras de distintos volimenes 35,25
y10ml, lo que equivale a 32.2, 23 y 9.2 mg de proteinas
respectivamente, en cada corrida. Pudiendo distinguirse
claramente 3 bandas correspondientes a los PM 99.6, 63.01
y 56.02 KD, ( datos no mostrados)

Determinacién de la Especificidad Alguicida del
Sobrenadante de Cytophaga sp sobre el dinoflagelado
Hetocapsa sp

No se observa efecto citolitico del sobrenadante
Cytophaga sp sobre el dinoflagelado Heterocapsa sp. La
poblacién aumenta en ambas condiciones.

DISCUSION

El objetivo de esta investigacion fue determinar la
existencia de un efecto alguicida por parte del sobrenadante
del cultivo bacteriano de Cytophaga sp sobre el
dinoflagelado A.catenella, de manera tal de poder ser
utilizado en investigaciones posteriores que pudieran hacer
uso de este rol alguicida como método de control de la Marea
Roja. Esto ya ha sido descrito por otros autores (Kim etal.,
1998; Yoshinaga et al, 1999; Nagasaki et al, 2000), y
actualmente hay variadas investigaciones en curso.

El efecto de la bacteria sobre la toxicidad de los
dinoflagelados del género A.catenella en cultivo ha sido un
tema controversial por décadas (Gallacher & Smith, 1999),

Efecto Alguicida SFDCytophaga sp sobre cultivos de

Célulasiml Alexandrium catenella
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Grifico 1:Determinacién del Efecto Alguicida Indirecto: Efecto
Alguicida de Cytophaga sp. AMA-01 sobre Alexandrium catenella
cepa ACCO1. Evalia la sobrevivencia del dinoflagelado en condiciones
control en F/2 y en presencia del SFD de Cytophaga sp a las 0, 24, 48
y 72 hrs.

centrandose solo en las bacterias como tal y no en los
compuesto(s) excretados por éstas. En esta investigacion se
encontré que compuesto(s) liberados por Cytophaga sp en
contacto directo (sobrenadante completo) con cultivos de
A. catenella si afectan en el crecimiento. Este sobrenadante
del cultivo bacteriano poseeria algin tipo de compuesto(s)
que afectan negativamente el crecimiento de 4. Catenella.,
produciéndose la lisis de gran parte de la poblacién del
cultivo. El SFD presentaba las siguientes actividades
enzimaticas: Fosfatasa alcalina, Esterasa lipasa, Lipasa,
Leucina arilamidasa, Fosfatasa 4cida y Naftol-AS-BI-
fosfohidrolasa, éstas podrian estar participando en la
actividad citolitica presente en el sobrenadante. Posterior a
la precipitacion de la mayor parte de las proteinas presentes
en este sobrenadante, la actividad citolitica se redujo. Sin
embargo la fraccién de proteinas concentradas por
precipitacién con sulfato de amonio produjo también lisis
celular, pese a perder las actividades enzimaticas esterasa,
lipasa, fosfatasa dcida y leucina arilamidasa; las que podrian
corresponder a actividades propias de las proteinas
precipitadas. La electroforesis revel6 la presencia de 3 bandas
que corresponderian a proteinas de PM 100, 63.09 y 54.95.

Se debe hacer mencién a que, en el sobrenadante
desproteinizado se sigui6 observando la actividad alguicida,
lo que nos lleva a postular que, o bien habrian persistido
proteinas en el, posterior a la precipitacion de estas, o bien,
que existiria otro factor, no proteico, involucrado en la
actividad citolitica de Cytophaga sp.

Skerratt et al, 2002 postula que el mecanismo alguicida
de las bacterias no es enzimatico, ya que sometié un
sobrenadante alguicida a distintas temperaturas, encontrando
que no desaparecia el efecto toxico después de ser tratados
con calor (hasta 120°C), sin embargo en nuestra
investigacion, pudimos determinar que si se sometia el
sobrenadante de Cytophaga sp a ebullicién a 110°C por 7
minutos, persistian las actividades enziméticas esterasa ,
lipasa, leucina arilamidasa, fosfatasa 4cida y Naftol-AS- BI-
fosfohidrolasa.



Para usar las propiedades liticas relacionadas con
Cytophaga sp. como posible método de control de Mareas
Rojas es preciso determinar si su actividad alguicida es
especifica para el dinoflagelado 4. catenella. Para esto, se
enfrent6 al dinoflagelado Heterocapsa sp. al SFD de
Cytophaga sp. comprobandose que, al menos en este caso,
el compuesto(s) litico carecen de efecto. Deben realizarse
otros estudios que determinen de manera global la
especificidad de Cytophaga sp. sobre A. Catenella, pues el
que en nuestra investigacién hayamos descartado a
Heterocapsa sp no significa que todos los dinoflagelados
no sean afectados por la accion litica de Cyrophaga sp.
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En la actualidad ya ha quedado claro que las
interacciones bacteria-fitoplancton son mucho més complejas
de lo que se pensaba originalmente (e.g. Dantzer & Levin,
1997; Gallacher & Smith, 1999; Hold y col., 2001), y esto
determina que multiples investigaciones deberan realizarse
antes de poder llegar a vislumbrar su uso como método de
control de las FAN.

Este estudio es simplemente uno més entre ellos y
esperamos pueda ser utilizado como paso inicial a futuras
investigaciones las que puedan repetirlo y determinar su
validez estadistica.

Tabla 1: Actividades Enzimaiticas extracelulares (exoenzimas) obtenidas del SFD de
Cytophaga sp.-
ENEIMA REACCION | SFD SFD Cacphedain SFD Protaus
COMPLETO DESPROTEINIZADO | HERVIDO | Conwentrad ac
cardrol - - o " .
Mmm Violeta +++ s + ++
Taema Vibleta T 3 > T
[ Folemsy Hpass | Viohm +++ + + ++
| Tinasss, Tiolets == x; 3
Teucta Weajo = 3 : =
| Eosfilass acida Vioketa + i T T
Nafiol AS BI Amal + + + e
| fosfahidrolacs

Deteccion de las actividades enzimdticas presentes en cultivos de Cytophaga sp

actividad enzimatica presnete en el sobrenadante Cytophaga sp.

Por medio del kit ApiZym (Biomerieuxd). Se analizo la

Células /m|
(%) SFD de Cytophaga sp

0 hrs

Caracterizacién del Efecto Alguicida Indirecto del

Grifico 2 Caracterizacion del efecto
alguicida indirecto de Cytophaga sp:
Evalué la sobrevivencia del dinoflagelado
en condiciones control en F/2,
sobrenadante filtrado dializado (SFD)
completo, SFD desproteinizado y
proteinas concentradas, de manera de
determinar dénde radica el factor alguicida
de Cytophaga sp. CONTROL 1: 5ml A.
Carenella + 3ml F/2, CONTROL 2: 5mi
A. Catenella + 3ml sobrenadante
completo. SOBRENADANTE
DESPROTEINIZADO: 5ml A. Catenella
+ 3ml sobrenadante desproteinizado.
CONCENTRADO DE PROTEINAS:
Sml A. Catenella + 3ml proteinas
concentradas del sobrenadante de
Cytophaga sp.. Se registraron los conteos

a las 0, 24 y 48 hrs. en todos los grupos.

tiempo
(hrs)

48 hrs

[—s—control 1(F12) —a—Controi 2 (Sob ” inp

—— Proteinas concent radas.Tx |




Rev chil estud med (2005); 4 (1): 42
AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a la Doctora Ana Maria Amaro del
Departamento de Fisiologia Celular, Universidad de Chile, a
Daniel Carrasco y Sandra Ogalde por su colaboracion y
facilitacion de laboratorio para la investigacion. Financiado
por FONDECYT.

BIBLIOGRAFIA

1. LOVEJOY, C.; BOWMAN, J. 1998. Algicidal ef-
fects of a novel marine Cytophaga isolate (class
Proteobacteria, Gamma subdivision ) on Harmful Algal Bloom
Species of the Genera Chattonella, Gymnodium and
Heterosigma. Applied and Environmental Microbiology.
64(8): 2806-2812.

2. DOUCETTE, G.;; KODAMA, M.; FRANCA,S.;
GALLAGHER, S. 1998. Bacterial intractions with Harmful
Algal Bloom Species: Bloom Ecology, Toxigenesis, and Cy-
tology. In: Physiological Ecology of Harmful Algal Blooms.
D.M. Anderson, A.D.

3. SHIMIZU, Y.; GIORGIO, C.; KOERTING-
WALKER, C.; OGATA, T. 1996. Non conformityof bacterial
produccion of paralytic shellfish poisons-neosaxitoxin pro-
duction by a bacteriumstrain from Alexandrium tamarense
Ipswichstrain and its significance. Jn: Harmful and Toxic Al-
gal Blooms. Yasumoto, T. Oshima, Y. Fukuyo, Y.(eds) 10C
of UNESCO, Sendai, Japan, pp 359-362.

4. SIMON,N.; BIEGALA, L; SMITH, L; VAULOT,D.
2002. Kinetics of attachment of potentially toxic bacteria to
Alexandrium tamarense. Aquat. Microb. Ecol. 28:249-256.

5. SCHAUDER, S.; SHOKAT, K.; SURETTE,M.G;
BASSLER, B.L. 2001 The LuxS family of bacterial
autoinducers: biosynthesis of a novel quorum-sensing sig-
nal molecule. Molecular Microbiology. 41(2) :463-476.

6. AMARO,A.M.; VIDAL-ALVAREZ, R.; SUAREZ-
ISLA, B.A.; FUENTES, S.; OGALDE, S.; 2001. Bacterial
isolation and characterization from flora associated with the
toxic Dinoflagellates. In: 149 th Meeting Society for General
Microbiology. Norwich, England. 10-13 September 2001.
University of East Anglia. U.K.

7. AMARO, AM.; OGALDE, S.; FUENTES, S.;
QUINTEROS, J.; SUAREZ-ISLA, B.A. 2002. Alguicidal ef-
fects of two bacterial strains isolated from Alexandrium
catenella cultures. /n: X International Conference on Harm-
ful Algal. St. Pette Beach, Florida, U.S.A. 21-25 October 2002.

8. BABINCHAK, J.A.,E.R. MCGOVERN,ANDG. J.
DOUCETTE. 1998. Isolation and characterization of the bac-
terial flora associated with PSP-related dinoflagellate spe-
cies, p. 410-413. In. B. Reguera, J. Blanco, M. L. Fernandez
and T. Wyatt. (ed.), Harmful Algae. Xunta de Galicia and In-

tergovernmental Oceanographic Commission of UNESCO.



