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ABSTRACT

METHOD FOR ISOLATION AND PURIFICATION OF DNA FROM MICROCYSTIS SPP.

Alga blooms disrupt the normal aquatic equilibrium, generating low quality waters with unpleasant
smells and flavors. Furthermore, some species are capable of generating toxins dangerous to
animals and humans. The study of bloom’s genetic diversity is of the utmost importance in order to
identify the different cyanobacterium genera involved, mainly focusing in toxic individuals. Our
objective is to develop an effective and fast method for the isolation and purification of genomic
DNA from Microcystis spp., a model of toxic cyanobacteria. The proposed method is sufficient for
obtaining good quantity and quality genomic DNA suitable for molecular genotypification.
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RESUMEN

Las floraciones de cianobacterias (blooms) alteran el equilibrio acuatico, afectan otros organismos,
y degradan la calidad del agua por la produccion de olor y sabor desagradable. A estos, se le puede
sumar el efecto aun mas grave de que ciertos géneros son capaces de producir toxinas que afectan
a animales y humanos. Debido a la alta dinamica de las floraciones en ecosistemas eutrofizados, es
importante el estudio de su diversidad genética a fin de identificar las distintas poblaciones partici-
pantes. El objetivo del presente trabajo ha sido la elaboracion de un protocolo de trabajo eficazy
rapido que sea Optimo para la extraccion y purificacion de ADN de Microcystis spp. como uno de
los géneros mas representativos de las cianobacterias toxicas. La cantidad y pureza del ADN obte-
nido por el mismo se encuentra en los rangos aceptables para la mayoria de las técnicas
moleculares de genotipificacion.

PALABRAS CLAVES: Cianobacteria, aislamiento de ADN, Microcystis spp., floracion.

Rev. Cienc. Tecnol. /Ao 7 / N° 7a / 2005



Llano, V. M. et al: Método para el aislamiento y purificacion de ADN de Microcystis spp. 81

INTRODUCCION

Las cianobacterias o cianoficeas (algas verdes-azu-
les), son organismos procariotas que pueden encontrar-
se en forma unicelular estricta, en agregados celulares o
en filamentos, cuyos pigmentos no estdn organizados en
cromatoforos [1, 2]. Estos organismos dependen del pro-
ceso fotosintético para la obtencién de energia, y se es-
tima se habrian originado hace unos 3500 millones de
afios.

Su facilidad de crecimiento favorece su desarrollo
tanto en el suelo como en el medio acudtico, preferente-
mente en ambientes dulceacuicolas, de aguas alcalinas o
neutras, con pH superior a 7,5, temperaturas por encima
de 25°C y una alta concentracién de nutrientes, princi-
palmente nitrégeno y fosforo.

La creciente eutrofizacion de los ambientes acudticos
puede favorecer su proliferacién masiva o floracién (Har-
mful Algae Blooms -HABs- o simplemente “Blooms™).
Estos blooms pueden ser detectados a simple vista o en
otros casos no percibirse, encontrandose dispersos en
todo el volumen de agua o localizarse a cierta profundi-
dad formando estratos de muy poco espesor [3].

El ecosistema acudtico se ve alterado por los blooms
de cianobacterias, principalmente por efecto del sombrea-
do. Este inhibe la capacidad fotosintética de otras algas

y afecta a los animales del entorno disminuyendo la dis-
ponibilidad de oxigeno disuelto para la respiracion, y
degradando la calidad del agua por produccién de olores
y sabores desagradables. Pero el efecto mds grave, es la
potencialidad de ciertos géneros para la produccién de
toxinas, que son capaces de provocar sintomas agudos
y crénicos luego del contacto o la ingestién por animales
y el hombre [4, 5, 6].

La toxicidad de los blooms de cianobacterias esta
asociada, entre otros factores, al tamafio de la floracién y
a su complejidad, dado que algunas especies pueden pre-
sentar en una misma floracién cepas téxicas con diferen-
tes rangos de toxicidad y cepas inocuas. La especie colo-
nial Microcystis aeruginosa Kiitz. (Figura 1 a, b), es una
de las mas peligrosas debido a su capacidad de biosinte-
tizar una potente toxina, la microcistina. La concentracién
de esta toxina puede variar o inhibirse en respuesta a
cambios ambientales, por lo cual es recomendable supo-
ner que el bloom de Microcystis es siempre potencial-
mente toxico [7].

Debido a la alta dinamica de las floraciones de ciano-
bacterias en ecosistemas eutrofizados (géneros involu-
crados, capacidad toxicogénica, cantidad relativa, etc.) es
importante estudiar su diversidad genética a fin de iden-
tificar las distintas poblaciones participantes. En este
contexto, las técnicas moleculares son herramientas de
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FIGURA 1: Microcystis aeruginosa, a) Detalle de las células 1000x, b) Colonia de Microcystis aeruginosa 400X, c) y d) Colonias con mucilago evidente
400X.
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gran ayuda para la clasificacidén taxonémica de las espe-
cies presentes, debido a que este grupo de algas posee
una gran plasticidad fenotipica [8, 9]. Dentro de la varie-
dad de técnicas moleculares actualmente disponibles
para la genotipificacidn de organismos, el requerimiento
de ADN de una cierta calidad y pureza es un requisito
indispensable. Para ello, es necesario el desarrollo de
metodologias de extraccién y purificacion de ADN gené-
mico que contemplen las particularidades de los organis-
mos bajo andlisis.

En el caso de las cianobacterias, el mucilago y la pa-
red celular (figura 1 c, d) que las rodean son un importan-
te impedimento para el aislamiento de ADN de buena ca-
lidad. Algunos grupos han logrado buenos resultados,
en cuanto a la ruptura de paredes de algas verdes azules,
mediante la utilizacién de detergentes tales como DTAB
o CTAB [10, 11]. Se han informado protocolos mds sim-
ples, pero estos solo son aplicables a unas pocas espe-
cies [12, 13]. Es por ello que sigue siendo necesario el
desarrollo de metodologias rapidas y confiables para la
extraccién y purificacién de genoma de cianobacterias.

El objetivo del presente trabajo ha sido la elaboracién
de un protocolo eficaz y rapido para la extraccioén y puri-
ficacién de ADN genémico de Microcystis spp. como
uno de los géneros mds representativos de las cianobac-
terias toxicas.

Se espera que este protocolo pueda extenderse a
otras especies, eventualmente aplicando pequeias modi-
ficaciones.

MATERIALES Y METODOS

El material fitoplancténico fue extraido a nivel subsu-
perficial, filtrando 100 litros de agua a través de una red
de plancton de 20 pm de abertura de malla, (Figura 2) y
depositado en frascos de 250 ml de capacidad (Figura 3).
Las muestras se obtuvieron en diferentes estaciones de
colecta sobre el cauce principal del rio Parand, aguas arri-
ba y aguas debajo de la presa Yacyretd (27° 28” S 56° 44°
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O) y un tributario (arroyo Itaembé), en el primer semestre
del 2004.

Una de las caracteristicas del género Microcystis es la
de poseer vesiculas de gas y formar en la muestra acuo-
sa una capa superficial. Aprovechando esta cualidad,
con la ayuda de una pipeta Pasteur se absorbié dicha
capa y se filtr6 el mayor volumen posible empleando un
matraz quitasato de 250 ml y trampa de agua. El filtro uti-
lizado fue de 20 um de abertura de malla. El filtrado se
desecd en estufa durante 40 minutos a 37 °C hasta elimi-
nacion total de la humedad (Figura 4). Una alternativa
que se probd fue almacenar el material filtrado a -20 °C
hasta su posterior procesamiento.

El material empleado en los procesos de aislamiento
y purificacién de ADN gendémico (muestra analitica) co-
rrespondié al raspado de la materia orgdnica desecada
sobre los filtros, en una cantidad equivalente a un cuarto
del volumen de un tubo eppendorf de 1,5 ml.

A partir de las muestras analiticas, se desarrollaron
tres etapas generales para el protocolo de extraccién y
purificacién de ADN genémico:

a) Lisis celular
En esta etapa se probaron tanto procedimientos me-
cédnicos como quimicos, utilizindose: mortero, perlas de

Figura 3: Muestra filtrada en frasco de 250 ml.

FIGURA 2: Filtrado de agua a través de una red de plancton.
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Figura 4: Filtrado en malla de 20 um de abertura.



Llano, V. M. et al: Método para el aislamiento y purificacion de ADN de Microcystis spp.

83

plomo, N, liquido, CTAB 2X (bromuro de cetrimetil amo-
nio), lisozima, proteinasa K.

b) Purificacién de ADN

Se realizaron lavados con cloroformo: alcohol isoami-
lico, fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, por separado o
bien en forma conjunta.

¢) Precipitacion del ADN

Se probaron tanto isopropanol puro como NaCl en
isopropanol.

La cuantificacién y pureza del ADN obtenido fue
analizada por espectrofotometria empleando un espec-
trofotémetro de doble haz Shimadzu UV-1601PC, de
acuerdo a Berger [14].

Materiales
Se emplearon los siguientes reactivos y drogas para
el analisis
*N, liquido
+Solucién de extraccion CTAB (Bromuro de cetrimetil
amonio).
-2% CTAB
-1,4 M NaCl
-20mM EDTA
-Tris-HCI (pH 8)
-1% PVP (polivinilpirrolidona, 40000 D.)
-H,0O destilada
+Stock de fosfato de potasio monobdsico. Se disol-
vié 136 mg de fosfato de potasio monobdsico en 10 ml
de agua destilada.
+Stock de lisozima (USBiological) Smg/ml, (para 30
reacciones). Se guard6 a —20 °C. 5 mg de lisozima se di-
solvieron en 1 ml de stock de fosfato de potasio monoba-
sico.
+Se tomd 30 pl de este stock y se agregd 270 ul de
agua destilada.
+1 M Tris-HCI (pH 8). Se disolvieron 3,63 g de Tris en
15 ml de agua destilada, se verificé que el pH bajara has-

ta 8 con acido clorhidrico fumante, luego se agregé agua
destilada hasta llegar a 30 ml.

+Stock NaCl 5 M. Se disolvieron 1,46 g de NaCl en
agua destilada y se llevaron a 5 ml.

+TESM.

50 mM Tris-HCl (pH 8)
100 mM NaCl
5 mM EDTA (pH 7)

A 20 ml de agua destilada se agregd 2 ml de de 1 M
Tris-HCl (pH 8) y 0,8 ml de solucién stock de NaCl 5 M;
luego se agregd agua destilada hasta llegar a 40 ml.

+Stock SDS 10% en TESM.

1g de SDS en 10 ml de TESM
+Solucién de SDS/proteinasa K, (para 6 muestras).
720 ul de stock SDS 10% en TESM
480 ul TESM
360 pg proteinasa K

+24:1 cloroformo: alcohol isoamilico.

+25:24:1 fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.

+Isopropanol.

+5 M NaCl en isopropanol.

+Se disolvieron 5,84 g de NaCl en 20 ml de isopropa-
nol.

+70% etanol.

Como primera aproximacion metodoldgica se imple-
ment6 para la lisis celular un macerado de las muestras
analiticas en N, liquido, empleando en primera instancia
mortero a temperatura ambiente, luego perlas de plomo
incorporadas al macerado y finalmente solucién de ex-
tracciéon CTAB. La purificacién consté unicamente de
dos lavados en volimenes iguales con cloroformo: alco-
hol isoamilico (24:1), recuperandose la capa acuosa por
centrifugacién y precipitdndose los 4cidos nucleicos
con isopropanol puro a -20°C y posterior lavado con eta-
nol 70% a temperatura ambiente. Los resultados de esta
primera estrategia se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: valores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la primer

estrategia metodoldgica.

Muestra analitica Ab”rb:r':]"ia 260 Abs""’:r'r‘fia 280 | |aDNtotal (ng/pl) | Indice de pureza
Rio Parand, Ita-lbaté.05/03/04 0,057 0,052 57 11
Arroyo Itaembé.04/03/04 0213 0267 213 038
e I I
Rio Parana, embalse (E10MI). 25/02/04 0,139 0,171 139 038
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A los efectos de incrementar la pureza del ADN obte-
nido, en una segunda etapa del trabajo, se modificé el
proceso de lisis celular incorporando posteriormente a la
maceracién con N, liquido en mortero, una digestién en-
zimdtica con lisozima y proteinasa K. Ademads, para la
purificacién de los dcidos nucleicos se probaron dos al-
ternativas:

a) dos lavados con cloroformo: alcohol isoamilico
24:1 y dos lavados con fenol: cloroformo: alcohol isoami-
lico 25:24:1 (muestra 1, 2,3 y 4).

b) cuatro lavados consecutivos con volimenes igua-
les de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (muestra 5 y 6).
Finalmente, la precipitacion se realizé con NaCl en iso-
propanol a -20°C y un lavado final con etanol 70%. Los
resultados de esta segunda estrategia se presentan en la
Tabla 2.

Finalmente, se probé en la etapa de purificacién el
empleo de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1
como unica solucién de lavado en dos oportunidades,
manteniendo el resto de los pardmetros sin modificacién
con respecto a la segunda estrategia. Los resultados
obtenidos se detallan en la Tabla 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos demostraron la factibilidad
de extraer ADN en cantidades suficientes pero sin alcan-
zar la pureza requerida para la mayoria de las técnicas
moleculares de genotipificacion (>1,3y < 1,9) [14].

Estas modificaciones técnicas permitieron recuperar
mayores cantidades de dcidos nucleicos, sin embargo, la
pureza de los preparados no mostré cambios, siendo atin
inferior a lo deseable.

Tabla 2: valores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la segunda

estrategia metodologica.

Muestra analitica Abzg:)b:rgcia Abzg:)b:rgcia [A:)nNg]/;gml Masa total (ug) Irﬂ:::zge
R ar onioos | 02 0301 553 2 07
’ Riolt'::i;?:gé.T 2$33?§4agua 0094 0,110 235 9 09
3R aoarn 0169 0179 o 17 09
T 0290 0267 725 2 r
S ingo, 100304 | 022 0290 70 28 :
S Ryole. Trrasros 2 0173 0172 433 17 1

Tabla 3: vaores de absorbancia, cantidad e indice de pureza obtenidos empleando la tercera

estrategia metodologica.

Muestra analitica Ab;g;b:nr:cia Ab;g;b:nr:cia [Aﬂ;l]/;gtal Masa total (ug) "::.(-:: zge
Rl s 0 * i
" et os/osioa |08 ozl " 7 i
Rio Paran1éé/8$gzlse (E4C). 0,532 0,393 1330 40 14
Rio Parané‘l,;/:g;t/):‘:se (E4AMD). 0,639 0,458 1597 48 1,4
Rio Parané1,;3;t/)g‘:se (E9MD). 0,565 0,447 1412 57 1.3
e o | ows | oms s
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El cambio introducido en esta tercera estrategia per-
miti6 alcanzar niveles de pureza compatibles con la mayo-
ria de las técnicas moleculares en uso rutinario.

De esta manera se establecié como protocolo final el
siguiente procedimiento:

Lisis de células

Se filtré el maximo volumen posible del concentrado
de algas con malla de 20 um, dependiendo del volumen
que se obtuvo de la filtracion de 100 litros.

El filtrado se secé en estufa a 37°C durante 30 minu-
tos, hasta eliminacion total de la humedad.

Se rescat9 el filtrado y se macer6 con N, liquido en
mortero a temperatura ambiente.

El mortero se 1lavé con 700 pl de TESM y se colocod
todo el volumen en un tubo de 2 ml.

Se agreg6 300 pl de una dilucién 1/5 de stock de liso-
zima y se incub6 a 37°C durante 60 minutos.

Se agregaron 200 ul de solucién SDS/proteinasa K
(50 pg/ml) y se incub6 a 55°C durante toda la noche.

Luego se inactivé la proteinasa K por ebullicién du-
rante 10 minutos.

Purificacion del ADN

Se enfri6 la muestra a temperatura ambiente durante 2
minutos.

Se agreg6 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoami-
lico y se invirti6 el tubo varias veces hasta que se formé
una emulsion. Este paso se realizé con cuidado para evi-
tar dafar el ADN.

Se centrifugd la muestra por 5 minutos a 13000 x g.

La capa acuosa se transfirié a un tubo nuevo tenien-
do cuidado de no absorber la interfase

Si el sobrenadante quedara sucio, se debe proceder a
realizar tantos pasos de extraccién fenol: cloroformo: al-
cohol isoamilico sean necesarios. En nuestro protocolo,
dos lavados fueron suficientes. Tener en cuenta que
cada 2 lavados se pierde aproximadamente un 20 % de
muestra.

Precipitaciéon del ADN

Se agregé a la capa acuosa NaCl en isopropanol frio.
Se invirti6 el tubo varias veces y se llevé a —20 °C, du-
rante al menos 30 minutos.

Se centrifugd por 10 minutos a 13000 x g. Con cuida-
do se elimind el sobrenadante invirtiendo el tubo.

Se agregaron 1000 pl de etanol al 70 %.

Luego se centrifugd por 10 minutos a 13000 x gy se
eliminé por inversion el etanol teniendo cuidado de no
perder el precipitado. Se secé el precipitado dejando el
tubo destapado durante unos minutos.

El precipitado de ADN se resuspendié en 50 pl de
agua destilada.
La muestra se conservo a —20 °C.

CONCLUSION

El empleo de esta metodologia de extraccion y purifi-
cacién de ADN de Microcystis permite la obtencién de
material en cantidad suficiente y con la pureza adecuada
para realizar metodologias de genotipificacién molecular.
El mismo ha sido empleado para la puesta a punto de
RAPDs (resultado no mostrado), obteniéndose patrones
de bandeo interpretables, coincidiendo con la pureza
gendmica requerida.

El empleo de esta metodologia permitira desarrollar
técnicas para el andlisis rdpido y confiable de géneros
involucrados en “blooms” y, por lo tanto, la deteccion de
aquellos potencialmente asociados a la biosintesis de
toxinas peligrosas, con la consecuente alerta temprana
disparadora de acciones tendientes a minimizar la proble-
matica ecoldgica y de salud en areas de alto impacto na-
tural. °
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