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Carolina Castro Lépez Resumen/Abstract

1. Resumen:

El lindano es un pesticida organoclorado con gran persistencia en los ecosistemas y con
consecuencias graves para la salud humana y el ambiente debido a su bioacumulacién. El
isomero comunmente utilizado es el isémero gamma. En Aragdn actualmente hay un
grave problema de contaminacion en la zona de Sabifidnigo debido a la actividad afios
atrds de la fdbrica Inquinosa, que no almacendé de forma correcta los residuos. Los
vertederos de Sardas y Bailin (en los que se almacenaron los residuos) estan préximos al
rio Gallego en el que se ha encontrado frecuentemente niveles del pesticida por encima de
los permitidos por la legislacidn vigente. En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de
la expresién génica de distintos genes potencialmente implicados en la respuesta de dos
cianobacterias al y-lindano. Los resultados obtenidos indican que Anabaena PCC7120
tolera bien la presencia de lindano a tiempos cortos, ya que los datos de crecimiento, el
contenido de clorofila a y el contenido de proteinas indican solo una ligera afectacion. Por
otra parte, se ha demostrado que el lindano produce estrés oxidativo a los organismos de
estudio (Anabaena y Microcystis aeruginosa PCC7806) mostrando un aumento en la
expresion de genes que se inducen como respuesta al estrés oxidativo (furC y prxA). La
ruta de degradacidon de lindano en Anabaena se desconoce. En este trabajo se han
relacionado genes que codifican para enzimas presentes en la ruta de degradacién de
Sphingomonas paucimobilis con genes presentes en el genoma de Anabaena, los cuales
podrian corresponder con los homélogos de la ruta de degradacidon en Anabaena. Ademas,
se ha utilizado una cepa con sobreexpresion de un regulador transcripcional, furC, que nos
ha permitido observar que la sobreexpresion de esta proteina le confiere a la
cianobacteria un aumento de la tolerancia al pesticida con respecto a la cepa silvestre.

2. Abstract:

Lindane is an organochlorine pesticide with great persistence and with serious
consequences for human health and the environment due to its bioaccumulation. The
isomer most commonly used is the gamma isomer. Aragon is a large polluted area due to
the activity of the factory Inquinosa located in Sabifianigo, which not properly treated the
residues. The dumping sites Sardas and Bailin (where the waste is stored) are close to
Gallego’s river in which it was frecuently found the presence of the pesticide. The aim of
this study is to characterize, in cyanobacteria able to degradate the pesticide, the effects
of y-lindane and describe changes in gene expression induced in the presence of the
pesticide. The results show that Anabaena PCC7120 tolerate well the presence of lindane
at short times, as observed in growth curves, chlorophyll content and protein content.
Moreover, it has been shown that lindane produces oxidative stress in the studied
organisms (Anabaena and Microcystis PCC7806), and increase the expression of genes
related to oxidative stress responses (furC and prxA). Lindane’s degradation pathway in
Anabaena is unknown. In this paper we have related gens encoding enzymes involved in
lindane degradation pathway of Sphingomonas paucimobilis with genes in the genome of
Anabaena that could correspond with counterparts degradation pathway in Anabaena. In
addition, we used an overexpressing FurC strain, which shows an increase in pesticide
tolerance with respect to the wild type strain.
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2. Introduccion:

2.1. Lindano:

Después de la Segunda Guerra Mundial comenzé la utilizacién masiva de pesticidas
organoclorados no sdélo en agricultura, sino también como agentes de control de parasitos
del hombre y de animales (Vijgen et al., 2011). La persistencia de los pesticidas en el medio
ambiente puede ser beneficiosa para el agricultor por su largo efecto residual, pero es
perjudicial para el medio ambiente ya que aumenta la exposicion de los organismos a esas
sustancias toxicas.

Uno de los compuestos mas utilizados fue el lindano, uno de los cinco isémeros del
hexaclorociclohexano (HCH), concretamente el isémero gamma. La diferencia entre los
isdbmeros se encuentra en la unidn de los &tomos de cloro a los dtomos de la molécula de
ciclohexano (Solomon et al., 2015), existiendo ocho isémeros distintos.

Los problemas derivados del uso de lindano son debidos no solo a su persistencia sino que,
como todos los organoclorados, ademds de ser tdxico tiene la capacidad de ser
almacenado en los seres vivos (bioacumulacién) con consecuencias graves para la salud
humana y para el ambiente (Chaurasia, Adhya, & Apte, 2013). La exposicion a HCH puede
ser por ingestion, por inhalacién o por contacto y sus efectos téxicos dependen de la
cantidad de isémeros presentes y principalmente de la cantidad de iséGmero gamma que
contenga. Si se ingiere en grandes cantidades, el HCH provoca dolores de cabeza,
cansancio, debilidad, malestar, insomnio, diarreas, vomito y fiebre, (e incluso la muerte, si
se tomara en muy grandes cantidades) (Sangwan et al., 2012). A pequefias dosis, pero en
exposiciones largas (toxicidad crénica) causa problemas hepaticos, renales, hormonales,
sanguineos (anemias). Se ha visto que causa alteraciones endocrinas y dafios en el sistema
nervioso central, donde interfiere con la funcidon del neurotransmisor acido y-
aminobutirico (GABA) por interaccidn con su receptor. Por otro lado, se ha encontrado que
en alguna especie animal resulta cancerigeno, y se podria pensar que también lo puede ser
para el hombre, aunque esto no esta demostrado todavia. La OMS recomienda tratar el
HCH y sus isdmeros como si fuesen cancerigenos (Sangwan et al., 2012; Nolan et al., 2012).

Desde el punto de vista ambiental, al ser un compuesto apolar (Prathap et al., 2015), el
HCH puede infiltrarse en la materia blanca, rica en lipidos, del cerebro (Wooltorton, 2003).
Ademas, se biodegrada lentamente y es muy estable en condiciones ambientales
normales. Por lo tanto, el HCH se almacena facilmente en los seres vivos y en el ambiente.
El lindano sdlido puede degradarse bajo condiciones aerdbicas. A pesar de todo esto,
durante muchos afos no se han tomado en serio los peligros que podia conllevar el uso
del HCH y en muchos lugares, entre ellos el Pais Vasco y Aragén, ha sido vertido al medio
ambiente sin ningln tipo de control. Hoy dia nos damos cuenta de la necesidad de
solucionar los problemas originados por estos vertidos, y de la dificultad de hacerlo ya que,
todavia no existe un proceso viable para destruir con seguridad el lindano mezclado con
tierra. Fue considerado en el Convenio de Estocolmo (tratado global para la proteccién de
la salud humana y el medio ambiente frente a los productos quimicos que persisten
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expuestos de manera prolongada en el medio ambiente y adquieren una amplia
distribucidn geografica, pasando a formar parte de los tejidos adiposos de los seres
humanos y animales) en 2004 como compuesto persistente y prohibido su uso en la
mayoria de los paises desarrollados.

2.2. Lindano en Aragon:

En la cuenca del rio Géllego se construyeron aprovechamientos hidroeléctricos a
comienzos del siglo XX, lo cual favorecid la instalacién de numerosas industrias en el
entorno de Sabifidnigo, muchas de las cuales se dedicaron a la fabricacidon de productos
quimicos (4cido sulfurico, aluminio electrolitico, cloro, acido clorhidrico, HCH, fésforos,
etc.). Inquinosa, una empresa productora de lindano, se establecié en Sabifidnigo en 1975.
Los residuos de HCH producidos en la fabricacion del lindano fueron depositados durante
afos en varios puntos, entre ellos el vertedero de Sardds y de Bailin. En 1987 comenzaron
las primeras denuncias por las irregularidades en los vertidos y la contaminacion de rio
Géllego, terminando con su cierre en 1989. Durante el proceso de fabricacién del lindano
aproximadamente el 85% de los productos son isémeros no comercializables, estos son los
gue constituyen el grueso de los vertidos. El Unico isémero que se comercializaba es el y, el
resto no estaban permitidos debido precisamente a su alta persistencia. En el vertedero de
Sardas, se depositaron sin ningln tipo de medida de control (impermeabilizacidn,
captacién de lixiviados, depuracién de aguas, etc) todos los residuos industriales
generados en la zona, junto con residuos urbanos y escombros de construccion. Este
vertedero permanecié en uso hasta 1987, aun cuando a partir de 1984 Inquinosa comenzé
a verter en el nuevo vertedero municipal de Bailin. Asi pues, durante mas de 30 afios los
residuos industriales de las empresas radicadas en Sabifidnigo se fueron depositando en
estos dos vertederos. Ambos vertederos, Sardds y Bailin, estdn proximos al rio Gallego, y
en sus aguas se ha detectado puntualmente la presencia de isémeros de HCH (Fernandez
et al., 2013). Las concentraciones encontradas motivaron que, en diciembre de 1988, la
Diputacion General de Aragén (DGA) prohibiese el depdsito de residuos tdxicos vy
peligrosos, procedentes de la fabricacién de lindano en los vertederos de la zona, y que la
Confederacién Hidrografica del Ebro (CHE), prohibiese el vertido de aguas residuales
procedentes de la fabricacién de lindano. Durante el 2005 se detectd residuo libre de HCH
y otros organoclorados en los piezdmetros de control situados aguas abajo del vertedero
de Bailin y, en febrero de 2009, se comenzaron a detectar residuos libres de HCH en la
base del talud de la carretera que pasa junto al vertedero de Sardas. El verano de 2014 las
aguas volvieron a bajar llenas de residuos de pesticida y el Gobierno de Aragdn tuvo que
prohibir el consumo de agua corriente, esto fue debido al traslado de residuos del viejo
vertedero a la nueva celda de seguridad, con lo que al romper las zonas en las que el
contaminante estaba bien compartimentalizado y al coincidir con un periodo de grandes
lluvias se produjo fuga del pesticida al rio.

2.2.1. Panorama actual:
En particular, el problema de los suelos contaminados con HCH no parece tener una
solucion clara hoy dia. Se han decidido almacenar las tierras contaminadas en una Celda
de Seguridad mientras se encuentre una tecnologia adecuada. Esta medida servird para
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eliminar los dafnos ambientales y de salud que podrian provocar estas tierras en el periodo
de busqueda del sistema a utilizar.

Vertedero de Sardds: Debido a la acumulaciéon de residuos sélidos ha tenido lugar la
lixiviacién de contaminantes al acuifero. Se esta llevando a cabo una monitorizacién y un
seguimiento con una red piezométrica, ademas del bombeo y extraccién del residuo
liquido. El estado en el embalse de Santa Ana presenta gran cantidad de lixiviados que
forman una pluma contaminante de isémeros en forma de polvo y en fase liquida mas
densa que el agua (DNAPL por sus siglas en inglés: dense non-aqueous phase liquid)

Vertedero de Bailin: En el caso del vertedero de Bailin, la superficie se encuentra limpia y
no hay presencia de residuos sdlidos. Se lleva a cabo el control de los niveles de HCH con
una red piezomeétrica y se estan buscando soluciones para las bolsas de DNAPL producidas
en el interior de la roca madre. Potencialmente puede darse un flujo de DNAPL al rio
Géllego situado Unicamente a 800 metros, aunque hay canalizaciones a bolsas de
seguridad.

Como planes futuros se encuentra el sellado de celda, desmantelamiento de las
instalaciones que todavia contienen residuos téxicos y restauracién de la vegetacion.

2.3. Ruta degradacion de lindano en bacterias y cianobacterias.

A pesar de la complejidad estructural del lindano, existen distintos microorganismos
capaces de degradarlo y utilizarlo como fuente de carbono y energia para su metabolismo.
Esto es debido a que estos microorganimos contienen rutas metabdlicas compuestas por
enzimas capaces de degradar estos compuestos. Entre estos microorganismos
encontramos algunas bacterias como Sphingomonas paucimobilis y algunas cianobacterias
como Anabaena.

2.3.1. Ruta degradacion de lindano en Sphingomonas paucimobilis:

Sphingomas paucimobilis es una bacteria estrictamente aerobia, gram-negativa, catalasa
positiva y oxidasa positiva capaz de degradar diferentes isémeros de lindano (Sangwan et
al., 2012). El proceso comienza con una deshidrocloracién llevada a cabo por una
deshidroclorinasa (/inA), posteriormente actla la haloalcano deshalogenasa (/inB) y por
ultimo tiene lugar una deshidrogenacién mediada por una deshidrogenasa (/inC/linX) con
la formacién de 2,5-diclorohidroquinona. La 2,5-diclorohidroquinona es convertida por la
ruta inferior en succinil-coA y acetil-coA por la accidén de distintas enzimas. La declorinasa
reductiva (/inD) es la responsable de la eliminacién de dtomos de cloro de la molécula,
posteriormente se produce la escisién del anillo por una oxigenasa (linE), y finalmente
actuan una maleylacetato reductasa (/inF), una acil-coA transferasa (/linG, H) y por ultimo
una tiolasa (/inJ). Finalmente, succinil-coA y acetil-coA entraran en el ciclo de Krebs y seran
utilizados como fuente de carbono y energia, habiendo reducido por completo el lindano a
CO, y H,O (figura 8 Material suplementario). Los genes linA, linB, linC se expresan de
manera constitutiva, mientras que otros como /inE o linD pueden ser inducidos en
presencia de determinados intermediarios metabdlicos por la transcripcion de factores
transcripcionales como /inR. (Sangwan et al., 2012; Nagata et al., 2007; Endo et al., 2005).
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2.3.2. Ruta degradacion de lindano en Anabaena:

Las cianobacterias son organismos fotoautdtrofos que se encuentran presentes en una
gran variedad de lugares. Algunas de ellas, comparten con distintas bacterias la habilidad
de tomar el N; del aire, y reducirlo a amonio (NH4*), incorporando nitrégeno a la cadena
tréfica (Kuritz, 1998). Se ha demostrado que las cianobacterias pueden ser organismos
muy versatiles a usar en fitorremediacion puesto que pueden acumular y degradar
compuestos téxicos. Concretamente, en diversos estudios se ha comprobado que son
capaces de degradar el lindano (Chaurasia et al., 2013; Sangwan et al., 2012; Miyazaki et
al., 2015; Kuritz et al., 1997; Ceballos-Laita et al., 2015; Gonzdlez et al., 2012; Nagata et
al.,, 2007; Verma et al., 2014). Una de las cianobacterias capaces de degradar lindano es
Anabaena (Kuritz, 1995). En presencia de nitrato, Anabaena sp. es capaz de degradar
lindano desde una concentracién de 0,5 pg/ml a 10 ng/ml en un tiempo de tres a cinco
dias, dependiendo de la densidad celular inicial. En ausencia de nitrato, el lindano se
degrada mucho mas lentamente (Kuritz, 1995). Vista la influencia de la disponibilidad de
nitrato en la degradacién de lindano, tanto en Anabaena como en Nostoc elliosporum,
(Kuritz et al., 1997), se estudiaron los efectos de mutaciones en el operon nir (5- nirA-
nrtABCD -narB- 3), que codifica la nitrito y nitrato reductasa y proteinas de transporte de
nitrégeno. Se analizé la capacidad degradativa de los mutantes nirA, nrtC, nrtD o narB y la
cianobacteria no era capaz de producir la declorinacion, incluso en presencia de nitrato.
También influian en la capacidad de degradacién la oscuridad y la presencia de NH4",
inhibidores de las funciones del operon nir. Seguin esto, la nitrato reductasa seria una
enzima esencial en la degradacién del lindano y se especula que la declorinaciéon de éste
puede ser una funciéon de un complejo de reduccidn nitrato-nitrito de la membrana. A
pesar de la importancia de que Anabaena es una cianobacteria capaz de degradar lindano,
las rutas implicadas en la degradacidn de lindano por esta cianobacteria son desconocidas.

3. Objetivos:

Este trabajo tiene como objetivo principal el estudio de la variacion de la expresidén génica
en presencia de y-lindano en la cianobacteria Anabaena PCC7120. En este contexto se han
planteado los siguientes objetivos especificos:

e Tolerancia al y-lindano de Anabaena PCC7120, midiendo para ello el crecimiento
de la cianobacteria, contenido en clorofila a y el contenido de proteinas.

e Estudio de la expresion génica de genes implicados en la respuesta a estrés
oxidativo y metabolismo de nitrégeno en presencia de y-lindano.

e Determinacion de la expresion de genes potencialmente implicados en la
degradacion de lindano (linB y linE) en presencia del pesticida.

e Estudio comparativo en Microcystis aeruginosa PCC7806.

e Estudio de la tolerancia a y-lindano de una cepa de Anabaena PCC7120 que
sobreexpresa la proteina FurC.


https://es.wikipedia.org/wiki/Fijaci%C3%B3n_de_nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Amonio
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4. Materiales y métodos:

4.1. Cepas y medios de cultivo utilizados:
La cepa de cianobacterias utilizada fue Anabaena PCC7120.

El cultivo se realizé en medio de cultivo BG11 esterilizado, con una composicion de 1.35
g/L de NaNOs, 0.738 g/L de NaHCOs, 0.04 g/L de K;HPO4 x 3 H>0, 0.036 g/L de CaCl, x 2
H,0, 0.075 g/L de MgSO4 x 7 H,0 y 0.02 g/L de NayCOs, suplementado con 1 mL de
suplemento. El suplemento compuesto por 6 g/L de citrato férrico amoénico, 6 g/L de acido
citrico, 1 g/L de EDTA, 2.86 g/L de H3BOs3, 1.81 g/L de MnCl; x 4 H;0, 0.138 g/L de ZnSO4 x
H20, 0.39 g/L de NazMoO4 x 2 H,0, 0.079 g/L de CuSO4 x 5 H20 y 0.0494 g/L de CoCl,, se
prepard enrasando a 100 mL con H,0 destilada sin ajustar el pH, se esterilizd por filtracion
y se conservé a 42C en oscuridad.

4.2. Estudio del efecto del y-lindano:

4.2.1. Estudios de tolerancia a y-lindano:

4.2.1.1. Cultivo en medio liquido- curvas de crecimiento:
Para llevar a cabo el seguimiento del crecimiento durante los 14 dias de experimento se
tomd 1 mL de cultivo, en condiciones estériles, de cada uno de los 5 cultivos y se midid su
densidad dptica a 750 nm. Las medidas de absorbancia se tomaron por duplicado.

4.2.1.2. Estudios en placa:
Se llevé a cabo un estudio en placa de la tolerancia a y-lindano en el que se compard una cepa
salvaje (Anabaena PCC7120), con una cepa que sobreexpresaba la proteina FurC.
Se tomaron diferentes cantidades de y-lindano y se disolvieron en DMSO para obtener las
distintas soluciones stock. De estas disoluciones se tomd 1 pl y se afadiéo a 100 ul de los
cultivos, obteniendo las siguientes concentraciones finales de lindano: 0.1 mg/L, 0.5 mg/L, 5
mg/L, 10 mg/L, 50 mg/L. También se afiadid como control a uno de los cultivos, el mismo
volumen de DMSO, para comprobar sus efectos en la supervivencia de la cianobacteria. El
experimento se realizd por cuadruplicado y se incluyeron pocillos control en los que no se
afiadié ninglin compuesto.
4.2.2. Cultivos para estudios de expresién génica:
Los experimentos con el pesticida se llevaron a cabo con células crecidas inicialmente en
frascos de Roux de 1 L de capacidad en medio BG11 burbujeando con aire estéril, lo que
permite una correcta aireacién y agitacién del cultivo. Este cultivo se dejo crecer hasta
alcanzar una densidad éptica en torno a 0.3.
Se prepararon 5 alicuotas de 100 mL que se trasvasaron a erlenmeyers de 250 mL con una
densidad 6ptica de 0.15 cada una de ellas. Las 5 alicuotas de cultivo se distribuyeron de la
siguiente forma: una condicidn control sin lindano, 3 alicuotas con 0.1 mg/L, 0.5mg/L y
5mg/L de lindano, y la ultima alicuota que contenia el mismo volumen de DMSO que las
anteriores y no contenia lindano.
Para asegurarnos de cudl era la mejor concentracién para los estudios posteriores
tomamos medida de absorbancia, concentraciéon de clorofila y proteina total.
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Una vez determinada la concentracidn de y-lindano que vamos a utilizar para el estudio de
la expresion génica (5 mg/L), se prepararon 6 alicuotas de 100 mL cada una (3 condiciones
diferentes por duplicado) y se trasvasaron a erlenmeyers de 250 mL con una densidad
Optica de 0.31 cada una ellas. Las 6 alicuotas de cultivo se distribuyeron de la siguiente
forma: 2 condiciones control sin lindano, 2 alicuotas con 5 mg/L de y-lindano vy las Gltimas
dos correspondientes al DMSO.

A partir de estos cultivos se llevd a cabo el aislamiento de RNA total de Anabaena PCC7120
(materiales y métodos 3.4).

4.3. Métodos analiticos:

4.3.1. Determinacion de proteina:
Este método se empled para la determinacidn de la proteina total soluble existente en los
extractos procedentes de cultivos de Anabaena PCC7120. Los extractos se obtuvieron a
partir de células, de la forma siguiente:

- se centrifugaron 5 ml de células en tubos Falcon a 1700 g, 10 minutos vy se retird el
sobrenadante.

- Seresuspendieron las células en Tris-HCI 50 Mm, pH= 8 10% glicerol.

- Se le afiadié el inhibidor de proteasas PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)

- Se rompieron las células por sonicacién con 5 ciclos de 1 min descansando 45 seg
entre ciclo y ciclo. Todo el proceso debe realizarse en bafio de hielo.

- Se centrifugan las muestras 30 min a 17900 g.

- Se utilizé el sobrenadante para la determinacién de proteinas ya que constituia el
extracto crudo.

Con estos extractos se cuantifico la proteina total mediante el método del BCA, aplicando
el protocolo de la casa comercial (ThermoFisher).

4.3.2. Determinacion de clorofila:

Se determiné el contenido de clorofila a de los cultivos celulares
espectrofotométricamente, seglin el procedimiento descrito por Mackinney (1941). A
partir de 1 mL de cultivo, se centrifugd a 13000 g durante 10 minutos. El precipitado se
resuspendid en 1 mL de metanol, y tras 1 minuto de agitacién, la suspensién se centrifugé
a 17900 g durante 5 minutos. Todo el proceso se realizd en oscuridad, ya que la clorofila a
puede degradarse en presencia de luz. La concentracién de clorofila en el sobrenadante se
determind en funcion de su absorbancia a 665 nm, utilizandose como coeficiente de
extincién molar € de la clorofila a el valor de 74.46 (mg/ml)*cm™.

4.4. Aislamiento de RNA total de Anabaena PCC7120:

4.4.1. Toma de muestras para RNA de Anabaena PCC7120:
Se deben llevar a cabo una serie de precauciones en el trabajo con RNA para evitar la
presencia de RNAsas. Todo el proceso se llevé a cabo con agua DEPC, todo el material
utilizado debe estar previamente autoclavado, utilizacidn de puntas con filtro y limpieza de
campana y material con NaOH 0,4N.
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Se recogieron 25 ml de cultivo en la fase de crecimiento deseada por
centrifugacién 10 minutos, 1700 g y 42C.

Se decantd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en lo que queda de medio.
Se paso a un eppendorf de 2 ml libre de RNAsas.

Se centrifugd 5 minutos, 15300 g y 42C. Se elimind el sobrenadante-

Se afiadié al pellet 600 pul de Tris-HCl 50 mM/100 mM EDTA/ pH 8 y 130 ul de
cloroformo.

Se invirtiod el tubo 4 veces para mezclar el buffer con las células.

Se incubd 3 minutos en hielo y se centrifuga 5 minutos a 17900 g y 42°C. Se
obtuvieron 3 fases: Superior: acuosa, Intermedia: células, Inferior: cloroformo.

Se elimind la fase superior acuosa y se deseché la punta de la pipeta. Se atravesé la
interfase con una punta de la pipeta nueva y se elimind la fase orgdnica inferior.

Se introdujo el eppendorf con la interfase (células) en nitrégeno liquido y se
guardo a -80 2C hasta su uso. La caja en la que se guardan las muestras debe estar
preenfriada.

4.4.2. Extraccion de RNA:

Se prepard el material y la zona de trabajo con las precauciones nombradas en el
apartado 3.4.1.

A la muestra de células obtenida de 25 ml de cultivo, se le afiadieron: 300 ul de
buffer de resuspension (Tris-HCl 50 mM, EDTA 100 mM, pH8), 100 pul de disolucidn
250 mM EDTA disédico pH 8, 400 ul de buffer de lisis (2% SDS, 10 mM Acetato Na,
pH4,5), 1000 pl de fenol acido a 65 °C.

Se agitd en el vértex durante 30 segundos. Se incubd 2,5 minutos a 652C. Este
proceso se repitié dos veces mas. Se centrifugd 5 minutos a 17900 g. Se transfirid
la fase acuosa (superior) a un eppendorf nuevo.

Se anadié 1 ml de trizol, se agitd en vortex durante 30 segundos y se dejoé reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se afiadieron 200 pl de cloroformo, se agitdé en vortex durante 30 segundos y se
dejé reposar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Se centrifugd 5 minutos a 17900 g y se transfirid la fase acuosa a otro tubo
eppendorf.

Se afadié 1 volumen de cloroformo y se agitd en vértex durante 30 segundos. Se
centrifugd 5 minutos a 17900 g y se transfirio la fase acuosa a un tubo eppendorf
nuevo. Se repitié este paso.

Se afiadieron sobre la fase acuosa 2 volimenes de etanol absoluto frio. Se agitd en
el vortex y se dejé a -802C durante 12 horas.

Se centrifugd 30 minutos a velocidad maxima y 42C.

Se desechd el sobrenadante y se lavo el pellet con de 500 pl de etanol al 70% frio.
Se centrifugd 5 minutos a v max y 42C. Se deseché el sobrenadante y se dejo secar.
Se resuspendio el pellet en 90 pl de agua-DEPC. Se anadieron 10 ul de buffer de
DNAsa y 2 ul de DNAsal libre de RNAsas. Se incubd durante 70 minutos a 372C y
seguidamente a 652C 10 minutos.
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- Se cuantificé utilizando un NanoDrop, que realiza una medida espectrofométrica
de la muestra sabiendo que el maximo de absorcién del RNA es a 260 nm. Por lo
gue midiendo su Azeo Y comparandola con las referencias establecidas para una
concentracién conocida se puede deducir su concentracién.

- EIRNA obtenido se guardé a -802C hasta su uso.

4.4.3. Electroforesis del RNA:
Tras la extraccion del RNA, antes de continuar con el tratamiento de las muestras, es
aconsejable analizar las muestras con una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
visualizado con bromuro de etidio 0.5 pg/ml, para comprobar de la integridad de RNA.
Para la preparacidon del gel, se disolvieron 0,5 g de agarosa en 50 mL de TBE (1x). Se
cargaron 3 pul de RNA mezclados con 3 pul de tampdn de carga (6x DNA loadingDye, azul de
bromofenol y xileno cianol FF “ThermoScientific”). En uno de los pocillos se afiadié el
marcador de peso molecular ®x174 DNA-Haell.
Las condiciones de la electroforesis fueron 90 V de voltaje utilizando una fuente BioRad
PowerPac300. Los resultados se visualizaron con un equipo GelDoc 200 (BioRad) y el
programa MultiAnalist 1.1 (BioRad Laboratorios,1997).

4.4.4. Comprobacion de la pureza del RNA aislado:
Un problema muy frecuente es que el RNA aislado esté contaminado con DNA, aunque
haya sido tratado con DNAsa para evitarlo. Por lo tanto, debe comprobarse que el RNA
carece de trazas de DNA porque si no, en la RT-PCR estaremos amplificando el gen del
DNA y del cDNA y el resultado estara falseado.
Puede comprobarse la pureza del RNA mediante una PCR o bien directamente sobre la
Real Time PCR, en mi caso se llevd a cabo una Real Time PCR con las muestras de RNA
antes de hacer la retrotranscripcion. Se prepard una dilucién con 3ul de RNA +250 pl de
H,0. Se preparé el Mix del gen housekeeping rpnB para lo cual se tomaron 625 pl de SyBr,
10 pl de primer Forward rpnB, 10 pl de primer reverse rpnB y 355 pl de H,O DEPC. Para
cargar en la placa se tomaron 20 pl de mix y 10 pl de dilucion.

4.4.5. Retrotranscripcion:
La retrotranscripcidon es un proceso por el cual se obtiene cDNA total (ssDNA)
complementario al RNA total aislado. Para llevar a cabo la retrotranscripcién se utilizaron
Random primers.
La mezcla de reaccién se componia de 1 pl de random primers (300 ng/ pl), 2 pl de tampdn
de hidridacion 10X, 1,5 pg de RNA y completar el volumen hasta 20 pl con H,O DEPC.

- Las condiciones utilizadas fueron:

10 minutos a 852C (desnaturalizar la muestra)
1 hora a 502C (hibridacién de los primers)

- Seinicié la PCRy se prepard la alarma para que suene 10 minutos antes del final.

- Se anadieron 18 pl de la mezcla compuesta por 2 pl de mezcla de dNTPs 10 mM, 4
ul DTT 0,1 M, 8 pl de tampdn 5X y 4 ul de H,0.

- Se anadidé a cada muestra 1 pl de SuperScript Retrotranscriptasa.

- Se introdujeron los tubos en el termociclador y se continud con el programa de
PCR.

- Una vez acabado el programa, se colocaron los tubos en una gradilla y se
guardaron a 42C.
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Las muestras resultantes contienen 40 pl de cDNA total en cada uno de los tubos.

4.4.6. Estudio de la amplificacion de fragmentos de genes de interés:

Para llevar a cabo la Real Time PCR fue necesario preparar un mix especifico para cada gen
de estudio. En la placa, deben afiadirse 10 ul de mix y 5 ul de cDNA, que previamente
hemos diluido 1/50, a cada uno de los pocillos sobre los que se va a realizar la Real Time
PCR.
Se precisaba ademds de una recta patrén de cada uno de los genes utilizados, para
asegurarnos de que la dilucion utilizada es la correcta. Para ello se tomé el volumen de 7 pl
del mix preparado para cada gen y se le afiadieron 5 pl de las diluciones 1/10, 1/50, 1/250,
1/1250, H,0 DEPC, de cDNA.
Mediante Real Time PCR se cuantifica la expresidn de un retrotranscrito de un gen diana
en diferentes condiciones. La variacion en la expresién génica se recogidé mediante el
programa “QuantStudio Real-Time PCR Software” de la casa comercial ThermoFisher.
Dicho programa recoge un valor de CT determinado, que mediante una serie de calculos
determinara el cambio producido en la expresién de los genes de estudio. Calculos
realizados:

1. Se calculd la media de las réplicas técnicas, para obtener un solo valor de estas.

2. Se calculd el ACt= (Ct salvaje — Ct housekeeping)

3. Se calculé el AACT= ACT muestra (lindano o DMSO) — ACT muestra control

4. Se obtuvo la variacion de la expresion del gen, expresado como Foldchange y
calculado a partir de 2*2C". En el caso de que el valor obtenido sea menor que 1 se
debera calcular el inverso y cambiarlo de signo.

Los genes de Anabaena cuya expresion fue cuantificada en este estudio fueron: linB, linE,
furA, furB, furC, prxA, ntcA, nirA.

Se llevé a cabo el mismo método de cuantificacion para la expresion de los genes de
Microcystis aeruginosa: linB, linE, prxA, nirA.

Para esta cuantificacion se parti6 de muestras de cDNA de Microcystis extraidas
previamente por la licenciada Laura Ceballos para la realizacion de su memoria. Las
muestras se cultivaron 3 y 6 dias en presencia de y- lindano. Se llevé a cabo su conveniente
extraccién y tratamiento hasta la obtencién de cDNA, que se congeldé a -80 hasta su
utilizacion. El programa que se utilizdé para llevar a cabo la Real Time PCR esta
representado en la tabla 1.

Tabla 1. programa mediante el que se llevd a cabo la Real Time PCR.

40 ciclos Curva. de

Melting
Temperatura (°C) 50 95 95 60 95 60 95
Tiempo 2min | 10 min | 15s | 1 min 15s Imin | 15s

4.5. Estudios “in silico”:

Se llevaron a cabo estudios “in silico” para los que se utilizaron bases de datos como
“Cyanobase” utilizada para obtener secuencias proteicas y génicas y para consultar
contextos génicos de los genes de estudio. “Blast” para buscar homologias entre
secuencias. “ClustalW” para hacer alineamientos y “phylogeny” para la creacion de los
distintos arboles filogenéticos.
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5. Resultados:

5.1. Tolerancia al y-lindano de Anabaena PCC7120:

En primer lugar, se planted establecer la tolerancia al y-lindano de Anabaena PCC7120 en
las condiciones de trabajo. Esta informacién es interesante en si misma, y ademas permitié
determinar las concentraciones de lindano para estudios de expresidén génica. Para ello se
partid de cultivos a los que se les afadieron diferentes concentraciones de lindano
(Materiales y métodos 4.2.1.) y se llevd a cabo un seguimiento de los mismos durante 14
dias estudiando parametros de absorbancia, concentracion de clorofila y concentracién de
proteina total. Se tomaron medidas a tiempo O, 24, 48 h, 5, 7, 9, 11 y 14 dias. Las
concentraciones de y-lindano utilizadas fueron 0.1, 0.5 y 5 mg/L y se escogieron en base a
un trabajo previo con otra cianobacteria (Ceballos et al, 2015).

5.1.1. Curvas de crecimiento a distintas concentraciones de y-lindano:
Para determinar el crecimiento de Anabaena PCC7120 se midid la absorbancia a 750 nm
de los cinco cultivos a los tiempos especificados anteriormente.

Curva de crecimiento

o
>

-e- CONTROL
E 03 0,1 mg/L
E ) 0,5 mg/L
© -+ 5mg/L
e 02 -~ DMSO (1mllL)
g
301
<
00+

2 4 6 8 100 12 14
Tiempo (dias)

Figura 1. Curva crecimiento de Anabaena PCC7120 en presencia de distintas concentraciones de y-lindano.

La figura 1 muestra un aumento en la absorbancia de todos los cultivos, lo que podria
traducirse en un aumento en el nimero de cianobacterias en todos ellos, viéndose
levemente afectados los cultivos que presentan y-lindano, aunque la afectacién no es muy
grave y ninguna de las concentraciones seria letal. El DMSO tampoco estd afectando al
crecimiento de las cianobacterias.

5.1.2. Efecto de la concentracién de y-lindano sobre el contenido en clorofila a 'y
el contenido de proteinas:
La determinacidon de clorofila se realizé mediante la cuantificacién del contenido de
clorofila a de los cultivos, tal y como se explica en el apartado 4.2.3. de Materiales y
métodos. Se tomaron medidas a los tiempos ya especificados. En la figura 2A se observa
que a diferencia de lo que ocurria en la figura 1 con la absorbancia, la cantidad de clorofila
si se ve afectada por el y-lindano. Esta variaciéon comienza a apreciarse a los 7 dias y la
diferencia entre la muestra control y tratada con DMSO vy las tratadas con y-lindano se
agrava cada vez mas con el aumento del tiempo. A tiempo 14 dias podemos observar una
gran diferencia de concentracion de clorofila, siendo las muestras mas afectadas las de
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concentraciéon 0.1 mg/L y 0,5 mg/L de y-lindano. Sorprendentemente la muestra con 5
mg/L no presenta tanta disminucién en la cantidad de clorofila como podria esperarse al
observar lo ocurrido en las muestras con menor concentracion de y-lindano. La muestra
con DMSO presenta cierto cambio, pero no parece afectar demasiado en comparacién con
las muestras tratadas con el pesticida.

Clorofilaa Proteina total

A.) B.)

8004
-- CONTROL

0,1 mg/L
0,5 mg/L
-+ 5mg/L
-~ DMSO (1ml/L)

proteina total mg/mL

T T T T T T T 0 2 4 6 8 12

10
Tiempo (dias)

14
2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 2. A. Concentracion de clorofila; B. Concentracion de proteina total, ambas en presencia de distintas
concentraciones de y-lindano

La determinacion de proteina se realiz6 mediante el método BCA, tal y como se explica en
el apartado 4.2.4. de materiales y métodos. Se tomaron medidas a tiempos ya detallados.
En la figura 2 B se recogen las diferencias mostradas por los cultivos en relacidn a cambios
en la proteina total de los diferentes cultivos. Se observan cambios significativos a partir
de los 11 dias. No se observaron cambios en la muestra con DMSO con respecto a la
muestra control, pero si lo hicieron las muestras tratadas con y-lindano siendo la mas
afectada la que presenta una mayor concentracion de éste.

5.2. Estudio de la expresion génica mediante PCR a Tiempo Real:
Para el estudio de la expresidn génica se eligié la concentracion de 5 mg/L, puesto que el
objetivo era ver cambios en la expresion génica a tiempos cortos (24/48 horas).

5.2.1. Expresion de genes relacionados con la respuesta a estrés oxidativo en

presencia de y-lindano:

Los genes de respuesta a estrés oxidativo que formaron parte del estudio fueron: furA,
furB, furCy prxA. La familia de genes Fur esta implicada en la respuesta a estrés oxidativo
de Anabaena PCC7120, ademas alguno de sus miembros como FurB puede unirse al DNA y
protegerlo frente a dicho estrés (Lopez-Gomolldon et al., 2009). También se estudio la
expresion de prxA ya que esta proteina es una proteina clave en la respuesta a estrés
oxidativo y su expresion esta claramente inducida cuando la cianobacteria esta sometida a
este tipo de estrés. Todos los datos que se presentan a continuacién van a ser
considerados representativos o no, en funcién de si superan el umbral 1.5/-1.5 y en
relacién a su comparaciéon con la muestra que contiene DMSO, ya que fue el solvente
utilizado.
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En la figura 3 A, se muestra la expresidn del gen furA, en la que se observaron unos valores
negativos para la muestra recogida a 24 horas, afectando mas a la expresion de la muestra
de DMSO. En el caso de las muestras tomadas a 48 horas, los valores son positivos, y
aunque el valor obtenido para la muestra de lindano es superior que el de DMSO, los
cambios no pueden considerarse relevantes puesto que la diferencia entre ambos es
minima. En la figura 3 B, se muestran los cambios recogidos en la expresién del gen furB.
Las muestras recogidas a 24 horas, el valor recogido en la muestra de DMSO es -1.9,
mientras que el de la muestra con lindano es -1.61, el pequefio cambio que se observa
podria ser debido a la incidencia del DMSO. En el caso de los valores recogidos a 48 horas
obtenemos valores positivos, pero no relevantes debido a que no superan el umbral
establecido anteriormente. Vistos ambos genes, observamos que presentan una tendencia
de cambio similar las muestras que presentan lindano y las que presentan DMSO, lo cual
nos lleva a pensar que, como se ha comentado con anterioridad, los cambios observados
pueden ser debidos al efecto del DMSO y no al y-lindano. La figura 3 C, muestra los
cambios de expresion sufridos por el gen furC. En el caso de las muestras tomadas a 24
horas se observa un cambio mayor en DMSO que en la de lindano, por ello no aporta
resultados representativos. En el caso de las muestras tomadas a 48 horas se observa un
cambio notable en la muestra de y-lindano obteniendo un valor de 2,7, mientras que el
valor obtenido en la muestra de DMSO es Unicamente de 1,44, por lo que el cambio
observado corresponde a la incidencia de y-lindano presente. En la figura 3 D, los valores
de la expresion del gen prxA a las 24 horas no son representativos, puesto que aunque
superan el umbral establecido, el valor obtenido para la muestra con DMSO es superior a
la muestra con lindano (-2,4 y -1,44 respectivamente). En el caso de las muestras recogidas
a las 48 horas el valor obtenido para lindano es de 1.56, mientras que en la muestra de
DMSO se recoge el valor de -1,34, con lo que podemos confirmar un aumento en la
expresion de este gen en la muestra con lindano a 48 horas. El hecho de que aumente la
expresion de los genes furCy prxA, ambas relacionadas estrechamente con la respuesta a
estrés oxidativo, indica que las células expuestas a lindano estan sufriendo estrés
oxidativo. Esta hipdtesis sera discutida mas a fondo en la Discusion.
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Figura 3. Paneles A y B. Cambios relativos en los niveles de transcripcion de diferentes genes en Anabaena PCC7120 como
consecuencia de exposicion a 5 mg/L de y-lindano A.): expresion del gen furA, B.): expresion del gen furB. Los datos se han referido
al control sin el pesticida. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 3. Paneles C y D. Cambios relativos en los niveles de transcripcidn de diferentes genes en Anabaena PCC7120
como consecuencia de exposicion a 5 mg/L de y-lindano. C: expresion del gen furCy D: expresidn del gen prxA. Los
datos se han referido al control sin el pesticida. Las barras de error representan la desviacidn estandar.

5.2.2. Estudio de expresion de genes potencialmente implicados en la
degradacién de y-lindano:

5.2.2.1. Estudios bioinformaticos:
Estudios previos del grupo; indicaban que una proteina identificada como haloalcano
deshalogensa se encontraba inducida en presencia de lindano (Smienk et al., resultados
sin publicar). Sangwan et al., (2012) y Nagata et al., (2007) describen en Sphingomonas
paucimobilis la presencia de un gen que denominan /inB, y que corresponde con una
haloalcano deshalogenasa que forma parte del operon lin, el cual estd implicado en la
degradacion de lindano por parte de esta bacteria, como se ha indicado en la Introduccidn.
Por esta razoén se llevo a cabo un alineamiento entre la haloalcano deshalogensa (al/l0193)
de Anabaena y linB de Sphingomonas y los resultados del alineamiento indicaron que
podria tratarse de un ortdlogo de esta proteina. Los datos del alineamiento se encuentran
reflejados en Material suplementario 8.2.1.

Anabaena era capaz de degradar lindano (Kuritz et al., 1997), pero los genes implicados en
este proceso eran desconocidos. Por ello, se considerd oportuno estudiar la potencial
presencia en Anabaena de genes homadlogos a los de Sphingomonas que codificasen para
enzimas capaces de degradar lindano. En el caso de linR que es el regulador transcripcional
de la ruta de degradacidon de lindano en Sphingomonas, se encontré homologia con
alr0353 de Anabaena (seccién 8.2.2 de Material suplementario). Para ello se llevé a cabo
una busqueda de secuencias homoldgas de linR de Sphingomonas en el genoma de
Anabaena utilizando BlastP. Gracias a lo cual se consiguié identificar el gen alr0353 como
un potencial gen linR en Anabaena. Al estudiar su contexto génico (figura 9 Material
suplementario), se observé que al igual que el caso de Sphingomonas, habia un potencial
linE, codificando una carbonilo reductasa en el genoma de Anabaena. Dicha enzima
corresponde con el gen all0352, y los datos se encuentran reflejados en la seccion 8.2.3 de
Material suplementario.
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Por ultimo, se llevd a cabo un estudio para comprobar si estaban conservados los genes
linB y linE en cianobacterias. Para ello se utilizaron herramientas bioinformaticas,
partiendo de la secuencia de aminoacidos obtenida a partir de la cyanobase
(http://genome.microbedb.jp/cyanobase/). Una vez se hubo obtenido la secuencia, se
aplicé el programa Blast para obtener un listado de los organismos que presentan una
proteina que podria corresponder con LinB y LinE en distintas cianobacterias. Se
seleccionaron las 20 cianobacterias que presentan un 70 % de identidad o un valor mayor
y se descargaron sus secuencias. Para representarlas sus relaciones evolutivas, se
construyé un arbol filogenético mediante un alineamiento con ClustalW, que se compactd
dicho alineamiento con Gblocks y finalmente se obtuvo el arbol filogenético representado
en la figura 10 y 11 de material suplementario, correspondientes a LinB y LinE
respectivamente. En la figura 10 Material suplementario se puede observar que la
proteina LinB se encuentra conservada en muchas cianobacterias. En la figura se muestran
24 de ellas, presentando una mayor cercania filogenética organismos como Nodularia
spumigenao Tolypothrizsp. PCC7110. Siendo ambas las que presentaban una identidad
mayor. En la figura 11 Material suplementario se puede observar que la proteina LinE se
encuentra conservada en un menor nimero de cianobacterias que en el caso de LinB,
mostrandose Unicamente 12 organismos. Los mas cercanos filogenéticamente en el caso
de LinE son Microchaete sp. PCC7126, Calothrixsp. PCC7507 y Nostocsp. PCC7107. No
tratandose de las mismas cianobacterias que en el caso anterior. Por lo tanto, de estos
estudios podemos concluir que la proteina LinE se encuentra menos conservada que LinB.

5.2.2.2. PCR a Tiempo Real de potenciales genes linB y linE:

Si estos genes estaban implicados en la degradaciéon del lindano, existia la posibilidad de
gue se encontrasen sobreexpresados en presencia de lindano. Para estudiar los niveles de
expresion de estos genes en las células tratadas con lindano, llevamos a cabo PCR a
Tiempo Real. En la figura 4 A, se muestran los valores de cambio de expresién recogidos
para linB. Todos los valores obtenidos para este gen son negativos. En el caso de las
muestras recogidas a 6 horas y a 48 horas los valores obtenidos en el caso de la muestra
de lindano y DMSO son muy similares, por lo tanto, el cambio observado parece ser
debido al DMSO. En el caso de la muestra recogida a 24 horas, el valor obtenido para la
muestra de y-lindano es de -2,11, mientras que la de DMSO es de -1,33 asi pues se observa
una disminucién en la expresidn de linB en presencia de lindano a 24 horas. En la figura 4
B, se muestra la expresién de linE. Las muestras recogidas a las 24 horas presentan unos
valores de disminucién de la expresion que superan el umbral establecido, siendo estos -
4,96 en la muestra de lindano y -2,12 en la muestra de DMSO. Por lo tanto, se observa una
disminucion en la expresion de linE a 24 horas. En el caso de las muestras tomadas a 48
horas, la disminucidén de la expresion es todavia mayor, recogiendo los valores de -7,17
para la muestra de lindano y -2.48 para la muestra DMSO. Como podemos observar el
valor de DMSO en ambos tiempos se mantiene practicamente constante. Por los tanto, a
diferencia de lo que puede pensarse a priori, los genes [inB y linE no estan
sobreexpresados en la cianobacteria Anabaena PCC7120 en las condiciones
experimentales llevadas a cabo en este estudio.
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Figura 4. Cambios relativos en los niveles de transcripcion de diferentes genes en Anabaena PCC7120 como
consecuencia de exposicion a 5 mg/L de y-lindano. A: expresion del gen linB, B: expresidn del gen linE. Los datos se
han referido al control sin el pesticida. Las barras de error representan la desviacidn estandar.

5.2.3. Estudio de la expresion de genes relacionados con el metabolismo de

nitrégeno como respuesta a la presencia de y-lindano:

Como se ha comentado en la Introduccion, en estudios previos se ha observado que el gen
nirA que codifica nitrito reductasa es imprescindible para que se lleve a cabo eficazmente
la degradacién de lindano (Kuritz et al., 1997). En el caso de ntcA, es el regulador global del
metabolismo del nitrégeno e implicado por tanto en regular nirA. Es por eso que se ha
considerado interesante que ambos genes formen parte del estudio. Ademas, en el caso
de nirA se habia visto un importante aumento de su expresion en presencia de lindano en
Microcystis aeruginosa (Ceballos-Laita et al., 2015). En la figura 5 A, se observa una
disminucién en la expresion del gen nirA. Las muestras recogidas a 24 horas presentan
valores negativos, siendo -1,24 para la muestra de lindano y -1,69 en el caso de DMSO.
Como se observa una mayor disminucién en el caso de la muestra que presenta DMSO,
podemos deducir que la disminucién observada en la muestra de lindano es debida al
solvente. Las muestras recogidas a 48 horas también presentan una disminucion, pero en
este caso ocurre lo contrario. El valor obtenido para la muestra de lindano es de -2,26,
mientras que en el caso del DMSO es de -1,5. Asi pues, podemos observar una disminucion
de la expresién debida al lindano a las 48 horas. En la figura 5 B, se muestran los datos
recogidos en la expresién de ntcA, sin ser relevantes, puesto que en el caso de las
muestras recogidas a 24 horas el valor de la muestra de lindano y DMSO es muy similar,
siendo estos valores -2,02 y -1,89 respectivamente. Por lo que el ligero cambio que se
observa es debido al DMSO. En el caso de los resultados obtenidos a 48 horas, para la
muestra de lindano obtuvimos un valor de -1.31, mientras que para DMSO fue 1.09. Por lo
que se ha considerado que ninguno de los dos resultados resulta representativo.
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Figura 5. Cambios relativos en los niveles de transcripcion de diferentes genes en Anabaena PCC7120 como
consecuencia de exposicidon a 5 mg/L de y-lindano. A: expresion del gen nirA. B: expresion del gen ntcA. Las barras
de error representan la desviacién estandar.

5.3. Estudio de la expresion de genes en Microcystis aeruginosa como respuesta

a la presencia de y-lindano:

Tras los estudios en Anabaena, se decidid llevar a cabo el estudio de la expresion génica en
otra cianobacteria (Microcystis aeruginosa PCC7806), para comprobar la respuesta de
estos genes al lindano. En esta cepa ya se habia comprobado que en presencia de lindano
aumentaba la expresién de nirA (Ceballos-Laita et al., 2015), asi que dicho gen se introdujo
de nuevo en el estudio como control. También se estudiaron potenciales /inB y linE,
identificados en el genoma de M.aeruginosa (datos no mostrados), puesto que ambos
genes son importantes en la ruta de degradacion de lindano. Ademas de ellos se estudio
también el gen prxA debido a su importancia en la respuesta frente a estrés oxidativo.
Aungue Unicamente en el caso de linE y prxA fue posible amplificarlos con los cebadores
utilizados, como muestra la figura 6.

Para el disefio de los cebadores utilizamos el programa PrimerExpress 3.3 de
AppliedBiosystems, pero en el caso de /inB el programa no generd cebadores apropiados.
Aun asi, se disefaron unos cebadores manualmente y se llevé a cabo PCR a Tiempo Real
sin obtener resultados.

En el estudio de /inE para Microcystis se observa un aumento de la expresién a tiempo 3
dias y a 6 dias (figura 6 A). El valor obtenido a tiempo 3 dias fue de 2,66, mientas que a
tiempo 6 dias fue de 1,61. Aunque la expresién del gen disminuya a los 6 dias, podemos
afirmar que la presencia de lindano aumenta la expresion de éste. El hecho de que
disminuya a lo largo del tiempo puede ser debido a que a los 6 dias comienza a declinar la
respuesta transcripcional. Para el gen prxA se observa aumento de la expresidén del gen
(figura 6 B), aunque no es un aumento tan notable como en el caso de linE. El valor
recogido a tiempo 3 dias es de 1,93, mientras que a tiempo 6 dias es de 1,22. Como se ha
explicado en el caso de la figura 6 A, la disminucién de la expresion a tiempo 6 dias en
relacion a tiempo 3 dias podria ser debida a que la respuesta transcripcional a ese tiempo
ya ha declinado.
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Figura 6. Cambios relativos en los niveles de transcripcion de genes determinados en Microcystis aeruginosa como
consecuencia de exposicion a 7 mg/L de y-lindano. A: expresion del gen linE. B: expresion del gen prxA. Los datos se
han referido al control sin el pesticida. Las barras de error representan la desviacion estandar.

5.4. Estudio de la tolerancia al estrés oxidativo producido por y-lindano de una cepa de
Anabaena PCC7120 que sobreexpresa FurC:

Dados los resultados anteriores, y el interés del grupo en la familia de reguladores Fur, se
considero de interés estudiar el efecto de y-lindano sobre una cepa con sobreexpresién de
FurC. La cepa que sobreexpresa FurC muestra tolerancia mayor al lindano en todos los
casos con un aumento de supervivencia en torno al 15%. Destacamos entre todos los
datos la concentracion de 10 mg/L con un 67.40% para la cepa salvaje y 87,23% para la
cepa de sobreexpresion y el caso de la muestra de 0.1 mg/L con una tolerancia del 84,77%
en la cepa salvaje mientras que en la cepa de sobreexpresion se observa un 96,65%.
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Figura 7. Representacidn tolerancia a diferentes concentraciones de y-lindano y DMSO por la cepa
salvaje (grafico A), y otra con sobreexpresiéon de FurC (grafico B). Ambas estdn expresadas en
porcentajes correspondiendo a un porcentaje del 100 % de la muestra control (sin tratar). Las barras de
error representan la desviacién estandar.
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6. Discusion:

6.1. Tolerancia de Anabaena PCC7120 a y-lindano:

Estudios previos a este trabajo habian demostrado que la cianobacteria Anabaena
PCC7120 era capaz de degradar el isémero y del lindano (Kuritz et al., 1997). Con este
hecho de partida, el objetivo de este trabajo fue identificar genes de respuesta al
pesticida, con una finalidad a largo plazo que era el disefio de biosensores. En principio, se
consideréd importante para los experimentos de transcriptémica, determinar una
concentracién de lindano suficientemente alta para generar la respuesta en Anabaena que
no afectase gravemente a la cianobacteria. Con este fin se determinaron tres parametros
gue dan una idea del estado fisiolégico de Anabaena. Estos pardmetros fueron el
crecimiento, la cantidad de clorofila a y la proteina total. En los resultados se observa que
la presencia de distintas concentraciones de lindano disminuye ligeramente el crecimiento
de los cultivos. Ademads, se muestra que el efecto no se debe al DMSO porque el cultivo
tratado con DMSO, presenta un crecimiento andlogo al cultivo control. Sin embargo, la
absorbancia a 750 nm, aunque es una medida de crecimiento usualmente empleada, a
veces lleva a equivocos debido a la turbidez que se genera en presencia de determinados
compuestos, provocando un falso aumento en la absorbancia. Esto es lo que parece que
estaba sucediendo en nuestro caso ya que en la medida de clorofila a y proteina total se
observan diferencias notables entre las muestras tratadas con lindano y la muestra control
o tratada con DMSO.

Los datos de clorofila a y de proteina total permiten decir que Anabaena PCC7120 tolera
concentraciones altas de y-lindano en las fases iniciales de crecimiento y que la presencia
de DMSO no parece afectar al crecimiento en dichas fases iniciales. Sin embargo, a partir
del dia 7 en el caso de la clorofilay 11 en el caso de la proteina total, las células empiezan
a estar mas afectadas en presencia de lindano, ya que se ven disminuidas tanto la
concentracién de clorofila como la de proteina total con respecto a la muestra control y la
gue contiene DMSO. La tolerancia a concentraciones altas de lindano de Anabaena es
superior a las descritas para otras cianobacterias, con la excepcién de Microcystis
(Ceballos-Laita et al., 2015)

Por todo esto se decidid utilizar para los estudios de expresiéon génica una concentracion
de 5 mg/L de lindano, puesto que los datos indicaban que aunque la concentracion fuese
elevada, a tiempos cortos las cianobacterias no se veian afectadas en exceso por la
presencia de este pesticida.

6.2. Expresion génica:

A pesar de que la contaminacién por lindano es un problema muy importante y que la
biorremediacidon con microorganismos puede ayudar a paliar el problema, realmente se
han llevado a cabo muy pocos estudios para obtener los cambios fisiolégicos que se
desencadenan en microorganismos degradadores de lindano se ponen en contacto con él.
Hace algunos afios se publicd en un andlisis metagendmico en el que se ha estudiado el
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aumento de la expresion de los genes de la ruta de degradacién de lindano en diferentes
organismos (Sangwan et al., 2012).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar en cianobacterias la respuesta al lindano y
analizar los genes que se expresan en presencia del pesticida.

6.2.1. Efecto del DMSO y estrés oxidativo:
Cuando se comenzod el trabajo aparecieron dudas sobre qué solvente utilizar, por la baja
solubilidad del lindano y porque estudios previos indicaban que el etanol afectaba a la
viabilidad de Anabaena (Gonzalez et al., 2012; Bueno et al., 2004).

Se decidié utilizar DMSO debido a que es un solvente orgdnico comunmente utilizado en
este tipo de estudios, por ejemplo para disolver hidrocarburos con baja solubilidad como
los alcanos (Kumari et al.,, 2011; Sevilla et al., 2015). Los estudios de expresion génica
permiten en general llegar a la conclusion de que el DMSO en proporcidon 1mL/L, afecta a
la expresidén génica. Este aspecto no se esperaba al inicio de este trabajo, pues trabajos
previos indicaban que este solvente no afectaba. A pesar de este imprevisto y a la vista de
los resultados, puede concluirse que la expresion de furCy prxA estd inducida en presencia
de lindano. Ambos genes responden a estrés oxidativo y su expresién desencadena
mecanismos de defensa a estrés oxidativo. Esta relacion entre la presencia de lindano y el
estrés oxidativo no se habia observado previamente. La proteina PrxA pertenece a la
familia de la peroxiredoxinas, éstas son peroxidasas tiol-especificas que catalizan la
reduccion de H;0,, alquilhidroperoxidos y peroxinitritos usando tiorredoxina y otro tiol
qgue contiene agentes reductores como donores de electrones (Boileau et al., 2011). En
presencia de lindano aumenta su expresion génica a 48 horas. En el caso de furC, se sabe
gue su expresion aumenta en presencia de agua oxigenada (Lopez-Gomolldn et al., 2009).
Su expresion en presencia de lindano también se ve aumentada a 48 horas.

6.2.2. Genes lin:
Las rutas de degradacion de lindano estan perfectamente definidas en Sphingomonas, por
el contrario, en Anabaena se desconocen. El género Anabaena y concretamente Anabaena
PCC7120 ha sido descrita como capaz de degradar lindano (Kuritz et al., 1997). Sin
embargo, no se ha descrito la ruta metabdlica implicada en su degradacién. El estudio
bioinformatico permitié hipotetizar que tal vez lo hacia a través de una secuencia de
reacciones analogas a las descritas para Sphingomonas paucimobilis (Endo et al., 2005;
Sangwan et al., 2012; Nagata et al., 2007) y con una bateria de genes analogos al operon
lin (Nagata et al.,, 2007; Sangwan et al., 2012). El estudio bioinformatico permitié
identificar potenciales homdlogos y se procedié a su estudio. Sin embargo, los resultados
obtenidos han indicado que estos genes no se encuentran inducidos en presencia de y-
lindano, al menos en las primeras 48 horas. En el caso de Sphingomonas paucimobilis el
gen linB se expresa de manera constitutiva, mientas que /inE es un gen inducible que
presenta un activador (/inR) que inducird se expresién en presencia de intermediarios de la
ruta de degradacion de lindano. Aunque este hecho podria no cumplirse para Anabaena
puesto que se trata de un organismo diferente. En estudios posteriores seria interesante
prolongar el estudio al menos hasta 6-8 dias y cambiar el solvente ya que este puede estar
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falseando los resultados. Por otro lado, merece la pena mencionar que habria sido
interesante encontrar un aumento en la expresion génica en uno o ambos genes, por su
gran interés a la hora de disefiar un biosensor. Se pueden disefiar biosensores de células
completas basandose en una construccién genética que contiene una fusidn
transcripcional del promotor de interés a una proteina reporter (van der Meer et al.,
2010). Estos biosensores son interesantes en el monitoreo medioambiental y serian muy
utiles para monitorizar las zonas contaminadas con lindano como es el caso del rio Gallego
y de los vertederos de Bailin y Sardas.

6.2.3. Genes del metabolismo del nitrogeno:

Aunque no se conozca la ruta de degradacion de lindano en Anabaena, se sabe que su
degradacion estd muy relacionada con el metabolismo del nitréogeno (Kuritz et al., 1997).
En este estudio los genes relacionados con el metabolismo del nitrégeno han demostrado
una regulacién negativa como consecuencia de la presencia de y-lindano. En el estudio de
los genes de Anabaena se observa una disminucidn en la expresion, al contrario de lo que
se habia observado previamente para Microcystis (Ceballos-Laita et al., 2015), donde la
expresion de nirA aumentaba en presencia de lindano. Las posibles causas en la diferencia
de expresidon entre ambos son variadas, incluyendo entre ellas que Anabaena es fijadora
de nitrégeno y Microcystis en cambio no lo es, asi pues, el metabolismo del nitrégeno
puede estar regulado de forma distinta. Otra posible causa es el tiempo de estudio, siendo
para Anabaena 24 y 48 horas, y para Microcystis de 3 y 6 dias. Ademas, el lindano y DMSO
presentes en la muestra pueden resultar un estrés excesivo para la cianobacteria las
primeras horas, pudiendo modificar su metabolismo en tiempos mas largos y comenzando
la transcripcién de genes relacionados con el metabolismo del nitrégeno para llevar a cabo
la degradacién del pesticida.

6.2.4. Microcystis aeruginosa:

En Microcystis aeruginosa se habia estudiado previamente la capacidad de degradar
lindano (Ceballos-Laita et al., 2015), coincidiendo la reduccién de la concentracién del
pesticida con el aumento de la expresion de genes que responden a estrés oxidativo como
furA, y genes implicados en el metabolismo del nitrégeno como nirA o ntcA (Ceballos-Laita
et al., 2015). El estudio genético llevado a cabo en el presente trabajo en Microcystis
aeruginosa ha resultado positivo, aumentando la expresién de ambos genes de los que se
han obtenido resultados (/inE y prxA). En Sphingomonas paucimobilis linE se encuentra
situado formando un operon con /inD y ambos genes son regulados por linR. Por lo tanto,
linE se expresara cuando haya presencia de intermediarios de la ruta de degradacion de
lindano (Nagata et al., 2007). El aumento de expresion del gen linE observado en este
presente trabajo sugiere que la proteina LinE propuesta podria formar parte de la ruta que
utiliza Microcystis para degradar lindano.

En el caso del gen prxA, como ya se ha comentado con anterioridad es un gen que
responde a estrés oxidativo. Es destacable el hecho de que el gen prxA aumente su
expresion en ambos organismos de estudio, lo cual nos confirma que el lindano produce
estrés oxidativo tanto en Microcystis aeruginosa como en Anabaena. En el caso de linE los
resultados obtenidos al comparar ambos organismos son contrarios, teniendo una
respuesta positiva en Microcystis y negativa para Anabaena, podria ser debido a la
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presencia del DMSO o porque en el caso de Anabaena linE no fuera inducible, mientras en
Microcystis si lo sea.

6.3. Efecto protector de FurC

La proteina FurC ve aumentada su expresion en presencia de agentes que generan estrés
oxidativo (Lépez-Gomolldn et al., 2009). La alta respuesta de este gen frente a estrés
oxidativo ha llevado a proponerlo como el regulador PerR, aunque la imposibilidad de
obtener un mutante dificulta enormemente la demostraciéon de este hecho (Yingping et
al., 2014).

La cepa que sobreexpresaba FurC mostré una tolerancia mayor a y-lindano, obteniendo
una tolerancia de aproximadamente el 90% en todas las concentraciones (exceptuando 50
mg/L) una cantidad extraordinariamente alta. En el estudio de la expresion génica también
se ha observado un aumento en la expresiéon de furC en presencia de lindano. Ambos
resultados, muestran que el lindano produce estrés a la cianobacteria, y ésta aumenta la
expresion de dicha proteina con la cual obtiene una mayor tolerancia al pesticida. FurC a
su vez regula la expresion del gen prxA, que también ve aumentada su expresion en
presencia de lindano como se ha observado en el apartado 5.2.1. de Resultados. Asi pues,
Anabaena reacciona al estrés producido por el y-lindano aumentando la expresién de furC,
gue aumenta la tolerancia de la célula al pesticida y ademas aumenta la expresién del gen
prxA lo que contribuira también a incrementar la tolerancia.
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7. Conclusiones:
A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se extraen las siguientes conclusiones:

Anabaena PCC7120 presenta alta tolerancia a lindano a tiempos cortos y a dosis
comprendidas entre 0,1 mg/Ly 5 mg/L.

A pesar de que el DMSO resulta ser un buen solvente para disolver compuestos
con baja solubilidad, en este trabajo se ha encontrado que afecta a la expresién de
algunos genes en Anabaena, induciendo o reprimiendo dicha expresién en funcidn
del gen estudiado.

Genes de estrés oxidativo han visto aumentada su expresidon en presencia de y-
lindano tanto en Anabaena (furCy prxA) como en Microcystis aeruginosa (prxA), lo
cual nos permite afirmar que el lindano es un agente productor de estrés oxidativo
en cianobacterias.

La proteina LinE propuesta en este trabajo podria formar parte de la ruta utilizada
por Microcystis para degradar lindano.

La sobreexpresion de FurC aumenta la tolerancia de Anabaena al estrés oxidativo
producido por y-lindano.

Conclusions:
The results obtained in this work, permit conclude:

Anabaena PCC7120 shows high tolerance to lindano in short periods of time and
dosis ranging between 0,1 mg/L and 5 mg/L.

Although the DMSO is a good solvent to dissolve compounds with low solubility, in
this work it has been found that it affects gene expression in Anabaena, inducing
or repressing the expression of some of the studied genes.

Genes involved in oxidative stress response have increased their expression in
presence of y-lindane in Anabaena (furC and prxA) and in Microcystis aeruginosa
(prxA), which allows us to confirm that lindane is an agent that triggers oxidative
stress producer agent in cyanobacteria.

LinE like protein identified in this work could be part of the lindane degradation
pathway in Microcystis.

FurC overexpression increases the tolerance of Anabaena to the oxidative stress
produced by y-lindane.
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