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LAS THRAUSTOCHYTRIALES (LABYRINTHULOMYCETES,
HETEROKONTA): CARACTERIZACION DE SU BIODIVERSIDAD EN
HUMEDALES SALINOS DE LA ARGENTINA MEDIANTE UN ENFOQUE
MULTIDISCIPLINARIO Y DISENO DE UN BIOPROCESO PARA LA
PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS OMEGA 3

RESUMEN

Se obtuvieron mas de 140 cepas de traustagjesride muestrasa@ectadas en una
amplia variedad de humedales salinos @tiges a partir del mejoramiento de la
metodologia de aislamiento, que incluyé ftamulacion de dos nuevos medios de
cultivo. Se estudiaron los caracteres taxaeom tradicionales (rasgos morfolégicos
observados en cultivos en agua y cebos)adecepas asi como la morfologia de las
colonias, los requerimientos para su cultigbperfil de acidograsos poliinsaturados
(PUFAS) y la secuencia del gen ARNr 1&breconocimiento de grupos monofiléticos
gue incluyeron a los aislamientos y a stteaustoquitriales preamente estudiadas
permitio la identificacion en el nivel genérico de la mayoria de las nuevas cepas en base
a los criterios recientemente propuestasioy elementos para proponer que algunas de
ellas serian nuevas especies. Se observdidand morfologia a nivel ultraestructural

en cepas identificadas mo representantes de los taxones mas abunddsitenia
visurgensis, Schizochytriusp, Thraustochytrium striatum, T. kinneil. aureuny; esto
permitié obtener mayor detalle sobre lanfiacion de estructuras reproductivas. Los
estudios de produccion de PUFAs omeBase realizaron con la cepa modelo
Aurantochytrium limacinumSR21. Se disefilo un bioproceso en dos etapas,
optimizandose las condiciones para la obtemale biomasa (primera fase) mediante
una combinacion de métodos estadisticosegfiis Experimentales Estadisticos y Redes
Neuronales Atrtificiales, entrerok). La utilizacion de estsaiomasa en una segunda fase
de produccion permiti6 alcanzar una productividad méaxima de 3.7 g de &cido

docosahexaenoicd t* en un biorreactor de 3,5 I.

Palabras clave: traustoquitriales, humedles salinos argentinos, aislamiento y
cultivo, caracterizacion taxonémica, morfologia, utraestructura, filogenia

molecular, acidos grasos poliinsaturados, produccion de acidos grasos omega 3



THRAUSTOCHYTRIDS (LABYRINTH ULOMYCETES, HETEROKONTA):
CHARACTERIZATION OF THEIR Bl ODIVERSITY IN ARGENTINIAN
SALINE WETLANDS BY A MULT IDISCIPLINARY APPROACH AND
BIOPROCESS DESIGN FOR OMEGA 3 FATTY ACIDS PRODUCTION

ABSTRACT

More than 140 thraustochytrid strains were obtained from samples collected in
Argentinean saline wetlands, once isolatroethodologies were improved, including

the formulation of two new culture media.Traditional taxonomic characteristics
(morphological features in pollen seawater cultures) of strains were studied as well as
other alternative charactefsolony morphology, culture gelirements, polyunsaturated

fatty acids composition and 18SrRNA gesequence). The finding of monophyletic
groups including local isolates and other poesly studied thraustochytrids allowed to
identify most of new strains at ges level (accordingto new taxonomical
rearrangements) and supported the proposalsttveral of themould be new species.
Morphology at ultrastructural Vel of isolates recognized aspresentatives of the most
abundant taxondUkenia visurgensis, Schizochytriusp,, Thraustochytrium striatum,

T. kinneiand T. aureurh gave more details about reproductive structures development.
Omega 3 fatty acids production studies wearied out with the model strain
Aurantiochytrium limacinumSR21. A two-stage bioprocess was designed, and
conditions for biomass propagation (firsage) were optimized by a combination of
statistical methods (Statiséil Experimental Designs and Artificial Neural Networks,
among others). Obtained biomass was used in a second production stage, reaching a

maximal productivity of 3.7 g docosahexaenoic acid1in a 3.5 | biorreactor.

Key words: thraustochytrids, Argentinean saline wetlands, isolation and culture,
taxonomic characterization, morphology, ultrastructure, molecular phylogeny,

polyunsaturated fatty acids, praduction of omega 3 fatty acids
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CAPITULO |: INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

En este primer capitulo se presentmfarmacion introductoria general, basica y
necesaria para poner en contexto lasirdes aproximaciones al estudio de las
traustoquitriales que se abordaron en dsébajo de tesis, comenzando por sus
caracteristicas biolégicas, su posici@n el ambito de los seres vivos, sus
requerimientos fisiolégicos y su didtucion y ecologia. Luego se expone una
descripcion de los ambientes que habitims humedales salinos), mencionando las
particularidades de los mismos en la Atgen Finalmente se atuye una resefa sobre
los acidos grasos poliinsaturados, cénfasis en los omega 3, cuya produccion
constituye la mas interesante faceta biatkigica de estos organismos. A partir de
dicha informacién general sproponen los objetivos de testrabajo: aislamiento,
cultivo, estudio de su morfofjia y desarrollo, de su taxon@rtradicional (necesaria
para apreciar su biodiversidad y distribucg@mambientes argentinos), de las relaciones

filogenéticas de las cepas obtenidas, ydies de produccion decidos grasos omega 3.

1- INTRODUCCION

1.1- Labyrinthulomycetes: caracteristicas generales

Los labirintulomicetes son microorganismheterotroficos, absortivos, comunes
en la microflora marina y estuarial, q@mbién pueden encontrarse en ambientes
salinos continentales (Johnson & aBpw 1961, Amon 1978). Considerados
tradicionalmente hongos primitivos (Sparrd®60), han mostrado estar emparentados
con las algas heterocontas (diatomeas,jdea$, etc.) y los oongtes (Cavalier-Smith
et al. 1994, Kirk et al. 2001xon los que comparten caracséicas ultraestructurales
como la presencia de crestas mitocondritdbslares, el aparato de Golgi formado por
multiples cisternas achatadas y la acumulacionfde3 y B 1-6 glucanos como
sustancias de reserva (Alexopoulus et H)96). Otro rasgo distintivo de estos
organismos es la produccion de zoosporagdmiatas, es decir, kkdas moviles con un
flagelo anterior mas desarrollado, provistopedos tubulares tripatbs, y otro posterior
liso (Lee 1999).



Los labirintulomicetes presentan un attdoyarticular: el desarrollo de una
distintiva y caracteristicared ectoplasmatica producida partir de organelas
especializadas denominadasmgenogenos” o “botrosomagfig. 1.1, Perkins 1972).
Esta red ectoplasmética adhiere las célidatas superficies y contiene enzimas
hidroliticas que son liberadas al medio pdegradar la materia organica y absorber los
compuestos resultantes (Coleman & Vedi@87). La pared celular esta formada por
escamas sin ornamentacion que se sintetizeonysecretadas por el aparato de Golgi,
depositandose y acoplandose adyacentes adaegterna de la mebrana celular. Su
composicion quimica es inusual, haldése encontrado L-galactosa como el
carbohidrato mayoritario en dasspecies estudiadaSchizochytrium aggregatum
Thraustochytrium motivu)r(Darley et al. 1973), galactansslfatados en tres especies
de Thraustochytrium(Chamberlain 1980) y fucosa en especiesLdbyrinthuloides
(Bahnweg & Jackle 1986). El resto de lagaorelas presentes en el citoplasma son las
tipicas de una célula eucariota (fig. 1.1). tsmtamiento mas detallado de los rasgos

ultraestructurales de estos organis®slescribe en el capitulo V.

La reproduccion es basicamente asexugl (f.2), e involucra la formacién de
zoosporas a partir del clivaje progreside la célula vegetativa (devenida en
zoosporangio). Las zoosporas liberadadanahasta encontrar un sustrato adecuado,
sobre el que se fijan, y se diferencian en célala vegetativa la cual madurara en un
nuevo zoosporangio. En algunos casos, ladastluna vez fijadas al sustrato pueden
también dividirse vegetativamente dando origeagregados celular¢Porter 1990). La
Gnica evidencia que indicaria la ocurrembgareproduccion sexuah estos organismos
es el registro de unaptta profase meiotica en un aislamiento no identificado de
Labyrinthula(Perkins & Amon 1969).

Estudios recientes de filogenia molecutaigieren que los labirintulomicetes
comprenden tres clados genéticamentstirdivos, correspondiées a tres grupos
morfologicos (fig. 1.3): labirintulales, aplaquitriales y traustoquitriales (Leander y
Porter 2000 y 2001, Leander et 2004). Las labirintulalegoseen células con forma de
huso, las cuales se deslizan dentro ldered ectoplasmatica que las envuelve
completamente. Traustoquitriales y aplanodplés, por su parte, poseen esporangios
globosos unidos al sustrato mediante lobcddos filamentos ramificados de la red
ectoplasmética (que no los rodea completamepteg diferencian entre si en que los



primeros forman zoosporas, y los segunddarmsporas que se desplazan deslizandose

sobre el sustrato.

1.2- Ubicacioén taxonomica de los labirintflomicetes y de la traustoquitriales

La taxonomia de los labirintulomicetes ha sido historicamente confusa,
probablemente debido a que se los ha intemgoeta el contexto de las clasificaciones
botanicas y zooldgicas tradicionales (Di2R01). Consideradosn principio como
hongos zoosporicos (Dick 1973) o protist@dive 1975), su iddificacion taxonémica
se baso tradicionalmente en los atributos morfolégicos, los cuales no so6lo presentan
numMerosos inconvenientes enantdo a su variabilidad fma diferentes condiciones
nutricionales (Gaertnek972) sino que ademas en cisrttasos carecen de correlacion
con los linajes filogenéticos, segun se daspeede los estudios diéogenia molecular
(Honda et al. 1999). Por estos motivos, la determinacién taxondémica de los

labirintulomicetes es confliva y pobremente resuelta.

La revision taxondmica mas reciente eséa caracteres miolégicos ha sido
realizada por Dick (2001). Trabajos pm#ores han sugerido modificaciones
principalmente en el nivel genérico, shadose en la combinacion de estudios
morfologicos, bioquimicos (perfiles de acidgssos poliinsaturados y carotenoides), y
de filogenia molecular (Yokoyama & Honda 2007, Yokoyama et al. 2007, Leander et
al. 2004). Como resultado de estas contrilngsose ha propuesto la creacién de cinco
nuevos géneros y la enmienda de otrosroudn la Introduccién de los capitulos Il 'y
IV se provee una sintesis detallada de aatade estos aportes. En este contexto, y
basandose en los trabajos previamente roaados, se presenta a continuacion, y se
adopta en este trabajo, lagggiente clasificacion de los labirintulomicetes (se indica

entre paréntesis el nUmero de especies de cada género):

Reino: Straminipila

Phylum: Heterokonta

Clase: Labyrinthulomycetes



Orden: Labyrinthulales
Familia: Labyrinthulaceae

Géneros:Labyrinthula(12 especies)

Orden: Aplanochytriales
Familia: Aplanochytriaceae

Géneros:Aplanochytrium(8 especies)

Orden: Thraustochytriales

Familia: Thraustochytriaceae

Géneros:Thraustochytriun{16 especies)
Schizochytriunfsensu stricto, 1 especie)
Aurantiochytrium(2 especies)
Oblongichytrium(3 especies)
Ulkenia(sensu stricto, 3 especies)
Botryochytrium(1 especie)
Parietichytrium(1 especie)
Sicyoidochytriun{1 especie)
Japonochytriun{1 especie)

Althornia (1 especie)

Los géneros indicados como “senssiricto” han sirido escisiones
recientemente. Debido a que constituyen taxcféEscos dentro de las traustoquitriales
y a lo reciente de esta modificacion taxmiga, en este trabajo también se hace
referencia a los mismos en sentido amplge(isu lato”), es decir, al género antes de

que fuera enmendado.

1.3- Requerimientos fisiologicos de las traustoquitriales

Comenzando por las condicies fisicoquimicos, &ss microorganismos no
requieren de luz para crecer, aunque akyinos casos puntualen los que se ha
mostrado que dicho factor puede tener wectef tanto estimulante (Goldstein 1963c,
Singh & Ward 1997a) como inhibitorio [@erman y Jones 1971). Si bien las



traustoquitriales han sido reconocidas como aerobios estrictos (Porter 1990), hay
referencias en la literatura que menciorna existencia de algunos representantes
anaerobios (Goldstein 1973, Luo et aD05, Stoeck et al. 2003). Respecto a la
temperatura Optima de crecimiento, para lyania de las traustoquitriales de regiones
templadas es de 25°C (Jones 1976). El rangmsiealores éptimos es muy variable
segun las especies, ubicandose entre 25-pat& las cepas utilizadas con fines de
produccion (Perveen et al. 2006, Burgt al. 2006, Yokochi et al. 1998). Los
aislamientos de regiones antarticassybantarticas exhiben o6ptimos mas bajos,
generalmente entre 0-9°C y no proliferanrageraturas superiores a 17°C (Bahnweg &
Sparrow 1974). El rango de tolerancia al pH es amplio y generalmente abarca de 4 a 9
unidades, aunque algunas espes@s mas sensibles a los canshbde este factor (Fan

et al 2002).

Las traustoquitriales son primariamte marinas (Raghukumar 2004). Vishniac
(1960), en un estudio readido con 49 cepas, concluyue los niveles de NaCl
necesarios por estos microorganismos para que su crecimiento sea maximo son los
caracteristicos del mar. La salinidad del agua de mar promedio es de'3% up$
(unidades practicas de satlad), manteniéndose constia la proporcién de sus
componentes en los distintos ambientéd mundo (principio de Forchhammer,
Garrison 2008). La composicion promedio desdh de mar se preserghla tabla 1.1,
siendo su componente principal el NaClil{dto 1996). El rango de tolerancia a la
salinidad es variable segin las espegiesy en general esnplio (5 a 35 g). Si bien
algunas cepas pueden prosperar a salinidades tan bajas corh¢Bugd et al. 2006),
los mejores valores de crecimiento se registraron entre los niveles de 15 a(Fam |
et al 2002), que corresponden al 50-100 % deolacentracion del agua de mar. Los
aislamientos provenientes de manglares, ddragegran fluctuacién de los parametros
fisicoquimicos, muestran niveles 6ptimos de salinidad mas bajos y en general una

tolerancia mas amplia (Raghukumar 2008).

En lo concerniente a los requerintien nutricionales, los monosacéaridos
(glucosa, fructosa, xilosa), los acidogy@micos (acido malico, acido fumarico, acido
piravico) y el glicerol son la fuente de carbono preferida por lastbquitriales (Burja
et al 2006). Contrariamente, los disacaridopojisacaridos producepajos niveles de

crecimiento, aunque algunas asppueden prosperar corlaiBosa, maltosa y almidén



soluble (Goldstein1963c, Bajpai et al1991a). Entre la variedad de compuestos
aprovechables por las traustoquitriales seuyeh el glicerol crudeomo el proveniente

de la industria del biodiesel (Chi et aD07) y los hidrocarburos (Raikar et al. 2001),
motivo que hace aun mas interesante tsesnicroorganismos como potenciales

biorremediadores.

Muy pocas traustoquitriales pueden eeapl fuentes inorganicas de nitrégeno
como el amonio o el nitrato (Barclay 1994). Entre las figeatganicas, la mayor parte
de las cepas estudiadas presentaron @iv@é&mos de crecimiento con glutamato, que
podria ser aprovechado también como fuente de carbono (lida et al. 1996, Raghukumar
2008). El hidrolizado de gelatina tambiBa sido empleado con buenos rendimientos,
aunque presenta bajas concentraciones nmagionina y aminoacidos aromaticos
(Vishniac 1956). Por su parte, la ureamalo ser metabolizada por ninguna de las
cepas sobre las que hay referaa¢Goldstein 1963a, lida ak. 1996). Para los estudios

de produccion, las peptonas son lantes mas difundidas (Raghukumar 2008).

La disponibilidad de fésforo afecta ebcimiento de las traustoquitriales. Taoka
y colaboradores (2008) mostraron que la adicién dePiKkial medio de cultivo basal
incrementd significativamente el numero delanientos obtenidos a partir de muestras
de agua de Japon. Por su parte, Bongioiiny (2002) encontraroque la densidad de
traustoquitriales en la columna de agualagecostas del Mediterraneo mostraba una
fuerte correlacion positiva con la concentbacte fosforo. El efeotde este elemento
ha sido estudiado en detalle en una cep&. deseun(Siegenthaler et all967), para la
gue se observo que el ingreso de fosfatonfid&imo entre valores de pH de 7,5y 7,8.
Finalmente, cabe mencionar que algunas, pertodas las traustoquitriales tienen un
requerimiento obligado de una o mas witaas hidrosolubles del grupo B (Vishniac
1956, Adair y Vishniac 1958, Goldsteiti963c, Raghukumar 2008). Para una
informacion mas detallada sobre los querimientos fisiologicos de estos
microorganismos pueden consultarse lassienes de Goldstein (1973) y Raghukumar
(2008).



1-4- Distribucion y rol ecoldgco de las traustoquitriales

La presencia de traustoquitriales ha srdgistrada a escalglobal y en una
enorme variedad de habitats ¢Rakumar 2004). Las mayores densidades
poblacionales se detectaron sdimentos de zonas costeyasstuariales (en el orden
de 16 células T, Raghukumar & Gaertner 1980, Utkd986), aunque también estan
presentes en menor concentracién en la columna de agua nerificeéi{ilas T,

Kimura et al. 1999) y oceanica @00° células ', Raghukumar 1985), asi como en el
bentos de las profundidades marinas (Sahelchch et al. 2010). En general se hallan
asociadas a material vegetal en degmmsition, especialmente algas y hojas de
mangles, y probablemente cumplan una impdetduncion como saprobios, en virtud

de su condicion de heterétrofos absasi, mediante la produccion de enzimas
extracelulares (celulasas, amilasas gtgasas) (Raghukumar 2002). También pueden
encontrarse como componentes de lossfilmcrobianos marinos (Raghukumar et al.
2000) y en precipitados fecales de tunicados, los cuales constituyen una importante
fuente de materia orgénica particulada en el océano y son fundamentales en el
transporte de nutrientes a lasofundidades (Raghukuma% Raghukumar 1998).
Algunas pocas especies pueden causar enfermedades en animales, particularmente en
moluscos (Polglase 1980, McLean & Porter 1982tras podrian égblecer relaciones

no parasiticas (mutualistas y comensalist@s)to con invertebrados (Ellis & Bishop
1989) como con algas (SatRathak et al. 1993).

El importante rol ecologico de las tetoquitriales en la dinamica de la
descomposicion de materia organica esaa@por crecientes evidencias (Raghukumar
2004), especialmente si se tiene en cuetaabundancia relaa respecto a otros
microorganismos degradadores. Por ejemeto,la columna de agua marina pueden
alcanzar una biomasa comparable dddas bacterias (0,41 a 7,44 pg’C0d,039 a 0,71
pg N ) mientras que la presencia de hongosrfdatosos resulta escasa (Kimura et al.
1999). Esta funcion, redundaria eh mejoramiento de lgalidad nutricional de la
materia organica muerta (especialmente la recalcitrante, como celulosa y quitina) por
aumento de su contenido proteico, reswltaun factor particulanente importante para
la nutricibn de otros organismos dvoros (v.g. animales) (Mann 1988). En tal

sentido, las traustoquitriales péh ser una importante fueme sélo de C y N, sino



también de acidos grasos poliinsaturadasgfRikumar 2004), compsi®s que resultan
esenciales para otros eslabones de la cad&iea, desde microcataceos, pasando por

peces y hasta mamiferos marinos (Harrison 1990).

1.5- Los humedales salinos de la Argentina

Habiéndose descrito brevemente el tige habitat en que es frecuente el
hallazgo de traustoquitriales, se presentareres una breve resefia de los ambientes
argentinos en los que potencialmente podrian habitar estos organismos.

Existen muchas definiciones del térmimamedales, algunas basadas en criterios
principalmente ecoldgicos y otras mas orieatad cuestiones vinculadas a su manejo.
La Convencion sobre los Humedal@amsar, Iran 1971ps define en forma amplia
como: "las extensiones de marismas, pantandsirperas, o superficies cubiertas de
agua, sean éstas de régimen natural o artifigi@rmanentes o temporales, estancadas
0 corrientes, dulces, salobres o saladas|uitas las extensiones de agua marina cuya
profundidad en marea baja no exceda de seis nietis esta definicibn quedan
incluidos todos los ambientes acuéticos continentales, los estuarios y la zona costera
marina. Los grandes humedales son enosjuato, uno de los bancos mas importantes
de biodiversidad, reclutamiento y productaid Ademas desempefian funciones tales
como el control de inundaciones, repdsicide aguas subterraneas, estabilizacion de
costas, proteccidn contra tormentas, retamgi exportacion de sedimentos y nutrientes,

mitigacion del cambio climatico y depuracion de las aguas (Malvarez 1999).

Se estima que cerca del 23% de la dige de la Republica Argentina esta
ocupada por humedales (Kandus et al. 2008)participacion de nstro pais en la
Convencion sobre los Humedales se inicicebafio 1991 a traves d& sancion de la
Ley 23.919, y actualmente hay 19 sitios naciesahcluidos en la Lista de Humedales
de Importancia Internacional (denondioa sitios RAMSAR), que totalizan una
superficie de méas de 50.000 k(Secretaria de AmbienteBesarrollo Sustentable de la
Nacion, http://www.ambiente.gov.ar). Se menan a continuacion las principales
caracteristicas de los tres tipos de humedallinos que estdepresentados en el

territorio argentino: las lagunas salinas caniiales, los estuarios y el litoral maritimo.



Las lagunas salinas continentales sonpngede agua que pueden experimentar
un amplio rango de restricciones dinAmigasnergéticas. Las perturbaciones aparecen
como episodios de alta salinidad yfesecacidon que suceden con un grado de
predictibilidad variable (Comin et al. 1991 as comunidades biologicas que habitan en
ellas varian de acuerdo con los cambf@scos y quimicos del agua y de las
fluctuaciones climéticas (Alcorlo 2004). Ha Argentina, se presentan principalmente
en las regiones pampeana (Complejo Laguted8asrande, la Cuenca de Chasicé y las
Lagunas Encadenadas del Oeste) y en la Auagunas de Pozuelos, de Guayatayoc y
complejo de Lagunas de Vilama en Raovincia de Jujuy, y Lagunas Grande, La

Alumbrera y Purulla, en la Provincia @atamarca) (Canevari et al. 1998).

Un estuario puede definirse como unémo de de agua costero semicerrado
con una conexion libre con el mar dentdel cual el agua de mar se diluye
significativamente con el agua dulce proveteettel drenaje terrgg” (Pritchard 1967).
Estos ecosistemas son cuerpos de aguerss y de volimenegriables dependiendo
de las condiciones locales climaticas e dliglyicas. Tienen temperaturas y salinidades
variables, fondos predominantemente faogpsalta turbidez y caracteristicas
topograficas y de superficie irregulares.diadiversidad que los habita presenta un alto
grado de adaptaciones a las fluctuantesdimiones ambientales y su origen es,
confluyentemente, marino, dulceacuicola grestre (Yafiez-Arancibia & Day 1982).
Adicionalmente contribuyen en forma sifycaitiva a la productividd marina costera
por la produccion de detritus y como areles crianza. La mayoria de los estuarios
incluye humedales intermareales: marismas (praderaSpdetina spp.) en zonas

templadas y manglares en zonas tropicales (Spivak 1997).

Las costas templadas del Atlantico sudoccidental estan caracterizadas por dos
tipos de estuarios: estuarids planicie costera y lagunessteras (Ringuelet 1962). Las
lagunas costeras, también conocidas como elasif son depresiones de la zona costera
por debajo del promedio mayor de las mareas mas altas, que tienen una comunicacion
con el mar permanente o efimera y estanegidas por algun tipde barrera (Lankford
1977). Estos dos tipos de ambientes se em@remepresentados dentro del territorio
nacional. Pertenecen a la primera categlmsaestuarios de Béa de San Borombodn,

Bahia Blanca, San Antonio Oeste y aqueltpge se ubican en las zonas de la



desembocadura de los rios patagonicos. Ppasda, la albufera mas importante del pais

es la laguna de Mar Chiquitar@vincia de Buenos Aires).

La costa atlantica argentina es undateecosistemas maritimos templados mas
ricos y de mas alta produccion del mundo, mdiéndose a lo largo de 4.497 km entre el
Rio de la Plata y el estrecho de Magaa Geoldgica y geomorfolégicamente puede
dividirse en dos areas, unararte y la otra al sur del Rio Colorado, considerado el
limite norte de la Patagonia. Las costaslaleegion pampeanson arenosas Yy bajas
mientras que las de la regién patagénioa socosas y en genéracantiladas. Las
caracteristicas oceanograficas que afeotan la costa estan marcadas por el
comportamiento de las olas y las mareas. Alende los 42° S, el rango de mareas es de
aproximadamente 2 m mientras que al sudidbo paralelo, en el litoral patagonico,
tanto la amplitud de la marea como deltara de las olas van incrementandose, y en
algunos lugares el rango de mareas sulpsrd0 m. De ahi que las costas bonaerenses
estén dominadas por la accion de las olasntras que las patagdnicas por la accion de

las mareas (Cavalloto 2008).

Finalmente, el litoral maritimo deleStor Antartico Argentino es un éarea
comprendida entre los meridianos 74° O y £b6% el paralelo 60° S y el Polo Sur e
incluye a la peninsula antiéa y varios archipiélagos (Islas Sandwich del Sur, Islas
Orcadas del Sur, Islas Georgias del Suslas Shetland del Sur). Las costas de la
peninsula antartica son muy accidentadasnddéndo los fiordos, rias y bahias, tanto
por la actividad erosiva glaciar como parpresencia de vulcanismo activo (Armada
Argentina, http://www.ara.mil.ar). Constituygna de las pocas &as libres de hielo
durante el verano (Bockheim & Hall 2002)rgpresenta uno de los ecosistemas mas
productivos del planat(Holdgate 1964).

1.6- Acidos grasos poliinsaturadosaomenclatura y vias biosintéticas.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUF#@en cadenas carbonadas lineales de 18
0 mas atomos de carbono con dos o duddes enlaces y un extremo carboxilo (COO

terminal. Segun la ubicacion del primer dobhlace a partir del extremo metilo (QH
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en la posicion 3, 6 0 9, pueden clasificagada familia omega 3, omega 6 u omega 9,
respectivamente (fig. 1.4). Laresencia de dobles enladas la estructura del acido
graso, referidas como insatauraciones, no permite la rotacién de enlace e introduce una
curva rigida en la cadena, impidiendo el empaquetamiento con otros acidos grasos
vecinos. Como consecuencia, los acidosagassaturados tienen menores temperaturas

de fusidon que aquellos saturados con enmai nUmero de carbono, razén por la cual

son liquidos a temperatura bi@nte (Anderson & Wynn 2001)

La nomenclatura de los &cidos gragasde parecer confusa debido a que un
mismo compuesto puede recibir tres nomigliésrentes: el comun, el sistematico y la
designacion numérica. La tabla 1.2 muekigtres tipos de nhombres para los PUFAs
omega 3 y 6 mas comunes. En la nomench sistemética $odobles enlaces se
numeran desde el extremo COGi bien este sistema es preciso, resulta poco practico
para aquellos que no estan familiarizados con la bioquimica de los lipidos y en
consecuencia su aplicacion esta pocardifda. La designacion numérica tiene el
beneficio de la simplicidad y ademas derlatastructura del compuesto, ya que antes
de los dos puntos se indica el nUumero dbaos de la cadena y luego el nimero de
insatauraciones, aclarando entre paréntegissicion del primer doble enlace luego del
prefijo “n” (u omega)Anderson & Wynn 2001).

En los eucariotas los acidos grasos samtetizados en el citosol o en los
cloroplastos mediante un complejo enzimatico multiproteico denominado sintetasa de
acidos grasos (FAS) que presenta siet®ssitictivos. Este peeso culmina con la
produccion de acido palmitico (16:0) a partir del cual a través una serie de elongaciones
y desaturaciones sucesivas en el retiemdoplasmatico liso, se sintetizan los PUFAs
(Nelson & Cox 2000). Este mecanismo se fsn la figura 1.5. Los dobles enlaces
son introducidos (siempre en la configuracas) por enzimas llamadas desaturasas,
que requieren el aporte de @ NADPH, La posicidon y el orden en que se insertan los
dobles enlaces son muy rigurosas: el priduale enlace es insertado entre los carbonos
9y 10 (desde el extremo CQ@or laA9 desaturasa y los siguientes se adicionan en
forma consecutiva dejando un carbono saluentre ellos mediante la accionAlE? y
A15 desaturasas. De este modo se originsuptecursores de las series n-9, n-6 y n-3
respectivamente, los cuales experimenfaosteriores y sucesivas reacciones de

desaturaciones y elongaciones para dar lagada uno de los PUFAs de estas familias
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(Radledge 2004). La conversi@le PUFAs n-6 en n-3 pacampuestos de 18 C tiene
lugar en plantas y algunos microorganismosentras que para compuestos de 20 C
s6lo fue documentada evlortierella alpinay en Saprolegnia diclina(Pereira et al.
2004). Los animales (incluidel hombre) son capaces datetizar acidos grasos
saturados y pueden llevar a cabo las desetines y elongaciongsosteriores, pero
carecen de las12 yA15 desaturasas, y por lo tafwe &cidos linoleico, 18:2(n-6), -
linolenico, 18:2(n-6), resultan esencialpara su metabolismo (Anderson & Wynn
2001).

1.7- Importancia biotecnoldgicade las traustoquitriales: produccién de acidos

grasos omega 3

Los efectos benéficos de los PUFAs solar salud humana han sido reconocidos
por numerosos estudios e imgkn la prevencion o trataemto de una variedad de
enfermedades como la arteriosclerosis (Mehta etl@87), trombosis (Norday &
Hansen 1994), artritis (Kremer et 48685) y algunos tipos de cancer (Braden & Carroll,
1986). Adicionalmente, el acido docosahexaenoico (DHA) es esencial para el desarrollo
del sistema nervioso en infantes (Lauritagral. 2001)Como el organismo humano
carece de la habilidiapara sintetizarlode novg estos compuestos o sus precursores de
18 C deben ser provistos en la dieta (Mesteal 1999). Sin embargo, las dietas de las
sociedades occidentales resultan desbatatas respecto a lpsoporciones de PUFAsS
recomendadas, ya que contienen concemwinasi de acidos grasos omega 6 mucho mas
elevadas que de omega 3 (Mataix 2002)r tBlamotivo, a partide 1990, los gobiernos
y las principales consultoras nutricionalesleyla salud recomiendda utilizacion de
DHA y acido araquidénico (ARA) como swphento dietario, particularmente en
férmulas infantiles (Ward & Singh 2005).

El aceite de pescado ha sido la fueotenercial tradicional de acidos grasos
omega 3, pero presenta numerosos inconvesecomo su inestabilidad frente a la
oxidacion, olor y gusto poco emglables, variaciones geogdcafs y estacionales en la
calidad (Vareleet al 1990), asi como los altos costpse implica su purificacion, y se
espera que en el futuro sea insuficigpéea satisfacer su denda mundial creciente
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(Tacon 1995). En consecuencia, y considerando ademas el incremento de la
contaminacion de los ambientes marinos, su produccion en condiciones confinadas y
controladas mediante el cultivo de amiorganismos aparece como una fuente
alternativa potencial de estasidos grasos, especialmenteapal caso de productos de

alta calidad constante (Ratledge 2004). Oitmgajas adicionaledel aceite microbiano
(también llamado SCO, Singl€ell Oil) respecto al ate de pescado incluyen la
presencia de una mayor concentracion de P3JeA general, de un tipo en particular y

no una mezcla), una mayor estabilidad oxidativa (lo que facilita su almacenamiento) y
la posibilidad de producirla partir de materias pras sustentables, por ejemplo

glicerol crudo comduente de C (Sijtsm& de Swaaf 2004).

Las traustoquitriales se han establecido en los dltimos afios como una de las
fuentes microbianas mas prometedoras de BJHAdO su alta tasa de crecimiento, su
alto rendimiento en biomasa, la altaoporcién de lipidos en la biomasa, y de
PUFAs/lipidos totalesle algunas cepas en cultivo (Leveisal 1999). Cabe citar el
ejemplo de la cepAurantiochytrium(anteriormenteschizochytriumlimacinumSR21,
la cual se ha propuesto como modelo para la produccién comercial de DHA
(Raghukumar 2008) debido a que lsn obtenido con ella e@lados valores de este
aceite en numerosos trabajos de investigacién, tanto en frasco agitado (4.2 g |
Yokochi et al. 1998) como en fermentadores (4.9',g0hi et al. 2007; 13, 3 ¢'|
Yaguchi et al. 1997). Si bien el DHA de algueapecies del géne®chizochytrium
sensu lato se utiliza actualmente en produdm alto valor agregado, como suplemento
dietario en el mercado de los alimentpsbebidas, en alimentacidon animal y en
acuicultura, asi como en nutracéuticos (Ward & Singh 2005), su costo adn no es
competitivo frente al del aceite de pescado En este contexto, para su efectiva
comercializacion, resulta crucial dismindios costos de produccién, mediante el
hallazgo y optimizacion del cultivo de cepas productoras de altos porcentajes de omega
3, asi como el desarrollo de estrategiasedmentacion que aumenten la eficiencia de
produccion de los SCO (Sijtsma & de Swaaf 2004).

La optimizacion de un proceso l@oholégico puede llevarse a cabo por

“ingenieria del medio de fermentacion”, duedicionalmente involucra el cambio de
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una variable independiente manteniendse t#ras en un cierto nivel constante
(estrategia de “uno a la vez”). Esto ésdaoso y consume mucho tiempo, ademas de
ser incapaz de alcanzar un verdadero valtmapdada la existencia de interacciones
entre las variables del proceso, un Hwecconcreto en cualquier proceso de
fermentacién. Actualmente el método des IDisefios Estadisticos Experimentales
(DOESs) provee una alternativa racional para optimizar biopro¢8sadbel & Sullivan
1999), constituyendo una importante estrategigperimental para encontrar las
condiciones 6ptimas en un sistema mulisale. Sin embargo, a pesar de estas
caracteristicas y das mejoras introducidas con lafos, hay situaciones donde los
modelos tradicionales de DOEs no satisfdosmrequerimientos queurgen durante el
proceso de optimizacion. Las redes neuranakéficiales (ANNs)son una estrategia
alternativa, o a veces complementaria, lode DOEs al momento de optimizar un
proceso, cuya ventaja reside en que trabajajor con gran cantidad de datos, no
requieren una descripcién del sistema y tienen mayor valor predictivo para modelos no

lineales, como es el caso del disefiondelios de cultivo (Kennedy & Krouse 1999).

2- OBJETIVOS

La busqueda de cepas nativas de staquitriales es rel@nte por varias
razones. En primer lugar, se presenta campunto de partida pmel conocimiento de
la biodiversidad de estos microorganismosapa Argentina y dgenotipos utilizables
industrialmente. El litoral costero argso representa uno de los ecosistemas
maritimos templado-frios mas ricos y de rafia produccion del mundo, y por lo tanto
es esperable encontrar una gran biodiversidgadrganismos saprobios. Por otra parte,
la busqueda de cepas que proliferan agnbientes frios puede conducir tanto al
aislamiento de nuevas especies asi coaoadtencion de cepas que diversifiquen el
tipo de lipidos producidos. Otro aspecto intardge de la obtencion de aislamientos de
ambientes de bajas temperaturas es que ha sido demostrado que estas cepas contienen
mayores porcentajes de PUFAs que aqgsiefleovenientes de ecosistemas célidos,
aunque en general su concentracion de biomasa en cultivo es menor (Bowles et al.
1999). Finalmente, cabe destacar que la estaatigconstruir bancos (o ceparios) de
microorganismos salvajes con potehcieterés biotecnologo es reconocida

mundialmente como muy valiosa.
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El objetivo general de esta tesis esslar cepas de traustquitriales de humedales
salinos argentinos que permitan hacer una primera aproximacién al conocimiento
de su biodiversidad en el pais y disefiar un bioproceso para produccion de acidos

grasos omega 3 utilizando estos microorganismos.

Se presentan a continuacion tdgetivos especificos:

1. Aislar y cultivar cepas de traustoquitriales a partir de muestras recolectadas en

ambientes salinos continentales, estuasgy el litoral maritimo de Argentina.

Las actividades involucradas para el cummimd de este objetivo involucran la toma

de muestras durante campafias de recoleccién y la aplicacion de procedimientos
convencionales y alternativosrpael aislamiento de trawsfuitriales. La busqueda de

estos microorganismos en los distintos tipos de materiales y ambientes muestreados
representa el primer intenpmr establecer su presencia en los humedales salinos de la
Argentina. El ajuste de la metodologia de aislamiento, en base a los requerimientos
especificos de las cepas locales, incluyferiaulacién de nuevos medios de cultivo y la
realizacion de estudios emltivo a fin de selecciondas mejores condiciones para

futuros aislamientos.

2. Realizar el primer estudio de la biodiversidad de traustoquitriales en la
Argentina, mediante la caracterizacié®@ morfolégica, bioquimica, molecular y

ultraestructural de las cepas aisladas

Considerando que la identificacion taxonomilealas traustoquitriales esta en revision
actualmente y que requiere del analismhjonto de varios tipos de estudios, las
actividades propuestas para céeazar las cepas locales ingén tanto el estudio de los
caracteres taxonémicos tradicionales (rasgos morfoldgicos observados en cultivos en
agua y cebos) como asi también otros caractdternativos, entre ellos, la morfologia

de las colonias en medio solido, las condiciones para su cultivo, los perfiles de PUFAS
y las secuencias del gen que codifica eNAdRe la subunidad ribosomal pequefia de 18S

(ARNr 18S). A partir de la tegracion de los rekados obtenidos, se pretende discutir
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el valor taxondmico de los rasgos estdldis. Para aquellas cepas que se hayan
reconocido como taxones representativos lake traustoquitriake locales se prevé
también observar su morfologia celular gehiultraestructural como una herramienta

MAs para su caracterizacion.

3. Identificar cepas productoras de acidos grasos omega 3 Yy seleccionar
estadisticamente las condiciones deultivo O6ptimas para maximizar la

produccion de DHA a escala de laboratorio

Este objetivo implica, en primer lugar,daleccion de una cepae al menos produzca
0,5-1,0 g ** de DHA. Considerando la posibilidatk que las los aislamientos locales
presentaran niveles de produccion deniasa no compatibles con su aplicaciéon
biotecnolbgica, se prevé la utilizaciéon de una cepa modelo, gorimacinumSR21.

En segundo lugar, se propone determinar laghias independientete cultivo de esta
cepa que incidan muy significativamente<<{®,01) en la produccion de biomasa y de
DHA mediante ensayos en frascos agitados pierreactores a escala de laboratorio
(hasta 5 1) utilizando las técnicastadisticas de los DOEs y las ANA partir de los
resultados obtenidos se busca plant@abioproceso que mejolas productividades de

DHA para traustoquitriales referidas en larbterra en condicionege cultivo similares
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CAPITULO Il: AISLAMIENTO Y ESTUDIOS DE CULTIVO DE
TRAUSTOQUITRIALES DE HUMEDA LES SALINOS DE ARGENTINA
APLICANDO PROCEDIMIENTOS CO NVENCIONALES Y ALTERNATIVOS

2.1- Resumen

Se encontraron traustoqueties en practicamente todos los humedales salinos
muestreados. Debido a que la mayor partelids colonizaron los cebos adicionados a
las muestras pero no prosperaron al smansferidas a B medios nutritivos
tradicionales, se ensayaron nuevas formulaciones. De dichos ensayos resultaron dos
nuevos medios nutritivos de los que se itigésel efecto de su composicion y de la
concentracion de agar sobre el creciuette las cepas patagdnicas comparando con
otros medios utilizados habitualmente tdssajustes metodolégicos resultaron en la
obtencion de mas de 140 aislamientos localedos cuales 63 estan depositados en la
coleccion de cultivos de BRCEN (UBA), como material deeferencia y disponible para
docencia e investigacion. En base @o®gesultados se propone una metodologia
general para mejorar el éxitte aislamiento de traustotiales de ambientes frios y
templados. Se analizan también las cowodies requeridas para la obtencion de

biomasa.

2.2- Introduccion

2.2.1- El estudio de la divelislad microbiana: técnicasde cultivo y herramientas

moleculares

Los microorganismos (procariotas, hongos y protistas, incluyendo las
microalgas) representan la mayor proporcide la biodiversidad de la Tierra,
encontrandose en practicamente todos losstide ambientes. Sin embargo, sélo una
pequefia fraccion de ellos ha sido identifcades conocida para la ciencia (Colwell
1997). Esto se debe en parte a que sutifdEtion taxondmica eslificultosa por la
ausencia de rasgos morfologicos conspididessana et al. 200%)a que las técnicas
de cultivo tradicionales permiten acceder $afo a una parte de la amplia diversidad
que se infiere esta presente en un deterdo ambiente (Rappe & Giovanoni 2003). En

contraposicion, el aislamiento, clasifiocdei y conservacion de la mayor variedad
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posible de microorganismos es necesario tpata entender su funcion en los distintos

ambientes como para acceder a sus ajdicas en biotecnologia (Bull et al. 2000).

La comprension sobre la diversidadcrobiana ha cambiado radicalmente a
partir del andlisis de las poblaciones decroorganismos a nivel de los acidos
nucleicos. Este tipo de investigaciones, cades como “metagenomica”, involucran la
extraccion de material genético directamatganuestras ambientales, la amplificacion
de secuencias genéticas (en general fragmmet# los genes que codifican el ARNr) y
su posterior clonado en vectores para privdibébliotecas”. La informacion de estas
bibliotecas genomicas puedger utilizada para determinar la diversidad de una
comunidad, la presencia de ciertos organismeiss metabdlicas o simplemente para la
busqueda de genes individuales (Steele & Streit 2005). El uso de estas técnicas
moleculares ha sido ampliamente aplicadgmeatariotas, revelandan alto porcentaje
de organismos no cultivables. A modo ilustrativo, Torsvik y colaboradores (1990)
detectaron un namero de genomas bactesiaen suelos 200 veces mayor que el

correspondiente a la diversidad de las cepas aisladas.

Las comunidades de protistas han sido abordadas desde la metagendmica,
aunque en menor grado que laacterianas. Este tipo destudios ha revelado la
presencia de un gran numero de organismmsepresentados das colecciones de
cultivo, que perteneceriamaevos grupos taxonémicos (Dawson & Hagen 2009). Para
el caso de las comunidades de pequeficaretias marinos, estos linajes filogenéticos
completamente nuevos se ubicarian es syprimdentro de los reinos Stramenopila y
Alveolata (Diez et al. 2001). El andlisis ‘tibrerias” provenientesle una gran variedad
de ecosistemas marinos (la costa, las aghestas y las profundades del océano) ha
mostrado que estos clones novedosos damastropilos forman clados independientes
dentro de las ramas basales (Massainal. 2002, 2004). Respecto a los ambientes
acuaticos anoxicos, los tadios metagendémicos han sefialado también a los
estramenopilos como uno de los grupos predominantes, y han encontrado ademas que
algunos clones resultaron monofiléticos coiembros del phylum Labyrinthulomycota
(Luo et al. 2005, Stoeck et 2003, Scheckenback et al. 2010).

El abordaje metagen6mico provee nuevas perspectivas acerca de la diversidad

microbiana en la naturaleza, pero, cOmasgaa expresado, su principal limitacion es
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que no permite obtener a los organismos g investigacion y en algunos casos no
permite detectar todos lomxones presentes (Bull et. &2000). Esto refuerza la
necesidad de encontrar nuevas herramagenpara lograr dcer crecer aquellos
microorganismos que hasta el presente no han podido ser cultivados (Cameotra 2007).
Los estudios que comparan estas doodwbgias han sefialado que las técnicas de
enriguecimiento directo seleccionan lpsblaciones que mejor se adecuan a las
condiciones elegidas y que pueden semdmicamente no representativas de la

comunidad natural (Bull et al. 2000).

Aunqgue el desafio de aislar incluso yeajuena fraccion de esos organismos no
cultivables parece insuperable, aun hay oportunidad para las mejoras, por ejemplo, la
aplicacion de métodos de cultivo bdsa en modificaciones de los enfoques
tradicionales ha permitido el aislamiento de microorganismos considerados previamente
recalcitrantes (Tyson & Banfield 2005). Elittxde estos enfoques depende del hallazgo
de una combinacion especifica adecuada de Viattsres y sus interacciones, entre los
gue cabe mencionar, aquellos fisicos (tempesa agitacion, etc.)a composicion del
medio de cultivo, la presencia de factodescrecimiento, el tiempo de incubacién o la
interaccién con otros microorgamos (Kamagata & Tamaki 2005).

La conservacion de la diversidad micienia es fundamental como reserva de los
recursos genéticos globales, particularreeante el actual deterioro de muchos
ambientes naturales (Colwell 1997), y corpotencial recurso para el desarrollo
biotecnolégico. Adicionalmente, el mantenimiento en cultiex @ity de estos
materiales biolégicos es esencial paragasar su disponibdiad para propdsitos
cientificos e industriales, siendo esta lmgipal tarea de las @Gacciones de Cultivo.
Las mismas se encargan dev@er cepas de referencia, pastudios académicos, para
exploracion de caracteristicas biotecnaldg y para produccion, asegurando su
estabilidad, su pureza y la reproducibilidad de las investigacigheser-Cevera&
Belt 1996).

2.2.2- Aislamiento de Thraustochytriales: metodologia y medios de cultivo

Los procedimientos para el aislamiedw traustoquitriales fueron desarrollados
durante la década del 50 y desde ese entonces practicamente no han experimentado
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modificaciones sustanciales. Los primeresfuerzos por obtener cultivos puros
corresponden a S. W. Watson y H. S. Vislehiquienes formularon varios medios de
cultivo paralLabyrinthula agente causante de enferaels en pastos marinos (v.g.
Zoostera marinp(Vishniac & Watson 1953, Visha¢ 1955). La metodologia propuesta

por Watson y Ordal (1957), que constaba basécde en la siembra de material (hojas
con el patégeno) en un medio solidanteniendo 0.9 % m/v de agar y 10 % v/v de
suero de caballo y posteriores transferencias, permitié la obtencion del primer cultivo
puro deLabyrinthula A este medio de cultivo Idenominaron SSA (Serum Seawater
Agar, ver tabla 2.1) y verificaron que tambiéra efectivo para el crecimiento de una
cepa deThraustochytriumPor su parte Vishniac (1956)rfoulé otro medio de cultivo

para poder desarrollar estudiesologicos. Dicho mediooatenia glucosa (0,1% m/v),
hidrolizado de gelatina (0,1% m/v), extracte higado (0,02% m/v), una solucién de
vitaminas del grupo B y agar (1,5% m/v) egua de mar. La siembra de muestras de
agua de mar sobre el mismo permiti6 el aislamiento de un importante nimero de
colonias de hongos zoosporicos, entre ellagstioquitriales. Aflomas tarde, Fuller y
colaboradores (1964) propusieron una sdeemodificaciones de este medio, como
algunos ajustes en las concentraciones de los componentes y el reemplazo de la solucién
de vitaminas del grupo B por extracto dealdura y lo denominaron “Medio Vishniac

Modificado” o KMV (ver composicion en tabla 2.1).

Una alternativa de uso comun a la dieandirecta de la muestra en medios
nutritivos es la adion de granos de polen de pinovacebo en la muestra con agua de
mar (Sparrow 1936). Después de ser colomigatbs cebos con traustoquitriales son
sembrados en el medio agarizado, dondsamlellan nuevas colonias que luego son
transferidas sucesivamentasta obtener cultivos purgBorter 1990). Sin embargo,
algunas traustoquitriales no prospe sobre el polen de piyoentonces deben aplicarse
otros cebos, como en el caso dikenia amoeboidegue requirio larvas dértemia
salina estériles (Bahnweg & Sparrow 1974). Lalpie las serpientes, los pelos, las
escamas de peces, las exuvias de insectos y los fragmentos de algas pueden mencionarse
entre los cebos que también pueden emplgase el aislamiento de traustoquitriales
(Goldstein 1973). Por otro lado, una té&en de enriquecimiento frecuentemente
utilizada es el filtrado de agua de mdravés de membranas con un tamafo de poro de
0,4 a 0,8um y la posterior siembra de las misngsmedio nutritivo agarizado (Honda
et al. 1998).
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Independientemente de cual de los tipesvariantes se adopte, las primeras
colonias de traustoquitriales se puederpatrar a las 24 h y hasta una semana después
de que el material haya sido sembrago,luego los cultivos son en general
completamente invadidos por otros microorgaras contaminantes. Para disminuir el
crecimiento bacteriano, los antibiéticos dquecuentemente se adicionan a los medios
de aislamiento son penicilina G sédica y sulfato de estreptomicina, en concentraciones
de 250-500 mg cada uno (Porter 1990). La temperatura recomendada de incubacién
es de 18-20°C (Vishniac 1956), aunque emtgjo es en la practica mas amplio. Otro
factor critico para ehislamiento de las traustoquitriales es la humedad del medio de
cultivo agarizado teniendo que prestargeeeml atencion a que las placas no se sequen
excesivamente (Vishniac 1956).t&sensibilidad a la hurdad ha sido considerada por
Watson y Ordal (1957), al agregaras gotas de agua de reatéril sobre los bordes de
la muestra sembrada en medio solido, estma asi la zoosporulacion de la cepa de

Thraustochytriumen aislamiento y facilitando su dispersion.

A partir del interés quéas traustoquitriales hardquirido como productoras de
acidos grasos omega 3, varios gruposryestigacion se abocaron al aislamiento de
cepas de estos microorganismos y pdl@a iemplementaron sus propios medios de
cultivo. La composicién de algunos de estos medios se muestra en la tabla A.1 del
Apéndice, mientras que la de los nmaoptados, GPY y H (Honda et al. 1998), se
presenta en la tabla 2.1.

El potencial biotecnoldgicde las traustoquitriales fiacalizado la investigacion
en el disefio de medios de cultivo que oftén la produccién dBUFAs y entonces ha
habido muy pocos esfuerzos por establecerid¢eeatia de los medios agarizados sobre
el aislamiento de estos microorganismosnBs reciente aporte que puede mencionarse
al respecto es el de Taoka y colaborad¢2€68), quienes mastron que el agregado
del Tween 80, jugo de tomate comercial y )RRy al medio basal de aislamiento
promovio la formacién de colonias deaustoquitriales. La inclusion de nuevos
componentes en los medios de cultivo guedan actuar como factores de crecimiento
resulta una via invalorable para accederrtee la biodiversidad que las metodologias
actuales no permiten conocei, ¢@amo lo sefalaran Vishniac y Watson (1953) a partir
del aislamiento de una cepaldsbyrinthulaauxotrofa para esteroles.
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2.2.3- Objetivos

Los humedales salinos de nuestro pedpresentan una gran variedad de
ambientes potenciales para explorar la pra@setie traustoquitriales y hacer un primer
relevamiento de la biodiversidad de estagaoismos para la Argentina. Asi mismo, la
obtencion de aislamientos locales plantegdaibilidad de constituir un cepario con
organismos disponibles tanto para estudios académicos como para la busqueda de
aislamientos productores de PUFAs pasibles aplicaciones biotecnoldgicas.

Durante los primeros intentos parastudiar la diversidad local de
traustoquitriales, se adoptod en nuestro latmsio la metodologia estandar del cebado
con granos de polen y siembra de los camosiedio agarizado GPY (Rosa et al. 2006).
Sin embargo, muchos de los microorganismetectados microscépicamente, tanto en
las muestras como en los cebos, no lograearaislados. Considerdo las diferencias
entre los ambientes frios y templados de nugstie respecto a lasgiones tropicales y
subtropicales de las que provenian losaaigtntos previos, especialmente manglares
(Raghukumar 2002), se plante0 la necesidadjagtar algunos aspectos metodoldgicos
a fin de aislar las traustoquitriales |3 que parecian ser “elusivas” a los
procedimientos estandares. Adicionalmeptehallazgo de condiches de cultivo que
permitieran la propagacion de las especiealés fue un primer paso necesario no sélo
para disponer en forma permanente e0S microorganismos, sino también para
obtener la biomasa para las determioaes analiticas regudas para su

caracterizacion. De acuerdo con ests,dbjetivos de este capitulo son:

- Verificar por primera vez la presenciatdeustoquitriales en los humedales salinos de

la Argentina.

- Ajustar las condiciones de cultivo para incrementar la eficiencia de aislamiento de

representantes de traustoquitrialesambientes templados y frios.

- Establecer las condiciones de cultivo lde cepas aisladas para la obtencion de
biomasa para las posteriores determinacianediticas y como una primera evaluacién

de su potencialidad biotecnol6gica coproductoras de acidos grasos omega 3.
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2.3- Materiales y Métodos

2.3.1- Recoleccion de muestras y degoeion de los ambientes estudiados

Las muestras de agua con materia oiggaen descomposicion se recolectaron
en recipientes plasticos estési de 50 ml. Los datos de cateccion se detallan en la
tabla 2.2. Las caracteristicas mas salientedodesitios estud@os se describen a
continuacion, mostrando su dibticion dentro del territorimacional argentino en la

figura 2.1.

2.3.1.1- Litoral maritimo patagodnico

Los ambientes costeros muestreados en el litoral patagdnico abarcan una franja
que va desde el Golfo de San Matias (prasine Rio Negro) hasta el Canal de Beagle
(Tierra del Fuego). Las aguas costeras dpldéaforma continental argentina son de
origen subantartico, diluidas por dasgas continentales y modificadas por
intercambios de masa y calor con la atrad@sf EI agua subantartica ingresa a la
plataforma principalmente entre las IslaslWreas y Tierra del Fuego y es modificada
por el aporte de aguas del Estrecho de Meages (Piola & Rivas 1997). El rango de
temperatura media del agua costera ostitee 6,5°C a 21°C, dapdiendo de la latitud
y de la estacion del afio. Las aguas supeldiimas frias se encuentran en el extremo
sur, en las inmediaciones del estrechoMiggallanes, registrandose un progresivo
aumento de la temperatura hacia el ndréesalinidad, con registros menores que 33.7
ups,no presenta variaciones estacionales. gaté@metro aumenta de la costa hacia la
plataforma exterior y del sur al norte, enlios paralelos 50° Sy 36° S. Los valores mas
bajos se han registrado en la desemboeadst estrecho de Magallanes (hasta 32,5
ups), mientras que los mas altos en elfécde San Matias (superiores a 34 ups)
(Guerrero & Piola 1997). El carbono organtotal y nitrégeno totapresentan valores
de 0.25% a 2.00% y de 0.06% a 0.20%pextivamente (Premuzic et d1982); la
abundancia y calidad nutritiva de la mateoi@anica esta relacionada con la baja
actividad biologica impuesta por laajas temperaturas (Ferndndez e2@07).
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La plataforma continental argentina tiamea cobertura de denentos recientes
originados en el continente y llevados rabr a través de diferentes procesos de
transporte 'y deposicion. Los sedinent predominantes (65%) son arenas,
mayoritariamente bioclasticas finas a naedis, con fracciones gruesas y muy finas
subordinadas. En las inmediaciones de los anté$ litorales semiprotegidos (Rio de la
Plata, Bahia Blanca, Golfos San Matias yn Sarge) abundan lagenas muy finas en
transicion a limos. En algunos sitios, comaettor comprendido entre Bahia Blanca y
Golfo San Matias, las arenasnstituyen dunas. Las conchillas y las gravas forman el
segundo tipo dominante, y entre ambas constitey@5% de la cobertura sedimentaria.
Los fangos (limos y arcillas) cubren un 8&te la superficie de la plataforma,
limitandose en su distribucion a las areas castgecinas a estuarios, bahias y golfos,
particularmente en los ambitos de BahiarBh, golfos San Matias, San José y Nuevo,
San Julidn, Bahia Grande y San SebastiatosEsedimentos contienen generalmente
altas concentraciones de mré@erganica (Cavalloto 2008).

Respecto a las particularidades de los sitios muestreados, el balneario de Las
Grutas, ubicado en el Golfo San Matias y &fbde la ciudad de San Antonio Oeste,
es el mas importante de la Patagonia. Ptassrantilados activospn alturas de 8 a 10
m, al pie de los cuales pueden encontratagas de arena y plataformas de abrasion
marina (constituidos por rocas sedimentarias y volcanicas que son erosionadas por las
olas, Cavalloto 2008). Las temwmaturas de sus aguas das mas cdlidas del litoral
maritimo, con medias en verano de 23°C, gndid alcanzar en algunos sectores los
27°C. Las mareas arrastran una gran cantigachacroalgas, las cuales se acumulan en

la playa.

Los balnearios de Puertos Pirdmides y Puerto Madryn se encuentran en el Golfo
Nuevo y sus costas se caracterizan por asantiladas con playas principalmente
arenosas dentro de las bahias, encontréndnsalgunos sectores depdsitos de cantos
rodados y plataformas de abrasiéon maii@avalloto 2008). Puerto Piramides es el
anico nucleo urbano de la Peninsula Valdiexlarada Patrimonidatural Mundial por
la UNESCO en 1999. Su principal actividadahte todo el afio es el turismo. Puerto
Madryn es la tercera ciudad mas importantéadarovincia de Gubut; los tres grandes
pilares de su economia son el parque induistaiactividad pesquera y el turismo. Las

playas adyacentes a la ciudad son bajageynosas con abundancia de macroalgas
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arrastradas por la marea, al igual que e Geutas. Avanzando hacia el sur, a la altura
de Punta Indio, la playa presenta plataford@sabrasion marina, que se contindan en el
sector de Punta Este, zona de esdasarvencidon humana debido a sus costas

acantiladas de dificil acceso.

Comodoro Rivadavia es la ciudad mas iniote de Chubut y se ubica en el
centro del Golfo San Jorge. El Golfo Sdmrge es una cuenca semiabierta del Mar
Argentino, ubicado en la latitl 45° y 47° S y el meridian65°30° O y la costa, que
ocupa una superficie de 39.340%rHste sector es de gran importancia econémica ya
que en él se localizan las mayores cotregiones de langosids que sustentan la
pesqueria del litoral patagénico (Fernandealef007) y ademas conforma la cuenca
mas prolifica productora de petréleo de Aegentina, ubicand@s sus reservas en
segundo lugar tras de la Cuenca Neuquina (Sylwan 2D@1¢iudad de Comodoro
Rivadavia forma un aglomerado que se ende hasta Calet&€6rdova, puerto de
embarque de petroleo, (a 16 km) al nortRgda Tilly (a 12 km) al sur, siendo esta
altima localidad el balneario mas austral de América. Respecto a la geomorfologia de
sus costas, Caleta Cordoga una entrada de unos 2 kie ancho limitada por dos
salientes, de constitucion rocosa bordeadarggiingas, con preseia de una playa de
gravas en el centro de la misma. Entre Comodoro Rivadavia y Rada Tilly se extienden
acantilados marinos, que alcanzan alturabasta 40 m. Rada Tilly esta limitada por
dos salientes: Punta PiedrgsPunta Marqués, al nortg al sur, respectivamente.
Internamente esta contorneada por un tdedo inactivo, ubicado a 700 m o mas de la
costa actual. Las playas comprendidasee6vmodoro Rivadavia y Punta Marquez son
de arena fina con pendientes muy suaves, y se interrumpen en los sectores con planicies
de abrasiéon de olas (Cavatia2008). Otros dos cuerpos dgua de la zona de los que
se tomaron muestras fueron el arroyo LaaM@&omodoro Rivadavia) y la laguna Rada
Tilly. Ambos se hallan altamente perturbagaos la actividad amopogénica: el primero
de ellos trae las aguas residisade la cuenca que conforrabantiguo yacimiento El
Tordillo mientras que el segundo se encuentuy préximo a la planta de tratamiento
de efluentes de la ciudad homoénima

Puerto Deseado y Puerto San Julian dos ciudades portuarias de la provincia
de Santa Cruz. Sus costas presentanaplagasi ininterrumpas compuestas por
rodados de gravas, con mayor contenidoackna en los sect&s con acantilados y
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plataformas de abs@&n (Cavalloto 2008)Finalmente, la bahia da Estancia el Tunel
se encuentra en la zona norte del canal de Beagle, a 13 km de la ciudad de Usuahia. En
este sector las playas son bajas y deguedlio (Cavalloto 2008)La temperatura del

agua en invierno es de unos 2-4°C mastjue en verano puede llegar a 8-10°C.

2.3.1.2- Caleta Potter, Antartida Argentina

La Caleta Potte(62° 14’ S; 58° 39’ O)se encuentra en la Peninsula de Potter
en la Isla 25 de Mayo (también conocida cordint) George Island”) perteneciente a
las Islas Shetland del Sur dentro del sednotartico argentino. En esta zona se
emplazan varias bases militares y cientificas, entre ellas, la base nacional Jubany. La
Caleta Potter es una ensenada proxima a la entrada de la Bahia de Maxwell, uno de los
dos fiordos principales de la Isla. Las temgiuras del agua varian entre —2.0°a 1.4°C y
la salinidad promedio es de 331ps Presenta tres tipos destatos diferentes: fondos
duros dominados por rocas solidas en la zoaa externa, depdsitos de canto rodado y
grava en la zona interior norte, y fondosnolas de limo y arcilla ela zona interior sur
(Sahade et al. 2004). La Peninsula de Petfeuna de las pocas areas que permanece
descubierta de hielo durargkverano. En las zonas cercanas a la costa hay macroalgas,
principalmente rodofitas y feofitas, y ugaan cantidad de fauna béntica, incluyendo
bivalvos y poliquetos (Riffenburgh 2007). Las diatomeas son el componente
mayoritario del fitoplancton. Respecto al zooplaoot el krill, cuyo principal
representante dsuphausia superbaes particularmente abundante y juega un rol vital
en la cadena alimentaria por ser el sustento de peces, aves y ballenas (Ingole
& Parulekar 1993)

2.3.1.3- Albufera Mar Chiquita

La laguna costera Mar Chiquita, situadal@mrovincia de Buenos Aires, esta
ubicada entre los 37° 32'- 3745y los 57° 19’- 57° 26’ O. Esta laguna, que cubre un
area de 46 kmz, es de forma alargada @utez, su ancho varia entre 500 y 4500 m, la
longitud alcanza los 25 km y tiene una prafidad maxima de 1,2 m por encima de las
mareas mas bajas. Puede ser dividida enpana norte ancha y una parte sur angosta
gue se abre al mar. El agua de mar ingresa con las mareas altas, dependiendo su
volumen de la direccion e intensidad de l@ntds. Recibe el aporte de varios arroyos y
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canales artificiales, tales mo el arroyo de las Gallinas| arroyo Grande, el arroyo
Vivorata, el arroyo Dulce, el Canal 5¢f Canal 7, que contribuyen con abundantes
caudales en los periodos demges lluvias (Olivier et all972). Existe un gradiente
horizontal de salinidad: en las inmediaciodesla boca las aguas son mixo-eurihalinas
(= 34 ups), hacia el interior mixo-mesohaBn@ 22 ups), y en las proximidades de la
desembocadura de arroyos y canales, mixgnbhlinas (+ 2-3 ups) (Rivera Prisco et al.
2001). Tanto las menores temperaturas °(,6 condicion de invierno, como las
méaximas (25,5°C), condicion de veranoerfain registradas en las dos zonas mas
alejadas de la desembdaaa (Fasano et al. 1982).

La laguna estd rodeada por una delgada planicie de mareas sin vegetacion,
formada por arena fina, limo y arcilla apalda por arroyos y canales. Por fuera de las
planicies de marea, se extienden praderaSpdetina densifloraEn las proximidades
de la boca existen playas arenosas. En geate de la laguna se encuentran arrecifes
formados por los tubos calcéee del poliqueto serpulidéicopomatus enigmaticus
(Fasano et al. 1982, Spivak 1997). La adbafMar Chiquita fue declarada Reserva
Mundial de Biosfera “Parque Atlantico M&hiquito” por la UNESCO en abril de
1996. En febrero de 1999 fue a su vez dectaReserva Natural de Uso Mdltiple por el
gobierno provincial (Partido de Mar Chiquitattp://www.marchiquitadigital.com.ar).
Se tomaron muestras en seis microambietiéela zona sur de lalbufera (tabla 2.2),
cuya salinidad se indica entre paréntekis arroyos afluentes Viborata (5 ups) y
Cangrejos (4 ups), un cangregdedarno al arroyo Cangrejos knzona urbana (5 ups),
el litoral de la albufera a la altura del ptee del Celpa (19-24 ups), la marisma (10-20

ups), y el litoral maritimo (29 ups).

2.3.1.4- Marisma de Punta Rasa, Bahia de Samborombdn

El humedal mixohalino de Bahia de Sandmobon es el de mayor superficie de
la Argentina (2.440 kA) y se extiende a lo largo d&0 km sobre la costa occidental
del estuario del Rio de la Plata, desde ®®&iedras (35° 27’ $6° 45’ O) hasta Punta
Rasa (36° 22’ S; 56° 35’ O). Constituye unaa de mezcla entre las aguas del Rio de la
Plata y el Océano Atlantico y tiene comoameristica distintiva la presencia de una

entramada red de canales de marea (Volpedo et al. 2005).
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La amplitud de mareas no supera 1 m, y existen importantes efectos de los
vientos que producen mezcla o estratifig@oschi 1988) y controlan la salinidad
superficial. La salinidad presenta altos geates horizontales, con isolineas de 5-10
ups en las zonas internas y de 25-30 ups en las zonas externas, registrandose los valores
mas elevados en el verano. La temperaturkasi@aguas es de 20-22°C en verano y de
10-12°C en invierno (Guerreret al. 1997). Los sedimerg estan constituidos
predominantemente por arcillas y en dana de Punta Rasa hay una importante
influencia de la deriva litoral con altos porcentajes de fraccién de arena. Si bien estos
suelos son pobres, su contenido de materganica permanece constante debido a la

particular distribucion de la biota ehsustrato (Bértola & Morosi 1997).

Punta Rasa es el limite exterior &b de La Plata y punto exacto donde se
mezclan sus aguas con las del Océano Atlantico. Ademas de ser considerada como sitio
RAMSAR por ser parte de la Bahia dertk@rombon, ha sido declarada reserva natural
municipal y provincial (Reserva Naturalita Rasa, http://www.puntarasa.com.ar). Es
un ambiente de marismas conformado poripias de mareas (cangrejales), canales de
mareas, médanos fosiles y la costa marinavdgetacion de los canales de marea esta
constituida por especies tolerantes a akosres salinos, siendo las mas representativas
Spartina alterniflora, Spartina densifloraSalicornia ambigugVervoost 1967). Por su
parte, los cangrejales poseen una zonaeidwlogica dada por la presencia de tres
especies de cangrejocShasmagnathus granulata, Uca uruguayensiSryptograpsus
angulatus (Boschi 1988). Se tomaron muestr@snbién en una laguna aledafa al
cangrejal a la que no fue posible detectdalesalinidad utikando un refractémetro

Aquafauna, Bio-Marine Inc., USA, por lo gee presume que su origen es pluvial.

2.3.1.5- Estuario de Bahia Blanca

El estuario de Bahia Blanca esta ubicadtre los 38° 40’y 39¥5’ Sy 61° 03’ y
63° 00’ O presenta una latgd aproximada de 100 kmaparca una supécfe de 2.300
km?. Se trata de un estuario mesomareal,wworango de variaciones de la marea entre
2 y 4 m, de planicie costera conhado por canales de marea (74%)kmor amplias
planicies de marea (1.150 Rmmarismas saladas bajas e islas (416) ldispuestas
entre los canales (Angeles 2001). Debido adiéeyencias existentes en cuanto a su

fisica, su quimica y a su bagia, este estuario puede siaridido en dos zonas: una
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interna donde las caractergsts abidticas son marcadareerfluctuantes (entre la
localidad de Villarino y Puerto Ingeniekhite) y otra externa donde las condiciones
ambientales se hacen mucho mas estagescandose a las del ambiente marino (desde
Puerto Ingeniero White, hastuna linea imaginaria quene Punta Laberinto y Faro
Monte Hermoso) (Mianzan & Sabatini 1985).

Las planicies de marea del estuario Rhia Blanca son amplias superficies
subhorizontales limo-arcillosas, de escapendiente, que soportan condiciones
subaéreas y subacuaticas relacionadas cascehso y descenso de las mareas (Melo et
al. 2003). El aporte de agua dulce es despble frente al volumen de agua
incorporado en cada ciclo de mareas, y pdafdo su salinidaddctia apenas entre 31
y 36 ups. La temperatura del agua varia aneialenentre 6 y 23°C y en la zona interna
esta fuertemente condicionada por leperatura ambiente. Las concentraciones de
nutrientes son sumamente elevadas y fluctiimante las estaciones del afio (Freije &
Marcovecchio 2004).

Desde un punto de vista socioecongoni Bahia Blanca presenta nudcleos
industriales y uno de los mas importansetemas portuarios profundos. Todos ellos
descargan sus efluentes al estuario catinddbs grados de tratamiento, generando
diferentes impactos sobre el ambiente. Re&p a las zonas muestreadas, el puerto
Ingeniero White es un area de gran dedlarnmdustrial, por lo que constituye un
ambiente muy modificado y con grandegodes de materia organica de origen
antropogénico. Por su parte Puerto Rosaled esierto mas externo del estuario y por
ser solo apto para el irepo de embarcaciones de pdguealado se encuentra menos
perturbado (Perillo et al. 2001).

2.3.1.6- Marisma de San Antonio Oeste, Bahia de San Antonio

La bahia San Antonio posee 160%de superficie y esta delimitada por dos
espigas en sus margenes (punta Delgageninsula Villarino). Las amplias mareas
dejan al descubierto diariamente extensuwermareales de hasta 7 m. San Antonio
Oeste se encuentra en ettee norte, donde la bahiat@ordeada por una planicie
baja, conformada por espigas de rodados y arenas que se entremezclan con las planicies

de marea. Son en su mayor parte, llasuite fango intermareal densamente pobladas
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por cangrejos sobre las que se observadenaa red de canales de marea (Carbone et
al. 2007). La vegetacion en los margenes e®mpuesta principalmente por plantas
hal6fitas comdpartinasp. ySalicorniasp. (Yorio et al. 1988). Las aguas del canal del
puerto de San Antonio Oeste presentan |asidades y temperaturas mas elevadas de
la bahia, pudiendo superar los 36,5 ypbs 23°C en verano respectivamente. Los
registros de salinidad son mayores en tasgaa que egresan del canal que en las aguas
qgue ingresan, probablemente por la alsatde evaporacién favorecida por la baja
profundidad y el alto tiempo de estadia. d@ncentracién de tmatos y amonio asi
como de materia orgénica en los sedimeptesenta valores elagtos que podrian estar
asociados a la descomposicion de materianicgéroveniente de la ciudad, la cual no

posee tratamiento de aguas servidas (EsteveslSos)

2.3.1.7- Laguna La Salada

La Salada es una laguna saltontinental ubicada enpartido de Villarino a 7
km de la localidad de Pedtairo. Abarca aproximadamente 400%rsu profundidad
puede alcanzar hasta 6 m y tiene como afaseal canal San Adolfo y al rio Colorado.
Su fondo es arenoso con cristales de yesoaalados en los sedimentos. Sus aguas son
claras, carecen de sedimentos suspendidiisnen como principales componentes al
sodio y al cloro, seguidos pel azufre. Los valores de temperatura media oscilan entre
8°C y 21°C, la salinidad e aproximadamente 23 ups yp#l de 7.8. Sus costas son
bajas con algunos declives pronunciados ychanes aislados de plantas vasculares,
acumulandose algas en ciertos sectoremqi@ 1993). Es considerada como un area

turistica local, siendo su mayairactivo la pesca recreativa.

2.3.1.8- Laguna Vilama

Las lagunas de Vilama (239’ S; 66° 55’ O) estan ubidas en el &iplano de la
Provincia de Jujuy a 4.500 m de altura. marfologia predominante es de grandes
conos y planicies de lavas e ignimbritas sdlar que se ubican cientos de pequeias, y
algunas grandes, lagunas. Las lagunas pegqueiiaedianas son de agua dulce y mas
profundas, mientras que las dos mayores, Vilama y Palar, son muy someras, con alta
evaporacion y concentraciéon de sales y uangaporte de sedimentos volcanicos,

presentando fluctuaciones de nivel. La zona de Vilama se caracteriza por su aridez, con
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precipitaciones menores a 200 mm anualestemperatura media anual inferior a 6°C
y grandes amplitudes térmicas diarias. Adedg&lsambiente riguroso y la gran altitud,
la region es de dificil acceso y casi no exidiaellas para recorrerla. Estas lagunas son
un patrimonio con proteccion internacional pyincial: han sido declaradas como sitio

Ramsar y forman parte de la Reservavititial Altoandina de la Chinchilla.

La laguna Vilama tiene una extensién de aproximadamente 46ekmia
estacibn humeda. Esta laguna hipersalpr@senta grandes variaciones en las
concentraciones de sales a lo largo del &tw.ejemplo, los valores de cloruros y de
sodio en la estacién himeda son de 30 y 60 nmientras que en la estacién seca los
registros correspondea 50000 y 48000 mg*|respectivamente. También se han
documentado altas concent@ués de arsénico (3,1 mg én la estacién seca). Este
humedal es altamente alcalino, no presenéarofitas y en sus aguas predomina las
diatomeas y cianofitas, siendo pobrezenplancton (Caziani & Derlindati 1999).

2.3.2- Aislamiento y meios de cultivo

Una porcion del material recolectad@i@ximadamente 15 ml) se dispuso en
placas de Petri (90 mm de didmetro) yageegaron como cebo granos de poRinys
sp oLiquidambarsp) y/o larvas dértemia persimilismuertas con calor (ca. 100°C
durante 5 min), asi como antibiéticos (penicilina 4 XW0™ y estreptomicina 250 mg
IM). Una vez que los cebos fueron colonizagsos se transfirieron a medio agarizado
suplementado con antibiéticos en lancentracién indicada previamente. La
composicién de los medios utilizados detalla en la tabla 2.1. EI medio GPY se
empled para las muestras de los sitigslll (tabla 2.2), mientras que los medios MC,
TMPP (formulados en este trabpy SSA para las muestras de Il a XVII. El pH de los
medios MC y TMPP se ajustdn NaOH (5 N) en 6.0 unidaslantes de autoclavar. Se
utilizaron reactivos analiticos, exceptuaraldMacerado de Maiz (Corn Steep Liquor,
CSL), provisto por Productos ld&aiz S.A. (Argentina) y la sal de mar artificial

(Crystal Sea Marinemix, Marine Enterprises International, USA).
Las colonias individuales de traustogaits obtenidas luego de 4-7 dias de

incubacion, se transfirieron sucesivamentesamismos medios Bt obtener cultivos

puros. En aquellas muestras en las queabéa observado mas da tipo morfologico
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de traustoquitrial sobrlos cebos, se aislaron variadootas que pudieran diferir en
alguno de sus rasgos. También se realizaramos aislamientos para una misma

muestra cuando se reconocieron distitifoss de colonias en medio sélido

La pureza de los aislamientos se verifgdfservando el aspecto de las colonias
(color, elevacion, superficie, tamafio celulan) medio sélido bajo una lupa binocular
Arcano (20X) y el proceso de zoosporulac&m agua de mar y cebos utilizando un
microscopio Karl Zeiss (400X). Etodos los casos, se incubé a#25C, salvo los
materiales de la Antartid (4°C). Los ajustes metodglicos particulares que se
aplicaron en algunas muestras a fin de inerdar la eficiencia de aislamiento se

detallan en la seccién de Resultados.

Para la denominacion de las cepas deditun prefijo indicador del origen de
las mismas, seguido del nimero de muestrguiefueran obtenidacuando se observé
mas de un tipo morfolégico de traustoquitrial@muestra o se aislaron varias colonias
similares a partir de ella, se adiciono ufijspara diferenciarlas. Por ejemplo, la cepa
MC4A se obtuvo de una (A) deslaarias colonias (A, B, @&tc.) desarrolladas luego de
sembrar la muestra 4 de la albufera MaigGita (MC) en mead agarizado. Las cepas
obtenidas se encuentran depositadas e@olaccion de Cultivos de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (BAF@JQu Universidad de Buenos Aires,
manteniéndose criopreservadas a -70°C, dadwrntd tiempo de vida de los cultivos
(entre dos y tres semanas destirepique). Para ello selocé una pequefia porcion de
agar colonizado en tubos epperf con 1 ml de medioduido adicionado con glicerol
(10% v/v).

2.3.3- Estudios en cultivo

2.3.3.1- Efecto de la composicion del medio de cultivo

Se comparo el efecto de la compasicde los nuevos medios de cultivo
formulados (MC y TMPP) y de otros utiidos frecuentemente para traustoquitriales
(KMV, SSA, H y GPY) sobre el crecimiento ties aislamientos en placas de Petri (90
mm de diametro). Para estos ensayos seartlizlas cepas aisladas de las muestras del

litoral maritimo y estuarios de la PatagorV-XIIl, ver tabla 2.2) Se excluyeron las
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cepas S8, S50B y S50Sch por problerdascontaminacion, S27 por discontinuidad
mientras que S26A, S32, S48cmc y S49@mcomitieron por presentar rasgos muy
similares a los de otras cepga®venientes de los mismos sitios (lo que podria resultar
en una redundancia de especies). Adiciorabmy con fines congpativos, se incluyd

la cepa comercialAurantochytrium limacinumSR21, que presenta altas tasas de

crecimiento y se encuentra ampliamentediada en cultivgYokochi et al. 1998).

Para inocular, una pcidn de SSA de 0.25 ¢énton colonias de una semana se
coloco sobre la superficie deada medio de cultivo y sarrastré hasta observar la
separacion de las células bajpa binocular (40X)Diez dias después, los cultivos se
examinaron bajo microscopio oOptico (100X)rgaasignarles “valores de crecimiento
relativos” (VCRs) de acuerdo a una escalatmmia semicuantitativa basada en las
caracteristicas de las colonias figura 2.2 ilustra los VRs establecidos: 0-1, cuando
las células no proliferaron o proliferaron sélo una vez, respectivamente; 2, en el caso de
formacion de colonias bidimensionales, paips y planas; 3, pamlonias de mayor
tamafo, resultantes de la division celulen varios planos; y 4, para cultivos
confluentes. El VCR para cada cepa en caddionepresenta la moda de tres ensayos
independientes. Para estimar éxito de cultivo de losislamientos en los medios
comparados, los VCR 0-1 fueron consideramados, el VCR 2 bueno y los VCR 3y 4
muy buenos. La “eficiencia para cultivo” (EC) de cada medio se defini6 como el
porcentaje de cepas que al ser crecelaslicho medio alecearon un VCR mayor o
igual a 2.

2.3.3.2- Efecto de la concentracion de agar

Para estudiar el efecto de la concecitin de agar sobre el crecimiento, se
eligieron los diez aislamientos del ensayo anterior que habian mostrado mayores
limitaciones para proliferar en cultivoslisé@s que contenian 3% m/v de agar. Se
registraron los VCRs de estas cepas smiedios MC, TMPP, SSAyHcon 1,2y 3%

m/v de agar (USB Corporation, USA) luegodias de incubacion. Para cada una de
estas combinaciones se mididétemnde inocular, el porcentaje de humedad (estimado
como (peso fresco — peso sesopeso frescd x 100) y la actividad agua (medida con
un equipo AquaLab Water Activity MeteDecagon Devices, Inc., con un sensor de

punto de rocio).
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Los cultivos de los ensayos 2.3.3.1 y 2.3se2ncubaron en oscuridad a 25°C.

2.3.3.3- Obtencion de biomasa

Se estudio el crecimiento de las cepadrascos agitados de 100 ml conteniendo
20 ml del medio de cultivo daislamiento. Los cultivose incubaron a 100 rpm y 25°
+1°C durante dos semanas. En aquellosscardos que no se rsgié crecimiento, se
ensayaron condiciones altefivas, como agitacion horizontal (100 opm, oscilaciones
por minuto) o temperaturas de incubacion imfexs (ver resultados) asi como el empleo

de los otros medios de cwibi indicados en la tabla 2.1.

2.3.4- Andlisis estadistico

Se utilizé un ANOVA de dos vias paraatwar estadisticamente el efecto de los
tratamientos aplicados (medio de cultivo, ayeporcentaje de agar) y sus interacciones
sobre el crecimiento de las cepas (¢fiaado como VCRs) Para los factores
significativos medio de cultivo (ensayo 2.3.3ylporcentaje de agar (ensayos 2.3.3.2)
se compararon las medias de los VCRgliarge un contraste de rangos multiples
(método de Fisher). Se estudi6 la dependencia lineal de la actividad agua y del
porcentaje de humedad de los medios de culBgpecto al porcentajke agar mediante
un analisis de regresion, ajustande datos al modelo lineal Y = a +bX. Para todos
estos analisis estadisticos se empleoprelgrama StatGraphics Plus version 5.1,

verificando los supuestos en cada caso.

2.4- Resultados

2.4.1- Aislamiento de cepas de tratoquitriales de la Argentina

Se detallan a continuacion, para cadanéwy de recoleccion, el nUmero de cepas
obtenidas y disponibles actualmente (taBld) asi como los ajustes metodoldgicos

particulares aplicados para su aislamiento.
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2.4.1.1- Aislamientos de la marisma de PuatRasa y laguna continental La Salada
(Buenos Aires, 2004)

Durante estos primeros aislamientos ag#ic6 la metodalgia convencional,
utilizando granos de polerPifius sp.) como cebo y el medio GPY. En todas las
muestras obtenidas durante la primera GHmapde recoleccion de material en la
marisma de Punta Rasa, se observaron trquitiales con similares caracteristicas
morfologicas al desarrollarse sobre los cels@saislaron dos cepagartir de detritus,
restos vegetales y sedimentos acumuladom®mpozas de maretel cangrejal y una
cepa desde fragmentos de tallos y raices aleqd vasculares sumergidas en el margen
de una laguna pluvial aledafia al cangrdfabla 2.3). Las colonias de las cepas
provenientes del cangrejal presentaroferdncias morfologicas (indicadas con un
codigo numérico distinto en la tabla 2.4), temdo una de ellas silar a la cepa de la
laguna. EIl patron observado en los tres casos fue el que se denomind “mosaico”, que
consta de células de diferentes tamafiogmds con muy poco espacio entre ellas (fig.
2.3A).

En la dGnica muestra proveniente deldguna salina continental La Salada,
constituida principalmentgor fragmentos del algaharasp., se encontraron tres tipos
morfologicos de traustoquitriadesobre los cebos adicionadéspartir de este material,
se obtuvieron 4 cepas, una de las cualésAd) s6lo pudo mantenerse en cultivo
durante el primer mes (tabla 2.3). Las casnde los tres restantes aislamientos no
pudieron diferenciarse morfola@gimente entre si ni conspecto a las de otras dos

cepas obtenidas de la marisma de Punta Rasa (tabla 2.4).

2.4.1.2- Aislamientos del litoral maritimo amartico (Caleta Potter, Isla 25 de Mayo,
2005)

En las dos muestras legadael litoral maritimo antéico argentino, dominadas
principalmente por fragmentos de algasoy cestos microscopicos de crustaceos, se
observaron traustoquitriales con mas de vaaante morfolégica. Como no lograron
prosperar en los granos de polenpiteo adicionados, setilizaron larvas déArtemia
persimiliscomo cebos, las cuales resultaron tefamente colonizadas y se sembraron

en medio agarizado GPY, en el cual $® observé desarrollo de colonias. Por tal
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motivo, los cebos colonizados se transfon sucesivamente a nuevos cebBs (
persimili§ en agua de mar hasta obtener cultivos con un solo tipo de traustoquitrial. Se
aislaron asi 2 cepas de cada muestra (#aBla que pudieron diferenciarse luego por el
tipo de colonia desarrolladan medio SSA (tabla 2.4jos de los aislamientos
presentaron colonias con una red e@seplatica particularmente prominentetra
particularidad en el tratamiento de estogamales fue la incudcion a 4°C de todas las

muestras y los cultivos.

2.4.1.3- Aislamientos de la albuferdar Chiquita (Buenos Aires, 2005)

Se registré la presencia de trausittples en 39 de las 42 muestras de la
albufera Mar Chiquita incubadas con granos de poldéirdessp. yArtemia persimilis
descartandose las otrasddie consistian en fragmestde hojarascas y d&alicornia
sin signos visibles de descomposicion. Cdenmayoria de los organismos observados
no prosperaban en medio agarizado GPYfos@mul6 el medio decultivo MC (tabla
2.1), con el que se lograron obtener 89 cePam de las mejoras introducidas durante
esta serie de aislamientos fue un mayamtiol del crecimiento de microorganismos
contaminantes implementando el agregado de 5 Thgldl antimicético metil-
1(butilcarbamoil)-2-bezimidazolecarbamgtenomyl®, Davidse 1986) a las muestras
con restos de plantas vascery la utilizacion de 0,1 @ e cloranfenicol en los casos
en que el crecimiento bacteriano no pudodaenido con los antifiticos utilizados
habitualmente.

El gran nimero de cepas olittas a partir de estos teaiales no sélo se debid
al mejoramiento de las condiciones de cultivo (particularmerérital del medio MC),
sino también a que para cada muestra semlamadaedio agarizado se aislaron varias
colonias monoclonales. Esta elevada cantidadcepas hizo necesario establecer un
criterio para diferenciar réphs de un mismo organismo y de este modo disminuir el
namero de cultivos a manejar. Con este finpreeedié a caracterizar la morfologia de
las colonias en medio sélido, encontrard@@gunos patrones particulares, que se
muestran en la figura 2.3. Se observaratimias variantes dglatron tipo “mosaico”,
que fue el mas difundido ¢fi 2.3 A-D y H). Otros tipos gistrados correspondieron a
colonias con crecimiento tridimensidpaque dieron origen a estructuras

morfolégicamente similares@a morula (fig. 2.3 F-G), a paquetes sarcinoides (fig.
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2.3 1). También se encontré un tipo deorwhs con arreglo celular tipo “mosaico” y
crecimiento tridimensional solo en las zer@ntrales, al que se denomind “maydlica”

(fig. 2.3 E), por recordar la reguldad de este tipo de ceramicas.

En base a estos resultados, los aislatogede cada muestra se agruparon como
se muestra en la tabla 2.4. De este modocdégas de Mar Chidai constituyeron en
total 33 grupos diferentes. En general, peada una de las muestras solamente se
obtuvo un tipo de colonia,uaque para unas pocas (2,6,12, 46), que contenian
principalmente restos vegetales y fragmen®slgas, pudieron aislarse dos formas de
colonias distintas (MC2A y MC2H, por ejempémn la mencionada tabla). El morfotipo
observado con mayor frecuencia (en 15 grupos)aquel de color naranja (o rosa-
anaranjado), en general convdroelevado), conuperficie himeda patron celular en
“mosaico” (indicado en la tabla 2.6 bajo édigo 1). También se registraron en mas de
un grupo colonias con el patron en “mosaig@#to de color naraajamarillo, convexas
y con superficie muy humeda (cédigo 4), acdéor naranja, pulvirdas y con superficie
de aspecto seco (codigo 8). Otro tipo caonia comun a varios grupos fue el
caracterizado por el color crema-amarillo, gedavacion (pulvinads, superficie de
aspecto seco y patrén celular tipo “maéfu(codigo 2). Finalmente, 6 cepas (MC5C,
MC9B, MC12A2, MC15A, MC32B-C, MC46B) darrollaron colonias con rasgos

particulares, que permitieron diferenciarlas del resto.

2.4.1.4- Aislamientos del litoral maritimo yestuarios de la Patagonia, y sur de la

provincia de Buenos Aires (2006-7)

La presencia de distintos tipos morfolégicos de traustoquitriales se observo en
42 de las 45 muestras obtenidas durante la tercera camparfa de recoleccion realizada en
una amplia variedad de ambies acuaticos salinos de Ratagonia Argentina y el
extremo sur de la provincia de Buenos Aires (VI a Xll), y en los materiales legados de
Las Grutas (V) y del Canal de Beagle (Xllbas Unicas tres muestras en las que no se
encontrd signo de traustoquitriales corresjpenah a restos animales secos y agua con
cristales de sal mas alld de la linea de deposicion del intermareal en la zona de
Comodoro Rivadavia; en el Ultimo caso, oo se observo la presencia de ningun
otro microorganismo. Se realizaron 35 aislamientos, que representaron toda la

diversidad registrada en los cebos y lodi@mtes muestreados. El Unico sitio del que
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no pudieron obtenerse represergarfue el litoral maritimo di& zona de la ciudad de
Puerto Madryn (VIla), por problemas de contaminacion fungica thuednproceso de
aislamiento. Para evitar lachendancia de aislamientos,eleyié un Unico representante
de aquellos que provinieran de mat@&salde un mismo lugar y cuyas colonias
presentaran rasgos morfologicos no diptibles. Las muestras 2, 19, 26, 33, 34, 41, 48,
49 y 50, consistentes mayormente en restesalgas o detritus provenientes de
cangrejales, resultaron fuente de masudetipo morfologico de traustoquitrial (en

medio solido y cebos) (tabla 2.3).

Los rasgos morfologicos de las colonias de las cepas aisladas permitieron
diferenciar 21 grupos, que se identificaman cédigo numérico en la tabla 2.4. Entre
los patrones particulares puede mencionatseaso de las cepas S1 y S19Sch, cuyas
colonias fueron tan pequefias que se desigraag el nombre de “punteadas”. Por su
parte, las de la cepa S34r desarrollaredes ectoplasméaticas tan prominentes que
pudieron ser facilmente observadas bajo lbipacular (20X). Otro tipo particular fue
el denominado “cerebroide” (cepas S44, S48ygns19cmc), por presentar elevaciones

y depresiones similares a las circunvolucgoneurcos de la corteza cerebral.

Los aspectos metodologicos que se ajustaron para obtener estos cultivos puros se
resumen en las siguientes lineas. En pritogar, se amplié sistematicamente la
diversidad de cebos empleados. Smatrd que los granos de polenldguidambarsp.
resultaron mas colonizados por las tragsttriales que los de pino, aunque ambos
fallaron como cebos en algunas muestragjgodarmente en aquellas dominadas por
restos animales (por ejemplorpda cepa S3). En esos casos, el empleo de lanas de
persimilis muertas por calor result6 mas exiio Durante una primera serie de
aislamiento, los cebos colonizados se sembraron en placas con el nuevo medio
formulado MC, obteniéndose 17 nuevas cepa3dt2.3). Las primeras colonias de las
traustoquitriales se detectarbajo lupa binocular generaémte 4 dias después de la
siembra, fueron transferidas a mediesfro y se cubrieron con una gota (B0de agua
de mar estéril. Luego de una semana, lasatade aislamiento skficultaron debido a
la proliferacion de otros microorganismasxceptuando el caso de los cultivos sin
contaminacion, en los cuales las colonides traustoquitriales pudieron continuar

apareciendo hasta 30 dias después de radmilado con los cebos colonizados.
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Se llevé a cabo una segunda serie de aist@ps para obtener colonias puras de
aguellas traustoquitriales que no pudieron ser aisladas eriom@a instancia. En esta
etapa se empled una variante del médi® denominada TMPP y se obtuvieron 7 cepas
diferentes entre si y respecdas anteriores (tabla 2.2)as traustoquitriales presentes
en cebos que no pudieron proliferar en ninguno de estos dos medios de cultivo se
transfirieron a nuevas placas de Petri cgnaade mar y cebos estériles hasta obtener
cultivos puros segun inspeccién microscopica, tal como se procediera con los
aislamientos de la Antartida. De estedun se obtuvieron 11 cepas mas, de las cuales 9
pudieron luego prosperar en medio SSA y @raamecieron en agua de mar con granos
de polen (tabla 2.3) debido a una contamiradiacteriana persistente a pesar de la

presencia de antibidticos en la centracion referida en la seccién 2.3.2.

El estricto control de los microorgamos contaminantes fue otro de los
aspectos fundamentalmente consideradasnte la segunda serie de aislamientos,
especialmente para aquellas cepas deinsieato lento. EI empleo de subcultivos
sucesivos en agua de mar con cebault@ un procedimieot general util para
disminuir la concentraciébn de contammes. Respecto al crecimiento de hongos
filamentosos, este se inhibié6 mediante la adicién de 5’natg Ibenomyl® en cultivos
sucesivos en agua de mar y cebos. Poy tado, para separdevaduras y otros
protistas, se realizaron transferencias caslientre cultivos en medio agarizado y en
agua de mar con cebos. Finalmente, la proliferacion bacteriana fue suprimida utilizando
una combinacién de cloranfenicanamicina y tetraciclina (0,1 ¢' Ide cada uno)
cuando el agregado previo de penm@li y estreptomicina no habia inhibido

completamente el crecimiento e organismos procariotas.

2.4.1.5- Aislamientos de la laguna hipersala Vilama (Jujuy) y del estuario de
Bahia Blanca (2008)

La presencia de un Unicgt de traustoquitrial fue obseda en cada una de las
dos muestras legadas durante el afio 2008comsistente en sedimentos y agua de la
laguna hipersalina Vilama y latra conteniendo fragmentos @&partina sp.y de
biodermas proveniente de la marisma de BBkdaca en la zona de Puerto Rosales. En
el primer caso, ningln otro microorganismo fie¢ectado en la muestra. Se aislaron dos

cepas (una de cada muestra, tabla 2.3¢rdeimiento muy lento, registrandose las
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primeras colonias a partir de las 2 semateababer inoculado las placas que contenian
medio SSA.

2.4.1.6- Aislamientos del litoral matimo de Santa Cruz (2009)

En una de las tres muestras de fragioe de algas legadas provenientes del
litoral maritimo de Santa Cruz, tomada en la reserva de Cabo Blanco, el agua del
material presentd una colorénirojiza y no se detect6 piferacion de traustoquitriales
ni de ningun otro microorganismo luego atgregar los cebos. Ew@ella originaria de
la zona de Puerto San Juligde encontraron al menogifos de traustoquitriales con
rasgos morfoldgicos diferenciables sobre lgranos de polen mientras que en la
correspondiente a la zona de Puertodads se observd un solo tipo morfologico.
Utilizando el medio de cultivo MC, se obtuwer3 cepas en el primer casoy 1 en el
segundo; otro aislamiento difete pudo realizarse @artir del material de Puerto San
Julidn empleando el medio SSA en una segumgtancia (tabla 2.3). Los rasgos de las
colonias de estas cepas en medio sélido permitieron separarlas en 3 grupos

morfoldgicos (tabla 2.4).

2.4.2- Composicion del medio y crecimiento de las cepas

Se seleccionaron 27 cepas del litoralritimo patagonico con diferentes
caracteristicas morfologicas y sitio de origen y la c@pdimacinum SR21 para
comparar su crecimiento en los nuevos medie cultivo formulados (MC y TMPP) y
en otros utilizados frecuentemente paeastoquitriales (KMVSSA, H y GPY), a fin
de verificar la efectividad de los medios progios en este trabajo para el cultivo de la
mayoria de los aislamientos locales. Pata, gsconsiderando que algunas de las cepas
(como S1, S19Sch o S41sp) tenian una védmtespecifica de crecimiento muy baja en
medio solido y que su proliferacién no pudo se¢eckada en cultivos liquidos, se disefio
una metodologia alternativa que permitiera mebcrecimiento de acuerdo a una escala
arbitraria basada en las camatsticas morfoldgicas de laslonias (ver el item 2.3.3.2

de Materiales y Métodos).

Los resultados del estudio comparativacdecimiento de los aislamientos en los
medios agarizados ensayados se muedsraa tabla 2.5. De acuerdo a ellos, las
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traustoquitriales estudiadas pudieron separans3 grupos. Por un lado, el Grupo 1, que
incluye los aislamientos con VCRs de kagten todos los medios de cultivo (21,4 %
del total). Por otro lado, el Grupo 3, que teme aquellas cepas con VCRs de 3y 4 en
practicamente todos los medios (32,1 % del totAl yimacinumSR21). Finalmente,
con caracteristicas intermedias, el Grupgu& abarca los aislamies restantes (46,4
%); ellos presentaron VCRs de 0-2 enYGR-3 en KMV, Hy SSA,y 3-4 en MC y
TMPP.

El Analisis de Varianza mostré quenta la cepa como el medio de cultivo
tuvieron un efecto estadisticamente signifi@asobre el creciimento (P < 0,0001y P =
0,0003 respectivamente, ver tabla A.2 erApéndice). El medio GPY presento la
Eficiencia para Cultivo (EA) y la media dles VCRs de las cepas que crecen el Xl (
vcr) Mas bajas (tabla 2.5). Si biehmedio SSA también tuvo una biX ycgr, su EA
fue la mas elevada. Respecto a los medios H y KMV, estos prese X yer
intermedias y altas EA. Finalmente, en los medios MC y TMPP, se registraron EA altas
y las X ycr Mas elevadas. La comparacion de X scr obtenidas para los medios de
cultivo ensayados mediante un analisis detreste multiple de rangos identifico tres
grupos homogéneos que presentaron difersrestadisticas signifativas (P < 0,0001)
entre ellos: GPY-SSA, H-KMV y KMV-METMPP (tabla A.3 en el Apéndice).

2.4.3- Efecto de la concentracion de agar y de la actividad agua sobre el

crecimiento

Se seleccionaron 10 de las cepas utilizaatagl ensayo anterior en base a su
proliferacion acotada en medio con agar 3% owon el fin de estudiar el efecto de la
concentracion de dicha sustancia sobrecrecimiento de las colonias. Los VCRs
registrados en los medios MC, TMPP, Hy S&h 1, 2 y 3 % m/v de agar se presentan
en la tabla 2.6. Si bien los VCRs deayalas cepas no variaron al modificar la
concentracion de agar (como S3), parankyor parte de ellase encontré que los
VCRs disminuyeron al incrementarse lancentracion de dich compuesto; estas
variaciones resultaron mas marcadas enyMIMPP que en H y SSA. El analisis de
varianza de los datos (tabla.4 en el Apéndice) indic6 que el crecimiento fue

significativamente diferente segun la ae(P < 0,0001), el medio de cultivo (P <
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0,0001) y el porcentaje de agar (P = 0,002%)ug las interacciones porcentaje de agar
x medio de cultivo y cepa medio de cultivo también saltaron significativas (P =
0,0001 y P < 0,0001 respectivamente). Finalmezitanalisis de contraste multiple de
rangos revel6 que las cepas crecieron emdosignificativamente diferente en medio

con 3 % de agar respecto a 1 %Ztabla A.5 en el Apéndice).

De acuerdo a los resultados obtenidosyesdico si la concentracion de agar, o
mas probablemente las pequefias moléculas acarreadas como impurezas en él, podia
afectar la disponibilidad de agual analisis de regresion eatel porcentaje de agary la
actividad agua (g de los medios de cultivo mostgue estas variables tienen una
relacion lineal negativa moderadamente trigfig. 2.4 A), con un coeficiente de
correlacion de -0,618771, y un valor ded®l modelo < 0,0001. El porcentaje de
humedad del medio de cultivo semporté del mismo modo que Ig an relacion al
porcentaje de agar (fig. 2.4 B), registrandeseeste caso, un coaéaote de correlacién
de -0,801158, y un valor de P del modelo < 0,0001.

2.4.4- Seleccion de las condicionds cultivo de las cepas aisladas

La tabla 2.7 presenta las condicionescdiivo seleccionadas para la obtencion
de biomasa de cada una de las cepas aislBaedio de cultiveelegido fue MC para
el 80,0% de los aislamientdsMV para el 10,0%, KMV 10Xpara el 1,7% y SSA para
el 8,3 %. Respecto a la agitacion, el 55,0%adecepas prosperd a 100 rpm, el 23,3%
sélo lo hizo con agitacion horizontal (100 gpyrel 21,7% restantequirié condiciones
estaticas. La temperatura de incubaciéac@bnada fue 25°C para la mayoria (81,6%),
excepto para algunas cepas (11,7%), que palsperaron a 18°G;, para las de la
Antértida (4°C). Es importae destacar que ninguna de laislamientos, aun en las
condiciones ensayadas estalidlas preliminarmente como las mas adecuadas para la
obtencion de biomasa, alcanzé valores mayores o iguales adegeso seco luego de

dos semanas de incubacion.
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2.5- Discusioén

2.5.1- Presencia de traustoquitriales en humedales de la Argentina

La presencia de traustoquitriales fugiseada para una e variedad de
humedales salinos de la Argentina, delsdelagunas salinas altamente irradiadas de
Jujuy hasta el litoral maritimo antarticobservandose representantes en todos los
ambientes muestreados, incluso en aquellos en los que no se detectara salinidad (como
la laguna de origen pluvial d@unta Rasa). Si bien lareaterizacion morfolégica sobre
cebos se presenta en el préximo capjtudstos rasgos fueron meticulosamente
observados durante el proceso de aislamientio, de identificar los organismos que se
buscaba obtener puros en cultivo. A padir estas observaciones pueden esbozarse
algunas tendencias acerca de la ubicuaepms de estos microorganismos para la

Argentina, y sobre su preferencia pliferentes tipos de sustratos.

Respecto a los pocos materiales en los que no se encontrd signo de
traustoquitriales (10% del total), en alguniEsellos tampoco sebservé ningun otro
tipo de organismo, como en la muestan agua de mar con coloracion rojiza
proveniente de Cabo Blanco (que probkaiénte contuviera algun pigmento algal
inhibidor del crecimiento microano) o en las dos muestras con depdsitos de sal de la
zona de Comodoro Rivadavia. Otros maties en los que no fue posible detectar
traustoquitriales fueron los rest vegetales aun sin degraadotenidos en la zona de
Mar Chiquita. Estas observaciones puedepliearse considerando que la abundancia
las traustoquitriales es escasa durante liosepos estadios de descomposicion vegetal,
debido a sustancias inhibitorias del creeimto producidas pordglantas (Raghukumar
2002).

Las muestras en las que se endonmds de un tipo morfolégico de
traustoquitrial fueron aquellas que contendetritus de cangrejales (como las de San
Antonio Oeste) o fragmentos de variogo8 de algas en desuoposicion (como los
arrastrados en el frente de marea endaag de Puerto Madryn, Puerto Piramides y Las
Grutas, o los acumulados en el margen dadana La Salada). Esteresante destacar
que, tal como sefialara Vishniac (1958 materiales provenientes de zonas
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contaminadas (y ricos en materia génica) presentaron mayor riqueza de
traustoquitriales. El estuario de BahiBdanca constituye urninteresante ejemplo
ilustrativo al respecto: en la muestra proveniente de la marisma de Puerto Rosales se
encontré un solo tipo morfolégico deatistoquitrial, en muy baja concentracién,
mientras que a partir de la proveniente ldezona de descarga cloacal del Puerto

Ingeniero White se obtuwvien 3 cepas diferentes.

El procesamiento del detritus marino hdosampliamente astliado en relacion
a la actividad bacteriana, y aunque pocea® acerca de la cabtcion de los hongos
y las traustoquitriales, se presume que odapanichos ecologicos diferentes (Newell
1992). Las bacterias, que presentan veloddade crecimiento mas elevadas y alta
afinidad por el sustrato, se encuentran @palmente en las superficies de la materia
organica disuelta, mientragie los hongos filamentosogrctasas de crecimiento mas
bajas pero con capacidad pagvanetrar las particulapgredominan en el detritus
particulado de origen lignocelulolitic§Benner et al. 1984). Por su parte, las
traustoquitriales parecen estar principalmenteiagdas al material de origen algal; su
mayor abundancia respecto a los hongomflatosos podria debera que las algas se
descomponen en general mas rapido que éaggs vasculares, carecen de lignocelulosa
y presentan una relacion molar C:N bajay lo que las traustoquitriales podrian, a
través de la produccidn de zoosporas|omi@aar y penetrareste sustrato mas
rapidamente (Raghukumar 2004). De acuenolo anteriormente expuesto, la mayor
parte de los aislamientosclles provinieron de muestras con fragmentos de algas.

En cuanto a los sustratos y ambientetosmue se ha explorado la presencia de
traustoquitriales a escala global, un gran nimero de estos trakeajws realizado a
partir de muestras de agua derndeg USA (Sparrow 1936, Goldstein 1963a y b,
Goldstein & Belsky 1964), Europa (Gaertner 1968, Schneider 1p&9adJlken 1979,
Gaertner & Raghukumar 1980, Bongiorni & DR002), India (Raghukumar et al. 1990
y 2001) y Japdén (Nakahara et al. 1996, Kimura et al. 2001, Huang et al. 2003) y s6lo
dos de ellos corresponden a lagunasnaali(Amon 1978, Barclay 1994) de USA.
Respecto a los estuarios, los manglares constituyen practicamente el Unico tipo
estudiado, no habiéndose encontrado daibsesla presencia deatrstoquitriales para
las marismas o0 lagunas costeras tipicas de las costas templadas del Atlantico
sudoccidental. Cabe finalmente menciorgue los Unicos registros previos para
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Latinoamérica fueron aportados por Ulkemgoeanglares de Brasil (1966 y 1983) y
Costa Rica (Ulken et al. 199(n este contexto, los resadios de este trabajo suman
informacion acerca de la ocurrencia de estos microorganismos en sitios poco
caracterizados, como los estuarios templados o las lagunas salinas continentales.
Algunos de ellos en los que se encontmratcaustoquitriales constituyen reservas
naturales reconocidas interim@atalmente (como Punta RasaMar Chiquita) por lo que

el conocimiento de su biodiversidegsulta de particular interés.

En lo que concierne a las lagunas sajnestos humedales incluyen una gran
heterogeneidad de ambientes debidoasa variaciones deamafio, profundidad,
salinidad, origen de las aguas de recargal(nsubterranea, sulténea termal, etc.) y
sedimentos, los cuales suelen asociame atos grados dendemismos (Malvarez
1999). Algunas de las lagunas salinas de la itng@ han sido exploradas en esta tesis,
encontrandose en todas ellasustoquitriales, incluso da laguna hipersalina Vilama,
que por sus condiciones extremas albergasads@diversidad. Por otro lado, la laguna
La Salada fue una de las zonas que preseat@r diversidad dgaustoquitriales, que
podrian asociarse en principio al importa@iporte de macréfitas y macroalgas que
recibe este cuerpo de agua templado. Los aislamientos provenientes de estos humedales
ubicados en sitios alejadakel mar podrian ser especies endémicas, y diferir de las
restantes 4 cepas originarias de las odigsnas (Ib,Vla y f) que han perdido mas

recientemente su conexién con el mar.

También se obtuvieron registros de traustogés en los tres tipos de costas de
nuestro pais (pampeanas, patagonicas y tmais). El litoral patagdnico seria un
ambiente particularmente beneficioso paralesarrollo de estos microorganismos por
presentar altas amplitudes de marea quenddjdescubierto un extenso intermareal con
zonas de acumulacion de material y por dueza de sus aguas de origen subantartico.
Por su parte, el sector antartico argemtiambién resultaria un area favorable por
encontrarse dentro de la region de masmtductividad (Antartida maritima) y porque
Sus aguas presentan altas concentracialeesrustaceos microscopicos (krill). La
ocurrencia de traustoquitriales en amb#srcon meiofauna dominada por crustaceos en
relacion a la actividad quitinolitica destos microorganismos ha sido comentada
previamente por Ulken et gl1990). Entre los registros pieg de traustoquitriales en
ambientes antarticos puede citarse suakhgb en la columna de agua (Bahnweg &
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Sparrow 1974), en sedimentos anaerobican@nn & Scharage 1983) y en bacterias
creciendo sobre mucus de diatomeas sebi@elo flotante (Reimann & Schaumann
1993).

2.5.2- Mejoramiento de la metodologia de aislamiento

El ajuste de los procedimientos estandares de aislamiento permitio la obtencion
de mas de 140 nuevos aislamientos de tgustiales de ambientes frios y templados
argentinos. Las tasas de crecimientatipalarmente bajas y los requerimientos
especificos de algunas de sstepas sugeririan que podr&ar elusivas a ser aisladas

siguiendo los procedinmgos estandares.

La gran cantidad de muestras recoleasadn la laguna de Mar Chiquita y el
meticuloso seguimiento de cada una desefianted la necesidad de establecer un
criterio para reducir la cddad de cepas a manejar. @®puso entonces comparar la
morfologia de las colonias @areconocer a los aislamiestprovenientes de una misma
muestra que pudieran ser redundantes, esmpticas de un mismo organismo. De este
modo se pudo establecer que los 89 aislamientos de Mar Chiquita representarian no mas
de 33 organismos diferentes. Es importank@racque, si bien brasgos morfoldgicos
en polen para 21 de estos individuos ses@ntan en el proximo capitulo, diferentes
tipos de colonias correspondieron a orgaonsneon diferentes rasgos en cebos y
viceversa. Este criterio result6 de sunmtdidad durante las tareas de aislamiento
siguientes al momento de seleccionar clones, especialmente en las muestras que
contenian mas de una espedidicionalmente, durante lensayos en cultivo con las
cepas patagonicas se encontrd que el aspeatfoldgico de las colonias de cada cepa
(color, elevacién, superficie patron celular, tabla 2.4) duconstante en todos los
medios de cultivo ensayados. Estos resultadasan la utilizacion de la comparacion
de los morfotipos coloniales como urfzerramienta simple y rapida para la
caracterizacion preliminar de la diversidadtidistoquitriales en umauestra, tal como
ha sido aplicado previamente en otros pocganismos como los hongos (Watrud et al
2006).

La caracterizacion morfolégica preliminar (observaciones en cultivos con cebos

y rasgos de las colonias eredio s6lido) resultd util panmostrar que los aislamientos
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constituyen cepas individualegpresentantes de al menos gpante de la biodiversidad

de traustoquitriales de ambientes frios yng&ados de la Argentina. El perfil de
crecimiento diferencial en los medios gyes#os avala este sumte de individualidad
genética. Es interesante notar que Hasiecepas que comperon los rasgos
morfologicos pero que provinieron detics diferentes podria incluso no estar
emparentadas cercanamente, especialmesteasigen correspondeuna zona con alto

grado de endemismo (Rosa et al. 2006). hdeel concepto de especies cosmopolitas
para la biota microbiana esta actualmeartecuestionamiento figares 2006) dado que
muchas especies que se habian recdootiadicionalmente como tales son ahora
consideradas como ensamblajes de especies cripticas de taxas restringidos

regionalmente (Gomez et al. 2002).

De acuerdo a los resultadaoistenidos, el uso de una diversidad de cebos seria el
primer aspecto a considerar para mejahreéxito en el aislamiento. Por ejemplo,
aquellas traustoquitriales provenientes deestnas con detritus de origen animal, no
prosperaron en granos de polen p&rto hicieron sobre larvas detemia Este fue el
caso de los aislamientos de la Antartiém, cuyas muestrase habian observado
fragmentos de crustaceos. &ste sentido, la eleccionldebo adecuado en funcién del
tipo material recolectado coincidiria con p@opuesta de algunos investigadores de
recrear las condiciones del biente natural para lograel cultivo de organismos
recalcitrantes (Kaerberlein et. &002). Otro procedimiento tendiente a imitar las
condiciones naturales fue la cobertura dedalonias limpias con una gota de agua de
mar, ampliamente difundido en otros “hongos” zoosparicos como las quitridiales (Fuller
& Jaworski 1987). Para los aislamientos locales resulté muy atil al estimular la
formacion de zoosporas, facilitar la dispion y como consecuencia mejorar el
crecimiento de los clones en aislamientmakinente, otro factor considerado fue la
temperatura de incubacion, adaptandose avdbses de los ambientes de los cuales

proviniera el material, como en el catolas muestras de la Antartida (4°C)

La incubacién y observacion de los ouds durante periodos mas prolongados,
especialmente aquellos en los que se cersidue en principiao hay signos visibles
de crecimiento, es una de las claves mdraxito en el cultivo de aquellas cepas de
crecimiento lento que nunca alcanzan ategimientos (Leadbetter 2003). Varias de

las cepas locales requirierorripelos de incubacion largosrpadesarrollar colonias, en
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algunos casos de hasta 30 diego se sembrar, como sucedio por ejemplo para LGIl o
S48Sch; en este sentido, podrian consideralisgivas a las técnicas de aislamiento
estandares, que sugieren conservar losvoglpor no mas de 10 dias. Estos resultados
resaltan la importancia de mantener uni@strcontrol de la contaminacion como un
aspecto fundamental para el aislamient@gieellas traustoquitriales que parecieran ser
“elusivas” debido a su bajasa de crecimiento. El uso del fungicida benomil® y los
antibacterianos (alternativos) cloranfenickinamicina y tetraciima suprimieron el
crecimiento de hongos filamentosos y kaels respectivamentsin modificar la
proliferacion de las traustoquitriales, exitgmdo a las cepas de& Antartida y SCIV
cuyo crecimiento se vionhibido por el agregado deloranfenicol en las
concentraciones referidas. Para la comamén con levaduras y con otros protistas
(incluyendo representantes del géndrabyrinthulgd, sus colonias pudieron ser
separadas de las de las staguitriales en medio soélidodgo de haber disminuido su

concentracion en sucesivas transferencias en cultivos con agua de mar y cebos.

La formulacién de nuevos medios de adtiue otra de las estrategias efectivas
para cultivar traustoquitriales “elusivas”, particularmente aquellas que no crecian o lo
hacian defectuosamente en los medios estandares presentados en la literatura, como el
GPY. El medio MC, disefiado en este trabajermitié la obtencion de 89 aislamientos.
Respecto a su composicion, contiene la raisnente principal dearbono y nitrégeno
qgue el medio GPY, en una concentraci@zdieces menor, ademas de los nutrientes del
medio KMV, &cido glutamico ynacerado de maiz (CSL) (tal2.1). Estos dos ultimos
compuestos se incluyeron en el medio bfdsiderando las observaciones de lida.et al
(1996) y Yokochi et al(1998), quienes encontraron resfivamente que, la adicién de
glutamato monosodico al medio GPY incremdesignificativamente el crecimiento de
una cepa dé. aureumy que la utilizacion de CSL confioente de nitrégeno resulto en
niveles maximos de peso seco en la dedanacinumSR21. Por su parte, el otro nuevo
medio formulado, TMPP (que contiene igpsacantidades de MC y Caldo Cerebro
Corazon, tabla 2.1), resulté efectivo para tlasistoquitriales con preferencia por el
detritus animal (esto es, adjlas cebadas en larvas detemig que no habian podido

ser aisladas en MC.
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2.5.3- Estudios en Cultivo

Se comparo la efectividad de los nuevos medios formulados y otros de uso
estandar para sostener ed@miento de los aislamientos como una aproximacion para
establecer las condiciones mas adecuadasltifody aislamiento) de nuevas cepas de
traustoquitriales. La escala arbria basada en las caractécess de las colonias que se
propuso en este trabajo de tesis confiqué no todos las cepbxales pudieron crecer
exitosamente (esto es, alcanzar un ()CR en todos los medios ensayados. El analisis
estadistico de los resultados revel6 quereedios estudiadgsodrian separarse en 3
grupos homogéneos de acuerdo a la mediasde@iRs de las cepas que crecen en cada
uno (X ver). Los valores mas bajos se oberen en GPY y SSA por diferentes
razones. El medio GPY fue adecuado paraubiivo de solamente unas pocas cepas, las
pertenecientes al denominado “Grupo 3” I@ab.5), que alcanzaron altos VCRs en él.
Aunque laX ycr también fue baja para el medio S®Aate tuvo la Eficiencia de Cultivo
(EC) mas elevada, dado que todos losami@ntos pudieron prosperar en él pero
ninguno alcanz6 un VCR mayor al2za mayoria de las cepas locales (ubicadas en el
Grupo 2) presentaron los VCRs mas at#as en los medios MC y TMPP.

De acuerdo a estos resultados, el medio de cultivo mas adecuado entre los
ensayados para el proceso de aislamiento asleM&, formulado en és trabajo. Si bien
el crecimiento de los aislamientos no fugngficativamente diferente con respecto al
registrado en el medio TMPP, este ultimo es descartado frente a MC dado que su
composicidbn es mas compleja. Aunque neédio sugerido no haya cubierto los
requerimientos nutricionales de todéss cepas (por ejemplo, ninguna de las
pertenecientes al Grupo 1 alcanzo6 valores de VCRs superiores a 1 en él), permitié un
rapido desarrollo de la mayoria de laslonias, que pudieron ser manipuladas
facilmente. Para aquellas traustoquitriales sgi@bservaran en los cebos y no pudieran
ser aisladas en MC se recomienda elim&SA como segundapcion, a pesar de que

el crecimiento de las colonias es mas ppgrsu manipulacion es mas dificultosa.

Se analiz6 ademas el efecto de ¢maentracion del agente solidificante del
medio sobre el crecimiento basandosdosncomentarios de ¥hniac (1956, ver item
2.2.2 de la Introduccion) y en el la observacion de que algunas de las cepas se habian

mostrado particularmente sensibles a estefakirante su aislaento. La comparacion
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estadistica de los datos sugiere que el awnamtia concentracion de agar de 1-2% a
3% m/v tuvo un efecto negativo en el crecimiem¢dos aislamientos ensayados, el cual
resulté dependiente del medio de culti®e encontré ademasna relacion lineal
significativa estadisticamente entre el poragntle agar y las variables dependienges a
y porcentaje de humedad del medio de cultidsio sugiere que el porcentaje de agar, o
mas probablemente las impurezas acarreamss él, podria influenciar el agua
disponible y como consecuencia el crecimiedgdas traustoquitri@s en medio sélido.
De hecho, en los medios MC con 3% daragTMPP con 2 y 3% de agar, condiciones
con las @ mas bajas y porcentajes de humedaghores al 95%, se registr6 una
disminucioén en el crecimiento de las cefaste efecto de la concentracion de agar no
pareciera ser restrictivo enedios mas diluidos como H y SSA, en los cualeg e
porcentaje de humedad permanecerian paimen del umbral requerido para la

proliferacion de estos microorganismos.

Finalmente respecto a las condiciones de cultivo seleccionadas para la obtencion
de biomasa de cada una de las cepaadas| se encontr6 que el medio MC y
condiciones de temperatura de 25°C y agitade 100 rpm resultaron adecuadas para
la mayor parte de ellas, aunque algungsireeron agitagn aun mas suave (100 opm).
Aproximadamente un 20% de las cepas natmosignos visibles de crecimiento en
cultivos liquidos, hecho quefdiulta considerablemente la obtencion de material para
los estudios analiticasecesarios para su identificacidwos bajos valores de peso seco
obtenidos, coincidentes con atiag registrados para otragpas aisladas de ambientes
frios (Bowles et al. 1999) y muy inferioreslos reportados pax#ras cepas coma.
limacinum SR21 en condiciones estandares sm@daYokochi et al. 1998), plantean
una restriccion en cuanto a la utilizacid@e los aislamientos locales con fines
biotecnolégicos. Sin embargo, podrian resyftarticularmente interesantes para otro
tipo de estudios biolégicos se considera que este dén@ento limitado podria estar
asociado a un nicho ecologico diferente allalanayoria de las especies estudiadas

previamente.
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2.6- Conclusiones

Se aislaron mas de 140 nuevas cepas dstbiquitriales, representativas de una
gran parte de la biodiversidad presentel@n humedales salinos de la Argentina,
incluyendo lagunas salinas continentalestuarios y el litoral maritimo. Estos
aislamientos constituyen los primerospoges de traustoquitriales para dichos
ambientes, muchos de los cuales priesercondiciones muy particulares (como la
laguna Vilama, la laguna La [&da o la albufera Mar Chidta) y por tal motivo podrian
albergar especiesndémicas. Se encontraron repreéaetes en todos los ambientes
muestreados, registrandose mas de un tipdohdgico en aquellos con mayor carga de
materia organica, y particularmente en mates provenientes de cangrejales o con
abundante cantidad de algas en descomposicLa mayoria destas cepas presenté
requerimientos diferentes a los descriptosaditeratura, por lo que su cultivo requirié
del ajuste de los procedimientos de aislamiento.

Las caracteristicas de las colonias Iteson de suma utilidad para reconocer
distintos tipos morfolégicos de traustoquitriales y reducir el numero de cepas
redundantes durante las tareas de aislami&sto. fue particularmente util al trabajar
con un gran numero de muestras, como las obtenidas en las campafas de la albufera de
Mar Chiquita o de los estuarios y el litbraaritimo patagonicos. A partir de este
criterio, el nimero de cepas diferenteen cuanto a sitio deorigen y rasgos
morfologicos) se redujo a 86, de las e@salb3 se encuentran depositadas en una
coleccion de cultivo ébla 2.3). Su completzaracterizacion morfologa en cultivos de

agua de mar y cebos se aborda en el capitulo siguiente.

La figura 2.5 presenta un diagrama tlejo en el que se integran los
procedimientos tradicionales de aislamienbn las modificaciorseadoptadas en este
capitulo. Se propone la aplitde de tratamientos alteativos de acuerdo a la
naturaleza de la muestra, learacteristicas de la traustoquitriales en aislamiento y la
presencia de microorganismos contaminanies.primer lugar, se podria seguir el
camino que va de 1 a 6 (lineamtinuas); las mejoras sugeridas en base a los resultados
obtenidos (indicados con letrarsiva) incluyen, entre otras, el uso de mas de un tipo
de cebo y medio de aislamiento, la observad#ios cultivos por ainenos 30 dias y la
cobertura de las colonias tederidas con una gota de agleamar. Se propone también
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la observacion de la morfologia de la edsdocomo un método sencillo para identificar

la pureza de los aislamientos (ramificaci®)) considerando que esta caracteristica
resulté estable para todas las cepas durante los ensayos en cultivo. La ramificacion 1" no
ha sido ensayada en este &abde tesis, pero es sugerida en la literatura (Popter

cit.). El empleo de subcultivagicesivos en cebos y agua de mar se propone como una
estrategia tanto para aislar aquellas cepsas presenten poco crecimiento en medio
sélido (via 3" a 3"") como para disminuirckancentracion de contamantes (via 3" a3 0
ramificacion 57). Para solucionar problendes contaminacion, se sugiere también el

uso de cloranfenicol, kanamicina, tetraciclina y benomil®, solos o combinados, segun

resulte necesario.

En base a los resultados lde estudios en cultivoon las cepas patagonicas, se
propone el medio MC, formulado en estab&jo, como el mas adecuado para aislar
(ramificacién 3 en la mencionadigura), y el medio SSA (Portep. cit.)como una
segunda alternativd.os medios “mas concentradoS’MPP y GPY) no mejoraron el
crecimiento relativo de las cepds que sugiere que la limd&n para el cultivo de los
aislamientos locales podria deberse mas ealidad que a la cantidad de nutrientes,
descartando la ocurrencia de problemas osmoticos. La concentracion de agar
habitualmente utilizada del medio de aislamweno deberia ser supm al 2% m/v, ya
gue este factor mostré estar directamente relacionado con el agua dispahiplel(a
porcentaje de humedad del medio y tuvo wattef significativo sobre el crecimiento de
las cepas ensayadas; dicho efecto resulté mas pronunciatedars mas concentrados.
A fines practicos, la formulacion de mos medios para el aislamiento de
traustoquitriales requeriria considerar no délocalidad de los nutrientes, sino también
la concentracién de agar, quebiera ser lo suficientementalta para facilitar la
manipulacion de las células y/o colonias, persuficientemente baja para permitir la
proliferacion de estos microorganismdsa metodologia propuesta aqui permitio
acceder a nuevas cepas de traustoquitridéeda Argentina, algunas de las cuales
podrian ser “elusivas”, y podr&er aplicado para mejorarabklamiento y el estudio de
la biodiversidad oculta de este grupo mécroorganismos en otros ambientes con

similares caracteristicas.

El medio liquido MC también result6 ehds adecuado para la obtencién de
biomasa en cultivos con agitacion parankayoria de las cepaanque ninguna de ellas
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presentd niveles de peso seco que puedan sustentar su aplicaciébn con fines
biotecnoldgicos. El crecimiento limitado tes aislamientos locales probablemente sea

un reflejo de sus diferencias genéticas eesp a otras cepas estudiadas, y esto las
vuelva particularmente interesantes para iy de estudios fisioldgicos, ecoldgicos y
evolutivos. Sin embargo, la imposibilidad diyunos aislamientos para proliferar en
medio liquido y su escaso crecimiento redio solido plantean una limitacion en
cuanto a la obtencion de la biomasa queegeiere para las determinaciones analiticas,
como el perfil de PUFAs o la secuencia geh ARNr 18S actualmente utilizadas para

la identificacidon taxondmica.
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CAPITULO Il CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LA
BIODIVERSIDAD DE TRAUSTOQUITRIALES DE ARGENTINA

3.1- Resumen

Los aislamientos se caracterizaron morfatégiente como una primera aproximacion
al conocimiento de la biodiversidad de laustoquitriales efos humedales salinos
argentinos. La identificaciétaxondmica tradicional, bada principalmente en las
caracteristicas de la zoosporulacion, permitié establecer que se trataba de representantes
de los génerobllkenia, Thraustochytriuny SchizochytriumDebido a lo problematico

de la identificacién taxondmica de estwganismos, no todas las cepas pudieron ser
determinadas a nivel especifico. Se discuéandiscrepanciason las caracteristicas
morfolégicas, de desarrollo y habitats referidos en la literatDoasiderando estas
limitaciones, las especies mas ampliameatistribuidas en los humedales salinos del
pais fueronJ. aff. visurgensisT. aff. striatumy T. aff kinnei Como una herramienta
adicional para la caracterizacién de la biedsidad de las traustoquitriales, se analizé
la utilidad de la morfologia de las colonigsde las condiciones de cultivo para la
diferenciacion de los aislamientos La imfmcion obtenida en este capitulo constituye
un marco referencial paraaizar la determinacion taxondra de las cepas desde un

criterio mas moderno, tal como akordara en el proximo capitulo.

3.2- Introduccion

Tal como se comentara brevemente ecagiitulo |, los caracteres morfolégicos
tradicionales han sido seriamente cuestiosay se encuentran en revision. La
aplicacion de otro tipo de informacién, mipalmente bioquimica y molecular, ha
permitido realizar rearregldaxonomicos, que incluyen la creacion de nuevos géneros.
Sin embargo, la mayor parte de la literattaxonémica sobre estos organismos, asi
como los estudios de abundeang distribucion, se basan eo identificacion a partir de
los criterios tradicionales. Es decir qlee observacion de los rasgos morfoldgicos
constituye el punto de partida para cégdzar nuevos aislamientos y poder hacer
inferencias acerca de su diversidad en la naturaleza. Dentro de este complejo vy
cambiante escenario, la informacion que se trata en este capitulo se enfoca casi

exclusivamente en los aspectos morfologicos, sin dejar de hacer las menciones
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necesarias sobre aquella informacion biogadnyi molecular que resulte pertinente, la

que se abordara con masdstalle en el capitulo V.

3.2.1- Géneros tradicionales de leamilia Thraustochytriaceae

La primera traustoquitrial descripta fudhraustochytrium proliferum
encontrada sobre algas marinas de las agpsteras atlanticas de los Estados Unidos.
A partir de dicho hallazgo, otros génerosspecies de esteupo de microorganismos
han sido sucesivamente reportados (tabla Bd primera revisiérde su clasificacion,
la realiz6 Gaertner (1972juien propuso un método estandar para su identificacion
basado en el estudio de los rasgos morfol&gitmlas células en los diferentes estadios
de los ciclos de vida, y observados en eaftien granos de polen y agua de mar. En
cuanto a las revisiones mas recisn{®live 1975, Moss 1986, Porter 1990), poco
aportan a la taxonomia formal y no rglan claves taxondémicas, por lo que la
identificacion de nuevos aislamientos rexai en general de la consulta de las
descripciones originales. Otros elementosgden valor para estas tareas resultan la
clave propuesta por Dick (2001) y lasistraciones detalladade Karling (1981).
Basandose en estos trabajos, se describentmwacion los rasgadiagnésticos de los

cinco géneros tradicionales \sloriterios que se utilizan padiferenciar las especies.

En el génerd hraustochytriungfig. 3.1 A) el esporangio se desalla a partir de
una ceélula vegetativa que experimenta sives divisiones nucéees. Las zoosporas
formadas por el clivaje del protoplasto mulitleado resultante, son liberadas a través
de un poro, una fisura o la disolucion pdr@atotal de la pared del esporangio. El
esporangio puede eventualmente, y deedtm con las espexs, retener uno o mas
fundamentos basales luego de la liberaciétadezoosporas, los que pueden proliferar
y formar un nuevo esporangio. Las especieShdaustochytriunpueden dividirse, asi,
en dos grandes grupos: 1. holocéarpicas f(sidamentos basales) y 2. eucarpicas (con
uno o mas fundamentos basales). Hastdetdna se han descripto diez especies
eucarpicas: T. proliferum Sparrow, T. multirudimentale Goldstein, T. motivum
Goldstein,T. aureumGoldstein,T. kinneiGaertner,T. rossiiBahnweg et Sparrowi,.
kerguelensiBahnweg et Sparrowl,. antarcticumBahnweg et Sparrowf,. benthicola

Raghukumar,T. gaertneriumJain, Raghukumar, Bongiorret Aggarwal, y siete
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especies holocarpicas: globosunKobayashi et Ookubd,. pachydermun$choltz,T.
roseum Goldstein, T. aggregatumUlken, T. striatum Schneider,T. arudimentale
Artemchucky T. caudivoruntScharer, Knoflach, Vizoso, Reiget Peintner (tabla 3.1).
Otros rasgos que permiten distiirgal las especies son el gooy la persistencia de las
paredes del esporangio, la pigmentacionlate colonias, los planos de clivaje del
protoplasto en la zoosporogénesis y la idad de las zoosporas al momento de ser

liberadas.

El géneroJaponochytriunincluye una unica especid. (mnarinumKobayashi et
M. Ookubo) y se diferencia d&€hraustochytriumpor la presencia de una apofisis
endobidtica y por la liberaciéde las zoosporas a través del poro apical de la pared

persistente del esporandiay. 3.1 B).

El géneroSchizochytriumse caracteriza por la formacién de grupos de dos,
cuatro, ocho, o una masa de gran numeradaealas como resultado de la division
vegetativa (i.e.. no zoosporagéa) de sus células (figg.1 C). Las cinco especies
descriptas que lo constituyen (tabla 3glleden reconocerse, en principio, segun el
tamafio del esporangio y el niumede zoosporas que origina: B.(mangrovei
Raghukumar),2 (S. minutumGaertney, 8 (S. octosporumRaghukumagr 16-64 6.
limacinum D. Honda et Yokochi) o 32-64S( aggregatuniGoldstein et Belsky)S.
limacinum se diferencia del resto por presentademas de las zoosporas, células
ameboidales limaciformes. El reconocimientdrés linajes filogenétios dentro de este
género por Yokoyama y Honda (2007) deried la enmienda del mismo y en la
ereccion de dos nuevos génergrantiochytrium al cual se transfiriero8. limacinum
y S. mangrovei y Oblongiochytrium compuesto porO. minutum (Gaertner) R.
Yokoyama et D. Hond&) octosporun(Raghukumar) R. Yokoyama et D. Hond®y
multirudimentale(Goldstein) R. Yokoyama et D. Honda (anfesmultirudimentalg

Los detalles sobre estos cambios taxonésnémoabordaran en el proximo capitulo.

El rasgo distintivo del género monotipiddthornia (A. crouchiiE. B. G.Jones
et D. J. Alderman), es la ausencia dit@etoplasmatica y de sagendgeno. Dado que esta
caracteristica es diagnostica de la clase Labyrinthulomycetes|ission dentro de este

grupo permanece tentativa, hasta tantolleeen a cabo los necesarios estudios
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moleculares. Sin embargo, muchos de ssgas ultraestructurales se corresponden con

los de las traustoquitriales (Perkins 1976).

El géneroUlkenia fue removido deThraustochytriumpor Gaertner (1977) por
presentar esporangios quée€ian sus protoplastos, darma de una Unica célula
ameboidal que posteriormente se cliva y réifeia las zoosporas (fig. 3.1 D y E), es
decir por presentar una zoosporogénesis exdgediada por un estadio ameboidal. En
cuatro especiedJ( visurgensidJlken, U. sarkarianaGaertnerU. profundaGaertner y
U. radiata Gaertner) el protoplasto ameboidalnesltinucleado y se cliva directamente
para formar zoosporas. En las otras dos espdgieanfoeboidedBahnweg & Sparrow
y U. minutaRaghukumar) el protoplasto ameboidal divide por biparticion sucesiva
para producir soros secundarios o contirdigidiéndose para formar zoosporas
biflageladas.La presencia de fundamentos basalaspersistencia de la pared del
esporangio y la manera en que se clivaretoplasto ameboidal (regular en forma de
estrella, o bien irregular, como se muasn las fig. 3.1 D y E respectivamente) son
caracteres que también se emplean pmhferenciar a las 6 especies tdkenia
Recientemente Yokoyama y colaborador@007) reconocieron que las cepas
reportadas para este género formaban separadamente cuatro grupos monofiléticos. Los
autores asignaron estos grupos a cugéreros distintos. De este modb,radiata, U
sarkariana y U. minuta fueron escindidas y transfdas a los nuevos géneros
Botryochytrium Parietychytriumy Scyoidochytriunrespectivamente, mientras que
visurgensis U. amoeboiday U. profundapermanecieron en el taxdgikenia sensu

stricto.

3.2.2- Géneros excluidos

Las revisiones mencionadas anteriormente incluyen tambfgriamochytrium
como un miembro de la familia Thraustochateae. El rasgo diagnéstico de este taxdn
es el desarrollo de esporangios que preduaplanosporas elmgar de zoosporas.
Durante muchos afios incluyd un Unico representahtekerguelensiBahnweg &
Sparrow. Labyrinthuloides descrito por Perkins (1973), es otro género que ha sido
también considerado dentro de estailiampor algunos autores (Olive 1975, Porter
1990), y se caracteriza por su modo de hoacion, consistente en células que pueden
arrastrarse sobre un sustrato o moverseedalred ectoplasmat que no las envuelve
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completamente como drabyrinthula A partir de mediados des ochenta, numerosas
evidencias bioquimicas y morfolégicamostraron una fuerte relacion entre
Labyrinthuloidesy Aplanochytrium que sugirieron que podriger idénticos (Ulken et
al. 1985). Estudios mas recientes de filngemolecular del grupo han demostrado que
estos dos taxones son sindnimos; en basdoa essultados, se reconocié al epiteto
genéricoAplanochytriumcomo prioritario, al cual seasfirieron las cinco especies de
Labyrinthuloides y una especie dd.abyrinthula (Leander & Porter 2000). La
descripcion de una nueva espede,stocchinoiAndreoli et Moro (2003), eleva el
namero de especies de aplanoquitriales a otAlbcomo se mencionara en la seccién
1.1 del capitulo 1, las aplanoquitriales son dateate reconocidas como uno de los tres
clados comprendidos dentro de los lattiriomicetes (Leander y Porter 2001, Leander
et al. 2004).

En la clave propuesta por Dick (2004¢ mencionan otros dos géneros de
asignacion dudos&lina Artemchuk (1972) yDiplophrys Dykstra & Porter (1984). El
primero de ellos presenta un esporangim ein sistema rizoidal similar al de las
traustoquitriales, pero sus zoosporas sole@osin flagelo anterior, motivo por el cual
otros autores (Karling 1981) lo ubican dentle las Hyphochytriales. Por su parte,
Diplophrys tiene células troficas uninucleadgsie se dividen mitéticamente, estan
rodeadas de varias capas de escamas y poseen una red ectoplasmatica, pero carecen de

sagendgeno y no producen zoosporas.

3.2.3- Limitaciones de la taxonomia tradicional

Como se refiri6 anterianente, el valor diagnéso de los caracteres
morfoldgicos utilizados para la clasificacida las traustoquitriales ha sido cuestionado
por varios autores. La tendencia de dichesgos a presentar variaciones graduales y
que suelen solaparse dependiendo de las@onds de cultivo (medio sdlido o liquido,
etc.) fue tempranamente documentada pod€ein (1963a, b ), Ulken (1965) y
Booth & Miller (1968), entre otros. A partir assto, Gaertner (197,2) con el objeto de
estandarizar las condiciones eb&acionales, propuso la utidicion de granos de polen
en agua de mar como sustrato basico p@saestudios morfoldgico-taxonémicos, ya
que, tal como también se comentara en et@anterior, en dicho medio expresan los

caracteres basicos que se utilizan para identificarlos.
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Sin embargo, la aplicacion de estatesio no ha sido exitosa para la
identificacion de diversos aislamientos,rtmaularmente en aglles en que se ha
registrado superposicion desgos diagnosticos. Entre edlpuede mencionarse el caso
de la cepa 70-2, que desarroll6 simultanedendas tipos de esporangios (pequefios sin
fundamentos basales y grandes con fundaméatkaes) en granos de polen en agua de
mar (Kazama et al. 1975), por lo que ne fposible determinar a que especie de
Thraustochytriunperteneceria. Adicionalmente en presencia de bacterias se observaron
células ameboidales, que es el caractersgugtiliza para asignar un material al género
Ulkenia (Kazama et al. 1975). La formacion de amebas fagotréficas también en
striatumy S. mangrovenl ser co-cultivadas con badter sugiere que este seria un
comportamiento comudn en las traustoquitdalgue tendrian un Irbacterio-herbivoro
en la naturaleza, ademas de participaelereciclaje de mat@ orgéanica (Raghukumar
1992). Otra especie en la que se ha observado solapamiento de rasgos diagndsticos es
gaertnerium Este organismo forma también, simultaneamente, dos tipos de
esporangios: uno tipico dehraustochytriumcon un fundamento basal, y otro que se
desarrolla en células ameboidales comoWkenia Dado que su cacterizacion
molecular ubic6 a este taxén en el mismo clado fuekinnej los autores la

consideraron como una nueva especiéltaustochytriun{Bongiorni et al. 2005).

La validez de algunos ddéos taxones tradicionakente incluidos en las
traustoquitriales ha sido cuestada por diferentes motivos. Tal es el caso del género
Japonochytrium cuyo rasgo distintivo (presencia de una apofisis en el esporangio)
también ha sido observado en cultivos de especigsm@eistochytriunKarling 1981).

Otro ejemplo en el que la creacion de un nuevo taxon se bas6 en caracteres que se
registraron también en represen&s de otros taxones es el Teaggregatum Esta

especie se distingue por presentar célulgstativas con divisiones mitéticas formando
agregados, por lo que podriabka sido incluida dentro d&chizochytrium(Porter

1990). Por otro lado, el limite de las espegpigsde resultar dudoso en aquellos casos en

los que la informacion brindada por los aawal crearlas haya sido incompleta, como
ocurre por ejemplo conl. arudimentale La descripcion original de la misma
comprende ilustraciones tan pobres queauisra resultan adecuadas para designar un
lectotipo (Dick 2001) y que diilmente puedan ser utilizadpara la identificacion de

un nuevo aislamiento.

59



3.2.4- Objetivos

La referida falta de resolucién de lxaaomia tradicional de las traustoquitriales
a nivel genérico y especific no puede inhibir la carterizacion lo mas completa
posible de la morfologia, desarrollo y atraspectos biologicos de los aislamientos
estudiados, lo cual, acorde con el actastado de conocimiento sobre el grupo,
constituye, verosimilmente, la primera infacién imprescindible para establecer su
diversidad, mas alla de que su asignaeiam taxon particular a sido posible o no.

Teniendo esto en cuenta, losatbjos de este capitulo son:

- Realizar una detallada caracterizaciénalbiologia y morfologia, en cultivos
en agua y cebos, de los aislamientos léscale traustoquitriales de acuerdo a lo
propuesto por Gaertner (op. cit.).

- A patrtir de la informacion obtenida reaizun primer y sustancial aporte al
conocimiento de la biodiversidad de lasustoquitriales aiadas de humedales

argentinos.

- Proveer informacién referencial sobee morfologia de las traustoquitriales
locales que pueda ser luego reevaluada griand@a con los datos @stidos del analisis
de otro tipo de caracteres (ncionales, bioquimicos, ultragucturales y moleculares)

con fines sistematicos.

3.3- Materiales y Métodos

Para observar la morfologia de las células vegetativas y el proceso de formacion
de zoosporas, las cepas se sembraron en agua de mar con cebos (granos de polen de
Pinus sp. oLiquidambarsp. y/o larvas dértemia persimilismuertas con calor) y se
incubaron a 25°C (excepcionalmente 4°C pasaalelamientos de la Antartida). Para la
clasificacion se siguio el criterio de Di¢R001), considerando Unicamente las especies
pertenecientes a los génemwraustochytriumJaponochytriumSchizochytriunsensu

lato, Althornia y Ulkenia sensu lato. Las dimension@sdicadas en las diagnosis
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originales se sefialan entre paréntesias observaciones seealizaron con un
microscopio Karl Zeiss Axioskop equigia con una camara digital Olympus C5060WZ

y con un microscopio Leica modelo DM500.

Se analizaron todas las cepas deposstaala coleccion BAFCcult, excepto
aguellas que se discontinoar(S8, S27, S50Sch). También se incluyeron el aislamiento
LSA4, representantes de otros 10 grupoxeigas de Mar Chuita (MC2A, MC2H,
MC3D, MC6B, MC6H, MC21D°, M@5E, MC46A, MC50A, MC12A2) y 8
aislamientos redundantes del masmitio (MC4A, MC46A2, MC46B2, MCA47C,
MC48A, MC50B2, MC50F2, MC50I2). De esteodo, 79 cepas fueron evaluadas en

estos estudios.
3.4- Resultados

Se detallan a continuacion las carastetdas de los aislamientos y su
determinacién taxondmica. Debido a lo problentate la identificacion en el nivel de
especie, las determinaciones, en aquellosscasajue fue posible, se presentan con el
estatus daffinis. La tabla 3.2 aporta un mayor detallelaelistribucién y de los rasgos
de las cepas. Para aquellos aislamientdeseque los estudios de filogenia molecular y
bioquimicos (mostrados en el proximo capifuhdicaron su aghaciéon a alguno de los
nuevos géneros propuestos plasatraustoquitriales (no cadsrados en este capitulo),
se hace una breve mencion acerca de su filiacion.
Straminipila
Heterokonta
Labyrinthista (Labyrinthulomycetes)

Thraustochytriales

Thraustochytriaceae
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1. SCHIZOCHYTRIUM S. Goldstein et M. Belsky, Ameran Journal of Botany 51:
72.1964.

Talo epi y endobidtico, con paredes delgadas, globoso, que se divide
sucesivamente en diadas, triadas o tétradas, o deviene en una masa amorfa de células,
cada una de las cuales funciona como un segmento que produce zoosporas (esporangio).
Sistema pseudorizoidal endo-interbidtico, faeado y emergente de cada segmento.
Zoosporas lateralmente biflageladas, liberamsiacronicamente a través de una fisura
irregular en la pared del esporangiop&ss de resistencia no observadas.

1.1. S. aff. octosporum S. Raghukumar, Trans. Br. Mycol. Soc. 90: 273. 1988a. Fig.
3.2.

Talo eucarpico, epi y endobibtico, sésil adibal principio estadios unicelulares
de 8-10 (4,0-5,0um de diametro, globosos. Grupos uhés de 100 células que se
forman por divisiones vegetativas binarie@ntinuas de diadas, tétradas u octadas.
Diadas de 8-% 9-10 (4-6x 6-7) um diam; tétradas de 11-332-14 (8x 12) um
diam. y grupos celulares de (26 40) um didm. La red ectoplasmética puede ser
producida por cualquiera de las células. Espgios producidos a partir de cualquiera
de las células maduras; cada espomngroduce ocho zoosporas biflageladas
heterocontas. Zoosporasniformes, 4 (3,5-5,0X 3 (1,5-2,5)um; flagelos insertados

lateralmente, con flagelo tmior de mayor longitud.

Material examinado: Cepa All. Otro rasgmpartido con los materiales originales (no
mencionado en la diagnosis) es la deshaigign gradual y completa de la pared del
esporangio al liberar las zquwas. La temperatura éptima de incubacion fue de 25°C (a
pesar de provenir de ambiesmtantarticos), resultando la proliferacion mas lenta a

temperaturas inferiores.

1.2.Schizochytrium sp. a.Cepa AAL.

La especie de esta cepa, también proveniente de materiales antarticos, no pudo

ser elucidada debido a que no se encomiraesporangios, sino soélo divisiones
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vegetativas, luego de numerosas inspecciondéssdrultivos. La temperatura Optima de

incubacion fue de 25°C, resatido la proliferacidon mas lendatemperaturas inferiores.

1.3. Schizochytrium sp. b.Cepas AA3 y AA5, fig. 3.3.

Esporangios globosos, 15-g@h de diam., que formaron de 32 a 64 zoosporas.
Pared del esporangio delgada, nosigtente. Zoosporas globosasur@ didm, con un

flagelo posterior marcadamente reducidau® y un flagelo anterior de mayor longitud
(8 um).

Estos organismos, provenientes dembientes antarticos, colonizaron
masivamente los cebos a temperaturag®dey 10°C, pero no pudieron hacerlo y sus
células presentaron mal aspecto a 16°Q59C. Ademas mostraron una exclusiva
preferencia por el sustrato animal (colonizay consumieron completamente las larvas
de Artemia adicionadas como cebo, fig. 3.3 En dicha condicién, acumularon gran

cantidad de lipidos, tal como reveldilzcion con Sudan IV (fig. 3.3 Dy E).

Observacion: Los estudios de filogenia emllar y el perfil de PUFAs indicaron la

asignacion de estas cepas al gé@tmngichytrium

1.4.Schizochytrium sp. c.Cepa MC2H, fig. 3.4 A-C.

Esporangios globosos, 8-1tn de diam., que formaron en general 4 zoosporas,
aunque en algunos casos llegaron a registrarse 8. Pared del esporangio delgada,
parcialmente persistente. Zoosporas reniformex, Bum, con el flagelo anterior de

mayor longitud.

1.5.Schizochytrium sp. d.Cepas MC6H, MC21D" y MC50 (A, B2, F2, 12), fig. 3.4 D-
G.

Esporangios globosos, 10-18 de didm., que formaron por clivaje centripeto

8, 16 0 32 zoosporas. Pared del esporangio delgadcialmente pastente. Zoosporas

reniformes, 3,5< 6-7 um, con el flagelo anterior de mayor longitud.
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1.6. Schizochytrium sp. e.Cepa MC15A

Esporangios globosos, 10-18n de didam., que formaron 8 o 16 zoosporas.
Pared del esporangio delgada, no igegate. Zoosporas reniformes, X35 um, con el

flagelo anterior de mayor longitud.

1.7.Schizochytrium sp. f.Cepa MC46B, fig. 3.4 H.

Crecimiento muy lento tanto en meddlido como en agua de mar y cebos.
Células troficas 3-4um de diam. Zoosporas de tamafio también muy reducido (2 x 2,5
um). No fue posible observar esporangigseaar de las numerosas inspecciones a los

cultivos.

1.8. Schizochytrium sp. g.Cepa S34r.

Esporangios globosos, 13-181 de diam., que formaron 4, 8 o 16 zoosporas.
Pared del esporangio delgada, no persistente. Zoosporas reniforBgyr8, con una
gutula conspicua en su interj flagelo anterior de maydongitud. Célula vegetativas

gue desarrollaron una prominente red ectoplasmatica.

1.9. Schizochytrium sp. h.Cepa LGl fig. 3.5 A-C.

Esporangios globosos, 5t de diam., que formaron 4 o 8 zoosporas. Pared
del esporangio delgada, no peeside. Zoosporas reniformes, 3*44-5 um, flagelo

anterior de mayor longitud. Célulasgetativas de reducido tamafio (p#7 de diam.).

1.10.Schizochytrium sp. i.Cepas S44, S48cmc y S49cmc, fig. 3.5 D-H.

Esporangios globosos, 15-26m de diam., que formaron generalmente 16

zoosporas. Pared del esporangio delgagarcialmente perdisnte. Zoosporas

reniformes, 3X 5 um, con el flagelo anterior de mayor longitud.
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1.11.Schizochytrium sp. j. Cepas S19Sch, S33C, S48Sch, J, B5 y SCIII.

Crecimiento muy lento tanto en medio délicomo en cebos, lo que imposibilitd
distinguir sus esporangios luego de regsiinspecciones a los cultivos. Las células
vegetativas nunca superaron losuf. Estas cepas se pueden diferenciar segun el
aspecto de sus colonias en medio del{tabla 3.2), por lo que probablemente
representen distintas especies.

Observacion: Los estudios de filogenia ewllar y el perfil de PUFAs indicaron la

asignacion de la cepa B5 al génArgantiochytrium

2. THRAUSTOCHYTRIUM Sparrow emend Johnson, in Johnson & Sparrow, Fungi in

oceans and estuaries: 331. 1961.

Esporangios usualmente globosos, epibidticos, de paredes delgadas o gruesas,
lisas, con o sin fundamento basal prolitem@ (porcion no esporégergue regenera el
esporangio). Sistema rizoid@ red ectoplasmatica) endético, simple o ramificado,
con o sin apdfisis. Zoosporas con dos flagdesnsercion lateral, méviles o inmaviles
al momento de ser liberadas a través defisnaa irregular de lgared del esporangio
parcialmente delicuescente. Esporas rdsistencia, cuando conocidas, epibidticas,

esféricas, lisas y conteniendo una Unicall@itentral o excéntrica de aceite.

2.1.T. aff. antarcticum Bahnweg & Sparrow, Amer. J. Bot. 61: 760. 1974. Fig. 3.6 A-
D.

Esporangios globosos, 19-22 (18-2&) diam, de paredes delgadas, incoloras,
con ununico fundamento basal. Sistema rizoidal monoaxial, ramificado. Zoosporas
elipsoidales a reniformes, 3-4 (3N diam. X 4-5 (5)um long., con el flagelo anterior
de mayor longitud. Descarga de las zoogp@n un grupo compacto, simultanea a la
desintegracion completa de la pared espgial. Luego de liberadas, las zoosporas
adquieren movilidad en forma practicamente instantanea y nadan en busca de un

sustrato.
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Material examinado: Cepa LSA4. Este amlento no pudo ser conservado en sucesivos

repiques.

2.2.T. aff. aureum Goldstein, Arch. Mikrolml. 45: 102. 1963. Fig. 3.6 E-F.

Esporangios proliferativos a partir de 1 fundamento basal, de paredes delgadas,
globosos o subglobosos, 10-18 (8-Lim diam., de color amarillo palido a amarillo-
anaranjado. Sistema rizoidadsal, endobiotico, simpleramificado. Las zoosporas se
forman y nadan libremente dentro dep@sngio, puntuando la porcion distal de su
pared y emergiendo de a una a varias al momento en que la apertura se incrementa de
tamafio. Zoosporas elipsoidales, 3 (2-248) didm. X 5 (3-4) um long., lateralmente
biflageladas, con el flagelo anterior deyor longitud. Fundamento basal globoso a
subgloboso, 4-5 (4-8)m diam.

Material examinado: Cepas MC18A, MC28GS¢ZIV. Entre los rasgogarticulares de
estos aislamientos pueden memneirse las gruesas paredesuf2 o mas) de MC18A y
MC28C, que en algunos casos retuvieron adasporas (fig. 3.6 E-F) y la sensibilidad
de SCIV al antibiéticaloranfenicol (0,1 g4).

2.3.T. aff. globosum Kobayashi & Ookubo, Bull. Nat. Sci. Mus. Tokyo 33: 60. 1953.
Fig. 3.6 G-H.

Esporangios gregarios sobas células huésped, sésiles, globosos o elipsoidales,
a veces conicos en la base, de gatelgada, hialinos, 10-15 (5-20)n diam. X 10-15
(5-10) um long., conteniendo 8 a numerosas24830) zoosporas, que a la madurez
impactan contra la porcion superior de la pared del esporangio irregularmente y son
liberadas. Sistema rizoidal Unico y simple. Zoosporas reniformes, 343,%3-4)um,

con 2 flagelos laterales.

Material examinado: Cepas MC12A2 y $0s esporangios delC12A2 desarrollaron
en su interior generalmente 8 zoosporag 3.6 G-H), mientragjue este numero fue
variable para S7. Las paredes de lopoemngios de ambos aislamientos fueron

parcialmente persistentes.

66



2.4.T. aff. kinnei Gaertner, Veroff. Inst. Meeresforsch. Bremerh. 15: 185. 1967. Fig.
3.7 N-S.

Esporangios con un fundamento basal, sésiles, piriformes, (I#¥Ldjam. X
(17-19) um long., con el extremo basal insertado etrnsustrato akual se adhiere
mediante un sistema pseudorizoidal endoldtmaredes rugosas y engrosadas en los
esporangios viejos. Zoosporas delidda en el esporangio, liberadas por
desintegracion de la porcionie@l de su pared, o emergdande la zona proxima a la
base en los esporangios de paredes gruesas; reniformes, 3X5548)6-4,8)um, con
2 flagelos laterales. Fundamento basal de (ifl) diam. que se desarrolla en un

esporangio secundario quentiene a su vez un fundamento basal secundario.

Material examinado: Cepas S6, S13, SPBA S26B, S29, S41b58B y TF. En estos
aislamientos se observaron ademas otrosragos que se ilustraen la descripcién
original de la especie pero que no reencionan en la diagnosis: la formacion de
zoosporas por clivaje radigl su desplazamiento hacia pariferia aparentemente por
efecto de una vacuola central, asi como laigterscia de la zona basal cénica de la
pared del esporangio rodeanalofundamento basal luego dee las zoosporas fueron

liberadas.

2.5.T. aff. striatum Schneider, Kieler Meeresfats.. 23: 19. 1968. Fig. 3.7 A-E, H-K.

Esporangios globosos, 13-30 (14,6-22)0n diam., con pared delgada o
levemente gruesa, hialina y lisa, una graouola central y protoplasma estriado que se
cliva en sectores radiales. Pseudodesi endobiéticos ramificados. Zoosporas
delimitadas dentro del esporangio y dispagstlrededor de la vacuola central, que
incrementa su tamafno y forma una esfeueca de zoosporas; adquieren movilidad
dentro del esporangio mieag la pared se disuelvdjpsoidales, 3 (2,0-3,7X 5 (3,4-

6,7)um, con 2 flagelos laterales.

Material examinado: Cepas MC7D y MGA (subgrupo a), S2rc, S33A y S49sp
(subgrupo b), S2sp, S32, S34sp y S50sp (syplage). Los esporangios de las cepas de
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los subgrupos ay b (15-30n X 15-30um didm.) presentaron paredes moderadamente
gruesas (1-2um) aunque no persistentes (tabla 3L2).movilidad de las zoosporas al
momento de la liberacién fue variable en el subgrupo b (completamente méviles al
disolverse la pared en los esporangiograor tamafio & inicialmente inmdviles en

aguellos de mayores dimensiones).

2.6. Thraustochytrium sp. a.Cepa S12, fig. 3.7 F-G.

Esporangios globosos, 9-12n de diam., que formaron por clivaje irregular 8
zoosporas (fig. 3.7 N). Pared del esporandilgada, parcialmente persistente.
Zoosporas reniformes, 8 5 um, con el flagelo anterior dmayor longitud, moviles al
momento de ser liberadas. Células vegedatigue eventualmente formaron tétradas
(fig. 3.7 O).

2.7.Thraustochytrium sp. b.Cepa S19T

Esporangios globosos con un fundamentsabdvisible luego de liberadas las
zoosporas), 15-26m de didm. Pared del esporangio moderadamente gruesang}l-2
aungque no persistente. Zoosporas reniforme& 3 um, con el flagelo anterior de

mayor longitud.

2.8.Thraustochytrium sp. c.Cepa S48T, fig. 3.7 L-M.

Esporangios globosos con un fundamentsabdvisible luego de liberadas las
zoosporas), 13-2gm de diam. Pared del esporangio ddlg parcialmente persistente.
Zoosporas reniformes, & 5 um, con el flagelo anteriode mayor longitud, con una

fase inmovil al ser liberadas.
3. ULKENIA A. Gaertner, Veroff. Inst. Meeresforsch. Bremerh. 16: 141. 1977.
Talo epi- y endobiotico, terbidtico, de pared delgaddurante el crecimiento

activo, con un sistema rizoidal endo-imterbiodtico. Talo globoso, subgloboso o

piriforme, muy variable en diametro y centdo celular durante el desarrollo. En la
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madurez la pared celular puede ser pergist® desaparecer parcial o totalmente,
liberandose del esporangio ebfoplasto desnudo, ameboidaliego de la liberacion el
comportamiento ameboidal del protoplastoincrementa, cambiando perceptiblemente
de forma. Seguidamente se divide @wsporas, las cualeselgo de un periodo de
inactividad se vuelven moviles en forma sinaslebido a la formcion de dos flagelos

de diferente longitud.

3.1. U. aff. minuta Raghukumar, Veroff. Inst. Meesforsch. Bremerh. 16: 160. 1977.
Fig. 3.8.

Esporangios primarios epibiotis, sésiles, globosos, 10-¥13-15 (6,2-10,5)
um diam., con contenido granular y pseurimides delicados yamificados; paredes
delicuescentes que liberan mbtoplasto desnudo el cuedmbia de forma como una
ameba y se divide por constriccién y estiiento en 4-20 esporangios secundarios
globosos de 6-8 (4,2-7,8)n didm. El contenido del es@orgio secundario emerge por
delicuescencia de la pared y se comportaccana ameba secundaria que se divide en
4-12 zoosporas inicialmente no flageladas (amebosporas), las cuales luego de
desarrollan dos flagelos de diferente lilundy y se alejan nadando; elipsoidales, 2-3
(1,0-1,5)um didm.X 3-4 (1,5-2,5um long.

Material examinado: Cepas S26-1 y Jllsos esporangios fueron ligeramente
piriformes. En coincidencia con las imagenestrawas en la diagnodie la especie, el
protoplasto ameboidal primario formdoor biparticion sucesiva amebosporas

secundarias, las cuales, en algunos casos, luego se diferenciaron en zoosporas.

Observacion: El perfil de FtAs indicdé la asignacidon de estas cepas al género

Sicyoidochytrium

3.2. U. aff. radiata A. Gaertner, Veroff. Inst. Meesforsch. Bremerh. 16: 149. 1977.
Fig. 3.9 A-H.

Esporangios globosos, 8-20 (8-18) diam, de paredes delgadas. En la madurez

la pared desaparece y el protoplasto @l liberado adquiere forma de estrella.
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Seguidamente, las zoosporas se forman por division centripeta del protoplasto en
porciones aproximadamente conicas, quedaadberidas entre gbor su extremo
delgado durante un lapso variable. A contindaae forman los flagelos, y el contacto

en el centro se pierde. Zoosporas inicatie conicas, luego reniformes, 2-3 (3.4

diam. X 3-4 (5-8)um long.

Material examinado: Cepas SB4A, SB6B,18By LSA3. Estos asimientos difirieron
en cuanto al tamafo de sus esporangios 3spécto de sus colasi (ver tabla 3.2).
Algunos de los protoplastos ameboidale$ 843 de mayores dimensiones presentaron
clivaje irregular. La cepa SB4A se diferendél resto por el tipo de colonia en medio

solido.

Observacion: Los estudios de filogenia ewllar y el perfil de PUFAs indicaron la

asignacion de la cepa SB4A al géneemietichytrium

3.3. U. aff. visurgensis (A. Ulken) A. Gaertner, Veroff. Inst. Meeresforsch. Bremerh.
16: 141. 1977 Thraustochytrium visurgensA. Ulken, Veroff. Inst. Meeresforsch.
Bremerh. 9: 290. 1965. Figs. 3.9 I-N y 3.10.

Esporangios globas, 13-20 (15-20)um diam. En la madurez la pared
desaparece y el protoplasto liberado adguissmportamiento ameboidal, de forma
cambiante, emitiendo pseudopodios lobulados. Seguidamente se produce el clivaje
irregular del protoplasto y se individualizeas zoosporas, las cuales yacen juntas por
un tiempo, para luego alejarse nadando solas o en grupos. Zoosporas reniformes, 2-4
(2,5-3,5)um diamX 2,5- 4,5 (4-5,5um long.

Material examinado: Cepas LSAl, BSMC2A, MC3D, MCJA-B, MC6B, MC11F,
MC34A, MC45E, MC46 (A, A2, B2), MC47 (@), MC48 (A, B), S1, S3, SCI, SCIl y

SCV. El unico aislamiento en el que esgcontraron esporangia®n paredes gruesas
como en los materiales originales fue en S3. La cepa S1 se diferencié por sus células
vegetativas con abundante aamitlo lipidico y una red ectoplasmatica prominente; sus
esporangios alcanzaramayor tamano (15-2fm X 15-25um). Las zoosporas de

MCA4A presentaron granulos refringenteemtias que las de MC46A2 tuvieron flagelos
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mas gruesos. En los materiales deMCMC3D, MC4A-B, MC6B, MC11F, MC34A,
MCA45E, MC46 (A, A2, B2), MC47 (C, D) y M@B (A, B) también se encontraron, en

menor proporcion, amebasqueefias con clivaje radial.

3.5- Discusion

3.5.1- Valor taxonémico de los caracteres morfolégicos

El estudio de los rasgos morfolégicoslde células vegetativas, esporangios y
proceso de zoosporulacion mostré que dslamientos localesle traustoquitriales
pertenecerian a los génertlkenia, Schizochytriumy Thraustochytrium No se
encontraron organismos que presentaranapddisis endobidtica (rasgo diagndstico de
Japonochytriup 0 con ausencia de reectoplasmética (tipico délthornia). La
asignacion a estos tres taxones no resultdé ctwdlien ningun caso, aunque si lo fue la
identificacion a nivel espectid. Las discrepancias con ldsscripciones originales se

discuten a continuacion.

En ninguna de las cepas loembsignadas al géne3ohizochytriunsensu lato se
encontraron células vegetativas que formaran amebas limaciformes que luego de
redondearse produjeran zposas, como ocurre b limacinumHonda et al. 1998), ni
células vegetativas individuales que sdoralearan y desarrollaran una zoospora cada
una como erS. mangrove{Raghukumar 1988b). Por su paBeminutumes la Gnica
especie de este género con células vagasay esporangios de muy reducido tamafio;
estos ultimos se forman a partir de las @&uhdividuales de las tétradas, que no tienen
mas de 8um de didmetro, y producen 2 zposas cada uno (Gaertner 1981). El
reducido tamafio de las células vegetatilasuna gran parte de las cepas locales
identificadas com&chizochytriun(spp. a, f, h, j, tabla 3.2n las que no fue posible
observar el proceso de zoosporulacion s8aompatible con las dimensiones de la
mencionada especie, aunque deberia comgpéetsu caracterizacion para precisar la
identidad de estos organismos. Es intereseggaltar que todas estas cepas tuvieron un
crecimiento muy acotado y su aislamiers#dlo fue posible luego de mejorar las
condiciones de cultivo, demando en algunos casos variogses, por lo que también

podrian representar nuevos taxones. La estigganibilidad de biomsa de estas cepas
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debido a su lenta proliferacién limita ademas la posibilidad de establecer su identidad

mediante estudios bioquimicos y moleculares.

Las caracteristicas de los esporangias@fio y nimero de zoosporas formadas)
de los restantes aislamientos soélerbn comparables con los descritos p&a
aggregatumy S. octosporumLa primera especie mencial@apresenta tétradas de 14-
27 X 13-29um cuyas células individuales senggortan como esporangios liberando
16-64 zoosporas a través de una apertura gared (Goldstein & Belsky 1964); cabe
mencionar que para este taxén tambiérhae documentado esporangios de mayor
tamafio (15-25um de diametro, Raghukumar 1988) yarvas de color naranja (Dick
2001). Por su parte, los esporangio$Sdectosporuntienen un diametro de 6,580 y
producen 8 zoosporas que se liberan patesintegracion gradug completa de su
pared Raghukumar 1988a)La Unica cepa que preserd§tas caracteristicas y fue
determinada com8&. aff. octosporum(A11) discrepd con la pecie tipo en el tamafio
de las zoosporas (@m x 4 um en la cepa All vs. 3,5om X 1,5-25um en el
material tipo). Los otros dos materiales les que se encontraron esporangios con 8
zoosporas no se asignaron a este tguon presentar también esporangios con 4
zoosporas, de menor tamaf® p. h) o con paredes parcialmente persisteStep(c)
(ver tabla 3.2).

Las restantes cepas localesSthizochytriundesarrollaron células vegetativas y
esporangios de tamafios sélo compatiblesSaaggregatunaunque en ningln caso se
encontré una congruencia talrclos materiales tipo que jifgtara su asignaciéon a esta
especie. Por ejemplo, el nimero de zoosporss de. d, e, g é i (tabla 3.2) en general
fue 16 o0 menos, sus colonias tuvieron coloraci@ma-amarillo y en el primer y ultimo
grupo las paredes de los espgian resultaron parcialmenpersistentes. Por su parte,
los aislamientos d8&. sp. b presentaron esporangios globosos que formaron de 32 a 64
zoosporas y cuyas dimensiones (15:80de diametro) fueron coincidentes con las de
S. aggregatumpero mostraron también algunasracderisticas Unas, como la
formacion de zoosporas con un flagelo postemarcadamente reducido y crecimiento
a temperaturas inferiores a 10°C Unicamesatere cebos de origen animal. Por este
motivo, se las presenta corBghizochytriunsp., ante la posibilidad de que se trate de

una nueva especie.
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Dentro de las especies @hraustochytriunholocarpicas o no proliferativas (sin
fundamento basal)T. striatum se caracteriza por el ado particular en que sus
esporangios diferencian las zoosporasvaodose primero en sectores radiales y
delimitando luego las zoosporas a la pewfgror efecto del incremento de tamafio de
una vacuola central (fig. 3.7 A-C); finalmeniés zoosporas adquieren movilidad dentro
del esporangio a medida que la pareddseielve (Schneidefl967). Este tipo de
zoosporogénesis fue encontrado en tres subgr(m b y c, tabla 3.2) de aislamientos
locales, que se diferenciaron a su vez p@okir de sus colonias, y el tamafio y grosor
de la pared de sus esporangios. Las cdplhsubgrupo ¢ fueron lagicas con paredes
delgadas y esporangios de dimensiones at@mées con la de esta especie tipo (14,6 —
22 um de diametro). Los otros dos subgrugasy b) desarrollaron esporangios de
mayor tamafo, que alcanzaron los géh de diametro, cuyas paredes fueron
relativamente gruesas (1p2n). Si bien las paredes deslesporangios de esta especie
son descritas como delgadasJa&diagnosis también se cenipla la posibilidad de que
sean relativamente gruesas (Karling 1981). Finalmente cabe mencionar que en los tres
grupos locales analizados las dimensiondasleoosporas superaranas de la especie
tipo (2 X 4um).

Thraustochytrium globosuseria otra de las especledocarpicas representada
por cepas locales. En este taxon los espovargpn globosos o elipsoidales, a veces,
conicos en la base y contienen 8-24-80sporas que a la madurez chocan contra la
pared desprendiendo irregutegnte su mitad superigKobayashi & Ookubo 1953). Si
bien los materiales que fueron asignadosta especie (tabla 3.2) presentaron paredes
de los esporangios persistentes en la base, movilidad de las zoosporas antes de ser
liberadas y un nimero de zoosporas compatibbe los materiales originales, la forma
de los esporangios nunca fue elipsoidaldmica en la base, yo se pudo observar el
desprendimiento de la mitad superior sle pared al momento de ser liberadas las
zoosporas; tampoco se registraron los 2 caBgos en las zoosporas que se mencionan

en la descripcion original.
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La especie de otro regsentante holocarpico déraustochytriun(T. sp. a, tabla
3.2) permanecio sin determinar dado que daltivos observados so6lo compartieron
algunos de los rasgos diagnéstiamon la especie mas similar. (aggregatum pero
difirieron marcadamente en otros. Entre éaracteres compartidos pueden mencionarse
la presencia de agregadosea$porangios, asi como surfa (globosa) y su tamafio (9—
12 um diam. en la cepa local y 10-1Bn en la original), y el color de las colonias
(crema) en medio de cultivo agarizado. Sirbargo, en la especie tipo las zoosporas se
liberan como una masa que permanece quiescente por aproximadamente una hora antes
de adquirir movilidad (Ulken 1965)nientras que en el aislamientao sp. a las
zoosporas nadan activamente dentro del esgar antes de ser liberadas (fig. 3.7 F-G).
Otra diferencia adicional es la persistenmaacial de la pared dekporangio en la cepa

local y su completa disolucion en el material original.

Thraustochytrium kineifue la especie eucarpica mas representada, dado que
nueve aislamientos se identificaron comd d@apartir del registro de esporangios
piriformes con un fundamento basal, clivajdiady pared muy peistente en la zona
basal luego de la liberacién de las zomwas; sin embargo no se observo en ningin caso
el desarrollo de una vacuola central que al expandirse separara a las zoosporas ni
paredes gruesas en los esporangios de cultivos viejos, como es distintivo de esta especie
(Gaertner 1969). Las dimeongies de los esporangios di@s cepas locales estan
incluidas dentro del rango documentadeoapas materiales originales (14-%7 17-19
um), aunque la variabilidad de tamafiesultd6 mucho mayor. En el caso de
antarticum las caracteristicas morfolégicas deckpa LSA4 se ajustaron bien a la
descripcion original, que ptda la presencia de un uUnico fundamento basal y la
delicuescencia completa de la pared esposhajimomento de laoosporogénsis como
rasgos diagndsticos centrales de esta esp8ti embargo, otras caracteristicas como la
zona clara periférica del citoplasma del eapgio joven y la extremadamente rapida
liberacién de las zoosporas observadas, no han sido puntualizadas por los autores de la
especie y no aparecen claras en sus ilustnasiy fotografias. Lamentablemente no fue
posible mantener esta cepa en cultivo, por lo que deberan realizarse nuevos aislamientos

para estudiar y precisarilZentidad de este organismo.
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Todas las restantes cepas identificadas cbhmaustochytriunque presentaron
fundamentos basales mostraron las mayores similitudesT canreum si bien en
algunos casos no se asignd a este taxa@asddas diferencias con los materiales
originales. Esta especie cemporangios proliferativos gartir de un fundamento basal
(4-8 um diam.), globosos o subglobosos (841 didm.) con paredes delgadas, se
diferencia del resto por el greso de zoosporogénesis,etrcual las zoosporas nadan
libremente dentro del esporangio puntuandooiaion distal de la pared y emergen una
vez que estas aperturas son lo suficientemente amplias (Goldstein 1963b). Su coloracion
va del amarillo palido al amarillo anaranjadim,que la distinguiria de otras especies
segun el autor. Los materiales correspentdis a las cepas MC18A y MC28C fueron
los Unicos en los que se enadneste modo particular diescarga de las zoosporas,
aunque también formaron, en menor graesporangios que retuvieron esporas no
moviles; estas cepas difirieron ademas cagsf@ecie tipo en el grosde las paredes de
los esporangios (tabla 3.2). El otro aislamxiecuyos rasgos también coincidieron en
gran medida con los diagnésticosTdeaureumfue SCIV, siendo su mayor discrepancia
la persistencia de la pared del esporangiaokir de las colonias (naranja en MC18A-
MC28C y crema en SCIV) jusiifa ademas la asighacioraligada. Otras dos cepds,
sp. b y ¢ (tabla 3.2) presentaron algudeslos atributos diagndsticos de aureum
aunque no compartieron con la especie tijpoel color de sus colonias ni otras
caracteristicas que se comentan atinaacion. La primera de ellas desarrollo
esporangios que superaron las dimensiones maximas de la especie tipo ademas de estar
delimitados por gruesas paredes. En el casb. dp. c, la principal diferencia fue que
las zoosporas de esta cepa local tuvieronfasa inmovil al momento de ser liberadas.
Considerando este ultimo rasgo, S48T seria simildr @roliferum pero tampoco
coincidié con esta especie en cuanto fotma del esporangio (obpiriforme) ni en el
modo en que se diferencian y descargazdasporas (delimitaciéprogresiva desde el
apice a la base y liberacién por delicuescerag la parte super de la pared del
esporangio, Sparrow 1936). En ningunaedéas cepas locales eucérpicas fue posible
reconocer el fundamento basal antes débkracion de las zoosporas, y su tamafio

resulté mas reducido que el descrito paraureum

Dentro del génerdJlkenia sensu latpU. radiatay U. visurgensiscomparten
algunos rasgos diagnosticos como la disdludotal de la paredsporangial cuando se

libera el protoplasto ameboidal, y la auserd®gacuerpos prolifetavos y biparticiones
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sucesivas, lo que las distingue del restéadeespecies del género (Gaertner 1977). La
diferencia morfolégica mas conspicua erdmabas es el patron de clivaje del estadio
ameboidal, irregular ed. visurgensisy marcadamente radial &€h radiata Aunque la
observacion de estas caracteristicas en los materiales mencionados fue la base para
establecer las afinidades propuestas, upegosicion de caraces registrada en
algunos de los cultivos cuestiona la utilizacionedee criterio para la identificacion de
estas especies. Tal es el caso de la coagiatdle amebas pequsfizon clivaje radial y
amebas de mayor tamafo con clivaje irregalatas cepas provenientes de la albufera
de mar Chiquita y en LSA3 (tabla 3.2). S2ivien estas situaciones se optd por asignar a
la especie cuyo patron de clivaje se aienas frecuentemente representado para ese
aislamiento en particular, las observacioneslizadas sugeririanna fuerte relacion
entre el tamafo del esporangio y la regularigact! clivaje del protoplasto ameboidal.
Respecto a las discordancias tamdescripciones originales dstas dos especies, en el
caso de las cepas dé aff. radiata las zoosporas resultaron ser mas pequefias y
redondeadas, y no exhibieron el cuerpo prepitico denso posterior al microcopio
optico descrito por Gaertner (1977).rPsu parte, los representantes de aff.
visurgensis exceptuando la cepa S3, presamigparedes esporangiales mas delgadas
que lo indicado en la diagnosis de la especie (Ulken 1965).

FinalmenteU. minutaes distinguible de las otragpesies del mismo género por
la forma particular (biparticiones sucesiv&s) que el protoplasto se divide, por la
produccion de amebosporas (fig. 3.8 A-GY, por la descarga del protoplasto por
completa disolucion de su pared. Este unipo de reproduccion fue registrado en las
cepas S26-1 y S41sp, aunque la forma y lagedsiones de los esporangios (piriforme,
10-12 X 13-15um) y el tamafio de las zoosporas (%33-4um) fueron ligeramente
distintas que las de los mateesloriginaleqglobosa, 6,2-10,.um diam., 1,0-1,5.X

1,5-2,5um) (ver tabla 3.2).
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3.5.2- Morfologia de colonia y condicioes de cultivo como herramientas

complementarias

Una de las limitaciones de este sistatradeterminacion es que al reconocerse
las especies en base a unos pocos caragtevgoldgicos, organismos que comparten
esas similitudes pero que difieren en otros numerosos aspectos son considerados como
un mismo taxon. Un caso ilustrativo de estaagiion lo constituye la gran cantidad de
cepas identificadas comt). aff. visurgensis muchas de las cuales exhibieron
diferencias tanto morfolégicas como fisioléas en cultivo en medio sdlido y liquido.
Particularmente, los aislamientos S1 y S3, ambos asignados a este taxdn y provenientes
de la zona de Comodoro Rivatits difirieron notoriamentéanto en el tipo de colonia
(tabla 2.4) como en cuanto a su crecirtoeen medio sélido &bla 2.5) y en las
condiciones de cultivo para tdbtencién de biomasa (tat#ar), por lo que dificilmente
se trate de cepas de una misma espadiejonalmente desaitfaron esporangios con
diferentes dimensiones y grosor de pargabla 3.2). El estudio de caracteres
bioquimicos (como el perfil de PUFAS) y haoulares, requerido aa@lmente para la
determinacion taxonomica (Yokoyama & Honda 2007), ha resultado de utilidad para
resolver este tipo de interrogantes, y se abordara en el proximo capitulo.
Adicionalmente, la informacién obtenida date la etapa de aislamiento y cultivo

también aporta elementos de valor diagioc6gal como se discute a continuacion.

En el capitulo anterior ggopuso utilizar la morfologide las colonias en medio
sélido como criterio para reconocer difeemtraustoquitriales que pudieran coexistir en
una misma muestra. La posterior caracter@adie los aislamientos en cultivos en agua
de mar y cebos permitid verificar que agogliorganismos que habian desarrollado
diferentes tipos de colonias también ntuvieron las diferencias en sus rasgos
diagnésticos. Pueden mencionarseoajemplo las cepas patagénicassdep. g, h € i,
que primero pudieron reconocerse facilmentgisesl morfotipo desus colonias (tablas
2.4y 3.2), y que luego fueron identificadasnooespecies indepeiedtes del género
Schizochytriunsensu lato en base al desarrolloddsintos tipos desporangios (tabla
3.2). Adicionalmente, aquellas cepas pmentes de diferentes muestras que
presentaron colonias idénticas duranteaglamiento, fueron luego asignadas a un

mismo taxon. Tal es el caso de las cepa$.adf. striatumsubgrupo c, originarias de
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distintos sitios pero todas con colonias dercmsa anaranjado, comess, de superficie
seca y con ceélulas de gran tamafo (tabld) cuyos esporangios y proceso de
zoosporogénesis fueron practicamente idéntiasa(t3.2). Un ejemplmas de la fuerte
asociacion entre los rasgos@rien y en medio sélido esusitrado por el hecho de que
aguellas cepas que exhibieromisiones vegetativas en cultivos en agua de mar y cebos
siempre tuvieron colonias con crecimientoitridnsional. El uso de ciertos rasgos de
las colonias (por ejemplo, el color) comaraenienta diagndstica adicional fue sugerido
tempranamente por algunos de los espstaal en este grupo de microorganismos
(Goldstein 1963c). Estudios mas recieritas mostrado que algunde los aspectos de
las colonias, como el tamafio o la maoofyib presentan correi@n con los linajes
filogenéticos (Yokoyama & Honda 2007). Pormarte Leander y colaboradores (2004)
han sugerido que el tamafio, forma y patrétadecolonias asi como la capacidad para
penetrar el agar y la morfujia de la red ectoplasmaticaiaa sinapomorfias asociadas
a diferentes cladage aplanoquitriales.

Las condiciones de cultivo para la obtencion de biomasa de las cepas también se
analizaron en el capitulo anterior, compa@ ademas el crecimiento en diferentes
medios agarizados para aquellas proveagmlel litoral maritimo y estuarios de la
Patagonia. Estos resultadospguicto de la fisiologia ds organismos estudiados,
también podrian arrojar informaei Util para su caracterizacion. En este sentido, se
observaron algunas tendencias que vale te p®mentar. En primer lugar, la mayor
parte de las especies 8ehizochytriunde células vegetativas pequefias y crecimiento
acotado (a, f, h, j) no prosperé en cultivagiidos ni en medio MC (tabla 2.7); para el
caso de las cepas patagonicas, siempreoriuasignadas al grupo 1 en base a su
proliferacion en medio solido (tabl&2.5). Contrariamente, las especies de
Schizochytriunton esporangios y células vegetatidasmayores dimensiones (e, g, i)
se propagaron sin dificufaen medio MC liquido comgitacion rotacional, y
pertenecieron al grupo 3afila 2.5). Las cepas dé aff. visurgensisy U. aff. radiata
también proliferaron en general exitosamegeestas condiciones, mientras que una
gran parte de losepresentantes dehraustochytriunrequirido de agitacion mas suave
(horizontal, tabla 2.7). Segui crecimiento en medio solido, todos los aislamientos de
T. aff. kinnei formaron parte del grupo 3 mientras que losTdeaff striatum se

clasificaron dentro dgyrupo 2 (tabla 2.5).
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A partir de la integracion de los results presentados entesapitulo y en el
anterior se sugiere que tanto el tipo delonia como la comparaciéon de los
requerimientos de cultivo constituirian herrantas Utiles para distinguir cepas cuyos
rasgos diagndsticos sean indiferencigbl@sno permitan su asignaciéon a distintas
especies, pero que por presentar diferectegportamientos fisioldgicos probablemente
constituyan diferentes taxones. Tal lassituacion de los subgrupos b y c Teaff
striatum, cuya zoosporogénesis fue muy simika la del material tipo, pero que
difirieron en otros rasgos, como el tamai@ esporangio o el gsor de las paredes
(tabla 3.2), y que ademas fuerfdcilmente distinguibles al cgparar sus colonias (tabla
2.4) o las condiciones de cultivo en nwediquido requeridas pa la obtencion de
biomasa (tabla 2.7). De todos modos, si l@ste tipo de enfoque sugiere que podrian
ser diferentes taxones, su tratamientongotales requiere de mas estudios que

confirmen estas presunciones, comaragra en el proximo capitulo.

3.5.3- Distribucién de traustoquitriales en los humedales argentinos

Los resultados obtenidos indicarigne el taxon méas representado para los
humedales de la Argentina, ya sea en ellmjeaérico como en el especifico, dependié
fuertemente del ambiente en estudio, coincidentemente con los reportes previos

(resumidos en la tabla 3.3).

Las especies d&chizochytriumparecen ser las mas tolerantes a las fuertes
variaciones ambientales (Fan et al. 200€pherentemente, para los materiales
argentinos, este género resultd predominantdas aguas costeras antéarticas y de la
laguna salina Vilama, ambodiss sometidos a condicioneméaticas extremas. Cabe
mencionar que otro representante de dieixdn habia sido preumente documentado
en muestras de algas sobre hielo @ieta(Reimann & Schaumann 1993), por lo que
podria ser un organismo comun en esp® tde ambientes frios. La acumulacién
intracelular de aceites, registrada pkEracepa AA5 mediante tincion con Sudan 1V,
podria constituir una adaptacion de estosaigntos a las bajas temperaturas. Resulta
llamativo que a pesar de haber recibido s6lo dos muestras del litoral maritimo antartico,
se encontraran en ellas tres tipos morfolégicos distint&kligochytriumUno de ellos

(S.sp. b) podria tratarse d@a nueva especie mientraequtro fue identificado como

79



S. octosporumtaxén con una Unica cita previa para las aguas frias de Noruega
(Raghukumar 1988). Por su parte, la cepaSdhizochytriumobtenida a partir de
sedimentos y agua de la laguna salina Vilama probablemente constituya una nueva
especie, no soélo por las singttlades del ambiente degen, sino también debido a su
reducido tamafio y dificultad para su owdti que no se corresponden con ninguna de las
especies descritas previamente en lardlitea. Otros represtmtes del género
Schizochytriumse encontraron en la albufera Mear Chiquita, el litoral maritimo
patagonico, la laguna La Salada y las maaisile San Antonio Gt y Bahia Blanca.

Si bien no ha sido posible completar la diaghpsara la mayoria de estos aislamientos
locales, una importante proporcion de logsmos presenta una mayor similitud
morfologica conS. aggregatumla especie de distribucion mas amplia, con registros
para agua de mar de Estados Unidosd&eln & Belsky 1964, Amon 1978), el Caribe
(Sparrow 1968), Nueva Zelanda (Karlirkp68), Canada (Bolt& Miller 1969),
Inglaterra (Alderman eal. 1974), Japén (Konno 1969), Iad{Chakraborty, 1974) y
Brasil (Ulken 1966), entre otros

Respecto a la presencia de repmtantes holocarpicos del género
Thraustochytriumen los materiales locales analizadts especie de mas amplia
distribucion resultd’. striatum Este organismo se regispéincipalmente en ambientes
estuariales, como la marisma de San Amt@este, de Bahia Blanca y la albufera Mar
Chiquita, aunque también fue encontrado enmasstras del litoral maritimo de Caleta
Cérdova asi como en la laguna La SaladéeGaencionar que las citas previas de esta
especie corresponden exclusivamente a amisieméginos frios, la mayor parte de ellos
europeos (Schneider 1967, Gaertner 1969, Alderman et al. 1974). Por suTparte,
globosum también de amplia distribucién en laientes marinos a escala mundial, con
registros para Japén (Kobayashi &Knbo 1953), Estados Unidos (Sparrow 1969),
Alemania (Ulken 1965) y Canada (Booth 1971b), fue reconocido en dos humedales
argentinos en conexion con mlar: el arroyo La Mata ia albufera Mar Chiquita. Si
bien esta especie resultdé predominanteimam de las pocas lagunas salinas estudiadas
previamente (Gran Lago Salado de UtahAUSmon 1978), no fue hallada en ninguno

de los humedales de este tipo estudiados aqui.

La biodiversidad de especies @ieraustochytriumeucarpicas documentada en
las muestras analizadas se vio reducida a tres Unicos represeftaatgarcticumT.
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aureumy T. kinnei. En el caso dd. antarticum es llamativa la disparidad de los
habitats en que fue encontrada, siendo laotitanal para aguas superficiales antarticas
(ca. 50 m de profundidad, Bahnweg & Sparrow 19Tdientras que el aislamiento aqui
descrito (LSA4) se encontré en una lagwadada, sin conexion directa con el mar y
unos cuantos kilometros tierra adentro. nariamente, las otras dos especies
mencionadas corresponden a organismosamglia distribucion a escala mundial
(Karling 1981).T. aureumha sido registrada para bi®ntes marinos calidos en el
Caribe (Booth 1971a), templados en HetaUnidos (Goldstein 1963b), o templado-
frios en el Mar del Norte (Gaertner Raghukumar 1980). Por su parte, las cepas
locales asignadas a este taxdn provinieronlitiebl maritimo de Santa Cruz y de la
albufera Mar Chiquita. Finalmenie kinnej documentado previamente en agua de mar
de Alemania (Gaertner 1969) e Inglate(fdderman et al. 1974) fue la especie mas
representada en los ambientes costgratmgonicos, habiéndose encontrado en los
materiales con predominancia de matea#dal tomados en Comodoro Rivadavia,
Puerto Madryn, Puerto Piramides, Las Grueéhssanal de Beagle asi como también en

el estuario de Bahia Blanca.

Dentro del génertllkenia la especie mas frecuentemente registrada hdJkido
visurgensis citada para el estuario de Wesser Alemania (Ulken 1966), el Caribe
(Sparrow 1968), el Mar del Norte y eté&no Atlantico Nort€Gaertner 1969, 1974), el
Mar de los Sargazos (Ulken 1979), el MBlanco en Rusia (Artemchuk 1972) e
incluso para Brasil (Ulken 1966). El hallazde esta especie en ugean variedad de
ambientes acuaticos, que incluyen aguasidsrbde estuarios hasta cuerpos con alta
salinidad, daria cuenta de su gran adalidaloi (Ulken 1984). En los humedales salinos
de la ArgentinaU. visurgensistambién se encontraria ampliamente distribuida, con
predominancia en los ambientes de agmas calmas, como las lagunas salinas La
Salada y Rada Tilly y la albufera Mar @bita, pudiendo ademas estar presente en
ambientes costeros patagonicos como |asingas de Puerto San Julian y Puerto

Deseado.

Las otras dos especies tikenia reconocidas en los materiales estudiados
corresponden a organismos de hallaaganos frecuente. Tal es el casolderadiata
Unico taxdén presente en las muestras daddasma de Bahia San Borombén, que a su

vez s6lo habia sido citada previamenteappiletones de marea del Mar del Norte
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(Gaertner 1977). Por su parté, minutg reportada por Raghukumar (1977) también
para aguas frias del Mar del Norte, fuearirada en aguas steras patagonicas de
temperaturas similares. Es llamativo que dos Unicos representantes locales de este
altimo taxén provinieran de muestras similares, con abundante cantidad de fragmentos

de algas en descomposicion del frentendeea de Las Grutas y Puerto Pirdmides.

Otra de las tendencias observadas respeeda distribucion de especies en los
ambientes estudiados es que para aquellogdiales en los que se tomaron muestras en
diferentes campafas de recoleccion, los tesatentificados variaron. Tal es el caso de
la laguna La Salada, en la que se hallaron representanitevidergensisU. radiatay
T. antarcticumen los materiales obtenidos emip del 2004, mientras que en los de
diciembre del 2006 se registraron dos tipos morfolégicos diferent@shileochytriuny
una especie eucarpica dlaraustochytriuncon similitud conT. aureum Otro ejemplo
es el de las cepas aisladas a partir de atgadectadas en la cuarta bajada de la playa
de las GrutadJ. amoeboiday T. kinneide materiales tomados en diciembre del 2006 y
una especie d8chizochytriunpara aquellos de mayo deismo afio. Estas diferencias
podrian estar dando cuenta de variacion¢aciemales en las paidiones locales de
traustoquitriales, tal como ha sido dramente documentado para otros ambientes

estudiados en mayor t@ddle (ver tabla 3.3).

3.6- Conclusiones

La caracterizacion morfolégican cultivos en cebos y agua de mar de los
aislamientos locales de ttoquitriales permitié asignarlos a los tres géneros mas
comunes para estos organismdklraustochytriumSchizochytriumy Ulkenia. No se
encontraron representantes de los géndapsnochytriummi Althornia. Debido a que
los rasgos de las cepas estudiadas eergeno pudieron encuadrarse completamente
dentro de las descripcionesginales de las especies egte grupo, las determinaciones
a nivel especifico se prstan con el estatus dffinis aunque el andlisis morfoldgico
exhaustivo no resultd posible en todtss casos. Las observaciones realizadas
permitieron identificar la presencia de representanted)deaff. radiata, U. aff.
visurgensisU. aff. amoeboida, Taff. globosum, Taff. striatum T. aff. antarcticum T.
aff. kinnej T. aff. aureumy S. aff. octosporumen los humedales salinos de la
Argentina.Si bien no fue posible asignar a unséedainada especie a la mayor parte de
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los aislamientos deSchizochytrium una parte de ellos mostré similitudes c8n
aggregatummientras que otra parte presertélulas vegetativas muy pequefas y
requerimientos particulares para su ®wlti por lo que probablemente se trate de
organismos no estudiados previamente. Delinear mas precisamente la identidad de
varias de las cepas locales, particularmente de los representantes de este ultimo género,
requiere indudablemente de la aplicacionhéeramientas bioquimicas y moleculares,

tal como se abordara ehsiguiente capitulo.

Los taxones mas frecuentemente hallad@$aron estacionalmente y segun el
tipo de humedal del cual proviniera el material analizado. En general, en aquellos
ambientes sometidos a condiciones climativaés extremas, como el litoral maritimo
antartico o la laguna Vilama mleminaron los representantes 8ehizochytrium
mientras que en las aguas mas calmas, danatbufera Mar Chiquita o la laguna La
Saladal. aff. visurgensidue dominante. En los humedales patagonitosff. striatum
resultéla especie de mayor abundenpara los estuarios. aff kinnei para el litoral
maritimo. Sin embargo debe considerarse que los materiales analizados representan la
fraccidn cultivable de las traustoquitriales de una gran variedad de ambientes del pais, y
por lo tanto las conclusiones que puedan obsenarpartir de su andlisis constituyen
simplemente una primera aproximacion a lacdgcion de la biogersidad de estos

organismos.

La determinacion tradicional de especies en base a unos pocos caracteres
morfologicos llevd a que aislamientos que cantipran estos rasgos pero difirieran en
otros fueran asignados a un mismo taxon. l@émpjo ilustrativo de esta situacion es la
identificacion comoUlkenia aff. visurgensisde un gran numero de cepas con
protoplastos ameboidales, las cualesrarchos casos provinieron de ambientes muy
dispares, y exhibieron distintdgos de esporangios y requmientos para su cultivo.

Sin embargo, esto aislamientos pudierom &eilmente diferenciables segun las
caracteristicas morfoldgicas sies colonias en agar o langparacion de las condiciones

para su cultivo, atributos que fueron cartwlos por aquellas cepas con idénticos
rasgos en granos de polen. Por tal motivo se propone la utilizacion de esas herramientas
para distinguir cepas cuyos rasgos diagnéstsean indiferenciables, o no permitan su
asignacion a distintas especies, y de estaglo disminuir la subestimacion de la
biodiversidad en los ambientes estdds Considerando las limitaciones de la
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taxonomia tradicional de las traustoquitrialesinformacién aportada en este capitulo
puede resultar particularmente valiosa pamaanalisis posterior a la luz de nuevos

conocimientos, especialmente para aquellas cepas que se presume podrian ser nuevos
taxones.
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CAPITULO IV: CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE
LOS AISLAMIENTOS

4.1- Resumen

Se completd la caracterizacion de lasasefwcales mediante estudios bioquimicos y
moleculares, analizando los resultadosfemcion de la informacién morfolégica y
nutricional obtenida para estos aislamientos. Los perfiles de PUFAs resultantes y los
andlisis de filogenia molecular basados en la secuencia del gen ARNr 18S permitieron
reconocer entre las cepas locales espntantes de los nuevos géneros de
traustoquitriales, diferenciar cuales des taxones anteriormente determinados
representaban grupos monofiléticos y edear tanto los criterios taxonémicos

recientemente propuestos como los tradicionales.

4.2- Introduccion

4.2.1- Nuevos criterios para la idetificacion de traustoquitriales

La composicion de los lipidos celulardes demostrado sem criterio estable y
valioso para caracterizar, diferenciaridentificar distintos organismos, incluyendo
bacterias (Guckert et al. 1991), hongosnfiéatosos (Stahl & Klug 1996), levaduras
(Gunasekaran & Hughes 1980) y plantgpesiores (Wolff et al. 2001). En las
traustoquitriales, un primer y valioso aporte para la resolucion de su problematica
taxonomia, fue realizado pétuang et al. (2003), quienes, basados en dicho criterio,
propusieron la utilizacién dglerfil de PUFAs como rasgo diagnéstico, ya que mostro
tener una fuerte correlaci@on los linajes filogenético# partir de este trabajo, y de la
demostracion de que los tres géneros mayoritarios de traustoquiehezothytrium,
Thraustochytriuny Ulkenig constituian grupos polifiléticdgionda et al. 1999), se han
realizado recientemente rearregl@sxonomicos en dos de elloSchizochytriumy
Ulkenia) en base a la combinacién de caracteres morfolégicos, bioquimicos y
moleculares. El aporte de estos estudios, incluyendo las modificaciones y criterios

propuestos, se detalla &% siguientes lineas.
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Yokoyama & Honda (2007) mostraron eguas especies que se habian
identificado comaSchizochytriunformaban tres grupos monofiléticos segun estudios
basados en la secuencia del gen queficadel ARN de la subunidad ribosomal
pequefia de 18S (ARNr 18S). Estogstrgrupos pudieron distinguirse también
claramente a partir de la combinacion de saracteristicas morfoldgicas (tamafio de la
colonia, morfologia de laoospora, etc.), sus perlede PUFAs y sus pigmentos
carotenoides, aunque resultdidl diferenciarlos a partide un solo po de rasgo.
Consecuentemente los autores propusieromasig categoria de género a estos tres
grupos, enmendando el gén&chizochytriuny creando dos nueveaxones. El género
Schizochytriumsensu stricto incluyo la cepATCC 28209 identificada com&.
aggregatumy a otras cinco cepas no identificadasorporandose a su diagnosis las
siguientes caracteristicas: 1) acumuacide aproximadamente 20% de &cido
araquidonico (ARA) en sus PUBEAtotales, 2) acumulacion dg-carotenos sin
astaxantina ni cantaxantina y 3) secuandel gen ARNr 18S distintiva. Un nuevo
género Aurantiochytrium fue erigido pardA. (S) limacinum, A(S) mangroveiy otras
nueve cepas no identificadas. Sus rasgumfologicos caracteristicos fueron la
tendencia a no formar colonias grandes fape de crecimiento y no desarrollar
elementos de la red ectoplasmatica. Laxadacion de astaxantina y una composicion
de PUFAs dominada por DHA con niveles ARA menores al 5% se presentaron
también como atributos distintivos deste taxén. EI otro nuevo género,
Oblongichytrium qued6 compuesto p@. (S) minutum O. (S) multirudimentaley tres
cepas mas, y se caracterizé por sus zoaspaipsoidales, aproximadamente un 20% de
acido docosapentaenoico (siendo el DPA mé&s abundante que el DPA n-6) en sus
PUFAs totales y la acumulacién de cantaxantifiacaroteno, pero no de astaxantina.
Es de notar que la filiacion d8. octosporurmo pudo ser evaluada por no haber

materiales disponibles.

En Yokoyama et al. (2007) se aplicongismo tipo de enfoque para el género
Ulkenia distinguiéndose cuatro grupos mondiilés que se asignaron a 4 génekds.
visurgensis(especie tipo)U. profunday U. amoeboideaueron reconocidas como
especies del génetdlkeniasensu stricto, y su relacion monofilética fue apoyada por su
composicién de pigmentos carotenoidegje incluyd astaxantin fenicoxantina,

equineno yp-caroteno. Tipicamente el perfil (RUFAs mostré un contenido de ARA

86



de 10-15% y de DHA del 50% o méas. Un nuevo génBuairyochytrium quedd
compuesto pomB. (U.) radiata y B. (U.) profunda Las células de este taxdn se
distinguieron del resto pqoseer cantaxantina, equinefesaroteno y abundante DPA
n-6 (40% aproximadamente). Otde los nuevos géneros propuestatietichytrium

con P. (U.) sarkarianumcomo especie tipo, se caracterizdé por poseer Unicarfiente
caroteno asi como cantidades abundarit®%) de acido docosatetraenocio (DTA) en
su perfil de PUFAs. En su diagnosis también se incluye la formacién de estadios
ameboidales con forma de estrella, compoigato que no se habia comentado en la
descripcion original d&. sarkariana(Gaertner 1977). En laeacion del tercer nuevo
género, Sicyoidochytrium erigido para tres cepas d& minutum se dio especial
importancia al proceso de formacion de pmwas por divisiones vegetativas sucesivas.
Las cepas que fueron incluidas en el mismo acumuleaataxantina, equineno 3+
caroteno al igual que saepresentantes @motryochytriumy sus niveles de ARA nunca
superaron el 5% de los PUFAs.

4.2.2- Objetivos

Los objetivos de este capitulo son:

- Completar la caracterizacion de las cepaalés segun su perfile PUFAs y estudios

de filogenia molecular basada larsecuencia del gen ARNr 18S.

- Revaluar los criterios edtiecidos por Yokoyama et dR007) y Yokoyama & Honda
(2007) para la reasiguion de las cepas di#kenia sensu lato yschizochytriumsensu
lato a los génerosUlkenia sensu stricto Botryochytrium  Parietichytrium y
Sicyoidochytriumy Schizochytriunsensu strictoAurantiochytriumy Oblongichytrium

respectivamente.
- Proveer informacién acerca de la utilidad de estos caracteres bioquimicos vy

moleculares para el reconocimiento depesses, particularrmte en el género

Thraustochytrium.
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- Discutir el valor taxonémico de los rasgos estudiados a partir de la integracion de los

resultados obtenidos en estgitalo y en los anteriores.

4.3- Materiales y Métodos

4.3.1- Cepas seleccionadas y preparacion de muestras

Se analizaron todas las cepas disponiliegpositadas en la coleccién BAFCcult
que prosperaron en medio liquido (48 enl}ptas cuales fueron crecidas en frascos
agitados de 100 ml conteniendord0de medio de cultivo en las condiciones indicadas
en la tabla 2.7. No se incluyeron aquekdsiamientos que no proliferaron en medio
liquido debido a su escasa produccion de biagiasuficiente para las determinaciones
analiticas, exceptuando las cepas A6-§ S41sp, LGl y MC46B en las que fue
posible obtener material para estudiacdanposicion de acidos grasos. En este ultimo
caso, las cepas fueron crecidas en medjarizado en placas de Petri (90 mm de
diametro). Las células se cosecharon luego de 10 dias de incubacidh®°@ £5se
lavaron 3 veces con agua destilada.

4.3.2- Determinacién de acidos grasos (FAS)

La biomasa obtenida fue liofilizada ysld~As extraidos se determinaron por
cromatografia gaseosa previa derivatizaciétodanismos. Para este proposito se opto
por el método de transesterificacionedila propuesto por Lepage y Roy (1986) que
permite la utilizacion directa de lbiomasa seca efectuandose simultaneamente un
proceso de “clean-up”. Seataron aproximadamente 10 rdg biomasa seca de cada
cepa con una solucion de gEOCI / CH30H en la proporcion 1:20 v/v por 3 horas a
50°C. Se extrajeron los ésteres de acidasag con n-hexano en presencia de agua y
esta solucion fue separada y llevada a pecevaporacion con coemte de nitrégeno.

El extracto se resuspendié en 100 pl de hexano.

La determinacién de FAs esterificadss realiz6 en un cromatégrafo gaseoso
Hewlett Packard 5890A con detector de ionizacion de llama (FID) y una columna
capilar termo Scientific TIFAME de 30 m de longitud),25 mm de didmetro y 0.25

um de espesor de fase fija. La tempeeatle horno inicial fue de 120°C durante 2 min,
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seguido de un gradiente de 3°C thimasta 220°C y permanencia en la temperatura final
de 5 min. El gas portador fue hidrégenonana velocidad de flujo de 0,6 ml riliny

una relaciéon de “split” de 1:25. Las temparas del puerto de inyeccion y del detector
fueron de 220 y 250°C, respectivamente. Lantificacion de ésteres metilicos de FAs
(FAMES) se realiz6 empleando acido nonadecanoico (19:0) (Sigma) como patron
interno, agregando 0,125 mg a cada muestra aelgoroceso de esterificacion metilica.

La identificacion de FAs se realizé tomandi® referencia mezclas patron certificadas
de Supelco (FAME Mix 37, 18919) y de Nu-Chek (FAME Mix 569).

4.3.3- Secuenciacion del gen ARNr 18S

Para la extraccion de ADN gendmico totalbiomasa lavada se traté 30 min a
temperatura ambiente con 200 pl de buffe lisis (Tris-Cl 0,25M, pH 8,2; EDTA
0,1M; SDS 0,1M; NaCl 0,1M; lisozima 2ug M) y se agregd 0,5 ml de reactivo
DNAzol® (Invitrogen) al sedimento celular lavado. Luego de incubar 2 min a
temperatura ambiente, el ADN se precipiton etanol 100% v/v y se realizaron 3
lavados con etanol 70% v/v. El precipitaobtenido después de centrifugar (4.000 g 10
min) se resuspendié en 100 pl de NaOkh® y se neutralizé con 18 pl de buffer
HEPES 0,1 M. Para amplific el gen ARNr 18S, fl de la solucion de ADN obtenida
(o diluciones de la misma) se mezclaron con una solucion de 0,2 mM de
deoxinucleosidos trifosfato, 0 M de cada cebador (SR1 y SR12, tabla 4.1), 3 mM de
Mg®* y 5U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) en buffer de reaccionp(28e
volumen final). Para la amplificacion séliad el siguiente programa: denaturacion a
94°C por 2 min, 35 ciclos de amplificaci¢B0 seg a 94°C, 30 seg a 50°C y 2 min a
72°C) con una etapa deorbacion final de 10 min @2°C. Cuando no se observd
amplificacion en las condiciones anterioses adicioné a la mezcla de reaccion BSA
(0,4 ng pl™) y/o DMSO (0,4pg pl™) (Dieffenbach & Dveksler 2003). El producto de
PCR obtenido se visualizO mediante #lgforesis en geles de agarosa 1%,
extrayéndose la banda correspondiente elotamafio esperado del producto de PCR
(1800 pb). EI ADN amplificado se ptico utilizando el kit Wizar® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Se secuemtiproducto de PCR purificado en ambos
sentidos en el servicio de secaecion del 1IB-UNSAM, utilizando un equipo
automatico Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer con los cebadores SR1, SR12 y
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otros cebadores internos disefiados en bdss secuencias parciales obtenidas (tabla
4.1). Los numeros de acceso de las secuencias obtenidas (1750 pb aproximadamente) y

depositadas en el banco de d&@@nbank se muestran en la tabla 4.2.

4.3.4- Andlisis filogenético

Las secuencias del gen ARNr 18S de otras cepas de traustoquitriales,
aplanoquitriales, labirintulales y dechromonas danicéelegida como grupo externo)
se obtuvieron del banco de datos GenBank; los nUmeros de acceso se presentan en la
tabla 4.3. El alineamiento de las secuenaasrealizd6 con el programa ClustalW
(Higgins et al.1994). Las posines con “gaps” 0 ambiguéseron removidas para los
posteriores analisis, conservandose 707 sitiedeotidicos en el conjunto final de
datos. Los arboles filogenétis se construyeron mediaritss métodos de distancias
“neighbor-joining” (NJ,Saitou & Nei 1987) y evoluciominima (EM, Rzhetsky & Nei
1992), y de maxima parsimonia (MP, EckD®ayhoff 1966). Las distancias evolutivas
se estimaron con el método de maximaosinilitud compuesta con el modelo de
Tamura-Nei (1993asumiendo igualdad en los patrones de sustitucidén entre los linajes y
en las tasas de sustitucion entre los sitibemura et al.2004) Los arboles mas
parsimoniosos y de minima evolucionad#uvieron por busqueda heuristica empleando
el algoritmo de"Close-Neighbor-Interainge” (Nei & Kumar 2000); los arboles
iniciales se generaron por adicion al azasel@encias (10 réplicas) en el primer caso y
mediante NJ en el segundo. El soportelake nodos se calculéd partir de 1000
submuestras mediante el test de bogistflaelsenstein 1985). Todos los analisis
moleculares evolutivos y filogenéticosrealizaron con el programa MEGA version 4.0
(Tamura et al. 2007).

4 .4- Resultados

4.4.1- Composicion de FAs

La tabla 4.4 muestra la composicion BAs totales de las 53 cepas locales
analizadas. En la misma puede observarpedsencia mayoritaria de los FAs saturados
palmitico (C16:0) y estearico (C18:0), aderdakinsaturado oleico (C18:1, n-9), y una
proporcién variable de PUFASs, siendo loés abundantes los dos linoleico, ARA,
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eicosapentaenoico (EPA), docosatrienoi2BA (n-3 y n-6) y DHA, dependiendo de la
cepa. También se registraron menores cahdislale los acidos insaturados miristico
(14:0) y pentadecanoico (15:0), del insatlo palmitoleico (16:1) y de los PUFAs
linolénico, a-linolénico, eicosadienoico, dihomelinolénico, docosadienoico y DTA.
Estos compuestos representaron mas del @@%s FAs para todos los aislamientos
estudiados excepto para SB1D, SCIIVSS26-1, S41sp, SAA3, B5, MC46B, LGII,
S50sp, S48T y S26A, donde se encontrartoos no mencionados que totalizaron entre
el 12 y el 26%. La figura 4.1 muestra cogjemplo un cromatograma tipico en el cual
se observan los picos correspondientessaekpecies quimicas mayoritarias, en las

proporciones comentadas, para la cepa S2rc.

El porcentaje de PUFAs respecto a RAasio entre el 2,87% (cepa LSB) vy el
67,99% (cepa S26A), obteniéndose los valarés bajos en los representantedt)de
aff. visurgensisy lo mas altos para los de aff. kinnei Respecto a la cantidad de FAs
en la biomasa, se registraron porcestajetre el 2,31% (ce@Cll) y el 15,34% (cepa
S44), siendo en general los ne#svados los dalgunas cepas d&chizochytriunsensu
lato. Para aquellos aislamientosn altas cantidades de DHA se calculd el porcentaje
que este FA represento ldebiomasa total como (%DHA %AG /biomasa)/100. Tres
representantes de aff. kinnei (SB6A, SB41B y S50B) y uno dé. aff. visurgensis
(S1) mostraron los mayores valorexyn registros de3,94, 3,43, 3,36 y 3,04%
respectivamente. La presencia de DHA t@mbfue mayoritaria en tres cepas de
Schizochytriunsensu lato (B5, MC46B y LGII), pea ser tan bajos sus contenido de
FAs, el %DHA/biomasa resulté menor (1,17, 2,34 y 1,97% respectivamente).

4.4.2- Caracterizacion bioquinica: perfil de PUFAs

Siguiendo los criterios estableogl por Yokoyama & Honda (2007) y
Yokoyama et al. (2007) se comparo el peté PUFAs con 4 0 mas insaturaciones,
incluyendo ARA, EPA, DTA, DPA (n-3 y n-6) DHA, entre las cepas locales segun los
géneros a los que habian sido asignadas eapéfulo anterior, En el caso de los 18
aislamientos caracterizados cotdtkenia sensu lato (fig. 4.2) pudieron separarse en
tres grupos. El primero del@$ (grupo A) se caracterizior un contenido de ARA de
10-15% y de DHA del 50%, tipico ddélkeniasensu stricto; en ellos el segundo PUFA

mayoritario en general fue el DPA n-6. Loslamientos del grupo B mostraron el perfil
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diagnostico del génerB8otryochytrium con predominancia de DPA n-6 (al menos
40%); el DHA ocupé el segundo lugar y tanmb&e encontraron gaefios porcentajes

de DPA n-3. Ambos grupos incluyeron aislamientosUdeaff. radiata y U. aff.
visurgensis El grupo C, formado por las cepas ldeaff. minutay S1, no presentd
niveles detectables de ARA y el DHA fue RUFA mayoritario, como ocurre en el
género Sicyoidochytrium un rasgo particular de la cepa S1 es que no acumuld

cantidades significativas de EPA.

La figura 4.3 muestra la comparaciénloe perfiles de PUFAs para las 10 cepas
del génerdSchizochytriunsensu lato. También en este caso fue posible distinguir tres
grupos. Por un lado, los aislamientos deld€, S34r, S44, S48cmc y S49cmc (grupo
A) tuvieron cantidades de ARA de masl &%, tal como ocurre en el género
Schizochytriunsensu stricto, el DHA ocup6 el seguridgar y el DPA n-6 en general
el tercero. Cabe mencionar gae todos ellos, el acidaoleico, no incluido en este
analisis, fue el PUFA mayoritario (tab#a3). Por otro lado, l@epa AA3 (grupo B)
mostro el perfil tipico del géne@blongichytrium el DPA n-3 fue dominante respecto
al DPA n-6, presentando el DHA porcentaje mas elevadsl.contenido de PUFAs de
las restantes cepas resultd compatible con el géhnarntiochytriumpor incluir al
DHA como componente mayoritario y muy mjoncentraciones de ARA y de DPA n-

3. Dentro de este grupo (C) pudieronomacerse tres subtipos: B5 y MC46B que
contuvieron DPA n-6, y otras dos cepas sin presencia de este PUFA, una de ellas con
bajas concentraciones de DPA n-3 (LGIl) y otra con un perfil tan simple que sélo
incluyé EPA ademas de DHA (S33C).

Los perfiles de PUFAs de las 25 cepad Hdeustochytriunse pueden observar
en la figura 4.4. En este caso, al no haber pesrtipicos disponiblesn la literatura, se
analizaron comparativamente los organismos que previamente se habian reconocido
como diferentes taxones. Por tal motivo, re@estran primero los representantes
holocarpicos y luego los eucérpicos. Los aislamientdk. déf. striatum (ver tabla 3.2)
tuvieron predominancia (mas del 40%) deADR6, pudiendo a su vez reconocerse los
miembros de los subgrupos a y ¢ (Al en la fig. 4.4) por presentar ademas DPA n-3 a
diferencia de los integrantes del subgragé2). El grupo B (fiy. 4.4), conformado por
T. sp. a (S12) y.. aff. globosum(S7), se caracterizé por acumular mayores porcentajes
de DHA (entre el 40 y el 50%), ocupanddA®A el segundo lugar (30%) y el DPA n-6
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el tercero (15-20%); el PUFAayoritario en ambos fue étido linoleico, excluido de
este andlisis. Respecto a leepas eucarpicas, el perfil de sp. b (S19T) fue muy
similar al de los miembros del grupo Al. Las cepasl daff. aureumacumularon
elevados porcentajes de DHA (mas del 55%# pudieron dividir en dos grupos segun
el segundo PUFA maydairio: EPA (mas del 25%) ezl grupo C y DPA n-6 (20%)
en el grupo D. El patron de sp. ¢ (S48T, grupo E en lgfi4.4) fue distinto del resto
ya que contuvo altos porcentajes de PUFAs poco comunes (13% de DTA y 13% de
DPA n-3) y no se regiré DHA. Estos dos PUFAs inudes se encontraron también en
altos porcentajes (entre el ¥50% cada uno) en dos cepasaff. kinnei (S26A y TF,
grupo F). Los restantes aislamientos de&a @dtima especie formaron el grupo G,
caracterizado por concentiages muy altas de DHA (70%), EPA como segundo PUFA
mayoritario (15-20%) y pequeias cantidaé® o menos) de ARA, DPA n-6 y DPA
n-3.

4.4.3- Filogenia molecular

Dado que en el mejor &rbol generado por cada uno de los tres métodos utilizados
(NJ, EM y MP), las mismas cepas Il formaron grupos monofiléticos con las
mismas cepas conocidas, se eligio uno de los arboles como modelo para inferir las
relaciones filogenéticas entre estos orgaogsnmdicandose los l@es de boostrap de
las otras dos metodologias en los nodos comunes. La ubicacion de las cepas conocidas
en los tres arboles (figuras A.1. A.2 y Al8l Apéndice) fue consistente con los reportes
previos (Yokoyama & Honda 2007). A modhstrativo, aquellos organismos del
mismo género, exceptuandtiraustochytriumformaron grupos monofiléticos, siendo

Labyrinthula Aplanochytriumy Oblongichytriumlos mas basales.

La figura 4.5 muestra el arbol seleccidoaobtenido con el método de NJ, en el
cual se colapsaron las ramas con un geparenor al 50%. En el mismo puede
observarse que (recuadro rojo) 12 cepas identificadas tbnadf. radiata y U. aff.
visurgensisformaron un grupo monofilético sesttado por altos valores de bootstrap
junto con cepas ya estudiadas tdkenia amoeboida Ulkenia visurgensisy
Japonochytriumsp. Dentro de este clado pudierdelinearse a su vez otros dos

subgrupos monofiléticos con un muy buen saparientras que la ubicacién de dos de
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los aislamientos (MC11J y MC48B) fue variable en los distintos arboles. Las cepas SCI

(U. aff. visurgensiyy SCIV (T. aff. aureun) resultaron basales a este grupo.

Otros agrupamientos robustos entre cepas locales y otras previamente
estudiadas, con valores de boagtentre el 98 y 100% en ltres analisis, fueron los de
T. aff. aureum(MC28C, MC18A) yT. sp. ¢ (S48T) coi. aureum(recuadro azul)T.
aff. striatum (MC26A, S33A, MC7D, S49sp, S50sp) cdnstriatum(recuadro verde),
S.sp g é i (S34r, S48cmc) con dos especieSatézochytriun{recuadro anaranjado), y
T. aff. kinnei (S50B, TF,S41b, S13, S26B, S29, S6A, S14, S26A) Tokinnei
(recuadro violeta). Estos dos ultimos grupos monofiléticbsgaertneriunfueron muy

cercanos en las tres topologiasi como el avespondiente &. striatumy T. motivum

Por su parte, otros aislamientos lesalformaron gruposnonofiléticos con
representantes de géneros recientemente esigit base a estos caracteres moleculares.
Tal fueron los casos de SB4A (iddicada morfolégicamente comd. aff. radiata) con
Parietichytrium sarkarianunfrecuadro amarillo), B5 (reconocida co®ohizochytrium
sp. j) con dos especies Aarantiochytrium(recuadro rosado), y AASEhizochytrium
sp. b) con dos especies@blongichytrium(recuadro celeste).

Finalmente cabe mencionar que para representant@sges (MC15A)S.sp i
(S44, S49cmc)T. aff. globosum(S7),T. sp a (S12) . sp a (S19T) no se encontraron
las condiciones adecuadas para la réacae amplificacion, a pesar de ensayar
numerosas alternativas. Poramtado, solo se obtuvierona@eencias parciales, que no
pudieron ensamblarse debido a una gran cantidad de indeterminaciones, para 4
aislamientos d&. aff. striatum (S2rc, S2sp, S32sp y S34sp); su comparacion con otras
secuencias disponibles en bases de datasante el programa de alineamiento local
BLAST (datos no mostrados) hall6 las maximas similitudes con la secuencia del gen
ARNr 18S de la cep@. striatumcon numero de acceso AB022112.1. La superposicion
de los fragmentos parciales con esta sesaereveld que para las cuatro cepas las
regiones sin amplificar se ubicaron entas posiciones 305-695 y 1135-1350 de la

utilizada como patron.
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4 .5- Discusion

Todos los aislamientos locales esadftis formaron grupos monofiléticos con
otros previamente caracterizados, cam soporte estadistico significativo,
independientemente del tipo de método empleado. Estos resultados coincidieron ademas
con la informacién obtenida a partir de los perfiles de PUFASs, asi como con los rasgos
morfologicos (capituldll), las caracteristicas de lalonias y lascondiciones de
cultivo (capitulo II), tal como se anadiza continuacion para cada uno de los tres
géneros tradicionales. Finalmente, a padtr la integracién de esta informacion se
discute el valor taxondmico de los stiintos caracteres diagnésticos de las

traustoquitriales.

4.5.1- Caracterizacion de las cepas ddikenia sensu lato

Tal como se mencionara en la Introdidn de este capitl las especies del
género tradicionalUlkenia (sensu lato) han sido reclasificadas en 4 généHienia
sensu strictoBotryochytrium Parietichytriumy Sicyoidochytrium(Yokoyama et al.
2007). En los analisis de filogenia molecukealizados en esteabajo, el claddJlkenia
sensu stricto se vio confoado por cepas conocidasldevisurgensigespecie tipo del
género), U. amoeboideay Japonochytriumsp., y por 12 aislamientos locales
identificados morfolégicamente conub aff. visurgensis y Uaff. radiata. Si bien estos
resultados demuestran que las cepas estudiadas son espddiesn@esensu stricto,
pudieron diferenciarse dos subclados en elldilbgenético (fig. 4.5), que, en general,
también se pudieron reconocer segun loslpsrile PUFAs (A y B en la fig. 4.2). Uno
de estos perfiles (B) es tipico del géndotryochytrium del cual B. radiatum
(anteriormenteJ. radiata) es la especie tipo. Adicionalmente durante la caracterizacion
morfologica de las cepas afmitulo 1ll) ya se habia cuestionado la validez de la
separacion de las especibs visurgensis y U. radiatadebido a que en algunos
materiales locales se lhia observado superposiciéde caracteres diagndsticos
(particularmente amebas con clivaje irregular y regular en un mismo cultivo clonal).
Estas inconsistencias entre los resultados de los estudios morfologicos, los perfiles de
PUFAs y los del andlisis diéjogenia molecular respectlo establecido por Yokoyama
et al. (2007) sugieren que el limite entre los géneiksniay Botryochytriumno seria
tan claro como los autores proponen. Conaitldo ademas que para la ereccion de
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Botryochytriumsolamente se analizaron todos lcaracteres en una Unica cepa, Su
validez como género probablemente requiera de mas datos como los propios autores de
este taxdn reconocen (Yokoyama et al. 2087 partir de todo lo dicho se decidié
asignar los aislamientos mencionadoSlkenia sensu stricto. Otro dato que sustenta
esta decision es que todas estas cepas formaron colonias similares, de color rosa-
anaranjado (tipico d&llkenia sensu stricto, debido a las@mmcia de cantaxantina) y
patrén celular tipo mosaico. En cuanto a los dos subclados acompafiados por una
tendencia a poseer perfiles déates de PUFAS, podrian constitespecies distintas, lo

cual deberia confirmarser estudios adicionales.

Por su parte, la cepa SBA4A, idificada segun su morfologia cond. aff.
radiata pero distinguible de otras cepas astfsaa la misma especie por los rasgos de
sus colonias, formé un grupo monofilético d@arietichytrium sarkarianum Estos dos
organismos se caracterizaron ademas pdiviaion centripeta dedstadio ameboidal al
formar las zoosporas. A pesar de que en étmah local no se olesvo la persistencia
de la pared luego de la liberacién del praasfh ni se encontraron cantidades de DTA
del orden del 10% tal como se establece en la diagnosiBadetichytrium la
coincidencia en el resto de los rasgos con la especie tipo y su clara diferenciacién de las
otras cepas locales con estadios amebadaescen buenos argumentos para justificar

Su asignacion a este género.

Las cepas d&. aff. minuta(S26-1, S41sp) y Slgeconocido morfol6égicamente
como cepa particular dg. aff. visurgenss) no fueron incluidagn los estudios de
filogenia molecular debido a su limitadoecimiento. Ademas de presentar similares
requerimientos para su cultivo, estos organismos también tuvieron patrones de PUFAs
relativamente parecidos, compatibles con el géBagpoidochytriumLas cepas d&l.
aff. minuta compartieron ademas los rasgosrimdgicos en granos de polen con
SicyoidochytriumgnteriormentdJlkenia) minutumla especie tipo deste taxon, por lo
cual la informacién bioquimica reforzariaisglusion en este nuevo género. Respecto a
S1, este organismo podria ser una nueyzed@s, debido a que mostré caracteres
compatibles con diferentes géneros, y &esiotros unicos, como la morfologia de sus
colonias. Su zoosporogénesis fue coincidente con l& desurgensismientras que, Si
bien su perfil de PUFAs fue mas parecido alSdeminutumtal cual se mencionara

anteriormente, no se encontraron nivelegedables de EPA como en los restantes
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representantes de este género. El esclaredioniie la identidad de la cepa S1 requerira
del hallazgo de las condiciones de cultivo addas a fin que poder analizar su filiacion

molecular con otros organismos.

4.5.2- Caracterizacion de las cepas d&ehizochytrium sensu lato

La informacién obtenida a partir de loguhos de filogenia molecular y de los
perfiles de PUFAs permiti6 completar la caegizacion de algunos de los aislamientos,
identificados morfolégicamente como especies Sighizochytriumsensu lato y
asignarlos a alguno de los tres géseen que Yokoyama & Honda (2007) lo

subdividieron:Schizochytriunsensu strictoQblongichytriumy Aurantiochytrium

Las cepas S34r, S44, S48cmc, S49crMiGA5A exhibieron el perfil de PUFAs
del géneroSchizochytriumsensu stricto, con el &cido linoleico como el PUFA
mayoritario. Si bien en estos aislamieni@®btencién de biomasa (y ADN genémico)
no resultdé un inconveniente, la amplifigat del gen ARNr 18S presentdé numerosas
dificultades y sélo pudo cortgiarse para dos de ellos3@® y S44). En concordancia
con su perfil de PUFAs, estas dos epanformaron un grupo monofilético junto con
los dos representantes del génSohizochytriunsensu stricto incluidos en el analisis,
lo que confirmaria su pertenencia a este @eres de notar que los rasgos morfoldgicos
en polen ya habian resultado semejantes a los de la especi®. tggglegatuin La
cepa S34r, por su parte, presentd condicipaeiculares para stultivo (no prospero a
temperaturas mayores a 18°¢) colonias con caractsticas Unicas, por lo que

probablemente se trate dea nueva especie.

Respecto al aislamiento antartico 3Atanto su perfil de PUFAs como su
ubicacion en el arbol filogenético imdin que seria un miembro del género
Oblongichytrium El requerimiento de bajas temperaturas de esta cepa asi como sus
rasgos unicos en cultivos egua de mar y granos de poldgscritos en el capitulo IlI,

sugieren gue se trataria de @specie nueva para la ciencia.

Finalmente, las cepas B5, MC46B, LGIS83C presentaron un perfil de PUFAs
similar al del génerdurantiochytrium La Unica cepa que prospero en cultivos liquidos
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y pudo ser secuenciada (B5)rf@d un grupo monofilético co. limacinum y A.
mangrovei confirmandose lo indicado por el gede PUFAs. Otras seis cepas locales
caracterizadas recientemente en nuestboréorio, también presentaron divisiones
vegetativas en cultivos golen, crecimiento muy limitado, similar perfil de PUFAs y
se ubicaron dentro del mismo clado (datosmostrados). Estos resultados indican que
el génercAurantiochytriumincluye especies con crecimiento muy limitado a diferencia
del profuso de las de manglarés [[macinumy A. mangrovei que bien podria ser que

se tratara de nuevos taxones.

4.5.3- Caracterizacion de las cepas déraustochytrium

La distribucion de los representantes Teraustochytriumen los &rboles
filogenéticos obtenidos en este trabajo esuist la condicion poiiitica del género, tal
como ya ha sido sugerido (Honda et al. 198%) importante destacgue el principal
impedimento para delimitarlo con una mayor precision, es la falta de cultivos
disponibles de la especie tip®. (proliferun). Solo sera posiblestablecer cual de los
diversos clados monofii€os en que se congredaraustochytrium(en su concepcién
morfolégica), mantendria el epiteto genériy cuales constituirian, eventualmente,
nuevos taxones una vez que se designenugvo epitipo de referencia para este
organismo (ICBN 2006, Art. 9.7), para lo cusdra necesario aislamiento de un
espécimen que coincida lo mas posible codidanosis original de la especie (cuya
tipologia es iconotipica, esdeuna ilustracion) (Sparrow 1936). A pesar de que no se
cuenta con elementos para resolver esterogante, las relaciones filogenéticas entre
los distintos aislamientos locales y otros catos resultdé de utilidad para analizar la
informacion aportada por los estudios marfptos y de cultivo, tal como se discute a

continuacion.

Comenzando por los subgrupos delineados denti d#. striatumen base a
las caracteristicas morfolégicas en poléas requerimientos para su cultivo y la
morfologia de su colonia (a, b, ver tabla 3.2), ellos segregaron a su vez segln sus
perfiles de PUFAs (Al conteniendo a lodguwpos a y ¢, y A2 constituido por los
representantes de b, fig. 4.4). Los estudiesfilogenia molecular fueron utiles para
demostrar que constituyen un grupo mnfdético con una cepa previamente

caracterizada de la misma especie, pero no arrojaron informacién adicional acerca de la
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relacion entre los subgrupos, fpue requeriria entonces Idandlisis de caracteres
adicionales. Es de notar que solamente la mitad de dichas cepas pudieron incluirse en
estos analisis debido a la imposibilidad efesamblar las secuencias parciales de la
mitad restante por contener regiones conereses indeterminaciones. La ubicacion de
estas regiones en las mismas posicionsgero a otra cepa patron disponible en las
bases de datos podria aportar informaciomgéietica, aunque prano debe descartarse

que estas dificultades se deban a problemas metodoldgicos asociados a la formaciéon de

estructuras secundarias o un alto contenido de CG.

El clado formado pofl. aff. aureum(MC28C, MC18A), S48T (identificado
comoT. sp ¢) y un representante conocidoTdeaureumfue el mas cercano al grupo
anteriormente analizado. Las dos primerasasdpabian sido previamente asignadas al
mencionado taxon y mostraron ademas un peefiPUFAs similar ene ellas (D). Por
su parte S48T también habia presentadactaristicas morfoldégicas compatibles con
esta especie, pero su asignacion habia permanecido tentativa debido a algunas pequefias
inconsistencias con los matdgs tipo, como una fasemdvil de las zoosporas al
momento de ser liberadas. Las diferenciaseesdta cepa y las dos anteriores en cuanto
a sus perfiles de PUFAs (grupos D y E efida4.4), condiciones deultivo (tabla 2.7)

y tipo de colonia (tabla 2.4podrian justificar suratamiento como distintos taxones
infraespecificos d&. aureum Otro aislamiento estudiado con morfologiald@aureum

gue quedd excluido de este clado (SCIV)liséingui6 de los integrantes del mismo por
su perfil de PUFAs (grupo C), por lo queopablemente corresponda a otra especie. Es

de notar su condicidén basal con restoien establecido clado del génétienia

La ubicacion de las cepas deaff. kinneien un grupo monofilético junto con
una cepa previamente caracterizadaTdekinnei avala su identificacion segun los
criterios morfologicos. Todas ellas exce@®6A y TF presentaron un perfil de PUFAs
muy similar, asi como el mismo tipo delawa y similares requerimientos para su
cultivo, por lo que constituirian un taxon natu Finalmente, respecto a las cepa3.de
aff. globosum(S7),T. sp. a (S12) . sp. b (S19T), no fue posible obtener la secuencia
del gen ARNr 18S debido a que no lograrestablecerse las condiciones adecuadas
para su amplificacién. Considerando adepdes el estudio de los rasgos morfologicos

s6lo habia permitido la identificacién a niwdpecifico de S7, el perfil de PUFAs de
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estos aislamientos no resulté muy infativo, aunque podria ser de utilidad al

momento de disponer de mas datos.

4.5.4- El aporte de los distitos caracteres a la sisteméata de las traustoquitriales

Los caracteres moleculares estudiados resultaron sumamente Utiles para
establecer las afinidades filogenéticas entre los aislamientos argentinos y los
previamente sometidos al mismo tipo deu@st por otros autores, delineandose clados
monofiléticos que son los que permiten sustentar decisiones taxonomicas. En este
sentido, constituyeron un marco de referepeiea la comparacion de la validez de otro
tipo de caracteres (bioquimicos, nutriciosaje morfolégicos) con fines sistematicos.
Cabe mencionar que para los estudifidogenéticos moleculares de los
labirintulomicetes, el Gnico tipo de infoacién disponible es la secuencia del gen
ARNr 18S, razon por la cual sordd su estudio en estaite El analisis de varios
genes (que codifican la actina,faubulina y el factor de elongaciom)lsolamente ha
sido abordado en un reciente trabajo (TsuleR009), el cual ha sefialado interesantes
aspectos evolutivos de los labirintulomi&gt pero sin agregar nueva informacién para
la delimitacion de géneros de traustoquitgal®al como ha sido mostrado en repetidas
ocasiones, la utilizacion de varios genes necesaria para resolver relaciones
filogenéticas en los niveles mgrico y especifico (Letchet al. 2008), y probablemente
resulte clave para esclarecer algunos lde actuales interrogantes del estudio
sisteméatico de las traustoquitriales. Egamante destacar que para que este tipo de
herramientas resulten informativas debexgsolverse previamente dos limitaciones: la
ausencia de cultivos depresentantes de los taxoneadicionales (particularmenie
proliferum especie tipo del género) que puedan ser adoptados como epitipos asi como
la disponibilidad de un mayor numero daslamientos para poblar los clados
pobremente representados en los actuatesles filogenéticos (v.g., el caso Be
radiatum.

Por su parte, los perfiles de PU$Aermitieron reconocer no solamente los
taxones determinados en base a los rasgo®ldgicos y al analis filogenético, sino
también individualizar aquellas cepas gustraron distintos tipos de colonia y
requerimientos de cultivo a g&r de que habian sido asigaa a un mismo taxéon (como

S1y S3). También fueron utiles para idigtir subgrupos morfolégicos no resueltos en
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los arboles filogenéticos (como aquellos denominados a, b y @ paffastriatun). En

el caso de las cepas déenia sensu stricto, los dos subgos de PUFAs encontrados
que presentaron correlacion con dos lindjegyenéticos probablemente reflejen la
existencia de dos especies, consideranddagudiferencias somoderadas (Unicamente
cambiaron las proporciones de DPA n-6 y DHAgn lo poco confiable que resulta la
definicion del géner@otryochytrium La ausencia de DTA entre los PUFAs de la cepa
SBA4A, reasignada entescapitulo al génerBarietychitrium probablemente se deba a
las diferencias en las condices de cultivo empleadas pdaa otras cepas estudiadas
previamente (medio GPY, Yokoyama at. 2007). En este sentido, seria muy
importante establecer con mas precisionclasdiciones en que estas determinaciones

deben realizarse para reducir la variabilidad de los caracteres evaluados.

El analisis de la composicion de das grasos permiti6 ademas reconocer los
aislamientos locales mas oleaginosos. L@ h@oporcion de FAgegistrada en la
mayoria de las cepas probablemente se dehee las condicionake cultivo empleadas
no propiciaron la acumulacion dipidos. Tal como se comentara en el capitulo VI, los
medios de cultivo con altas relaciones Gdh preferidos para la produccion de Fas
(Rosa et al. 2010), y para estas determinacisaesnpled en general MC, el cual posee
una relacion C:N baja. Las mayores coriiones de DHA respecto a la biomasa se
encontraron en representantes Tdeaff. kinneiy en la cepa S1. Esta ultima habia
exhibido abundantes gutulagpililicas al ser examinada al microscopio 6ptico (fig. 3.10
D).

La reevaluacién de la caracterizaciorfologica de las cepas locales y de sus
requerimientos para ser cultivadas a la luz de los resultados de los estudios moleculares
y bioquimicos permite esbozar algunas casiolles sisteméticas interesantes. En
primer lugar, entre los rasgos morfologiague presentaron colaeion con los linajes
filogenéticos pueden menciasa la divisibn vegetativa dies células tréficas (en
Schizochytriumsensu strictoOblongichytriumy Aurantiochytrium asi como de los
protoplastos ameboidales liberados por los esporangioSi¢goidochytrium y las
caracteristicas de las colonias (que fueronstantes para los miembros de un mismo
clado o subclado). Contrariamente, la mowatldde las zoosporas al momento de ser
liberadas, y la regularidad con que skva el protoplasto ameboidal en los
representantes ddlkenia sensu stricto no parecieran sgributos confiables para la
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determinacion de especies (v.d.,visurgensisvs. U. radiatg). Otros caracteres de los
esporangios, como la forma, la persistenigiasu pared luego de liberar las zoosporas o
la presencia de fundamentos han sidmpartidos por los miembros de un mismo

clado, por lo que no deberia desaese su importancia taxonémica.

En lo global de los labirintulomioes$, y restringiéndonos los aspectos
morfologicos, reflejo del tipo de reproduccidon y desarrollo, dlisis filogenético
muestra que taxones basales cdoabyrinthulg Oblongichytriumy Schizochytrium
sensu stricto, son capaces de proliferarotamédiante divisiones vegetativas como por
la produccidon de zoosporashora bien, como las zoos@@ pasan a ser componentes
del plancton, expuestas a ser depredadazgaplancteres (microcrustaceos, ciliados,
flagelados, rizopodarios, etg)otros heterétrofos (v.g. maoos bivalvos) (Gleason et
al. 2008), y que a la vez, en su caraater células desnudas, sin la pared de las
vegetativas, poseerian una mayor susceptdlid la infeccion viral, es verosimil
interpretar que pueda haber existido un comso (“trade off”) evolutivo (presiones
de seleccion mediante) entre la predomiramid ambos sistemas de proliferacion (el
vegetativo y el zoosporogénico). El hallazgle particulas de tipo viral en las
traustoquitriales ha sido mencionado enostrabajos (Kazam& Schornstein 1972 y
1973, Takao et al. 2005 y 2007) y se abordand@s detalle en elguiente capitulo En
este sentido, y de acuerdoncel cladograma obtenido, lagpgiominancia de la division
vegetativa constituiria un caracter primitivo (simplesiomérfico, meramente mantenido
en géneros comdurantiochytrium, mientras que la zoosporogénesis directa (no
mediada por division vegetativa), aparé@gecomo un caracter derivado, claro que
sujeto a homoplasia, como la polifilia dehraustochytriumparece indicar. La
intercalacion de un estadio ameboidal previa zoosporogénesis, como en el caso de
Ulkenia acaso pueda interpretarse como etamismo de proliferacion mas derivado (y
consistente en el nivel de caracterizaaiy@mérica) dentro del grupo, aunque tampoco

libre de cierto grado de homoplasia (ver la posiciéRakéetichytrium.

En cuanto a los PUFAs, las cepds un mismo grupo monofilético y que
mostraron un perfil comun de estos FAsji¢ron en general similares requerimientos
para la obtencién de biomasa. Es de ngta el agrupamiento de los aislamientos
patagénicos en base a su crecimiento en seis medios agarizados (tabla 2.5) fue

consistente con las determinaciones analizadasste capitulo: las cepas de los clados
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T. kinneiy Schizochytriumsensu stricto corresponder al grupo 3, las del cladb.
striatumal grupo 2 y aquellas reasignadaSiayoidochytriumy Aurantiochytriumal
grupo 1. Estos resultados demuestran la paikdad de los atributos fisioldégicos para
la clasificacion de las traugjuitriales, tal como es damplia utilizacion para el
reconocimiento de otros microorganismosnodas levaduras (Barnett el al. 1990).

4.6- Conclusiones

La combinacién de los caracteres ewmllares, bioquimicos y morfologicos
permitié distinguir clados en el nivel gers@&riformados por cepas de traustoquitriales
locales y otras previamente estudiadas. Esta informacion fue util para precisar con
mayor detalle la identidad de los aislamientle Argentina. Los resultados obtenidos
sugieren que algunas de las cepas localedgroder nuevas especies para la ciencia,
entre ellas S1Ulkenia sensu stricto sp. o bigBicyoidochytriumsp, sin determinar),

S34r Schizochytriumsp.), AA3 Oblongichytriumsp.) y B5, MC46B, LGIl y S33C
(Aurantiochytriumsp.). Completar la dimosis de las mismas regyira de disponer de
la secuencia del gen ARNr 18S paraudatps pendientes, deealizar nuevas
determinaciones, como la composicion de gigmentos carotenoides, y de evaluar mas

aislamientos con similares caracteristicas.

La mayor parte de los aislamientos Wdiikenia sensu lato formaron un grupo
monofilético con miembros conocidos d#kenia sensu stricto, dentro del que se
reconocieron dos subclados. Si bien alguta®stas cepas también mostraron rasgos
tipicos de Botryochytrium la validez de este géneres cuestionada debido a
inconsistencias detectadas entre los caracteres que lo definen en los materiales
analizados y a que fue erigido a partit dstudio completo de un Unico aislamiento.
Otros aislamientos délkeniasensu lato pudieron ser reasignados a los nuevos géneros

Sicyoidochytrium y Parietichytriusin dificultades.

Respecto al géner&chizochytriumsensu lato, los analisis bioquimicos y
moleculares fueron de suma utilidad para reasignar sin inconsistencias las cepas locales
estudiadas a los tres géneros propugstosyokoyama & Honda (2007). Se encontré
gue aquellas cepas con crecimientaynlimitado que pudierorser caracterizadas

correspondieron al génerdAurantiochytrium En lo concerniente al género
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Thraustochytrium estas herramientas permitieron reconocer grupos monofiléficos (
striatumy T. kinne), algunos de ellos con subgrupos, de acuerdo con su perfil de
PUFAs.

Los resultados de este trabajo constituyertonsiderable aporte al estudio de la
taxonomia de las traustoquitriales, areaadelocimiento que estactualmente siendo
revisada y modificada. La comparacién dedisrentes caracteres empleados con fines
clasificatorios indicé que glinos de los atribusomorfologicos seriaconfiables (como
las divisiones vegetativas o los tipos deoo@ en medio sélido) mientras que otros no
(la movilidad de las zoosporas al momento se ser liberadas o la regularidad en el clivaje
del protoplasto ameboidal éfikeniasensu stricto). Los analisis de filogenia molecular
fueron de suma utilidad como marco de mefeia mientras que los perfiles de PUFAs
permitieron reconocer la mayor parte lds grupos y subgrupos indicados por otros
rasgos. Los resultados también sugieramfzortancia de considerar los requerimientos
para el cultivo y el aspecto de las co&s como caracteres accesorios de mucha
utilidad.

Es de notar que, en lineas generales, los resultados de los estudios de filogenia
molecular mostraron una tendencia evolutiva (dentro del marco de los
labirintulomicetes) que va desde una daniria de la divisiorvegetativa sobre la
zoosporogénesis, hacia una preponderancia di@emacion de zoosporas como modo
de proliferaciéon e invasién del ambiente mientablemente, esta tendencia parece ser
homoplasica, por lo que la diseccion de ¢anvergencias y pdeismos involucrados
constituya acaso la pieza fundamentatapana mejor aproximacion a la historia

evolutiva y la taxonomia de estos seres vivos.
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CAPITULO V: ULTRAESTRUCTURA DE AISLAMIENTOS
SELECCIONADOS

5.1- Resumen

Los caracteres ultraestructurales han sidoliampnte utilizados en diversos grupos de
organismos para estudios de la marfph celular, sistematicos, y de desarrollo.
Considerando que su conocimiento el kaaustoquitriales es muy limitado, se
describen algunos detalles ultraestructuralescepas locales representativas de los
taxones mas frecuentemente hallados comdamamienta mas a la caracterizacion de

su biodiversidad en la Argentina. Las observaciones realizadas permitieron identificar
en los aislamientos las estructuras celulaigisas del grupo axomo otros detalles
particulares de los organismen estudio. Se discuten lasplicancias bbldgicas de la
informacion aportada por las micrografias glatcas a partir dsu comparaciéon con

los reportes previos.

5.2- Introduccion

Se presenta a continuacion la infagion citolégica actualmente disponible en
comparacion con otros organismos conactaristicas similares mas conocidos,
enfatizandose la potencial utilidad de efp® de caracteres cdines sistematicos y

funcionales.

5.2.1- La ultraestructura como herramienta

Los caracteres derivados de los estudibsestructurales, disponibles a partir
de los primeros afios de la década del sesenta con el desarrollo de la microscopia
electrénica, son basicamente morfologiamsanatomicos, y ofrecen en general una
mayor resolucion que los caracteres desmu tipo obtenidos con el microscopio
optico. La microscopia electrénica de tramsém ha sido de fundamental importancia
para proveer nueva informacion para Haevaluacion de pbtesis evolutivas,
especialmente las estructuras@adas a los flagelos y @hivision nuclear asi como la
estructura interna de las mitocondrias olal@ared celular (Bxopoulus et al. 1996).

Diversos grupos taxonémicos de algas y hosgdsan delimitado en base a este tipo de
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caracteres, sustentdndose luego estos agreptsipor los resultados de los estudios

de filogenia moleculaBrodie & Lewis 2007,Lamour& Kamoun2009).

Las quitridiales constituyen un interaga ejemplo de la aplicacion de los
estudios ultraestructuralesno criterio para realizar cdnos taxondémicos, tal como se
comenta a continuacion. A partir del cuestimiento de la validez de los caracteres
morfologicos utilizados para la clasifitdes de estos hongos zoospoéricos, como la
operculacién, Barr (1980)plante6 una reakificacion del orden, basandose
fundamentalmente en las diferencias daultsaestructura de las zoosporas. En este
emblematico trabajo se describi6 la tiprmospora de los génerale los dos 6rdenes
propuestos, a partir de losates se erigieron las correspondientes familias. Estudios
mas recientes (Letcher et al. 2006) revelaron distintos subtipos de zoosporas dentro de
Rhizophydiumuno de los géneros delineados por Barpartir de estas observaciones
y de la disponibilidad de un gran numete aislamientos, Letcher y colaboradores
(2008) realizaron un anaksintegral de la morfologia d&lo, la ultraestructura de las
zoosporas y la secuencia de tres genes ribosomales de organismos pertenecientes a la
familia Rhizophydiales, y en base a langruencia de estos caracteres pudieron

delimitar siete nuevas familias dentro de este taxon.

Ademas de constituir una herramieptaa solucionar dificultades taxondmicas,
los estudios ultraestructurales permitexpliear una amplia variedad de proceso
biolégicos, al constituir las organelas celakila base estructural para los procesos
fundamentales de los organismos (Pavé&kRoth 2010). La descripcion citologica a
partir de la observacién por microscomkectronica ha sido la base para proponer
muchas hipoétesis evolutivas, entre ellas el origen endosimbiético de las algas, asi como
para proveer explicaciones sobre procesos metabolicos, de desarrollo, de infeccion o
reproductivos, entre otrg&oldstein et al. 1964,0bban& Wynne1981).

5.2.2- Ultraestructura delas traustoquitriales

La mayor parte de los estudios de laadstructura de traustoquitriales se han
concentrado en las zoosporas, el sagendgemed lactoplasmética g pared como un
primer intento por analizar su relacion filogenética con otros grupos de organismos

(Porter 1974, Olive 1975, Perkift876). Aunque este tipo deraateres alin no han sido
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aplicados para delimitar géneros o familias, actualmente son incluidos en las
presentaciones de nuevas especies o0 dSuasirer et al. 200 Harel et al. 2008), asi
como en las dltimas revisiones taxaméas (Yokoyama & Honda 2007). Aplicaciones
recientes de estas metodologias incluyentatlesde la formacion de cuerpos lipidicos
bajo diferentes concentraciones de glucosawantiochytrium mangroveviP2 (Wong

et al. 2008) y la observaxi de un representante 8ehizochytriunsensu lato parasita,

no cultivable, en las branquias del bivaRoditapes decussatyszevedo & Corral
1997).

La organizacion de las células vegets al microscopio electronico de
transmision se muestra en la figura 5.1 LA pared, formada por varias capas de
escamas, Yy las mitocondrias con crestas tubsilson dos de las estructuras tipicas que
se pueden reconocer en una primera inspec€@itin.rasgo comun da continuidad de
la doble membrana nuclear, interrumpida poros, con las membranas del reticulo
endoplasmatico y del aparato de Golgi.slasternas del retilo endoplasmatico
pueden estar muy desarrolladas y comtematerial denso, formando un “cuerpo
paranuclear” (fig. 5.1 A). En el citoplasma también pueden visualizarse diferentes tipos
de vacuolas y granulos tipidos, dependiendo su abundancia del material examinado.

El sagendgeno, estructura a partir dedal se forma la red ectoplasmatica, se
presenta en la superficie celular comno cuerpo opaco al microscopio electrénico,
frecuentemente con extensiones a modo de digitaciones y asociado al reticulo
endoplasmatico liso (fig. 5.1 B). La reectoplasmatica esta delimitada por una
membrana que es una extension de la menzbplasmatica y no contiene organelas.
Aparentemente el agregado granuladl dagendgeno evitaria el movimiento de
estructuras celulares a los elementos deda La organizacion basica del sagendgeno
en las traustoquitriales es la misma que ld aeyrinthula aunque puede resultar un
poco mas simple. En una célula tipica de waastoquitrial suele observarse un unico
sagenogeno o varios formando un grupo, miergrasen las labirintulales suele haber

entre dos y cinco dispersos en diferentes pudda superficie delar (Perkins 1976).

Las escamas que forman las paredesgrdastoquitriales se han visualizado al
microscopio electrénico como electrodensigadas (20-50 A), flexibles y con forma

aproximadamente circular (0,5 —uin de didmetro) (fig 5.1 C). En todas las especies
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examinadagL. minutg L. yorkensisThraustochytriunsp,S. aggregaturg A. crouchi)

estas estructuras se forman en las cistatebaparato de Golgi para luego encontrarse

en vesiculas derivadas de dicha organ@larter 1974). La intervencién de estas
vesiculas en un proceso de exocitosis ha sido propuestarjpsr aistores (Darley et al.

1973, Raghukumar 1982) a partir de la obsebradie micrografias ettronicas de las
cuales puede inferirse su fusion con la membrana plasmatica y el depdsito de las
escamas en la superficie celular. La formactde la pared celulaaqui descripta es
marcadamente diferente a la de los hongos filamentosos, a pesar de que en ambos casos
tiene lugar como resultado de la actaddde Golgi (Darley et al. 1973). En las
traustoquitriales el producto de Golgi @sa escama preformada y no una sustancia
amorfa que se polimeriza fuera de la cétalmo en el caso des hongos (Alexopoulus

et al. 1996). Este proceso es muy similar fofenacion de las paresl@le varios grupos

de algas, también compuestas por escangEnimas, como es el caso de miembros de

la clase Chrysophyceae (Heterokonta) o la division Prymnesiophyta (Lee 1999).

Probablemente debido a lgsificancia adjudicada a la zoospora en la filogenia
de las algas y los hongos, esta estructyreodeictiva ha sido extewamente estudiada
en los considerados tradicionalmente cdroagos marinos y esitiales (Fuller 1966).
En lo que respecta a las traustoquitriales, gancipales rasgos de las zoosporas de
Thraustochytriumsp. (Gaertner 1964, Kazama 1972 a y b, 1983)aggregatum
(Perkins 1974) yA. crouchii(Jones & Alderman 1971) han sido registrados a nivel
ultraestructural (fig. 5.2) y evaluados emnfia comparativa (Perkins 1976). En todas
ellas se ha documentado el tipico flageéderoconto y um delgada pared formada por
finas escamas que solo se discontinlian emoka de inserciomle los flagelos. La
presencia de varios tipos de estructuedectronicamente densas en el lumen del
kinetosoma, compartida coh. algeriensis pareciera ser otro de los caracteres
distintivos de este grupo de microorganismos. En el citoplasma de las zoosporas de
Thraustochytriumsp se han encontrado cuerpos ddugiones estriadas, que consisten
en arreglos paralelos de filamentos gcfrentemente estan asociados al sagendgeno. A
partir de la observacion decuolas conteniendo mitocoies en degradacion en esta
misma especie, Kazama (1973) presemtddencia de un posible proceso de
autofagocitosis que involucraria en princifaantervencion de vesiculas con actividad

de fosfatasa acida (citolisosomas), que eventualmente se fusionarian para formar
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estructuras de mayor tamafio. Estos gramitelisosmas también podrian desarrollarse

a partir de cuerpos multiseulares originados en aparato de Golgi.

La division celular y la morfologia delesarrollo han sido estudiadas casi
exclusivamente en especies ldgbyrinthula El Gnico indicio deestadios sexuales en
los labirintulomicetes sha registrado para. vitellina, a partir de laobservacion de un
complejo sinaptonemal en un ndcleo en asef(Perkins & Amoi969). La formacién
de zoosporas en las traustoquitriales seria entonces un proceso mitético. Los estudios de
la citocinesis de una especie Teraustochytriumdurante la zoosporogénesis indican
que involucraria un mecanismo de estrangulamiento, similar al de los animales y otros
protistas, en el que los microtdbulos clinign una funcién de movimiento mas que
estructural (Kazama 1975). Dado que la divigidiclear no suele ser sincronica con el
clivaje celular es frecuente encontrar estadios multinucleares (Porter 1990).

5.2.3- Objetivos

Si bien los estudios waestructurales no se emplean actualmente para
diferenciar taxones de traoguitriales, pueden resultar dgan valor para obtener
informacion acerca de la biologia general de estos organismos y para proveer un mayor
detalle de algunos de los caracteres de itapoia taxondémica, oo el proceso de
zoosporulacién. La obtencion de cultivos de ceppsesentativas de la biodiversidad de
traustoquitriales de la Argentina se planteano un punto de partigaara estudiar este

tipo de caracteres y evaluar su variabilidad.

Los objetivos de este capitulo son:

- Describir detalles ultraestructurales alslamientos que representen los taxones mas
frecuentemente hallados en los hunieslalocales como un aporte mas a la
caracterizacion de la biodiversidadtdgustoquitriales en la Argentina.

- Inferir aspectos generaleacerca de la biologias.§. formacion de estructuras

reproductivas) de los organismos examosada partir de la observacion de sus

estructuras celulares.
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5.3- Materiales y Métodos

5.3.1- Cepas estudiadas

Las cepas seleccionadas para la obsemaide las estructuras internas celulares
correspondieron a ejemplares deaff. visurgensis(S3), Schizochytriunsensu stricto
sp. (S48cmc)T. aff. striatum (S33A), T. aff. kinnei (S26B) yT. aff. aureum(S48T).
Estos aislamientos se sst@naron por representarsidaxones mas frecuentemente
hallados en los humedales argentinos, abarchsdtves géneros reportados para estos
ambientes. A su vez, en el caso del gédémaustochytriunse estudiaron una especie
holocéarpica y dos eucérpicas. ElI materidireoel que se observé la zoosporogénesis
mediante microscopia electrénica de barrteyia al aislamientde S3, corresponde a
la cepa deJ. aff. visurgensisSB1D.

5.3.2- Microscopia electronica de transmision

Para la obtencion de biomasa, se reatia cultivos en frascos agitados de 100
ml conteniendo 20 ml de medio de cultivolaa condiciones indicad en la tabla 2.7
para cada aislamiento en particular. Icglulas cosechadas fueron fijadas en
glutaraldehido 3% m/v en bufféssfato salino 0,1 M (175 ml de KRO; 0,1 My 25
ml de NaHPQO,) a 4°C durante 24 h. El preciglta obtenido luego de centrifugar a
2000 rpm durante 15 min fue lavado dos vemeel mismo buffer y fijado nuevamente
con OsQ 2% m/v durante 1 h. Se deshidratd en un gradiente de series de etanol y
finalmente en acetona. El material fue pre-incluido en una dilucién 1:1 de resina Spurr
(Spurr 1969): acetona y seguidamente imidugn resina Spurr pura, incubando a 72°C
por 48 h Los cortes ultrafinos (800-900 A°) sealizaron con un ultramicr6tomo
Sorvall modelo Porter Blum MT2-B, se montaron en grillas de cobre y se tifieron por 15
min en acetato de uranilo 2% y luego 5 mmsolucion de Reynolds (0,266 g de nitrato
de plomo y 0,352 g de citrato de sodio disos en 1,6 ml de N2H 1N y llevado a 10
ml con agua desionizada) (Reynold963). Los preparados ultrafinos fueron
examinados en un microscopio electrono® transmision Philips modelo EM-301

utilizando un aceleracion de 60 KV.
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5.3.3- Microscopia electrénica de barrido

Se prepararon cultivos en agua de mar y granos de polen, los cuales fueron
incubados durante dos diasrifieado que hubieractiva zoosporulacion. El material se
recolectd en un cubreobjetos impregnada cesina formvar (pwinil formaldehidg
1% m/v en 1,2-dicloroetano. Unaez que el agua se evapord completamente, se fijé
agregando una gota de glutaraldehido 2rBf% en buffer colidina 0,1 M (Bennett &

Luft 1959) con 1,75 gl de sal de mar duranieh, se lavé dos veces el mismo buffer

y se fij6 nuevamente con buffer con tetroxido de osmio (D8% m/v durante 1 h

mas. Luego de deshidratar en un gradiente de series de etanol, la muestra en etanol
100% fue secada en punto critico en un equipo Denton modelo D@Brtada en
soportead-hocy finalmente sometida a fase detatizado con particulas de 30 nm de

oro y paladio en un sistema Anatech modeechnics Hummer 6.6. Las observaciones

se realizaron en un microscopio eléoico de barrido Hitachi modelo S-2500

utilizando un aceleraciéon de 10 KV.

5.4- Resultados

5.4.1- Microscopia electrénica de transmision

La organizacion interna desla@élulas examinadas se presenta en las figuras 5.3
a 5.5. En todas ellas fue posibleservar la tipica paredrfoada por escamas derivadas
del aparato de Golgi, mitocondrias camestas tubulares, uno o varios nucleos
prominentes y una proporcion variable deuaas respecto a otras organelas. Las

particularidades de cada uno de estoteriaes se comentan a continuacion.

El materialde U. aff. visurgensis desarrollo estadios multinucleares de gran
tamafno (3Qum aproximadamente) en los quedsierenciaron numerosas mitocondrias
y una gran cantidad de waias que pudieron clasificarem dos tipos: aquellas que
contuvieron material similar a las escamadadpared, ubicadas en la periferia, y otras
en la zona central, en geaktranslucidas o con poco magé electrodenso (fig. 5.3 A).
Mediante una observacion mas detallada padieegistrarse las membranas simples de
estas vacuolas y las membranas doblelglienitocondrias y del nicleo, estas ultimas
interrumpidas por poros (fig. 5.3 B). iteo del ndcleo fue posible diferenciar
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cromatina condensada y el nucleolo. También se documentaron las escamas, circulares
en vista superior en el imter de las vacuolas, y linealey delgadas formando varias

capas en la pared.

Por su parte, cada una de las célulatadetrada documerda para la cepa de
Schizochytriunsp. estuvo rodeada por una panedividual y por otra comun al grupo
(fig. 5.3 C). Las células presentaron umico nucleo prominente, numerosas
mitocondrias y unas pocas vacuolas conaems y/0o material electrodenso en la
proximidad del nucleo. Dentro de uno der@embros del grupo fue posible diferenciar
una zona de division del protoplasma emtacto con la membrana de una de estas
vacuolas. Otras estructuras caracteristicasofuel extenso reticulendoplasmatico y el
desarrollado aparato de Golgi, ambos estes a la membrana nuclear (fig. 5.3 D).
Finalmente, en el interior de una des lmitocondrias se encontré6 un sistema de

membranas dobles concéntricas (fig. 5.3 D).

Respecto al material examinado correspondieriteadf kinnei se visualizaron
numerosas vacuolas conteniendo escanfgs menos frecuentemente material
electrodenso) tanto en las wéks vegetativas (fig. 5.4 Ajomo en el fundamento basal
y la zona esporégena de los esporangios observandose la fusion de sus membranas con
la membrana plasmatica en el area de contacto entre estos dos ultimos sectores (fig. 5.4
B y D). En ambas porciones del esporangio se registraron mitocondrias, gutulas
lipidicas, reticulo endoplasmético con ribosms (REG) y aparato de Golgi, ambos
asociados a el/los nucleo/s (uno en el funaddambkasal y varios en la zona esporogena).

En el interior de una de las mitocondrsesencontro el mismo sistema de membranas
dobles concéntricas que se mencionara fasp. También se observo un esporangio en
division, dentro del cual pudieron reconocerse los axonemas de los flagelos en corte
transversal con el tipicarreglo de microtubas de 9 + 2 (fig. 5.4 C). En el fundamento
basal de uno de los esporamgse visualizaron parti@ad poligonales compatibles con

una infeccion vira(fig. 5.4 D). El didmetro d&as mismas fue de 13030 nm, y sus 5 o

6 lados indicarian una simetria icosahédri€stas particulas constaron de un centro y
una cubierta electrodensos separados porzona intermedia de menor densidad, y

estaban asociadas a material fibrilar.
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Las células vegetativas de la cepa T™eaff. striatum fueron en general
multinucleadas, presentando gruesas paregeuna gran cantidad de vacuolas
conteniendo escamas (fig. 5.5 A). Dende los esporangios, de hasta 4@ de
diametro, fue posible distinguir una desdawé vacuola central y numerosas esporas
periféricas a su alrededor (fig. 5.5 B).t&sesporas, con un unico nucleo y nucléolo
prominente presentaban una bien desarraliaared celular, no registrandose en ellas
componentes flagelares. En el protoplasdea una de estas césl se detectd el

sagenogeno (fig. 5.5 C).

Finalmente, se examinaron las estrudusproductivas de un aislamientoe
aff. aureum En la zoospora de este organismo se observaron el cuerpo paranuclear
asociado al nucleo, mitocondrias, ugranulo lipidico cercano al reticulo
endoplasmatico, numerosos ribosomas dispgrselsaxonema del flagelo anterior en
corte transversal rodeado de mastigonemas (fig. 5.5 D). Tanga@éregistro un
esporangio diferenciando sectores por agutmiento (fig. 5.5 E). Cada una de estas
porciones presenté un unico nucleo, las orig@neeconocidas en la zoospora, y dos o
mMAas axonemas en corte transversal en la deneontacto con lpared del esporangio
(fig. 5.5 F).

5.4.2- Microscopia electronica de barrido

Los estadios de la zoosporogénesis de una ceph d#. visurgensisfueron
registrados mediante microscopia electronieabarrido (fig. 5.6)En estos materiales
pudo observarse que los esporang®@£ncontraban originalmente adheridos al sustrato
(granos de polen) mediante la red ectopldsadfig. 5.6 A). La disolucién de la pared
celular comenz6 en una zona definiéga forma simultdnea con las primeras
deformaciones del protoplasma (fig. 5.6 B y C). Los estadios con prolongaciones
lobuladas mas conspicuas aun conservamgnientos de pared adheridos (fig. 5.6 D).
Se diferenciaron porciones regulares, queitearon de separarse por estrangulamiento
para producir los cuerpos de las zoosp¢iigs 5.6 E y F), que contuvieron uno o dos
granulos internos y permanecieron wggados (fig. 5.6 G). Los flagelos pudieron
observarse completamente desarrolladossndasporas ya maduras, identificandose el

anterior por la presencia deastigonemas (fig. 5.6 H).
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5.5- Discusioén

5.5.1- Estructuras tipicas de las traustoquitriales

Las observaciones realizadas al microscopio electrénico permitieron documentar
los rasgos distintivos de las traustoquitriales, como la pared formada por escamas, las
mitocondrias con crestas tuares, el sagendgeno, elecpo paranuclear, los dos
flagelos, los mastigonemas del flagelo awoieyi la red ectoplamatica (Perkins 1976).
Estos registros refuerzan la identidad de los aislamientos locales.

Los nucleos de las células analizadas, bordeados por una doble membrana
interrumpida por poros y continua con kgsternas del reticulo endoplasmatico y el
aparato de Golgi, presentardas caracteristicas descapt previamente para otras
traustoquitriales (Karling 1981). Practicamentet@aos los casos fue posible distinguir
el nucleolo. En cuanto al protoplasmay se registraron porciones primariamente
ribosémicas como en otras especies eatladi (Goldstein 1964); los ribosomas sélo
pudieron distinguirse claramente asociadals reticulo endoplasmatico (REG) o
dispersos en el interior de las célulgszoosporas. Los lipidos, especialmente
abundantes en la cepa 8ehizochytriunsp., formaron guatulas electrodensas, asociadas
en general al reticulo endoptadtico liso. Las diferencias da intensidad de la sefial
electrodensa estarian relacionadas condpgrcion de acidos grasos saturados respecto
de los insaturados, ya que el tetroxidoodenio se une preferentemente a los dobles
enlaces (Bozzola & Russel 1999). De hecho, dentro de las cinco cepas examinadas, los
materiales deSchizochytriumsp. fueron los que tuvieron mayor cantidad de PUFAs
respecto a la biomasa (4,6,1éspecto a 2,10% en S3, 1,76#S26B, 1,13% en S33A
y 1,22% en S48T, segun tabla 4.4). La preseteiana gutula lipidica en las zoosporas
de las traustoquitriales parece ser una caiatite comun, tal como se encontro para
los aislamientos estudiados (figs. 5.5 D y B:&), y como se menciona en muchas de

las descripciones originales éstos organismos (Karling 1981).

Respecto a las organelas, tanto el reticulo endoplasmatico liso como el aparato
de Golgi estuvieron muy desarrollados enrtageriales examinados. Esto podria estar
asociado con la produccion de lipidos emriner caso y de escamas de pared en el
segundo, procesos que pueden inferirse comy activos a partir de la difundida
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presencia de sus productos en las células observadas. Finalmente cabe mencionar que el
hallazgo en dos de las cepas estudiadas (S48cmc y S26B) de un sistema de membranas
dobles concéntricas en el interior diggunas mitocondrias (figs. 5.3 D y 5.4 B) es
coincidente con los reportes previos de Gtdoh (1964), quien asiacestas estructuras

con las observadas en los kinetosomas lage tripanosomas y en mutantes de

Saccharomyces cerevisiaen deficiencias respiratorias.

5.5.2- Estructuras particulares de las cepas examinadas

La presencia de vacuolas de distintos tipos, algunas de ellas completamente
translUcidas, otras con material electrmie y otras con escamas de pared resultd
comun en las células vegetativas y en dgporangios de las cepas analizadas. Su
abundancia fue variable en los distintoslaanientos, aunque las mas frecuentemente
encontradas (en los representantes localds. @éf. visurgensisT. aff. kinneiy T. aff.
striatum y en menor medida para el espécimerSdsp.) correspondieron a aquellas
con estructuras que se identificaron conwag®gs a partir de su morfologia (circulares
en vista superior y lineales eista lateral) (fig. 5.3 D) enomparacion con los registros
previos (Darley et al. 1973, fig. 5.1 C). lubicacién de estas ®aolas, en general
periféricas, y la fusion de sus membracas la membrana plasmatica, documentada
para todas las cepas (figs. 5.3 By D, 5.4/ B, 5.5 A), darian un fuerte indicio de su
participacion en el proceso de exocitosieedeamas de pared sintetizadas en el aparato
de Golgi propuesto por Raghukumar (1982)y®epuede interpretarse a partir de las
observaciones, este mecanismo podria adesasmpleado durante la separacion del
protoplasma para formar diadas en la cep&deizochytrium(fig. 5.3 C) como asi
también en la separacion del fundamento bakakona espordgena en el esporangio de
T. aff. kinneiestudiado (fig. 5.4 A-B y D).

Si bien las vacuolas son componentesalasts comunes de las traustoquitriales,
segun puede observarse en las micrografiasmilses en la literatra (Goldstein 1964,
Perkins 1973, Azevedo & Corral 1997, Wong et al. 2008), muchas veces se omite su
mencion, y su funcién, mas alla del tramdép de material de pared, no ha sido
analizada. Estructuras similara las vacuolas con materdggnso de las cepas locales
han sido identificadas por okoyama & Honda (2007) en varios representantes de
SchizochytriumOblongiochytriumy Aurantiochytrium Los autores las denominaron
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como “cuerpos con material electrodenso” ifadan que se ubican en la zona cercana al
nacleo, al igual que en las células observaaasste trabajo (v.g. fig. 5.3 Ay C). Este
tipo de vacuolas resultaron masduentes en los materiales\deaff. visurgensispero
también se observaron @naff. kinneiy S.sp. y en menor medida dn aff. striatum

En el caso particular dd. aff. visurgensisalgunas de estas vaias fueron totalmente
translucidas (fig. 5.3 A), y subicacion en la zona centrabservada en la mayor parte
de los esporangios examinados, podria estar implicada en el desplazamiento de los
nucleos a la periferia previo al proceso zbmsporogénesis. El hallazgo de una gran
vacuola central, probablemente origingoar coalescencia de numerosas pequefias
vacuolas, en los esporangios deaff. striatum reforzaria la intervencion de estas
estructuras en el proceso de zoospamegis, tal como ocurre en los hongos

(Alexopoulus et al. 1996).

El hallazgo de particulas de tipo Vitaa sido informado previamente para las
traustoquitriales. Kazama & Schornstein (1972, 1973) encontraron virus similares a
herpes, con forma redondeada, un diametoonedio de 110 nm, y un centro y capside
electrodensos envueltos en matkfibrilar en una especie denraustochytriumMas
recientemente Takao y colaboradores aslgrcaracterizaron do®vedosos virus: uno
de ARN simple cadena a partir de una especigatézochytriunfTakao et al. 2005), y
otro, de ADN doble cadena infectando una cep&idgodochytrium minutéTakao et
al. 2007). En el primer caso, las particudsbién fueron icosahédricas pero de menor
diametro (25 nm), y no fue posible diferemmczonas en su interior. Ellas formaban
arreglos cristalinos dentro de las célulassi bien se hallaromsociadas a material
fibrilar, no estaban compkmente envueltas él. En egs@do, se presentaron como un
cuerpo electrodenso de forma eliptifeon 146 y 112 nmde largo y ancho
respectivamente), diferente a otros virus f@n@ente reportados. Si bien la morfologia
de las particulas virales emdradas en los materiales Teaff. kinneien este trabajo es
mas similar a la descripta por Kazama &@&mstein (1972, 1973), no se encontré en
ellas la envoltura de material fibrilar mencionada por los autores. Las estructuras aqui
presentadas fueron practicamente idéntictes ehalladas en los esporangios del alga
pardaFeldmannia(Henry & Meints 1992), organisnperteneciente a la misma division
que las traustoquitriales. Este caso, las partiadl virales, también icosahédricas con

130 a 150 nm de diametro y genoma de Adii¥le cadena, probablemente pertenezcan
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a la familia Phycodnaviridae, al igual qlee mayoria de los wis que infectan las

microalgas marinas (Brussaard 2004).

5.5.3- Aporte de la ultraestrutura al estudiode la biologia de las traustoquitriales

La comparacion de los rasgobraestructurales de las cepas estudiadas abre la
posibilidad de esbozar algunas generalidadesca de la reproducdeti de este grupo de
microorganismos. En lo que respecta a lasitivi celular, la predominancia de estadios
multinucleares en las cepas @eraustochytriumy Ulkenia analizadas, ilustra que el
clivaje celular seria posterior a la diMin nuclear, como en la mayoria de las
traustoquitriales. Por el contrario, estos @wgntos parecieran ser sincronicos en el

aislamiento dé&chizochytrium

Respecto a la zoosporogénesis, observada. aeff kinnei y T. aff. aureum
mediante microscopia electronica de transmision Y eaff. visurgensisa través del
microscopio electronico de barrido, se enobrue el clivaje del protoplasto ocurrio
por estrangulamiento, tal como projwa Kazama (1975). Las micrografias
electronicas mostraron que la formacion ddlegelos seria simultdnea (o anterior) a la
diferenciacion de los cuerpdg las zoosporas. Bhllazgo de cuerpos de zoosporas sin
flagelos exteriores en el material de aff. visurgensiso de zoosporas inméviles @n
aff. aureumno contradice tal presuncion, dad@astas estructuras podrian encontrarse

ya desarrolladas en el interior.

Adicionalmente, los detalles ultraestiw@les observados permiten proveer un
mayor detalle de algunos des aspectos del ciclo dedd de las cepas locales,
previamente analizados al microsappidptico. Por ejemplo, las micrografias
electronicas de barrido dg. aff. visurgensis (fig 5.6 B y C) sefialan que la pared
empezaria a desprenderse en un punto determinado y ocurriria simultdneamente (pero
no previamente) a la deformacion del protoplasto ameboidal. Esta metodologia permitid
ademas visualizar granulos internos ks zoosporas, rasgo mencionado en la
descripcion original, pero que no habia padser percibido mediante inspeccion al
microscopio Optico. Respecto al espécimersdsp. examinado, el mantenimiento de
los grupos de células originados por mitasspuede explicar por la presencia de una

pared comun.
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Por su parte, en los esporangios de las especies eucarpidaawsgochytrium
estudiadas, el fundamento basal y la zes@orégena estuvierataramente delimitados
por una pared ef. aff. kinnei pero no pudieron diferenciarse @n aff. aureum
coincidentemente con las observaciones psekéalizadas al microscopio Optico (ver
figs. 5.4 D y 5.5 E). Estos resultados podrianresticando la existencia de diferentes
mecanismos de formacion de los fundamentos basales. En la Gltima cepa mencionada se
visualizaron elementos flagelares durantpreteso de zoosporgénesis, lo que sefialaria
que estas estructuras ya estan desaredlaal momento de la liberacion de las
zoosporas, a pesar de que las mismas experimenten una fase inmévil. Finalmente la
vacuola propuesta ef. aff. striatum para explicar la ubicacién periférica de las
zoosporas dentro del esporangio antessdeliberacion pudo ser registrada en la
micrografia electrénica deansmision (fig. 5.5 B).

En sintesis, el andlisis ultraestructudal materiales locales representativos de
diferentes taxones permitid proveer un magetalle de los caracteres morfolégicos
relacionados a su ciclo deda. El fuerte valor taxonomicte estos rasgos plantea la
potencialidad del empleo de la ultraestoua para el estudio sistematico de las
traustoquitriales. Sin embargo, aun falta largo camino por recorrer ya que la
aplicacion de caracteres ultstireicturales con fines taxondmicos requiere, por un lado
disponer de un gran niamero de organisiones representen la biodiversidad existente
(Letcher et al. 2008) y por ottado la posibilidad de podeultivarlos para obtener la

biomasa necesaria para la aplidéacie esta técnica (Barr 1980).

5.6- Conclusiones

La observacion de cepas representativas de los taxones mas frecuentemente
hallados en los humedales argentinos meeiamcroscopia electronica confirmé su
pertenencia a las traustoquitriales. Entas particularidadessncontradas en los
especimenes examinados puede mencsenala ubicua presencia de vacuolas
conteniendo distinto tipo de materiaue participarian en los procesos de
zoosporogénesis y de formaciéon de pared.h8karon ademas particulas virales
(probablemente de la familia Phycosimamlae) en el fundamento basal Beaff. kinnei

Estas técnicas permitieron obtener un maletalle sobre la formacién de estructuras
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reproductivas y otros aspectos citoldgicosaildb de vida respecta las observaciones
realizadas al microscopio Optico. EI mantenimiento a nivel ultraéstalicle los rasgos
observados al microscopio optico refuerzautdizaciéon de estailltima metodologia,

mas simple, en el reconocimiento de nueaigtamientos. Considando la importancia

de las estructuras reproductivas en la ifieatiion de géneros y especies, el empleo de
estudios ultraestructurales no solo resptametedor por las contribuciones que pueda
hacer al conocimiento general de la biologia de estos microorganismos, sino también
por su potencialidad para lohemar mas precisamente caraete ultraestructurales con

valor taxonémico.
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CAPITULO VI: DISENO DE UN BIOP ROCESO PARA LA OPTIMIZACION
DE LA PRODUCCION POR FERMENTACION DE ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO UTILIZADO LA CEPA AURANTIOCHYTRIUM
LIMACINUM SR21.

6.1- Resumen

Se eligio a la cepa modeldurantiochytrium limacinumSR21 para estudiar la
produccion de acidos grasos omega 3,i@ddarmente acido docosahexaenoico (DHA),

ya que las concentraciones de biomasa alcaszaal los aislamientos locales no fueron
compatibles con su aplicacién biotecnolégiBa. disefio un bioproceso en dos etapas
para optimizar la produccion de DHA, en base a los diferentes requerimientos de dicha
cepa para el crecimiento y para la acumulacién de lipidos. Para identificar las variables
de cultivo significativas sobre la produccide biomasa (primera etapa) se aplicaron
Disefios Estadisticos Experimentales de seleccidn, y los niveles 6ptimos se encontraron
combinando las metodologias de Redes dlmles Artificiales Algoritmos Genéticos

y Andlisis Graficos. El valor de biomaobtenido (40,3 g de peso celular setp |
empleando las condiciones optimizadas coidcatin el predicho por el modelo. En los
siguientes ensayos se determinaron fogeles de dos condiciones de cultivo
significativas para la produccion de DHAe@unda etapa). El bioproceso completo se
llevé a cabo primero en frascos agitados ytuse escald en un biorreactor de 3,5 | de

volumen de trabajo agitado mecanicamente.

6.2- Introduccién

La importancia biotecnolégica de las traustoquitriales como fuente alternativa
para la produccién de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFAs) omega 3
(n-3), particularmente acido docosahexaendioblA, 22:6n-3), ha sido brevemente
introducida en el capitulo I. En el mismontaién se enfatiza acerca de la necesidad de
optimizar el proceso productivo como una plesibstrategia pardisminuir los costos
de produccién y que de este modo, elitaceelular microano (SCO) resulte
competitivo comercialmente en precio de venta con el aceite de pescado. A
continuacion se proveen mas fundamerdobre estos aspectos y se presentan los

métodos estadisticos empleados pa@ptimizacion de los bioprocesos.
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6.2.1- Mercado de los PUFAs

Los efectos benéficos de los PUFAsl@isalud humana y animal se relacionan
con sus funciones a nivel celular.rPon lado, tienen un importante rol en la
arquitectura, dinamica, transicion desday permeabilidad de las membranas,
modulando el comportamiento de proteiaasciadas a las mismas como receptores,
ATPasas, proteinas transfamtoras y canales ionicoadicionalmente, los PUFAs
controlan la expresién deectos genes y en consecuenafactan la biosintesis de
acidos grasos (FA) y el transporte dmlesterol en el cuerpo. Finalmente son
precursores de una amplia varieda@® metabolitos (como prostaglandinas y

leucotrienos) por lo que regulan funcioméslogicas criticagCertik & Shimizu 1999).

Las sugerencias sobre eloude los PUFAs por sus meficios nutricionales y
sobre la salud datan de 1975, cuando dos genaipales consultas internacionales,
FAO (“Food and Agriculture Organization}) WHO (“World Heath Organization”),
indicaron que las férmulas famtiles debian simular la leche materna, la cual es
particularmente rica en ARA y DHA. A garde 1990, numerosas organizaciones han
recomendado especificamente la inclusim estos dos PUFAs en este tipo de
productos, cuyo mercado se ha estimado ededi@ de 10 billonede ddlares anuales.
Una gran variedad de compafilas coméraa actualmente formulas infantiles
adicionadas con SCO, en mas de 60 pai®#®s mercados con mas potencial ain
incluyen el de los alimentos saludablesapadultos, como quesos, yogures, huevos,
cereales y bebidas, los alimentos parajeres embarazadas y los productos para
mejorar la salud cardiovascular. Cabe memnar que la mayor parte de ellos han sido
reconocidos como “seguros” o “GRAS” Génerally Regarded as Safe”) por la
organizacion FDA (“Food an®rug Administration”) en Estados Unidos, por lo que
tienen amplia aceptacién (Simopoulos etl899). Debido al gran potencial comercial
del SCO muchas compafilas han mostragkerés en investigar, desarrollar y
manufacturar productos ricos en PUFAstrErellas pueden mencionarse a Aventis
S.A., BASF A.G., Friesland Brands A.G&ist-brocades, Hoffmann-LaRoche A.G.,
Laboratorios Ordesa, MartekdnNestle S.A., Novartis, Nrcia, Nutrinova Celanese
A.G., Ross products y Walmart (Ward & Singh 2005).
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Los productos ricos en PUFAs tienewlemas importantes aplicaciones en
acuicultura ya que las larvas de algunesgs y crustaceos requieren estos compuestos,
principalmente DHA, para su correcto desadorgLewis et al. 200D Los cultivos de
Schizochytriumhan sido utilizados para enriquecer las concentraciones de DHA de
rotiferos y larvas dértemiaantes de emplearse como alimentos de larvas de peces y
camarones por mas de una década (Bar&la¥eller 1996). Por su parte, varias
compafiias como Aquafauna Bio-Marine.lty Sanders Brine Shrimp Company han
elaborado alimentos enriquecidos con SCOigaeementaron la tasa de supervivencia
y redujeron el pseudoalbinismo en juvesilde rodaballos, y actualmente se estan

llevando a cabo nuevos avances en est@a @de investigaciofbong et al. 2007).

6.2.2- Fuentes tradicionales de obtencion de PUFAs

En la actualidad la principal fuente B&JFAS es el aceite de pescado. Los peces
incorporan estas sustancias como partsuddieta y pueden coentrar EPA y DHA en
el tejido adiposo, la grasa musculars laisceras y las gonadas en forma de
triacilgliceroles. La composicion y cantida® PUFAs n-3 en foaceites de pescado
dependera de la especie, de la épocafiely lugar geografico donde se capture (Miller
et al. 2007). La mayor parte de la producai@aceite de pescado es utilizada para la
alimentacion de peces criados en cautiverio (Touminen & Esmark 2003). El desarrollo
acelerado de la industria acuicola haeneentado la demanda de PUFAs n-3, ademas
de las nuevas aplicaciones de estos productos en alimentos y nutracéuticos. Por tal
motivo, se espera que en los proxim@®sasu produccion a partir de las fuentes

actuales no sea suficiente partistacer las demandas del mercado.

La inclusion de PUFAs provenientes| deceite de pescado en alimentos,
férmulas infantiles y aplicaciones farmacéas tiene algunas desventajas, por ejemplo,
la presencia de contaminantes ambientales problemas asociados con el tipico gusto
y olor a pescado que pueden resultasadeadables (Sijtsma & de Swaarf 2004).
Particularmente, el consumo de pescadonoags la Unica forma de exposicion de los
humanos al metil-mercurio, la forma mas peligrosa de este metal pesado, que puede
causar afecciones en elste&ma inmunolégico, en el sistema nervioso, producir
crecimiento anormal de los embriones y alterar los sistemas enzimaticos a nivel

genético (GOmez Gomez et al. 2004). Otrolat inconvenientes de esta fuente de
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PUFAs n-3 es su inestabilidad ante la oxidacién. Cabe mencionar que la susceptibilidad
y velocidad de oxidacion gelaciona proporcionalmente gitado de insaturacion y se
deben aplicar tratamientos especiales padgacirla a niveles aceptables (Aidos 2002).

Por otro lado el aceite degmado contiene una mezcla de €#ya purificacion requiere

de muchas etapas. En algunos casos seautitomatografia liquida (HPLC), lo que
sube el costo de produccién (Wen & Chen 20@b)mejoramiento de las técnicas de
separacion y el uso de condioes de operacion mas suaves de procesamiento jugaran
un rol importante en la industria deinantos y farmacos. Esto hace necesario
considerar nuevas tecnologias y fuentes atafs para la obtencién de PUFAs (Lewis

et al. 1999), entre ellas los microorganisn@$ra fuente propuesta recientemente son
las plantas, aunque su prindipenitacion es que 40 pueden sintetizar acidos grasos de
hasta 18C. Debido a ello algunas compaiiitsnacionales (Momsto y Dupont por
ejemplo) estan trabajando intensamente en la aplicacion de técnicas de ingenieria
genética para desarrollar culis transgénicos productorde PUFAs (Nichols et al.
2010).

6.2.3- Aceites microbianos (SCO)

Los SCO (“Single Cell Oilg’son definidos como aceites comestibles obtenidos
de microorganismos que pueden ser sinslam tipo y compaosicion a los provenientes
de plantas y animales (Ratledge & 2001). Los SCO son ampliamente aceptados
en el mercado y su produccion se esté edjgado y diversificando cada dia. En este
tipo de tecnologia, los microorganismos a@gs de producir el aceite deseado son
cultivados en un biorreactor. Este procasplica mayores costos que su obtencion a
partir de fuentes animales o vegetales y lpotanto se utiliza actualmente para la
elaboracién de productos de alto vabgregado. Sin embargo, ofrece interesantes
ventajas respecto a las fuentes tradicionaiese ellas, un mayor contenido de PUFAs
n-3 con predominancia de un tipo especificmo una mezcla), mayor estabilidad ante
la oxidacién, la posibilidad de ser producidos a patéirfuentes sustentables y en
condiciones controladas y menores costies purificacion. Los parametros mas
importantes en la seleccion de la cepecadda para la produccion del PUFA deseado
son la velocidad especifica de crecinenla produccion de biomasa bajo las
condiciones Optimas de cwiti, el contenido total de lipid y la proporcién del PUFA
respecto a los lipidos, asi como la ubicacion celular del PUFA (resulta fundamental que
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sea parte de los triacilgliceroles del citogono de los fosfolipidos de membranas)
(Sijtsma & de Swaarf 2004). Se mencionaavemente a continuacion las ventajas y
limitaciones de los microorganismos ol#exgos capaces de producir SCO, que

incluyen a bacterias, hongos y microalgas.

Las bacterias de mayor produccion PEFAs, particularmente EPA y DHA,
pertenecen a los génercShewanella, Colweliay Moritella de la division
Proteobacteria. Estas especies marinasnseentran asociadas a ambientes extremos
donde prevalecen altas presiones y bajas temperaturas. Se piensa que la sintesis de estos
FA es una respuesta sobrefllsidez de la membrana pacantrarrestar las variables
adversas (Nichols et al. 1993). Debido a queacumulan altas concentraciones de
triacilgliceroles, que contienen otros lipidiosisuales y que recerien condiciones de
cultivo dificultosas, no son considerada®mo sistemas adecuados con fines
productivos (Ratledge & Wyn2001).

Diversos hongos se han estudiado garabtencion de PUFAs. Se destacan
entre éstos aquellos pertenecientes al oMecorales, particularmente representantes
del géneroMortierella. Entre éstos pueden mencionarséMa ramannianna M.
isabellinay Mucor circinelloides que pueden acumular concentraciones de ag¢ido
linolénico (GLA) del 15-25% de los FA totales (Certik & Shimizu 1999). Por su parte,
M. alpinay M. elongatase caracterizan por ser produe®de EPA (Bajpai & Bajpai
1993). En la actualidad algunas cepasvilealpina se utilizan industrialmente como
fuente de ARA (Singh & Ward 1997b). La celh alpina 1S-4 ademas de producir
ARA, ha servido de modelo para eshslidel metabolismo de los lipidos. Este
organismo es altamente oleaginoso, suibiesis de lipidos es simple y regulada y

también puede incorporar FA exégenosansformarlos (Sakuradani et al. 2005).

A pesar de que las microalgas camogn un reservorio de compuestos
bioactivos, s6lo un numero limitado de laspecies conocidas ha sido estudiado y
analizado para la produccién de lipidos (Poni 1999). Entre los dérsos grupos de
microalgas que sintetizan y acumulan PUR&sincluyen las diatomeas, las crisofitas,
las criptofitas, las primneaditas y los dinoflagelados (Cohen et al. 1995). Sin embargo,

el principal obstaculo para la producciommascial de algas se debe a que la mayor
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parte de ellas son fotoautétrofas obligadas y ademas no acumulan los PUFAs como
triacilgliceroles. Las bajas productividades obtenidas cors esttemas se relacionan
principalmente con dos problemas no ed@s adn, la limitacion de luz y la
acumulacion de oxigeno (Barbosa 2003). ltarahtiva a los fotobioreactores, con el
potencial de reducir los costos, edilizar algas con capacidad de crecer
heterotréficamente en fermentadores conwerades. Se ha estimado que el costo de
produccion de biomasa heterotrofica puesd®e menor a US$ 5/ kg mientras que
producir 1 kg de alga fototréficamente puederesentar valoresuperiores en 1 0 2
ordenes de magnitud (Gladue & Maxey 1994).t@ips modos, las algas fotosintéticas
continuaran siendo candidatoggéa elaboracion de SCOrpaacuicultura debido a que
representan la mejor y mas natural fuentewuteientes para larvas y animales juveniles

como ostras, larvas de pez espada y rotiferos (Cohen 1999).

Los microorganismos marinos heterétrofpse actualmente son utilizados en
procesos comerciales para la produccioriPdéAs n-3, particularmente DHA, son el
dinoflagelado marinoCrypthecodinium cohniiy los géneros de traustoquitriales
Thraustochytriumy Schizochytrium(Ward & Singh 2005). Kylg1994) describidé un
método para la obtenciébn de DHA cd@h cohnii que provee las bases para la
produccion industrial de “DHASCOaditivo incorporado en fénulas infantiles y otras
comidas. En el ejemplo presentado, el maximo rendimiento de DHA resultdé de
aproximadamente 2 § luego de 5 dias de cultivo. La acumulacién dilgliceroles
en C. cohniino ocurre durante la fase activa de crecimiento en un medio con todos los
nutrientes, sino en la idicda, después que algun nutriendéerente a la fuente de
carbono, es limitante (generalmente nitrogeBehido a esto la fermentacién se realiza
en dos etapas y por lote alimentado. Eprimnera fase, cuando el crecimiento es activo,
el contenido de lipidos en la biomasgresenta aproximadamente un 20% del peso
seco de biomasa y las células son moviléisa vez que el nitrégeno se agota y se
continta alimentado el fermentador clanfuente de carbono, comienza a producir
material de reserva, las células pierdenflagelos y se desarrollan numerosos cuerpos
lipidicos (Wynn et al2005). El bioproceso en el que lsgn obtenido los rendimientos
mas elevados de biomasa (1097, llipidos (61 g 1) y DHA (19 g I') con este
microorganismo luego de 400 h de fernaeitdn utilizando acetato como fuente de

carbono y un sistema de lote alimentado Ha siformado por de Swaaf et al. (2003).
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6.2.4- Producciéon de PUFAs empleando traustoquitriales

Las mejores fuentes microbianas de DHA son las cepas de los géneros
Schizochytriumsensu latoy Thraustochytriupm con las que se han alcanzado
productividades superiores las registradas par@. cohnii La tabla 6.1 presenta
algunos ejemplos representativos de pasducciones de biomasa, lipidos y DHA
obtenidas a escala de laboratorio, en frasd¢admy en fermentadores para las distintas
cepas estudiadas. En ella puede observarse que los valores mas elevados corresponden a
la cepaAurantiochytrium(anteriormenteSchizochytrium) limacinur®R21, originaria
de manglares de la isla Yap de Jagétonda et al. 1998), que actualmente es
considerada la especie modelo plrgroduccion comercial de DHA (Raghukumar
2008). Yokochi et al. (1998) optimizaron la produccion de este PUFA n-3 con la
referida cepa en frascositaglos, obteniendo rendimientos de méas de 4 g DHpabla
6.1) en medio con glucosa (9% m/v) o glicerol (12% m/v), macerado de maiz (CSL) y
una concentracion de sal coperdiente al 50-200% de la peete en el agua de mar.

A. limacinum SR21 también prosperé sin el agregado de sal, aunque la tasa de
crecimiento se redujo a laitad que la registrada en cacidnes éptimas. El contenido

de FA se incrementé al disminuir leorcentracion de la fuente de nitrogeno,
representando un 50% de la biomasd (tabla 6.1). Esta cepa contrasto doraurem

que resulté completamente inhibida por sdides de agua de mar de 0 y 200% Yy por
concentraciones de glucosa mayores al 1% @idal. 1996). El ecimiento de la cepa
SR21 en di y polisacaridos fusuy pobre, a diferencia de aurem, T. roseum S.
aggregatungue se propagaron sin dificultad en maltosa y almidén (Bajpai et al. 1991a
y b, Li & Ward 1994). Las maximas productividades de DHA &olimacinumSR21 a
escala de laboratorio (3,3 g DHA! IdY) han sido informadas por Yaguchi y
colaboradores (1997), en cultivos de cudias en fermentadores con 3 | de medio con
12% m/v de glucosa. Los autores alcanzaron valores de 48giomasa secay 137g |

! de DHA; el contenido de lipidos fue W#¥,5 % de la biomasa mientras que el
contenido de DHA represento el 36,5% de los FA totales (tabla 6.1).

Bowles y colaboradores (1999) desHaron un programa de aislamiento de
traustoquitriales a partir de materiales progates de regionesog diferentes climas
(litoral templado, 59-61° N; litoral frio, 50-5N; y manglares subtropicales, 25-27°
N). Luego de evaluar la produccion de bawa, lipidos y DHA de los 57 aislamientos
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obtenidos, encontraron que las concentrasionéximas de DHA se registraron en las
cepas de ambientes frios, pero los magoniveles de bioasa correspondieron a
aguellas provenientes de ambientes syitales. La concentracion mas elevada de
DHA utilizando una cepa tropical resulté 2,17glliego de 107 h de cultivo en un
biorreactor. Por su parte Barclay (1990Ompar6 la produccion de PUFAs de 151
nuevas cepas aisladas y cinco de la caaate cultivo ATCC, obteniendo las maximas
productividades de DHA (1,08 g &™) con algunos de los nuevos aislamientos. Valores
similares fueron registrados por una de9asepas obtenidas por Fan y colaboradores
(2002) a partir de manglares subtrofgsa Este aislamiento, reconocido cor8o
mangrovej produjo 2,8 gt de DHA en 52 h de cultivo en medio con glucosa y extracto
de levadura. En el mencionado trabajo lo®i@s evaluaron ademéakuso de residuos
provenientes de una industrisoductora de leche de soja,egsustentd el crecimiento
de todas las cepas.

Respecto a los estudios a escala indstBaily y colaboradores (2003) han
descrito las condiciones para cultivos da adlensidad, en los qleego de 90 y 100 h
de fermentacion, consistente en una primera etapa de incremento de biomasa seguida de
una segunda etapa de produccion de lipideslograron obtener concentraciones de
biomasa del orden de 200 g ¥ productividades de DHA de 0,5 § h™. Los
organismos empleados en estos ensayos fueron especies del $&meachytrium
sensu lato (ATCC 20.888 y un aislamiengalvaje). El cultivo de cepas de
Thraustochytrium, Schizochytriugn Ulkenia para la produccién de aceites que son
incorporados en alimentos que contienenFRSY n-3, utilizados en la acuicultura y
como aditivos en la produccion de huevos y en la formulacion de alimentos infantiles se
detalla también en diverspatentes (Barclay 1992, 1992001, Tanaka et al. 2003).

6.2.5- Bioquimica de laacumulacion de PUFAs

La comprensién de los mecanismos bioquimicos subyacentes a la sintesis y
acumulacion de FA es de crucial importanpara el desarrollo de los procesos
relacionados con los SCOs. Solamentenamero reducido de microorganismos son
capaces de acumular lipidos por encima de@# de su biomasa, y en principio sus
vias de biosintesis de FA no pareces diéerentes que las de las especies no
oleaginosas. Tal como se comentara en el capitulo 1, los FA son sintetizados mediante
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un complejo enzimético multiproteico denondoasintetasa de acidos grasos (FAS), de

acuerdo a la siguienteaccion general:

Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH - palmitolil-CoA (16:0-CoA) + 7 CoA-
SH + 7 CQ + 14 NADF

La malonil-CoA deriva de la acetil-CoAue es carboxilada por la enzima acetil-CoA
carboxilasa en el primer paso de la biosistdsi lipidos. Si bien gorincipio se supuso

que esta enzima podria haber sido clavelenegulacién de la via metabdlica,
actualmente se presume que la oleaginost#adiertos microorganismos estaria mas
relacionada con su habilidgdhra suplementar continuamerbs sustratos primarios:
acetil-CoA y NADPH. (Anderson &/ynn 2001). La alta disponibilidad de estos dos
metabolitos ha sido atribuida a la presencia de la enzima ATP:citrato liasa y a la
dependencia de AMP de la isocitratohdieogenasa, exclusivas de las especies
oleaginosas. Tal como se muestra endaréi 6.1, bajo limitaciones de nitrégeno, las
células de estos microorganismos expeniae un incremento de la actividad AMP
deaminasa, que reduce el contenido dePARk! inhibe la actividad de la enzima
isocitrato deshidrogenasa en las notodrias. Consecuentemente se acumula acido
citrico que es exportado haciao#iosol, donde es clivado pta ATP:citrato liasa para
formar acetil-CoA y oxalacetato. La acdfibA queda entonces disponible para la
biosintesis de acidos grasos mientras quexalacetato es convertido en malato. El
malato es decarboxilado por la enzima o&lipara producir piruvato y NADPH. Si
bien la enzima malica no es el Unico sistema generador de NADPH, parece estar
intimamente asociada con la via lipogénidado que su deficiencia inhibe la
acumulacion de FA (Ratledge 2004).

En la mayoria de los organismos, eingdejo FAS provee los FA saturados de
16C y 18C que se desaturan y elongan sules¢emente para dar origen a los PUFAs
(fig. 1.5). Sin embargo, el analisis de los gede la sintesis de FA de una especie de
Schizochytriumy otra deUlkenia ha mostrado que estaspes utilizarian un sistema
alternativo similar a la ruta de la policéidintetasa (PKS) baciana. En este nuevo
esquema la introduccién de dobles enlaces no requiere ;deorlo en la via
convencional y por eso se ha denominadzeerbio, aunque ocurem presencia de;O
Si bien aun poco se sabe acerca derast@anismo biosintético, se ha especulado que
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los doble enlaces introducidos durante siatesis de la cadena carbonada serian
retenidos (a diferencia de fata FAS) y entonces losteérmediarios de hasta 16 C
nunca serian completamente saturados {M¢tal. 2001). Una de las ventajas que
tendrian los organismos que posean estersa es que “economizarian” la necesidad
de poder reductor (NADPH) paradmtesis de PUFAs (Ratledge 2004).

Finalmente cabe mencionar que la identificacion de Avadesaturasa en una
especie deThraustochytriuminvolucrada en la conv&dn de DPA n-3 en DHA
mediante expresion heterdloga 8accharomyces cerevisigeBrassica juncedQiu et
al. 2001) plantearia la existencia de dos rutas alternativas para la sintesis de PUFAs en
las traustoquitriales: la tradicional, dominante en especigébm@eistochytriumy la via
PKS, predominante eéchizochytriunfy Ulkeniag) (Ward & Singh 2005).

6.2.6- Metodologias estadisticas para la optimizacion de bioprocesos

Fisher (1926) desarroll6 la teoribdsica de los Disefios Estadisticos
Experimentales (DOEs) al demostrar quanbiar mas de un factor al mismo tiempo
resulta mas eficiente que cambiar un Unico fagtorvez. La aplicacion de este tipo de
enfoque ha resultado muy exitosa para el raejento de medios dmiltivo (Silveira et
al. 1991). Idealmente, la metodologia lds DOEs es un proceso secuencial que
involucra en primer lugar, leealizacion de disefios ddession, mediante los cuales se
explora un gran numero de variableslependientes de un bioproceso a fin de
establecer cuales de ellas son signifiestivsobre la variable respuesta estudiada
(Montgomery 1991). En este tipo de experimeantos niveles maximos y minimos para
cada uno de los factores explorados se codifican como de +1 y -1, estudiandose
experimentalmente sélo un subconjunto dgatolas combinaciones posibles, lo que
permite ganar tiempo y disminuir costolsos resultados obtenidos se analizan
estadisticamente, estimandose el efecto lineal (la pendietgddlinea que conecta la
media aritmética de las respuestas en selnnferior y la media aritmética de las
respuestas en su nivel superasi como el grado degnificancia estadistica, P) de cada
uno de los factores. De esteodo, la variable respuesse expresa por ecuaciones
lineales del tipoy, = bp + byxg + box; +...+ bpx,, donden es el numero de variables
independientes g es el grado de la respuest®ara verificar que sesté trabajando en
el rango adecuado (es decir, que se inclliygmiveles Optimos) y estimar el error puro
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del método (o sea, la dispersion entre réglicse realizan también (por triplicado)
ensayog“puntos centraleg’que combinan los valores centrales de los niveles de todos
los factores estudiados t(@bel & Sullivan 1999). Los disefios de seleccibn mas
comunmente empleados son los del tipo Ri#eRurman (PB) y Factorial Fraccional
(FFr). Este ultimo, permite también estimar el efecto de la interaccion entre dos factores
sobre la respuesta estudig@tanbury et al. 1986).

Una vez seleccionadas las variables dganancidencia sobre el bioproceso, se
llevan a cabo disefios de optimizacion. El tbjede estos estudios es confirmar los
efectos y las interacciones determinadosramtaente, estimar la curvatura especifica
de los efectos cuadréticos y determinar\Jakres 6ptimos para los factores criticos
seleccionados (Strobel & Sullivan 1999).[Esefo Central Compuesto de Box-Wilson

centrado en las caras es el mas empleamto este fin. Las variables evaluadas se

codifican segun la siguiente ecuacign: Xi~*o, dondei =1,2,...k; y la respuesta se
LAX

analiza segun el modelo de segundo orden:

y=,30+Zi":1ﬁixi+Z';:22ij_lﬂij>ng+zik:l,8”xi2 (Box et al. 1978). Finalmente,

después de la construéni del modelo, el maximaptimo predicho se verifica

experimentalmente.

Las Redes Neuronales Artificiales (ANN®Nstituyen estrategias alternativas a
los DOES (Kennedy & Krouse 1999, Mutih&cMutihac 2008), siendo modelos que
imitan la capacidad de aprendizaje del cayeBllas son entrenadas con un conjunto de
datos de entrada (valores de las variainldependientes del biogreso, en este caso) y
salida (i.e. valores de las respuestas ob#aihipara “aprender” a reproducir una salida a
partir de una entrada. Laipcipal ventaja de las ANNs &gle pueden utilizarse para
modelar situaciones no lineales sin necedi@rconocimientos previos acerca de la
dindmica del sistema (Soret al. 2004). La desventaja de las ANNs es que al ser
modelos de “caja negra”, la inspeccion de sus parametros no permite entender la
influencia de las variables de entrada sobre las salidas. Por esta razon, las técnicas
estandar de diferenciacion agldas a modelos paramétricos para encontrar maximos y
minimos no pueden aplicarse a la oewion por ANNs. En sdugar, se han

desarrollado distintos métodos de busquedmtye ellos, la familia de los Algoritmos
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Genéticos (GA) es la més frecuentementézatia. En esta metodalia, los valores de
salida se calculan ilizando el modelo de la ANN pa un namero de “individuos”,

cada uno conteniendo un “cromosoma” con tantos “genes” como variables de entrada y
valores iniciales al azar asignados a ellagudlos individuos coilos valores de salida

mas altos y mas bajos, dependiendo del sibjetivo es encontrar un maximo o un
minimo respectivamente, se conservan fa@oxima generacion, y se “crean” nuevos
individuos cruzando los cromosomas exitosaérgs mutados al azar de los individuos

de la generacion anterior. gtoceso se repite para ndmero dado de generaciones o
hasta que la poblacion alcance un maximo (0 un minimo). La combinacién de ANNs y
GAs para la optimizacion de procesos ha sido aplicada exitosamente en biotecnologia y
qguimica industrial (Desai et.£2008, Mutihac & Mutihac 2008).

6.2.7- Objetivos

Durante la etapa de seleccion de cepealés para los estudios de produccion de
PUFAs n-3, se encontré6 que ninguna deseplfaesenté concentraciones de biomasa
mayores a 5 gl luego de una semana de incubacién en los diferentes medios y
condiciones ensayadas (capitulo Il, sec@@h4), por lo que no constituirian sistemas
adecuados con fines productivadas alla de que estosstdtados no descarten la
posibilidad de hallar en un futuro aislientos locales comnayores potenciales
biotecnolégicos, para los ensayos de producpr@puestos en este trabajo de tesis se
optd por utilizara cepa modeld\. limacinumSR21.Considerando que la acumulacién
de PUFAs esta asociada a requerimiermogricionales particulares, diferentes a

aguellos relacionados con@kcimiento, los objetivos de este capitulo son:
- Estudiar en detalle la cinética de crecimiento de la cepa mAddilmacinumSR21
bajo diferentes relaciongs:N para proponer un bioprocesa el que se optimice la

produccion de biomasa y la produccion de DHA.

- Aplicar las metodologias estadistiods los DOEs, ANNs y GA para definir las

condiciones 6ptimas de crecimiento para la cepa en estudio
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- Disefiar un bioprocesutilizando las condiones determinadas como 6ptimas para el
crecimiento y las establecidan la literatura para jaroducciéon de DHA que mejore las

productividades de DHA previamente informadas.

- Escalar el proceso optimizado en frasaggados en un biorreactde volumen de

trabajo de 5 litros

6.3- Materiales y Métodos

6.3.1- Cepa y mantenimiento

Los estudios se realizaron con la cepalimacinum SR21, provista por el
Instituto de Fermentacion de OsaKJapon, IFO 32693, ATCC MYA-1381). El
microorganismo se mantiene a -70°C erdim&PY (tabla 2.1) con glicerol 10% v/v.
Los cultivos de rutina y preinatos para los ensayos se prepararon en frasco agitado en
medio GPY a 28°C y 250 rpm.

6.3.2- DOEs, ANN, GA y andlisis de datos

Se utilizaron disefios del tipo PB y FFr para seleccionar las variables que
tuvieran un efecto significativo sobre la emuacion de biomasa. Estos disefios se
desarrollaron para 3 o 4 factores con adogles codificados, cubriendo diferentes
rangos, como se indica en la tabla 6.4, gaauar su efecto leal sobre la biomasa
(peso seco). Para cada experimento geiecon ademas 3 “puos centrales”. Los
resultados se ajustaron a un modelo lirdmalprimer orden, estimando el coeficiente

(pendiente) para cada factor yrsuel de significancia estadistica.

Se aplicé un procedimiento de doss@m para verificar sios datos de los
experimentos de seleccidon podian agrupardin de ser utilizados en modelos de
optimizacién. En primera instancia, los ey@aindividuales de los 5 experimentos de
seleccién (tabla 6.4) se agruparon utilizaetalgoritmo de las K-medias de acuerdo a
los valores de los factoresgnificativos (Hartigan 1979)i.e. tamafio del indculo y
concentracion de glucosa y de maceradmdé& (CSL). El algoritmo de las K-medias
distribuye muestras, ensayos en este @goe un nimero de grupos. Si ese nUMgro,
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no se conocea priori, se evallan varios valores aey la suma de cuadrados
acumulativa dentro dlgrupo penalizada par es calculada para cada uno. Aguebn

la menor suma de cuadrados penalizadsekezciona. Debido a la superposicién parcial
de muestras dentro del espacio muestaalnayoria de los grupos que resultan del
algoritmo de K-medias deberian contenensayos provenientes de diferentes
experimentos. En la tabla 6.5 puede olmese que esto ocurri6 con los datos
analizados (4 de los 5 experimentos tuMiesus ensayos ubicadas al menos 3 grupos
distintos, y 5 de los 6 grupos incluyer@msayos de al menos dos experimentos
diferentes). El segundo paso del andlisie determinar si éstia una diferencia
significativa en los valores medios de pesmsentre los grupos obtenidos mediante el
algoritmo de K-medias. Para esto se reatim ANOVAs de un faor de los ensayos
utilizando la pertenencia ada@rupos como criterio clasiidor y los valores de peso

seco como variable dependiente.

Para la etapa de optimizacion, el conjunto de datos de los ensayos de los cinco
experimentos de seleccidn se dividid en slgisconjuntos, uno para ajustar o “entrenar”
el modelo, y otro para su validacion. Ldatos del primer subconjunto se ajustaron a
tres modelos: lineal con teracciones, cuadratico cameracciones y una ANN. Los
modelos se utilizaron para hacer predicciones sobreuletonjunto de datos de
validacion. Para comparar su efectividad, deut@d para cada modelo la raiz cuadrada

de la suma media de los cuadrados de los ernmss gegun:

mse= \/%Z (observadp- esperadg?

El analisis estadistico y numérico de ldatos se realiz6 con el programa R (R
Development Core Tean2007). Para el disefio, entrenamiento y predicciones de la
ANN se sigui6 la metodologia descrita pori&qy colaboradores2006), utilizando la
herramientaNeural Network Toolboincluida en el prograenMATLAB ver. 6.0 (The
MathWorks, Natick, MA, USA). La arquitaata de la ANN consi& en una red con
tres capas: una capa de entrada (con detes de entrada: tamafio de inéculo y
concentraciones de glucosa y CSL), una aajpsdta con cuatro neuronas y una capa de

salida que presentd el valpredicho de peso seco. Se aplico la funcion sigmoidea
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tangente hiperbdlica (tansig)roo funcion de transferencia ds neuronas en la capa
oculta, y una funcién de transéercia lineal para la neurona ldecapa de salida. Para el
entrenamiento se utilizél método Bayesiano dmck-propagatior(trainbr) (Foresse &
Hagan 1997, MacKay 1992), el cualsca el niumero de neur@rnen la capa oculta que
produce buenas predicciones.

Se aplic6 un GA para encontrar mbinacion de tamafio de indculo y
concentraciones de glucosa y CSL que drati la maxima produccion de biomasa.
Para ello se empleo la herramie@anetic Algorithm and Direct Search Toolbdel
programa MATLAB con los siguientes parétros: tipo de pobktion, doble vector;
tamafio de la poblacién, 40 individuos; nimero de individuos que sobreviven en la
préxima generacion, 10; fracci@e retrocruza (fraccién des 30 individuos restantes
gue se generan por recombinacién), 0,95; escalalde para la varianza de la primer
generacion, 0,8. Los restantes paramesesdejaron en los valores estandar del
programa. Los valores posibles que podian tdazindividuos de la primer generacion
fueron restringidos a 8-12% m/v deigbsa, 11-13% v/v de CSL y 5.0-6.0° 1@lulas
ml* para el tamafio del inoculo. Estos pardmetros y los valores iniciales se
seleccionaron por encontrarse en una regi@contenia un maximo segun los andlisis
exploratorios iniciales. La funcion dignessutilizada fue la de la ANN entrenada con la
restriccion de evitar concentraciones de G8periores a 13% v/v y tamafios de inéculo
mayores que 5.0-6.0 1@élulas mf, ya que ningin méaximo encontrado mas alla de
estos limites seria aplicable en la practica.

6.3.3- Condiciones de cultivo

Para investigar el efecto de la retacimolar C:N sobre la produccién de peso
seco, proteinas y lipidos, los cultivosrealizaron en el Medi Basal de Produccion
(MBP), el cual contiene 10,00%/v de glucosa, 0,40% m/v de KIPO,, 0,10% m/v de
extracto de levadura (YE), 1,75% m/v dé da mar artificial (SW), concentracion
variable de acetato de amonio ({COONH:) dentro del rango 0.15 - 2.20% m/v y pH
5.5. Para los estudios de ciwétide crecimiento y los engs de los DOEs se llevaron a
cabo cultivos de cinco dias crecidos endimg con diferentes concentraciones de
nutrientes (ver tabla 6.4). Rala optimizacion de la produccion de DHA mediante una

fermentacién en dos etapas, las célulasron primero incubadas en el medio
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optimizado de crecimiento, centrifugada3000 rpm por 15 min, lavadas 3 veces con
1,75% de SW, transferidas al mismo voemmde MBP con diferentes relaciones
molares C:N e incubadas durante 3 dias.0Hn4g los casos, los cwits se realizaron en
frascos agitados de 100 ml conteniendo 2@enmedio de cultivo y se incubaron a 200
rpmy 281°C.

Los experimentos en biorreactores se realizaron en un equipo BioFlo 110 (New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) pret de sensores de pH, temperatura,
agitacion y concentracién de oxigeno disudli®C). Los cultivos en lote se llevaron a
cabo en 3.5 | de medio de produccion, cuymaposicion se establecid en los resultados
previos en frasco agitado. Se utilizaron camiculo (10% v/v) cultivos crecidos en el
medio optimizado de crecimiento. La temperatura se mantuvotdiQ§ la velocidad
de agitacion se varidé (entre 300 y 500n)ppara mantener la DOC a un 20% de
saturacion con un flujo fijo de aire de 1Mim. Para controlar la formacion de espuma,
se adiciono al inicio de los experimentosy3@e antiespumant@ntifoam289, Sigma,
Saint Louis, MO, USA). Se tomaron muestrde 15 ml cada 8 h y al final de la
fermentacion (96 h) para determirdf-line las concentraciones de glucosa remanente,

biomasa, lipidos y DHA.
6.3.4- Determinaciones analiticas

Para la estimacion de la produccion de biomasa como peso celular seco, las
muestras lavadas con agua destilada se secaron a 105°C hasta peso seco constante. Los
recuentos celulares se realizaron en cantsr Neubauer, estimandose la velocidad
especifica de crecimientq (aximg Y €l tiempo de duplicacion (tdegun la férmula:

U maima(h®) = Abiomasas  (Inx—Inx) = In2

A tiempo (h) At td
siendo x la concentracién de célulsanzada en un tiempo determinad®) §/ xo la
concentracion de células inicial. La gluaagsidual se determind con un kit comercial
enzimatico basado en el método de lacgba oxidasa-peroxidasa (Wiener Lab.,
Argentina), el amonio residual mediantengttodo del indofenol (Scheiner 1975) y la
concentracion de proteds de acuerdo a Lowrgt al (1951). Los lipidos se
determinaron gravimétricamente segun ldadelogia descripta por Kates (1998). Para
la medicion de DHA, la biomasa lavadaliedlizé y se suspendié en HCI metandlico
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10% por 3 h a 50°C, agregandcido araquidico (20:0) o estandar interno. Luego
de extraer con n-hexano, seguido de evajpmran atmdésfera de nitrégeno, los acidos
grasos esterificados obtenidos se disobrieen n-hexano y se cuantificaron en un
cromatografo gaseoso HP 5890 (Hewlettkard Co., Palo Alto, CA, USA) con
detector de ionizacion diama (FID) y con una cotana capilar SB 5 (Supelco;
Bellefonte, Pensilvania, USA). La temperat de horno inicial fet de 180°C durante 2
min, seguido de un gradiente de 5°C Trirasta 225°C y permanencia en la temperatura
final de 5 min. La identificacion de DHA se realizé tomando dereecia el éster
metilico correspondiente certificado por Sigma.

6.4- Resultados

6.4.1- Cinética de crecimiento en ntkos con diferente relacion C:N

Como punto de partida se estudio la cinética de crecimiento de laAcepa
limacinumSR21 en medios de cultivo con difentelaciones molares C:N. La figura
6.2 muestra los valores de biomasa (medidmo peso seco)jpidos, proteinas y
glucosa residual registrados al empledrmedio de propagacion GPY (tabla 2.1,
relacion C:N aproximada 10:1), habitualmentiéaado en la preparacion de indculos y
en el mantenimiento de la cepa. Partiendo de un inéculo d€ téhfas mf, se
obtuvieron unat maxmade 0,31 H y un tiempo de duplicacién de 2,2 h, alcanzandose la
fase estacionaria a las 36 h (6,3 &6élulas mf). La glucosa se agoté completamente a
las 48 h de cultivo, tiempo en que la basa tomé valores aproximados de 9 ,gjue
se mantuvieron hasta el final del ensayo (12Q.&)variacion de la concentracion de las
proteinas celulares presentd el mismo pgd#é la biomasa mientras que los lipidos se
incrementaron hasta las 48 h para luegmdiuir gradualmentebteniéndose registros
menores a 0,3 §'k partir de las 96 h.

Se procedié a continuaci@estudiar la cinética dwecimiento en un medio de
cultivo con una relacion C:N (50:1) mas alda que la del medio GPY, conteniendo los
nutrientes (y las concentianoes) que Yokochi y colabadores (1998) encontraran
como Optimas para la produccion de DH&, que se denomind Medio Basal de
Produccion (MBP, ver composin en Materiales y MétodpsPartiendo de un inéculo

del mismo tamafio que el del ensayo anterior flcgélulas mif), el cultivo alcanzé la
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fase estacionaria a las 48 h (2,5 t@lulas mf), momento en que practicamente se
detuvieron tanto el consumo de glucosa cemacremento de biomasa (fig. 6.3 A). La
I maxima fue de 0,21 H y el tiempo de duplicacion de 3,3 h. Debido a que las
concentraciones de lipidos (menores a T)gylel peso seco celulares (hasta 4 |
resultaron muy bajos y que la mayor pade la fuente carbonada no habia sido
consumida (80 g™l de glucosa remanente), el expento se repitid utilizando un
in6culo de mayor tamafio (1 ®6élulas mif, fig. 6.3 B). En este segundo ensayo, se
observé activa division celal hasta las 36 h (3 1@élulas mil), obteniéndose una
maxima de 0,09 H y un tiempo de duplicacién deh? La concentracion de lipidos y el
consumo de glucosa se incrementaron abrophte a partir de las 48 h (fig. 6.3 B),

aumentando junto con la biomasa hastiénal del experimento (120 h).

Para confirmar el efecto diferencidé la relacion molar C:N del medio de
cultivo sobre el crecimiento (estimado mediala concentracién deroteinas) y sobre
la acumulacién de lipidos, se reali@ar cultivos en medio MBP variando la
concentracion de la fuente de N (acetd¢oamonio) de modo de alcanzar relaciones
C:N entre 10:1 y 150:1. La figura 6muestra que en las célulasAlelimacinumSR21
crecidas en MBP con relaciones C:N bajd0:1) se favore6i la produccion de
proteinas sobre la de lipidgsque esta tendencia se iridra partir de relaciones C:N
de 50:1.

6.4.2- Diseiios de seleccion

Considerando los resultados de los gasaanteriores y los referidos en la
literatura, se dividié ekstudio de la optimizacién de la produccion de DHA en dos
etapas, investigando en pripim con mayor detalle las vahles significativas sobre el
crecimiento deA. limacinumSR21 (primera etapa) de modo de obtener biomasa para

utilizar como inéculo en una (segunddapa de produccion de acidos grasos.

Para evaluar la importancia relativa te concentracion de nutrientes, las
condiciones ambientales y su interaccion sebmecimiento de la cepa SR21, el efecto
de la glucosa (fuente de C), del CSL (fueteN), el pH y la salinidad del medio de
cultivo se estudiaron mediante disefioseleccion del tipo FFr. Dado que el nimero de
células y el peso seco no mostraron una r@helineal (ver item anterior), se eligio el
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peso seco como parametralicador de la produccién deomasa ya que éste resulta
mas significativo desde un punto de vistatécnologico. La tabla 6.2 muestra uno de
los FFr desarrollados, incluyendo los niveladificados y reales de las variables
independientes y la respuestdestida (peso seco), la cuarié en un rango entre 4.1y
38.5 g I*, dependiendo de las condiciones ensayddmscoeficientes de regresién para
las variables codificadas y sunteracciones se muestran la tabla 6.3. Los Unicos
factores que mostraron un efecto signifieatsobre la produccién de biomasa (P <
0.05) fueron la concentracion de glucosagéaCSL y su interaccion. La obtencion de
coeficientes positivos para estas variablgsifica que los niveles mas altos de biomasa

se produjeron en altas concentracioneardbos nutrientes en el medio de cultivo.

Dado que otros factores no incluidos erlisefio de sele@n anterior podrian
afectar también la produccion de biomasastatamo el tamafio del in6culo o la adicion
de fosfato o vitaminas al medio de cultivo,iseluy6 su exploracidodurante la fase de
seleccion. De este modo, varios DOEs magpipios (del tipo PB y FFr) se llevaron a
cabo para evaluar el efecto de diferentegyoa de nutrientes (fuentes de C, N, P y
vitaminas), condiciones fisico-quimicas (ghalinidad) y tamafio del in6culo sobre el
crecimiento deA. limacinumSR21. Los disefios completos y sus correspondientes
analisis estadisticos se presentan eApgndice (tablas A.6 &.13). Los resultados
obtenidos, sintetizados en la tabla 6.4, reeelaue, bajo las condames ensayadas, ni
la salinidad (0.35 a 3.5%) ni el pH (4 aaf¢ctaron significativamee la produccion de
biomasa, por lo que en los siguientexperimentos se mantuvieron en una
concentracion de 1.75% y un valor de 5.5 eefipamente. En lo concerniente al YE
(0.1-0.8%) y al KHPO, (0.1-1%), como suplementos de vitaminas y fosfatos
respectivamente, tampoco se encontraronrehfgas significativas al incluir estas
variables dentro de las concentraciones emesyanotivo por el cual se descartaron en
los siguientes experimentos. Por otro lado,adatconcentracion de glucosa como la de
CSL, cubriendo un rango entdes-13.5% y 0.5-15%espectivamente en los diferentes
experimentos desarrollados, mostraron efecto significativo positivo sobre la
produccion de biomasa, exceptuando el cada glicosa en el disefio FFr2, donde éste
resulté negativo. La interadei positiva entre la glucosa y el CSL sugiri6 huevamente
un efecto diferencial de la relacion molarN sobre la produccione biomasa. El

tamafio del inéculo se mantuvo aproximadamente éncéldilas mf en todos los
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experimentos, excepto en el disefio FFr2, pacaial este factor se varié entré $a.¢®

células mf' y presenté un efecto significativo positivo.

6.4.3- Analisis de datos para el proceso de optimizacion

Cuando se realizan uno o dos disefiosahar la fase de seleccion, el curso
normal para continuar con la fase de opanion es la aplicacion de disefios de
superficie de respuesta, como los deb tBox-Behnken o central compuesto. Para este
caso en particular, se llevaron a cabo 5 disefios de seleccidén independientes en los
cuales el rango de al menos un factosgeerponia con el rango del mismo factor en
otro disefio. Como consecuencia, el hedeocontar con estelmero relativamente
elevado de datos que cubria un amplicaegpexperimental se presentaba como una
oportunidad para agruparlosusilizarlos para ajustar molies con el fin de buscar los
puntos Optimos sin necesidad de desarraila@vos experimentos. Sin embargo, las
variaciones entre experimentos y el hecl® que la superposicion fuera solamente
parcial podian inhabilitar la agrupacion datos. Para verificar esto, se aplic6 un
proceso en dos etapas combinando el algoriisn K-medias y el analisis de varianza
(para méas detalles, ver Materiales y Métodésste analisis (tabla 6.5) mostré6 que
ensayos de diferentes experimentos decs&n con valores similares de tamafo de
in6culo y concentracion de glucosa y Cgadian ser incluidosn un mismo grupo y
que las diferencias en el peso secdreerestos grupos eran estadisticamente
significativas (P < 16). Confirmada entonces la validez del agrupamiento de los datos
de los disefios de seleccion, éstos se atdiz como un Unico conjunto para la posterior

etapa de optimizacion.

Para encontrar los valores éptimos de tamafio de inéculo, concentracién de
glucosa y concentracion de CSL, el conjuntalds experimentales se dividio en dos
subconjuntos, uno de entrenamiento y otroval@acion. Se ajustaron dos regresiones
(una lineal y otra cuadratica) y un modelo de ANN con el primer subconjunto y a partir
de ellos se realizaron predicciones sobigeglindo (para mas detalles, ver Materiales y
Métodos). Los valores de la suma media de los cuadrados de los ensggsa(a los
modelos lineal, cuadratico y la ANKueron 5.8, 4.2 y 2.6 respectivamente. En
consecuencia, se utilizé el ultimo de ellos para simular la biomasa producida por 5172
combinaciones de concentraciones de glucG&d, y tamafios de indéculo. El andlisis

139



exploratorio mostr6 que la produccion téomasa estaba fuerte y positivamente
correlacionada con la concentracion deLCSin embargo, la preparacion de medios
con altos niveles de CSL resulta dificsldo Por otro lado, experimentos previos
mostraron que el incremento del CSloywcaba una reduccion en el contenido de
lipidos, lo cual afectaria negativamenteséyunda fase de acumulacion de DHA. Por
estos motivos, se establecio una concerttrade 12 % de CSL como limite superior

para las siguientes busquedas de éptimos.

Se utiliz6 un GA acoplado a la ANNntrenada (para mas detalles, ver
Materiales y Métodos) para encontrar lanbinacion de los componentes criticos del
medio que rindieran un maximo valor #omasa. EI GA mdijo una produccion
maxima de biomasa de 42.1don 8.8 gt de glucosa, 12% de CSL y un tamafio de
in6culo de 1 19 células mi (circulo blanco en la figar6.5). Como para el trabajo
rutinario es mas sencillo preparar in6culos mas pequefios, se selecciond para este factor
el valor de 4 10células mif', que se encuentra en la isolinea de 38 del biomasa. La
mencionada figura indic6 ademas que lacemtracién de glucosa debia mantenerse en
80 gl

6.4.4- Validacion

El perfil de crecimiento de la cepa limacinumSR21 en el Medio Optimizado
de Crecimiento (MOC; composicién: 8.084/v de glucosa, 12.0% v/v de CSL, 1.75%
m/v de SW; relacion molar C:N 6:1) seepenta en la figura 6.6. Considerando a la
division celular como medida de propagacidnfase estacionaria se alcanzé a las 40 h
CON unap maximade 0.11 H. Por su parte, la biomasa celular contindo incrementandose
hasta aproximadamente las 120 h de incdimacse registré6 un elevado consumo de
glucosa para la acumulacion de altos niveles de biomasa y lipidos a partir de las 100 h
de cultivo, obteniéndose 40.33 §de peso seco a las 1BQun valor muy préximo a
los 38 g " predichos. La acumulacién de lipidioe coincidente con el consumo total
del amonio y alta concentracion de glucesael medio de cultivo (esto es, con una

relacion molar C:N alta).
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6.4.5- Condiciones para la producciéon d®HA mediante un bioproceso de dos

etapas

En los siguientes experimentos en dapas, los cultivos se incubaron en medio
MOC (primera etapa), se lawm y luego se transfirienroa medio de produccion para
que acumularan DHA (segunda etapa). Carsiddo que el estado metabdlico del
in6culo podria haber resultado una vdealignificativa sobre la produccion, se
investigd la influencia de la fase descimiento (exponencial o estacionaria) de las
células obtenidas en la primera etapaeddacumulacion de DX Con este propdsito,
cultivos de 2 y 5 dias cretms en MOC se lavaron yatrsfirieron a medio MBP con
diferentes relaciones molares C:N (10:10®:1, variando la concentracion de acetato
de amonio) y se incubaron durante 3 dias. También se incluyé un “punto central”
(cultivos in6culo de 3,5 dias MBP con C:N de 55:1) parl andlisis estadistico. Los
resultados (tabla 6.6) indicaron que la edatlindculo no tuvo efecto estadistico sobre
ninguna de las respuestas estudiadas, memue, tal como se esperaba, la relacion
C:N del medio de produccion presentd efecto significativo y positivo sobre
produccion de biomasa, lipidos y DHA. b@xima concentracién de DHA, 7§ Ise
obtuvo para la relacion C:Bb:1, que se seleccion6 palamedio de produccion (MP)

empleado en los siguientes ensayos.

En los ensayos previos, pazhminar el efecto inhilbdrio que podria causar el
MOC sobre la produccion de DHA, las célutascidas en este medio se centrifugaron y
lavaron 3 veces con agua de mar estérilsadeetransferir ainismo volumen de MP.
Considerando que este procedimiemo seria el mas conveniente para una
fermentacion a mayor escala, se investigatos procedimientos alternativos de
transferencia que se presengamla tabla 6.7. El lavado d&s células crecidas en MOC
y centrifugadas previo a la resuspensiéneemismo volumen de MP (transferencia
completa) no mostré diferencias signifisas sobre ninguna de las respuestas
estudiadas comparado cors leélulas sin lavar, indiodo que la remocion del medio
MOC mediante centrifugacion resulté suficieptaa alcanzar altas concentraciones de
DHA (c.a. 9.5 g T). El otro procedimiento alternativo ensayado fue la dilucién del
cultivo in6culo en MP, sin aplicacion dengin tratamiento previo. Los resultados
obtenidos mostraron que aungesta transferencigarcial (10%) de délas crecidas en

MOC a MP resultd en niveles levemte menores de biomasa y DHA que la
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transferencia completa (100%4, concentracion de DHA fue igualmente alta (7.75 g |
1). Considerando que este dltimo procedittiees mucho mas econémico y simple de

implementar, fue seleccionadorpdos siguientes experimentos.

Las condiciones para el bioproceso en elapas establecidas en frasco agitado
se ensayaron en un fermentador de tipo tamgitado. Para ello, un cultivo de 350 ml
crecido durante tres dias eredio MOC se transfirié an volumen de 3,5 | de MP en
un biorreactor. La figura 6.7 muestra que la acumulacion de biomasa y lipidos ocurrié a
partir de las 24 h y hasta las 72 h dmiracion, alcanzando valores de 51.95y 354 g |
respectivamente, consumiéndose completamente la glucosa en dicho lapso. La
concentracion de DHA se incrementé hdag72 h y no se modificé hasta las 96 h,
tiempo en que se concluyo el ensayo. NoreggistrO un aumento significativo del
namero de células en el fermentador (damsnostrados), por lque la produccion de
peso seco y lipidos reflejarian un incretoeen el contenido celular. Mediante la
implementacion este bioproceso en dosadafa productividad nxéma de DHA en el

fermentador fue de 3.7 g di™.

6.5- Discusion

Si bien es sabido que la acumulaciénipielos en células eucariotas oleaginosas
ocurre preferentemente bajo ciertas comaies nutricionales como la deficiencia de
nitrégeno (Anderson & Wynn 2001), los estudiss la cinética de crecimiento de la
cepaA. limacinumSR21 bajo diferentes relacion€sN mostraron claramente que en
este organismo los requerimientos pararetimiento y para la produccion de lipidos
fueron diferentes, ocurriendo este ultimo proces fase estacionaria, la cual es en
general alcanzada luego de 36K &\ partir de estos resatios fue posible proponer un
bioproceso en dos etapas para mazamila produccion de DHA, manipulando
principalmente la relacion C:N del medio de cultivo: una primera fase (relacion C:N
baja) en la que las célulae dividen activamente y una segunda fase (relacion C:N
alta), donde las células antges incrementan su rt@fio (y peso seco) como
consecuencia de la acumulacién de lipid@artiendo de esta idea, se investigaron
separadamente los factores que influenciagstadisticamente ambos procesos. Cabe
mencionar que la mayor parte ks trabajos disponibles da literatura en los que se

manipulan los niveles de nutrientes (priradipente C y N) y las condiciones de cultivo
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(temperatura, pH y salinidad) con cepasSihizochytriumy Aurantiochytriumpara
optimizar la produccion de DHA (lida at. 1996, Yokochi et al. 1998, Bowles et al.
1999, Wu & Lin 2003, Perveen et al. 2006), el efats estas variables se evalGa sobre
la acumulacion del PUFA n-3 sin diferencir influencia sobre el crecimiento. Sin
embargo, una reciente cobuicidon de Chi y colaborades (2009) sefiala que en
biorreactores los niveles de oxigeno disudli®C) tienen un efecto diferencial sobre la
produccion de biomasa y la de PUFAs.tinm por el cual los autores proponen una
fermentacién en dos etapas, similarbaproceso aqui presentado, manipulando este

parametro.

Los resultados confirmaron que las coni@mones de las fuentes de Cy Ny su
interaccion son varidés significativas estadisticamertanto para la acumulacion de
biomasa como de lipidos, concluyendo quenadlio con alta concentracion de C y una
relacion C:N de al menos 50:1 es adecuada para obtener altas productividades de DHA.
Por otro lado, el uso de CSL como fuentd\jein subproducto de la industria agricola,
permitié evitar la adicion de vitaminas (Y&) medio de crecimiento (MOC), lo que se
traduciria en una disminucion de lasostos de produccidon. Las condiciones
fisicoquimicas ensayadas no tuvieron infliansignificativa en la produccion de
biomasa, permitiendo trabajar con bajas eot@ciones de sal de mar y un amplio
rango de pH. Esto no es sorprendente si se tiene en cuera lqnacinumSR21 fue
aislada de un ambiente estuarial, esto es, un bioma que experimenta amplias variaciones
de temperatura, salinidad y en la concentracie diversas sustaasi(Constanza et al.
1993).

La preparacion del inoculo fue otrariadle fundamental para la produccion de
DHA con la cepa SR21. Por un lado se endongue el tamafio del in6culo tuvo un
efecto significativo sobre la produccion de basa. Por el otro, lanoculacion directa
en medio de produccion de células qudueron previamente propagadas en un medio
de crecimiento produjo bajos pesos secancentraciones de lipidos (fig. 6.3). En
contraste, se obtuvieron atacumulaciones de lipidos inoculando MP con un 10% v/v
de cultivos de tres dias crecidos previamente en MOC. En este ultimo caso se
alcanzaron altos valores de DHA (119 kn cortos periodos de tiempo (3 dias),

incrementando en consecuencia la productividad.
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La metodologia de los DOEs ha sido egudia para optimizar la produccién de
DHA en otra cepa d8chizochytriun{S31) previamente (Wu & Lin 2003). Los disefios
de seleccion y de optimizacién desarrollados en ese trabajo encontraron que las
condiciones para maximizéa produccion de DHA (0.516 ¢ fueron 27.98 g'1 de
glucosa, 4.52 glide YE, 24.82 gt de NaCl , pH 6.96 y un periodo de incubacién de 4
dias. Si bien en este trabajo se ha estlaliel efecto de varis similares sobre la
produccion de biomasa efA. limacinum SR21 aplicando inicialmente disefios de
seleccion, luego se utilizaron otras herramiestadisticas alterimezds para proseguir
el andlisis. Una vez validado el conjuntodigos obtenidos de los DOEs, se utilizaron
ANN y modelos lineales y cuetticos para ajustar los datos, obteniendo el mejora
ajuste con las ANNs tal como era esperadmriéSet al 2004). La aplicacion de este
modelo permitid predecir muy precisangrias condiciones Optimas sin tener la
necesidad de realizar nuevos experimentos de optimizacion, lo que permitié ahorrar

esfuerzo y tiempo.

Estudios previos en frasco agitado realizadosAcdimacinumSR21 alcanzaron
maximas productividades de 0.84 g DHAd" (Yokochi et al.1998, tabla 6.1). Los
resultados presentados demuestran qieevedor puede trifcarse (2.58 g DHAt d™)
si la misma cepa es primero crecida en@MNDluego transferida a un volumen 10 veces
mayor de MP. La validacién de las condités optimizadas en frasco agitado en un
biorreactor, resulté en unagguctividad maxima de 3.7 g DHA'Id?, ligeramente
superior a la obtenida por §achi et al. (1997, 3.3 g DHA'IdY) en fermentadores de 3
| de volumen de trabajo. Si bien es am®mplio conocimientajue las productividades
obtenidas en cultivo de frasco agitado pueahejorarse en un biorreactor (Unagul et al.
2007), para ello es necesario conocer y mdar las variables significativas que operan
en esta escala. Al respecto, pueden menciof@®studios a escala de laboratorio (1 1)
de cultivos en lote alimentado de Ganuza et al. (2008), quienes demostraron que la
implementacion del sistema pH-auxostat utilizando ;O resultdé en una alta
produccion de biomasa (63 ¢, |representando los FAs un 25%) de la cepa
Schizochytriumsp G13/2S. Por su parte, los féstdos de Jakobsen et al. (2008) en
cultivos en lote (con un volumede trabajo de 1.8 I) con la ceparantochytriumsp
T66 han reconocido al DOC, ademas d&ely del P, como factores que deben
mantenerse en condiciones limitantes pgfararecer la produccion de DHA. En este
sentido, los resultados obtenidos resultdantadores, ya que las productividades
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alcanzadas podrian mejorarse investigandosdiotores potencialmente importantes
que operan en esta escalapeduccion, entre ellos, ldisponibilidad de oxigeno o

distintos esquemas de fermentacion.

Los resultados aqui presentad@snstituyen una contribucion mas al
conocimiento de la manipulacion de las condiciones de cultivo para mejorar la
produccion de PUFAs n-3 utilizando traustoquitriales. Tal como se sefalara
anteriormente, la relevancia de este tipestedios esta directanterrelacionada con la
necesidad de disminuir los costos de produccién para que estos microorganismos
puedan competir comercialmente con la fudrddicional de PUF#A n-3, el aceite de
pescado, y ampliar sus aplicaciones a gran escala (Lewis et al. 1999). La comprension
de la relaciéon entre la produccion de basa y la acumulacion de lipidos en la cApa
limacinum SR21, que se desprende de los yosaealizados, pmitid plantear un
bioproceso productivo en dos etapas, tal cfumoa anteriormente propuesto para otros
organismos oleaginosos cor@o cohnii(Wynn et al. 2005). Con esta estrategia en dos
fases, la reproduccidon cedmly la acumulacion de DHA pudieron ser optimizadas
separadamente mejorando los resultados informados para experimentos en una sola
fase. Este tipo de enfoque podria ser no solamente aplicado en proceso productivos de

PUFAs n-3 sino también mas ampliameete ptros sistemas productores de SCO.
6.6- Conclusiones

A partir del reconocimiento dies diferentes requerimientos de limacinum
SR21 para el crecimiento y para la prodandaile lipidos, se propuso un bioproceso en
dos etapas para optimizar la producciorDéfA. Se aplicd exitosamente y por primera
vez para esta cepa (y pdes traustoquitriales tambiénna combinacion de disefios
experimentales estadisticosdg técnicas de andlisis datos no lineales (incluyendo
Redes Neuronales Artificiales, Algoritmos Genéticos y Analisis Gréaficos) como una
herramienta efectiva para determinar las cdndes de cultivo 6ptimas para la primera
etapa (de crecimiento). Las condiciones séb@adas fueron: 8% m/v de glucosa, 12%
v/v de macerado de maiz (CSL) y un tamafio de indculo de’4dlQlas nif, bajo las
que se obtuvo un valor de biomasa seca de 40'3ugdo de 5 dias de incubacién. Este
valor experimental no difiridé significativamendel predicho por el modelo utilizado.
Las condiciones en frasco agitado mejorgua® la segunda etapa (de produccién de
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DHA) fueron: tamafio de indculo de 10% wabtenido en la primaretapa optimizada y
relacion molar C:N del medio de produccide 55:1. El escalado de la etapa de
produccion en un fermentador de 3,5 | permitié alcanzar una productividad de DHA de
3.7 g I' . Los resultados presentados en espéta® demuestran por primera vez que

la productividad de DHA con la cepa limacinumSR21 puede mejorarse mediante la
implementacion de un bioproceso en dos etapas optimizado estadisticamente. La
exploracion futura de este tipo de estrategia de cultivo en una mayor escala se plantea
entonces como una herramienta mas pangeatar las productividades de PUFAs n-3 'y
disminuir los costos de produccion qumdrian ampliar la utilizaciéon de las

traustoquitriales a nivel comercial.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1- Prefacio

Las traustoquitriales son un grupo de organismos que ha sido muy poco
estudiado, y por tal motivo la informacion seltiversos aspectos de su biologia es
fragmentaria y escasa, a pesar de queddguirido especial atencion en los dltimos
afos por su capacidad para producir y almacaites concentraciones de acidos grasos
omega 3. La mayor parte de las cepas estasgiada fecha handg obtenidas mediante
las técnicas de aislamientadicionales, y entonces repeasan solo una fraccion de la
biodiversidad existente. La identificdaoi de nuevos aislamientos resulta muy
dificultosa no sélo por la ausencia de caracteoediables para eeconocimiento de las
especies (y en algunos casos de los géneros) sino ademas por la pérdida de los
materiales tipo de gran parte los taxones del grupo, algs de las cuales han sido
muy pobremente descriptos. La aplicacinherramientas bioquimicas y moleculares
para la identificacidon de gpos monofiléticos dentro desl@éneros tradicionales ha
arrojado cierta luz sobre el asunto, a pesajudealdn quedan géneros por ser revisados,
entre ellosThraustochytrium

En este complejo escenario, los estugilamteados en estasis contribuyen a
aumentar la informacion disponible sole&os microorganismos, abordando en forma
integral diferentes aspectol® su biologia. Adicionalmenteste trabajo constituye el
primer aporte al conocimiento de su biodsiéad en la Argentina. Bajo este enfoque
holistico, la produccion biotecnoldgica decidos grasos omega 3 también fue

explorada.

7.2- Conclusiones

Se detallan a continuacién las clustones mas salientes que pudieron
desprenderse de logedios realizados.

- La presencia de traustoquitriales fue regda en una amplia variedad de humedales
salinos de la Argentina, que incluyeron el litoral maritimo bonaerense, patagoénico y

antértico, los estuarios de Punta Rasa, Gtdaquita, Bahia Blanca y San Antonio Oeste,
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y las lagunas salinas continentales La Salada y Vilama (altamente irradiada). Se
encontré una mayor diversidad morfolégicaedéos microorganismos en ambientes con
alta carga de materia organica, paraicoiente cangrejales o zonas costeras con

acumulacion de algas en descomposicion.

- Se propone una metodologia general pargjorar el éxito de aislamiento de
traustoquitriales de ambientes frios y téadps con requerimientos similares a los
representantes locales. Entre las modificaciauggeridas se incluye la utilizacion de
una mayor variedad de cebos, la prolon@acie los tiempos de incubacién y la
aplicacion de antimicrobianos alternativas. aplicacion de esta metodologia permitio
acceder a nuevas cepas de traustoquitridéeda Argentina, algunas de las cuales

podrian ser “elusivas”.

- A partir de los estudios en cultivo en Ipge se comparo la efectividad de dos nuevos
medios formulados (MC y TMPP) y otros dso estandar (H, KMV, GPY y SSA) para
sostener el crecimiento de los aislamieqatagonicos, se propoeé medio MC como

el mas adecuado para aislar y edimeSSA como una segunda alternativas medios
“més concentrados” (TMPP y GPY) no mejararel crecimiento retavo de las cepas.

El medio liquido MC también resulté el ma@adecuado para la obtencidon de biomasa en

cultivos con agitacién pata mayoria de las cepas.

- Los estudios en cultivandicaron que la concentracidie agar, 0 mas probablemente
las impurezas contenidas en él, estaria @dineente relacionada con el agua disponible
(aw) Y el porcentaje de humedidel medio, por lo que cuande vari6 entre 1 y 3% m/v

tuvo un efecto estadisticamente significatigobre el crecimiento de las cepas
ensayadas. Estos resultados sugieren queriaentracién de agar de los medios de

aislamiento no deberia ser superior a 2% m/v.

- La adopcion de los medios MC (y altatimamente SSA) asi como de las otras
modificaciones sugeridas para incremerghéxito de aislamiento, permiti6 obtener
cultivos de practicamente todas las traustinigles que se observaron en las muestras
de los humedales salinos. De este modessablecio un ceparion 63 representantes

del grupo, disponible para qpositos cientificos e industies. Considerando que la
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mayor parte de estas cepas ha sido camaatla durante este trabajo, constituyen

material de referencia para futuros estudios académicos.

- La morfologia de las colonias fue coms&a en los diferentes medios agarizados
ensayados y en general preseriérelacion con los caracesr morfoldgicos en granos

de polen asi como con los perfiles de PYFRos resultados demuestran no sélo la
potencialidad de este atributo como umsg@ adicional para el reconocimiento de
diferentes taxones sino que también amala propuesta de emplearlo como una
herramienta simple y rapida para la cagdzacion preliminar de la diversidad de
traustoquitriales en una muestra. Esto fudiqadarmente util al trabajar con un gran

numero de muestras duraifds tareas de aislamiento.

- La mayor parte de las ceplkxales requirid de condicies de cultivo particulares

para la obtencion de biomasa. Solamente unas pocas pudieron prosperar en medio
liquido con agitacion racional moderada (100 rpm), mieas que otras requirieron de
agitaciéon aun mas suave (horizontal, 100 pgmn grupo no mostré proliferacion en
cultivos liquidos. En general se propagasim dificultad a tempeaturas de 25-28°C,
aunque algunos aislamientos debieron iseubados a menores temperaturas. El
crecimiento limitado de las cepas plantelos restricciones: por un lado, la
imposibilidad de obtener la biomasa necesaria para las determinaciones analiticas de
algunas de ellas, y por otrdescarté su aplicacion como productoras de acidos grasos
omega 3. Sin embargo, la proliferacion itema probablemente sea un reflejo de sus
diferencias genéticas y ecoldgicas respeoctiras cepas estudiadas, y esto las vuelva
particularmente interesantes para otrpotide estudios fisidgicos, ecoldgicos y
evolutivos. De hecho, el agrupamiento de dapas patagonicas en base al crecimiento

en distintos medios sélidos se consemldevaluar los caracteres bioquimicos y

moleculares.

- La caracterizacién morfoldgica en cultivosaaios y agua de mar de los aislamientos
permitio identificar la presencia de repentantes de los géneros tradicionblégnia
sensu latp Schizochytriunsensu latoy Thraustochytrium Aquellos que pudieron ser
determinados a nivel especifico se asignarth aff. radiata, U. aff. visurgensisU.

aff. minuta, T.aff. globosum, Taff. striatum T. aff. antarcticum T. aff. kinnei T. aff.
aureumy S. aff. octosporumLas cepas de especies Sehizochytriunsin identificar
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pudieron dividirse en dos grupos: allg® que mostraron similitudes c&n aggregatum
y otras que presentaron células \tageas muy pequefias (menores aul) y

requerimientos particulares para su cultivo.

- Los taxones mas frecuentemente hallademnran segun el tipo deumedal del cual
proviniera el material anabzlo. En general, en aquellos ambientes sometidos a
condiciones climaticas mas extremas, como el litoral maritimo antartico o la laguna
Vilama predominaron krepresentantes @hizochytriummientras que en las aguas
mas calmas, como la albufera Mar Chiquita o la laguna La Sdlaaf& visurgensidue
dominante. En los humedales patagénidosff. striatumresultdla especie de mayor
distribucion para los estuarioslyaff. kinneipara el litoral maritimo.

- Los analisis de filogenia molecular basadada secuencia dgen ARNr 18S fueron
tiles para reconocer grupos monofiléicde traustoquitrialegue incluyeran a las
cepas locales. En este sentido, camgtiton un marco de referencia para la
comparacion de la validez d#ro tipo de caracteres i@guimicos, nutricionales y
morfolégicos) con fines sistematicos.nSembargo, no aportaron elementos para
resolver relaciones filogenéticas ennélel especifico, mosindo en algunos casos

también limitaciones en el nivel genérico.

- Por su parte, los perfiles de PUFAs permitieron reconocer no solamente los taxones
determinados en base a los rasgos morfol&gycal andlisis filogenético, sino también
individualizar aquellas cepagie mostraron distintos tip@® colonia y requerimientos

de cultivo a pesar de que habian sidignadas a un mismo taxén. También fueron
Gtiles para distinguir subgrupos morfolégcoo resueltos en los arboles filogenéticos

Si bien los resultados demuestran que este caracter bioguimico (con base multigénica)
puede ser incluso mas informativo que dacuencia de un Unico gen, su valor
diagnéstico probablemente se vea alteraddgsocondiciones de civb que se utilicen

para la obtencion de la bi@sa a analizar, y en tal sentido, deberian ser estrictamente

establecidas.

- La integracién de los caracteres masfptos, bioquimicos y moleculares segun los
criterios establecidos por Yokoyamacglaboradores (2007) y Yokoyama & Honda

(2007) permitié la reasignacion de lespas locales del género tradiciohilkenia
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sensu lato aUlkenia sensu stricto y a los nuevos géner@arietichytrium y
Sicyoidochytriumy la de los aislamientos del género tradicidethizochytriunsensu

lato a Schizochytriumsensu stricto y los nuevos génerdsirantiochytrium y
Oblongichytrium. ElI andlisis de los resultados cuestion6 la validez del género
Botryochytriumy a su vez demostré la existencia de subclados dentdtkeria sensu
stricto. En este sentido, dacriterios propuestos por l@aitores resultaron adecuados
para diferenciar clados dentro dxhizochytriumsensu lato pero se encontraron
inconsistencias dentro déJlkenia sensu lato. En lo concerniente al género
Thraustochytrium estas herramientas permitieron reconocer algunos grupos

monofiléticos (comd'. striatumy T. kinne).

- La comparacion de los diferentes caracterapleados con fines clasificatorios indico
que algunos de los atributos morfolégicosiaae confiables (como las divisiones
vegetativas o los tipos de colonia en mesbtido) mientras que otros no (por ejemplo
la movilidad de las zoosporas al momento de ser liberadas o la regularidad en el clivaje
del protoplasto ameboidal ddlkenia sensu stricto). Otros rasgos mencionados en la
literatura que no han sido de utilidad emezglonocimiento de taxones fueron el sistema
rizoidal (en general poco desalado, excepto en algunas cepasi como la presencia
de granulos en las zoosporas (parecieracemun en las traustoquitriales, pero no se
reconocieron facilmente al microscopio 6ptiaanque si al electréem). Otros atributos
relacionados con los esporangios y las pomss se conservaron en miembros de un
mismo grupo monofilético (comla vacuola central €h. striatum el fundamento basal
rodeado de pared persistentelerkinnej o las zoosporas con gorto flagelo posterior

en AA3 y AAD) y en este sentido serian adatms para el reconocimiento de ciertos

taxones.

- En los aspectos generales acerca sobre los labirintdtasj se observd, basicamente
a partir de los estudios ddogenia molecular, una tendencia evolutiva que habria
llevado desde formas de vidaya proliferacion se basapéncipalmente en la division
vegetativa (y eventualmente la zoospondlag hacia una predominancia (llegando
hasta la exclusividad) de la zoospamibn como mecanismo de reproduccion e

invasion de los ambientes y sustratosque esos organismos prosperan.
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- Los resultados obtenidos sugieren queiads de las cepas loealpodrian ser nuevas
especies de Ulkenia sensu stricto, Schizochytrium Oblongichytrium vy
Aurantiochytrium.En este sentido, esta tesis muestra evidencias de que existiria una
diversidad oculta y que son necesarios maestintensivos de diferentes habitats y
regiones del planeta, para poblar algunos de los clados que parecen corresponder a
nuevos taxones y tomar decisiones taxonémieasina vision general, puede afirmarse

qgue en el estado actual dehocimiento de la biodiversidatk las traustoquitriales, es

mas util hacer una caracterizacién ajustada de los aislamientos (como fue intencién de
este trabajo), conservarlos en cultivo (esto es crucial) para estudios futuros con nuevas
técnicas y/o criterios taxondmicos que eventualmente se desarrollen, antes que
asignarlos a un taxon particular o presentartoao nuevas entidades para la ciencia, lo

cual resulta por el momento, riesgoso.

- El estudio de la morfologieelular a nivel ultraestructurde cepas identificadas como
representantes de los taxones mas almiedapermitieron reconocer los rasgos
diagnésticos de las traustoquitriales. Tambiiée de utilidad para obtener un mayor
detalle sobre la formacion de estructuras reprtivs y otros aspectos del ciclo de vida
previamente observados al microscopio @ptiEl fuerte valor taxonémico de estos
rasgos plantea la potencialidad del empt la ultraestructura para el estudio
sistematico de las traustoquitriales. Entas particularidades encontradas en los
especimenes examinados pueden mengenda ubicua presencia de vacuolas
conteniendo escamas de pared y el hallazgpadculas virales (pbablemente de la

familia Phycodnaviridae) en gindamento basal de una cepaldaff. kinnei

- Se logré optimizar la produccion de DHA con la cépaantiochytriumlimacinum
SR21 mediante un bioproceso en dos etdpasplicoO exitosamente y por primera vez
para esta cepa (y para las traustoglés también) una combinacién de disefios
experimentales estadisticosdg técnicas de andlisis datos no lineales (incluyendo
Redes Neuronales Artificiales, Algoritmos Genéticos y Analisis Graficos) como una
herramienta efectiva para determinar las atindes de cultivo 6ptimas para la primera

etapa de crecimiento.

- El escalado de la etapa de produccionrefermentador de 3,5 | permitié alcanzar una
productividad de DHA de 3.7 ¢g'ld™. Los resultados presentados demuestran por
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primera vez que la prodidad de DHA con la cep@. limacinum SR21 puede
mejorarse mediante la implementacion ute bioproceso en dos etapas optimizado

estadisticamente.

7.3- Perspectivas

La informacién obtenida en este trabajo tdsis amplia el conocimiento biolégico
basico y aplicado de las traustoquitriales y plantea la posibilidad de estudiar nuevos
aspectos aun no explorados. Seoppnen a continuacién algunos estudios
complementarios que permitirian extendercompletar los resultados hasta aqui

discutidos.

- Realizar estudios comparativos deaisiento que permitan evaluar las metodologias
aqui mejoradas, asi como explorar el fiisele nuevos mediode cultivo. La gran
afinidad de algunas cepas daustoquitriales por los crustaceos plantea la potencialidad
de incluir quitina (o N-acetil-glucosamina) como componente de los mismos. También

resultaria de interés evaluar la adiaitenvitaminas del grupo B (hidrosolubles).

- Explorar la presencia deaustoquitriales en otros hunses salinos, particularmente
aguellos mas célidos, y en los que haya@dt#tidad de materia organica como ocurre
en los cangrejales. El estudio de l&gunas salinas también puede resultar
particularmente interesante debido al al@dgrde endemismo de estos ambientes y a la

escasa informacion que se tiene de ellos.

- Mejorar las condiciones de cultivo dmuellas cepas que adn permanecen sin
caracterizar bioquimica y molecularmerdebido a la imposibilidad de obtener la
biomasa necesaria. Completar la diagnosis de aquellas cepas locales que se presumen
cOmo nuevas especies, particularmente a petia realizacion de estudios de filogenia

molecular con mayor poder de resolucioén.

- Mejorar la resolucion de los estudios fdegenia molecular empleando otros genes
ademas del que codifica el ARNr 18S. Ampliambién la cantidad de traustoquitriales
estudiadas, a partir del aislamtie de representantes de @amaplia variedad de habitats,

con el fin de poblar los clados con poaepresentantes. Establecer cultivos de los
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materiales tipos (siendo de especial inteFégproliferum) que permitan la toma de
decisiones taxondmicas. A partir de estas rasjocontinuar con el delineamiento de
grupos monofiléticos dentro de los génelikenia sensu lato yrhraustochytriumy

verificar la validez de los génerdaponochytriuny Althornia

- La disponibilidad de un gran numero deslamientos ddraustoquitriales que

representen la biodiversidad existente galazgo de sus condiciones de cultivo para la
obtencion de biomasa abririan también larfaia la exploracién del uso de caracteres
ultraestructurales con fines taxonémicoseste grupo de microorganismos. También
resultaria interesante estudiar las vaolaes ultraestructurales bajo diferentes

condiciones nutricionalede modo de establecer atiag rasgos constantes.

- Estandarizar las condicionesrgaplicar criterios fisioldgos y la morfologia de la
colonia en la caracterizacion de nuevosaamséntos de traustoquitriales, como es de

amplia difusién en otros grupos de organismos.

- Continuar con la busqueda de cepasalles que presenten mayores velocidades
especificas de crecimiento de modo peder evaluar su utilizacion con fines
biotecnoldgicos. Una vez halladas, aplicametodologias estadisticas empleadas en la

optimizacion de la obtencién de PUFAs omega 3 con la&ejimacinumSR21.

- Para cada una de las dos etapas dgrbceso propuesto para la producciéon de DHA
conA. limacinumSR21, estudiar la cinética de dmeento utilizando los esquemas de

fermentacion de lote, lote alimentado {featch) y eventualmente continuo, a fin de
seleccionar aquel que resulte mas adecuaddaaraduccion de biomasa (en la primer

etapa) y de DHA (en la segunda).

- Seleccionar en biorreactores las variabledependientes de ¢ivo del bioproceso en

dos etapas que mayor incidencia tenganla productividad de DHA (g de DHA
producidos T h?) aplicando la metodologia de I®OEs. Entre los parametros que
seria interesante estudipueden mencionarse el oxigedeuelto y el tiempo de
cosecha para ambas fases, el volumen y procesamiento del cultivo obtenido en la primer

etapa y transferido como indculo para lgwsala, asi como otrosndanetros propios del
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esquema de fermentacion elegido (flujo alnentacién, por ejemplo, en el caso de

cultivos tipo lote alimentado y continuo).

Silvina M. Rosa Miguel A. Galvagno Carlos G. Vélez
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TABLAS

Tabla 1.1- Principales componentes de la sal de mar

Componente Concentracién () |
NaCl 23,985
MgCl, 5,029
Na,SO, 4,011
CaCl 1,141
KCI 0,699
KHCO; 0,172
KBr 0,100
B(OH); 0,025
SrCh 0,014
NaF 0,003
Total 35,179

Tabla 1.2- Nomenclatura de los PUFAs omega 3 y 6 mas comunes

Nombre comun Nombre sistematico Designacion
numérica
Familia omega 6 (n-6)
Linoleico (LA) cis-9,12-octadecadienoico 18:2 (n-6)
y-linolénico (GLA) Ccis-6,9,12-octadecatrienoico 18:3 (n-6)
dihomoy-linolénico (ETA) cis-8,11,14-eicosatrienoico 20:3 (n-6)
Araquidénico (ARA) cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico 20:4 (n-6)
Docosatetraenoico (DTA) Cis-7,10,13-16-docosatetraenoico 22:4 (n-6)
Docosapentaenoico n-6 (DPA n-6) cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico 22:5 (n-6)
Familia omega 3 (n-3)
a-linolénico (ALA) cis-9,12,15-octadcatrienoico 18:3 (n-3)
Estearidonico cis-6,9,12,154adecatetraenoico 18:4 (n-3)
Eicosatrienoico n-3 cis-11,14,17-eicosatrienoico 20:3 (n-3)
Eicosatetraenoico cis-8,11,14,17-eicosatetraenoico 20:4 (n-3)
Eicosapentaenoico (EPA) cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 20:5 (n-3)
Docosapentaenoico n-3 (DPA n-3) Cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico  22:5 (n-3)

Docosahexaenoico (DHA)

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico 22:6 (n-3)

Basado en Dupont et al. 1996.

Tabla 2.1-Recetas de los medios de cultivo utilizadgsra el aislamiento de traustoquitriales

Composicion del medio (% m/v)

Componentes GPYZ HZ KMV® SSA® MC? TMPP?
D-Glucosa 2,00 0,20 0,10 - 0,20 0,10
Peptona 1,00 - 0,01 - 0,10 0,05
Extracto de levadura 0,50 0,02 0,01 - 0,10 0,05
Glutamato monosaodico - 0,05 - - 0,10 0,05
Hidrolizado de gelatina - - 0,10 - 0,20 0,10
Macerado de mafz - - - - 0.10 0.05
Sal de mar artificial 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75
Suero de caballb - - - 1,00 - -
Extracto de Caldo Cerebro Corazén - - - - - 1,75
Agar 2,00 2,00 1,20 1,20 2,00 2,00

! Concentracion expresada en % V/¥ledios utilizado paré. limacinumSR21 (Honda et al. 1998)Medios de uso

frecuente para traustoquitriales (Porter 199®)edios propuestos en este capitulo.



Tabla 2.2- Descripcion de los sitios y éfias en que se obtuvieron las muestras

Recoleccion  Fecha Sitio Cantidad de muestras
Provincia Zona Ambiente Coordenadas y observaciones
I 04/04  Buenos Aires Punta Rasa a. Marisma 36°17°57°S; 56°46°31"°0 5
b. Pequefia laguna pluvial aledafia  36°18°03"'S; 56°45'58°0 2
Il 06/04  Buenos Aires Laguna La Salada Laguna salina continental 39027°  S; 62°41° @g.F. Eont
I 03/05  Antartida Arg. Caleta Potter Litoral maritimo 62°14"  S; 58°39° 0, leg.%5. Mataloni
A 06/05 Buenos Aires Albufera Mar Chiquita  a. Arroyo Vivorata 37°44°18°°S; 57°26°107°0 5

b. Arroyo Cangrejos
c. Litoral maritimo

d. Marisma
e. Albufera
f. Cangrejal aledafio
Vv 05/06 Rio Negro Las Grutas Litoral maritimo
Vi 12/06  Chubut Comodoro Rivadaviay a. Laguna salina Rada Tilly
alrededores b. Litoral maritimo de Rada Tilly

c. Arroyo La Mata
d. Litoral maritimo C. Rivadavia
e. Litoral maritimo de C. Cérdova
f. Laguna salina de TERMAP

Vil 12/06  Chubut Puerto Madryn a. Litoral maritimo de la ciudad
b. Litoral maritimo Punta Indio
c. Litoral maritimo Punta Este

VIlI 12/06  Chubut Puerto Piramides Litoral maritimo

IX 12/06  Rio Negro San Antonio Oeste Marisma

X 12/06  Rio Negro Las Grutas Litoral maritimo

XI 12/06  Buenos Aires Bahia Blanca Litoral maritimo de Ing. White
Xl 12/06  Buenos Aires Laguna La Salada uag salina continental

Xl 01/07  Tierra del Fuego Bahia de la Ea. Tunel Litoral maritimo

XV 07/08  Jujuy Laguna Vilama Laguna continental

XV 07/08  Buenos Aires Bahia Blanca Marisma de Puerto Rosales
XVI 01/09  Santa Cruz Puerto San Julian Litoral maritimo

XVII 01/09 Santa Cruz Puerto Deseado Litoral maritimo

37°44°38°S; 57°25'51”
37°45°01'S; 57°2521”
37°44°29'S; 57°25'19”
37°43°05°S; 57°25°46™
37°44°41”°S; 57°25"11”
40°49°  S; 65°05°
45°55°35’S; 67°34°15”
450°56°35’S; 67°33'19”
450°54°11”’S; 67°36°38""
45°50°32°’S; 67°28°07°0
45044°21’S; 67°22°39°0
45°44°39’S; 67°22°48°0
42°45'53’S; 65°01'57°0
42°46°48°’S; 64°59'59°0
42°47°07°°S;64°57° 2570
42034°24°°S; 64°17°027°0 7
40°43°34°°S; 64°56°41°0 4
40°49°16°°S; 65°05°48"°0 3
38°47°00'S; 62°16°1570 2
39027'51”'S; 62°41°18°0 6
54°49"  S; 68°08° Oleg.EL,Barrantes
22°30° S; 66°50° O leg.E, Farias
38°53"  S; 620047 @qg.N. Bizani
49°17°  S; 67°42 Qleg.L. lanonne
47°45"  S; 65°53° O leg. 1 ,lanonne

2
4
20
10
1

O

leg.T,. Wenzel

OO0 0OO0OO0OO0O0

WRARPRPNRARWN

! Los datos de GPS para el caso de las muestras leaglasan aproximados
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Tabla 2.3- Cepas, procedencia y medio de aislamiento

BAFC  Cep4d Procedencia Medio de
cult! Sitio®  Ambiente Material aislamiento
3109 SB4A la Cangrejal Detritus, sedim. GPY
3110 SB6B la Cangrejal Restos vegetales, sedim. GPY
3111 SB1D Ib Margen de laguna pluvial Fragm. vegetales sumerg. GPY
3112 LSAl I Laguna salina Fragm. algas caroficeas GPY
3113 LSA3 Il Laguna salina Fragm. algas caroficeas GPY
3481 S1 Via Laguna salina pequefia Restos vegetales, sedim. SSA
3482 S2sp Vie Litoraimaritimo,pleamar Fragm. algas sumerg., sedim. MC
3483 S2rc Vie Litoramaritimo,pleamar Fragm. algas sumerg., sedim. MC
3484 S3 Via Laguna salina proxima a Fragm.Salicorniay algas, TMPP
planta de tratamiento de agua sedim.
3485 S6 Vib Intermareabcoso Fragm. algas y crustaceos MC
3486 S7 Vic Arroyo salino Fragm. vegetales y algas SSA
clorofitas, sedim.
3487 sé VIf Lagunasalinaartificial Fragm. vegetales, alquitran, Cebo(polen)
practicamente seca sedim.
3488 S12 Vid Supralitoral, zona de Fragm. algas, alquitran, sedim. MC
deposicion
3489 S13 Vilc Intermareal rocoso, proximo aragm. algas, sedim. TMPP
la zona sumergida
3490 S14 Vilc Intermasal rocoso préximo a Fragm. algas, sedim. MC
la zona de salpicadura
3491 S19T VI Frente de marea Abundantes restos de algas SSA
3492 S19 Sch VI Frente de marea Abundantes restos de algas SSA
3493 S26-1 Vil Poza marea, play@aosa Fragm. algas, sedim. SSA
3494 S26A VIII Poza marea, playaabsa Fragm. algas, sedim. TMPP
3495 S26B VIII Poza marea, playanosa Fragm. algas, sedim. TMPP
3496 s27 VIl Gran piletén rocoso en Fragm. algas, sedim. MC
intermareal
3497 S29 Vilb  Intermareabccso Fragm. algas, sedim. MC
3498 S32 IX Marisma (zona recreacion) Fragm. algas, sedim. MC
3499 S33A X Cangrejal Fragm. algas, sedim. MC
3500 S33C IX Cangrejal Fragm. algas, sedim. MC
3501 S34sp IX Areaxterna del cangrejal con Fragm.Salicornia,algas y MC
parches d&alicornia crustaceos, sedim.
3502 S34r IX Areaxterna del cangrejal con Fragm.Salicornia,algas y MC
parches d&alicornia crustaceos, sedim.
3503 S41b X Intermareal rocoso Fragm. algas, sedim. TMPP
3504 S41sp X Intermareal rocoso Fragm. algas, sedim. SSA
3505 LGl \% Intermareatocoso Fragmalgas SSA
3506 S50sp Xl Cangrejal con aporte de Restos algas y animales, barro MC
efluentes domiciliarios e organico
industriales
3507 S50B Xl Cangrejal con aporte de Restos algas y animales, barro TMPP
efluentes domiciliarios e organico
industriales
3508 S50Sch X Cangrejal con aporte de Restos algas y animales, barro Cebo
efluentes domiciliarios e organico (polen)
industriales
3509 TF X Litoral maritimo Fragm. algas TMPP
3510 S44 Xl Margen de laguna salina con Fragm. vegetales (raices MC
vegetacion sumergida sumergidas, hojas flotando)
3511 S48cmc  Xll Margen de laguna salina conRestos algas, bioderma, fragm. MC

depésito de algas vegetales, sedim.
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Tabla 2.3- Cepas, procedencia y medio de aislamiento (continuacién)

BAFC  Cep4d Procedencia Medio de
cult! Sitio®  Ambiente Material aislamiento
3512 S48T Xl Margen de laguna salina con Restos algas, bioderma, SSA
dep0sito de algas fragm. vegetales, sedim.
3513 S48Sch Xl Margen de laguna salina con Restos algas, bioderma, SSA
depésito de algas fragm. vegetales, sedim.
3514 S49cmc  XIl Fondo de laguna salina a 10 mFragm. algas clorofitasy = MC
del margen vegetales
3515 S49sp Xl Fondo de laguna salina a 10 mFragm. algas clorofitasy =~ MC
del margen vegetales
3516 LSB Il Laguna salina Fragm. algas caroficeas GPY
3517 All 11} Litoralmaritimo Fragm. algas y crustaceos Cehaémia
3518 AAl [ Litoral maritimo Fragm. algas y crustaceos Cehadémia
3519 AA3 i Litoral maritimo Fragm. algas y crustaceos Cehadémia
3520 AA5 1 Litoral maritimo Fragm. algas y crustaceos Cehiémia)
3521 MC46B Ivd Margen fangoso de marisma Fradpittyota, sedim. MC
3522 MC7D IVe Margen de albufera Restos y detritus vegetales MC
3523 MC4B IVa Margen de arroyo salino Frag8partina MC
3524 MC11F IVe Margen de albufera FragRhodymeniy MC
briozoos
3525 MC15A Ve Margen de albufera y limite del Fragm. vegetales en MC
CELPA alambrado
3526 MC18A IVb Margen de arroyo salino, Fragm. vegetales MC
adyacente a puente
3527 MC26A Ivd Margen fangoso de marisma Fradinteromorpheaen MC
red
3528 MC28C Ivd Margen fangoso de marisma Fragm. huevo de caracol MC
3529 MC34A Ivd Margen fangoso de marisma Detritus MC
3530 MC47D Ivd Cangrejal interno, marisma Fragm. briozoos MC
3531 MC48B Ivd Cangrejal interno, marisma Restos vegetales, sedim. MC
3540 SClI XVI Litoral maritimo Fragm. algas MC
3541 SCll XVI Litoral maritimo Fragm. algas MC
3542 SClll XVI Litoral maritimo Fragm. algas SSA
3543 SCIvV XVI Litoral maritimo Fragm. algas MC
3544 SCvV XVII  Litoral maritimo Fragm. algas MC
3545 B5 XV Marisma Fragntparting bioderma  SSA
3546 J XV Laguna salina de altura Sedim. SSA

! Numero de acceso de la Coleccion de Cultivos de ldtRdale Ciencias ExactasNaturales (BAFCcult.), UBA.

% El nombre interno con el que las cepas fueron designadas consiste en una inicial que indica la reteoleccion
la cual provinieron los materiales originales seguldoun nimero que hace alusion al nimero de muestra
correspondiente.

*Ver tabla 2.2.

* Cepas discontinuadas.

® Fragm., fragmentos de; sedim.¢diseentos; sumerg., sumergido/a/s
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Tabla 2.4- Agrupacion de los aislamientos en baseal sitio de origen (y/o campafa de recoleccion)
y las caracteristicas morfolégicas de las colonias

Cepa Sitio  Caracteristicas de las colonias

Color, elevacion, superficie, patrén celular Cédigo®
SB4A la c, e, h+, ht (ms) 1
SB6B la r,e, s, ht(ms) 2
SB1D Ib r,e, s, ht(ms) 2
LSALLSA3,LSB M rnesht(ms) 2 .
AAl, All 1 b,c, s, cp 1
AA3AAS ] . r,c,s,cm(red_ectoplasm. prominente) 2
MC2A, MC2B IVa n, ¢, h, ht (ms) 1
MC2E, MC2H IVa c-a, pu, s, cm (mr) 2
MC3D, MC3F, MC3H IVa r-n, e, h, ht (ms) 1
MC4A, MC4B, MC4C, MC4D IVa n, c, h, ht (ms) 1
MC5A, MC5B IVa n, ¢, h, ht (ms) 1
MC5C IVa b, c, h+, cm 3
MC6B, MC6C, MC6F IVe n, ¢, h, ht (ms) 1
MC6H, MC6L Ve c-a, pu, s, cm (mr) 2
MC7A, MC7B, MC7D IVe n, ¢, h, ht (ms) 1
MC8A, MC8B, MC8C, MC8D, MCBE Ve n-a, ¢, h+, ht (ms) 4
MC9B IVe ¢, pu, h, ht (ms) 5
MC10A, MC10B IVe n, e, h, ht (ms) 1
MC11E, MC11F, MC11H IVe n, ¢, h, ht (ms) 1
MC12C, MC12E, MC12A1 Ve c, pu, s, cm (mr) 2
MC12A2 Ve n-a, c, h, cg (mj) 6
MC13B Ve n, ¢, h, ht (ms) 1
MC15A Ve C,C,S,cm 7
MC16B, MC16l, MC16R, MC16S Ve n, pu, s, ht (ms) 8
MC17A, MC17B, MC17C, MC17E Ve n, c-pu, s, ht (ms) 8
MC18A, MC18B, MC18C, MC18D IVb n-a, ¢, h+, ht (ms) 4
MC21D, MC21F IVf c-a, pu, s, ht (ms) 2
MC26A, MC26D, MC26E, MC26F IvVd n, ¢, h+, ht (ms) 4
MC28B, MC28C, MC28D Ivd n-a, ¢, h+, ht (ms) 4
MC32B, MC32C Ivd b, e, s, cp-cg 9
MC33A, MC33B, MC33C, MC33D Ivd no pudo evaluarse -
MC34A, MC34E, MC34F Ivd n, e-c, h, ht (ms) 1
MC44A Ivd a-n, p, h, ht (ms) 1
MC45E Ivd n-r, ¢, h, ht (ms) 1
MC46A, MC46A2, MC46B2 Ivd  n,p,h, ht(ms) 1
MC46B Ivd h, e, h, cp (ps) 10
MC47B, MC47C, MC47D, MC47E Ivd n, e, h, ht (ms) 1
MC48A, MC48B Ivd n, c, h, ht (ms) 1
MC50A, MC50G, MC50B2, MC50D2, Ivd c-a, pu, h, cm (mr) 2
'MC50E2, MC50H2, MC5012*MC50F2.
S1 Via b, pl, s, cm (punteada) 1
S2sp Vie r-a, c, s, cg 2
S2rc Vie r,c, s, cmg 3
S3 Via r-a, c, s, ht (ms) 4
S6 Vib b, pu, s, cp 5
S7 Vic r,c,s,cm 6
S12 Vid c, pl, s, cm 7
S13 Vilc b, pu, s, cm 8
S14 Vilc b, pu, s, cp-m 9
S19T VI r-a, c, s, cm 10
S19 Sch VIl b, pl, s, cp (punteada) 11
S26-1 VIl h, e, h, ht (ms) 12
S26A, S26B VIl b-c, pu, s, cm 13
S27 VIl r-a, e, h+, cm 14
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Tabla 2.4- Agrupacion de los aislamientos en baseal sitio de origen (y/o campafia de recoleccion) y
las caracteristicas morfolégicasle las colonias (continuacion)

Cepa Sitio-  Caracteristicas de las colonias

Color, elevacion, superficie, patron celular Codigo®
S29 Vilb b, pu,s,cm 8
S32, S34sp IX r-a, c, s, cg 2
S33A IX r, c, S, cmg 3
S33C IX h,e, s, cp 15
S34r IX c-a, pu, s, cm (red ectoplasm. prominente) 16
S41b X b, pu, s, cm 8
S41sp X h, e, h, ht (ms) 12
LGII \% h-b, e, h, cp 17
S50sp XI r-a, c, s, cg 2
S50B Xl b, pu, s, cm 8
S44, S48cmc, S49cmc Xl c-a, pu, s, cm (aspecto “cerebroide”) 18
S48T Xl r, ¢, h, ht(ms) 19
S48Sch Xl h, pl, s, cp 20
S49sp Xl r,c,s, cg 21
TF X ____bcpuscem 8
o XV _ cescp 1
B XV cescem 1
SCI-SCll XVI r, e, s, ht (ms) 1
SClll XVI c, e s, cp 2
SCIvV XVI ¢, pl, s, cmg 3
SCV XVII 1, e-pl, s, ht(ms) 1

! Ver tabla 2.2

2 Caracteristicas de las colonias que permiten diferenciar los aislamientos. Se indican a contisuacion lo
rasgos observados en orden: Color: h, hialino; b, bjaneasema; a, amarillo; n, naranja; r, rosa. Elevacion:

pl, plana; e, elevada; ¢, convexa, pulvinada. Superficie: h+, muy himeda; h, himeda; s, seca. Tamafio

de las células de la colonia: cp, células pequefias; cm, células medianas; cgr, células grandes; cmg, células
muy grandes; ht, células con tamafio heterogéneo. Los patrones celulares particulares (indicados entre
paréntesis) se muestran en la fig. 2.3: ms, “mosaico”; mr, mérula; my, mayodlica; ps, paquetes sarcinoides.
3 Codigo numérico que permite ideittdr a las cepas con colonias de caracteristicas similares para una
misma campafia de recoleccion, separada de otras campafias por la linea punteada.
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Tabla 2.5- Crecimiento comparativo de las cepgsatagénicas y la cepa SR2é&n diferentes medios
de cultivo

Cepa Valor de Crecimiento Relativo (VCR) Media del VCR de
GPY H KMV  SSA MC TMPP la cepa
S1 1 1 2 2 1 1 1,33
S2sp 2 2 2 2 4 3 2,50
S2rc 1 2 2 2 3 3 2,17
S3 2 2 3 2 4 4 2,83
S6 4 3 2 2 3 4 3,00
S7 1 2 3 2 3 3 2,33
S12 4 3 3 2 3 3 3,00
S13 4 3 2 2 3 4 3,00
S14 2 3 2 2 4 4 2,83
S19T 1 2 2 2 3 3 2,17
S19 Sch 0 1 2 2 1 0 1,00
S26-1 1 3 3 2 1 1 1,83
S26B 3 2 2 2 3 4 2,67
S29 3 2 2 2 3 4 2,67
S33A 1 3 2 2 3 2 2,17
S33C 1 1 2 2 1 2 1,50
S34sp 1 3 2 2 3 2 2,17
S34r 4 3 3 2 4 3 3,17
S41b 3 2 2 2 3 4 2,67
S41sp 1 2 3 2 1 1 1,67
LGlI 0 1 2 2 0 1 1,00
S50sp 1 3 3 2 3 3 2,50
TF 1 2 3 2 3 4 2,50
S44 4 3 3 2 4 4 3,33
S48T 1 3 3 2 3 1 2,17
S48Sch 0 0 1 2 0 1 0,67
S49sp 1 2 3 2 2 2 2,00
SR21 4 4 4 2 4 4 3,67

Media de los VCRs de las 1,86 2,25 2,43 2,00 2,61 2,68
cepas para cada medio

Eficiencia para Cultivo (%) 42.8 82.1 96.4 100 75.0 75.0

El sombreado separa a los grupos de cepas en base a su crecimiento en medio sélido: gris claro, Grupo 1
(VCRs menores o iguales a 2 en todos los medios ensayados); blanco, Grupo 2 (VCRs bajos en GPY,
intermedios en KMV, Hy SSA y elevados en MCMPP); gris oscuro, Grupo 3 (VCRs elevados en

todos los medios ensayados). La Eficiencia para Cultivo de cada medio se estimé como el porcentaje de
cepas que registraron VCRS en él.
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Tabla 2.6-Crecimiento relativo (VCR) de diez cepas patagonicas en medios de cultivo con

diferentes porcentajes de agar

Cepa Mediode cultivo
H SSA MC TMPP
Agar (% m/v) Agar(% m/v) Agar(% m/v) Agar(% m/v)

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
S3 1 1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 3
S7 1 1 1 2 2 2 3 3 2 4 3 3
S13 1 1 1 2 2 2 4 4 3 4 4 4
S19T 0 0 0 2 2 1 3 3 2 1 1 1
S26-1 1 1 1 2 2 2 2 2 1 1 1 1
S29 0 0 0 2 2 2 3 3 3 4 3 3
S33A 1 1 2 2 2 2 4 3 3 3 3 2
S34r 1 2 3 2 2 2 3 3 3 4 4 3
S41b 1 1 1 2 2 2 4 4 3 4 4 4
S48T 1 1 1 2 2 2 3 3 2 2 1 1

Tabla 2.7- Condiciones de cultiv para la obtencion de biomasa

Medio Agitacibn  Temperatura Cepas

MC 100 rpm 25°C SB1D, SB4A, SB6B, LSAL, LSA3, LSB, MC11J,
MC15A, MC18A, MC28C, MC34A, MCA47D,
MC48B, S2rc, S6, S29, S33A, S50B, S44, S48cmc,
S49cmc, S49sp, SCI, SCII, SCIV, SCV

MC 100 rpm 18°C MC4B, MC7D, MC28, S3, S7, S33C, S34r

MC 100 opm 25°C S2sp, S12, S13, S14, S19T, S26A, S26B, S41b, S32,
S34sp, S50sp, S48T, TF

MC Estatico 04°C AA3, AA5

KMV 10X 100 opm 25°C B5

KMV Estatico 25°C MC46B, S1, S19Sch, S26-1, S41sp, LGII

SSA Estético 25°C S48Sch, SCIIl, J

SSA Estético 04°C AAL, A1l
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Tabla 3.1-Origen de las especies tipo de traustoquitriales.os taxones se presentan en el orden cronolégico en que fueron descriptos y por género.

Especie Sustrato Localidad A Referencia

T. proliferum Algas Bryopsis plumosa Woods Hole, Massachussets, USA T Sparrow 1936

T. globosum Algas (Ulothricales) Hutomi, Perfectura de Tiba, Japdn C Kobayashi & Ookubo 1953
T. pachydermum Agua de laguna salina Montpellier, Francia T Scholtz 1958

T. aureum Agua de mar Woods Hole, Massachussets, USA T Goldstein 1963b

T. motivum Agua de mar Woods Hole, Massachussets, USA T Goldstein 1963a
T.multirudimentale Agua de mar Woods Hole, Massachussets, USA T Goldstein 1963a

T. roseum Agua de mar Isla grande de Sound, New Haven Connecticut, USA T Goldstein 1963c

T. aggregatum Sedimentos Estuario de Weser, Alemania T-F Ulken 1965

T. kinnei Agua de mar Isla de Heligoland, mar del Norte F Gaertner 1969

T. striatum Sedimentos Mar Béltico oeste, Alemania T-F Schneider 1967

T. arudimentale Agua de mar de la zona litoral Bahia denHalashial, Mar Blanco, Rusia F Artemtchuk 1972

T. antarcticum Agua de mar superficial subantartica Océano Pacifico Sur F Bahnweg & Sparrow 1974
T. rossii Agua de mar superficial subantartica Océano Pacifico Sur F Bahnweg & Sparrow 1974
T. kerguelensis Agua de mar superficial subantartica Océano Indico Sur F Bahnweg & Sparrow 1974
T. benthicola Sedimentos Fladenground, mar del Norte T-F Raghukumar 1980

T. gaertnerium Agua de manglares Goa, India C Bongiorni et al. 2005

T. caudivorum Lesiones de gusanos planos Cultivos de laboratorwaseostomum lignano - Scharer et al. 2007

J. marinum Algas Gracilaria confervoides Yokohama, Japon C Kobayashi & Ookubo 1953
S. aggregatum Agua de mar Isla grande de Sound, New Haven Connecticut, USA T Goldstein & Belsky 1964
S. minutum Agua de mar Isla de Madiera, Portugal C Gaertner 1981

S. octosporum Agua de mar Rosfjord, Noruega F Raghukumar 1988a

S. mangrovei Hojas de mangles Goa, India C Raghukumar 1988b

S. limacinum Agua de manglares Colonia, islas Yap, Estados Federados de Micronesia C Honda et al. 1998
A. crouchii Valvas de moluscos Rio Crouch, Essex, Inglaterra T Jones & Alderman 1971
U. (T.) amoeboidea  Agua de mar superficial subantartica OcaeRacifico Sur F Bahnweg & Sparrow 1974
U. (T.) visurgensis Sedimentos Estuario de Weser, Alemania T-F Ulken 1965

U. sarkariana Agua del estuario Estuario de ¥ég, Alemania T-F Gaertner 1977

U. radiata Agua de zona intermareal Isla de Heligoland, mar del Norte F Gaertner 1977

U. profunda Agua de mar Costa de Portugal C Gaertner 1977

U. minuta Agua de mar Fladenground, mar del Norte F Raghukumar 1977

! tipo de ambiente: C, célido; T, templado; F, frio.
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Tabla 3.2-Rasgos morfoldgicos y determinacidtexondmica de las cepas de traustoquitriales locales estadas segln campafa de recolecaio

Cepa Origer  Estadio  Div. Esporangio Color Taxon Observ.
ameboide mitética Tamafio Forma  Clivaje Pared Nfe Funda Movilidad de la
previoa deceél. (um) zoosp. mento de colonia
zoospor. veget. zoosporas
SB4A PR Si No 13-20x Globosa Centripeto Delgada, no Numer. No Luegode Crema Ulkeniaaff.
13-20 persistente clivarse radiata
SB6B, SB1D PR Si No 8-1& Globosa Centripeto Delgada, noNumer. No Luego de Rosa U. aff. radiata
8-18 persistente clivarse palido
LSAL, LSB LS Si No 15-2x  Globosa Irregular Delgada, no Numer. No Luego de Rosa U. aff. visurgensis
15-20 persistente clivarse palido
LSA3 LS Si No 15-18& Globosa Centripeto Delgada, noNumer. No Luego de Rosa U. aff. radiata
15-18 persistente clivarse palido
LSA4 LS No No 19-2X% Globosa Centripeto Delgada, noNumer. Si(1) Antesde - Thraustochytrium  Discont.
19-22 persistente liberarse aff. antarcticum
All A No Si 8-10x Globosa Irregular Delgada, no 8 No Antesde  Blanca Schizochytrium
8-10 persistente liberarse aff. octosporum
AAl A No Si Nodeterminado Blanca S.sp.a
AA3, AAS A No Si 15-20x  Globosa Irregular Delgada,no32a64 No Antes de Rosa S.sp.b Flagelo post.
15-20 persistente liberarse  palido reducido;
criofilicas
MC2A, MC3D, MC4 MC Si No 13-1& Globosa Irregular Delgada, no Numer. No Luego de Rosa U. aff. visurgensis Cepas MC2A,
(A,B), MCé6B, 13-18 en amebas persistente clivarse  naranja 3D, 4A, 6B,
MC11F, grandes y palido 45E 46A-A2-
MC34A, MCA45E, regular en B2, 47D, 48A
MC46 (A,A2,B2), a. chicas discont.

MC47(C,D), 48(A,B)
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Tabla 3.2-Rasgos morfoldgicos y determinadn taxondmica de las cepas de traustoquitriadelocales estudiadas segin campafia de recolendjéontinuacion)

Cepa Origeh  Estadio  Div. Esporangio Color Taxon Observ.
ameboide mitética Tamafio Forma  Clivaje Pared Nfe Funda Movilidad de la
previoa deceél. (um) zoosp. mento de colonia
zoospor. veget. zoosporas
MC2H MC No Si 8-10x  Globosa Centripeto Delgada, 4,a No Antesde Crema S.sp.c Discont?
8-10 parcialmente veces 8 liberarse  amarillo
persistente
MC6H, MC21D", MC No Si 10-18& Globosa Centripeto Delgada, 8, 16, No Antesde Crema S.sp.d Esporas
MC50 (A, B2, F2, 10-18 parcialmente 32 liberarse  amarillo retenidas,
12) persistente discont.
MC7D, MC26A MC No No 15-3x  Globosa Centripeto Gruesa (1-2Numer.  No Antes de Naranja T.aff. striatum(a)®
15-30 um), no liberarse
persistente
MC12A2 MC No No 10-15%x  Globosa Irregular Delgada, 8oméas No Antes de Naranja T. aff. globosum Discont.
10-15 persistente liberarse  amarilla
MC15A MC No Si 10-1% Globosa Irregular Delgada, no 8, 16 No Antesde Crema S.sp.e
10-13 persistente liberarse
MC18A, MC28C  MC No No 10-18& Globosa Centripeto Gruesa (>2 Numer. Si(1) EngeneralNaranja T.aff. aureum Esporas pue-
10-18 um), parcial. antes de den quedar
persistente liberarse retenidas
MC46B MC No Si No determinado. Células troficas: 3-4 x 3¢#h. Zoosporas: 2 X 2um. Hialina S.sp.f
S1 P Si No 15-25x  Globosa Irregular Delgada, no Numer. No Luego de Blanca U. aff. visurgensis Colonia
15-25 persistente clivarse punteada
S2rc, S33A, P, LS No No 18-30 x Globosa Centripeto Gruesa (1-2 Numer. No Luego de Rosa T. aff. striatum(b)
S49sp 18-30 um), no liberarse

persistente
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Tabla 3.2-Rasgos morfoldgicos y determinacidtaxondmica de las cepas de traustoquitriales locales estadas segin campafia de recolecaidcontinuacion)

Cepa Origeh  Estadio  Div. Esporangio Color Taxoén Observ.
ameboide mitética Tamafio Forma Clivaje Pared Nfe Funda Movilidad dela
previoa decel. (um) zoosp. mento de colonia
zoospor. veget. zoosporas
S2sp, S32, P, BB No No 13-22 x Globosa Centripeto Delgada, no Numer. No Antesde Rosa T. aff. striatum(c)
S34sp, S50sp 13-22 persistente liberarse  naranja
S3 P Si No 13-18x Globosa Irregular Gruesa (1-2 Numer. No Luego de Rosa U. aff. visurgensis
13-18 um), no clivarse naranja
persistente palido
S6, S13, S14, P, BB No No 10-17 x Pirifor-  Centripeto Delgada, Numer. Si(1) Antesde Blanca, T.aff. kinnei
S26 (A, B), S29, 17-27 me persistente liberarse  blanca
S41b, S50B, TF cerca del crema
fundamento
S7 P No No 10-15x  Globosa Irregular Delgada, Numer. No Antes de Rosa T. aff. globosum
10-15 parcialmente liberarse
persistente
S12 P No No 9-12x Globosa Irregular Delgada, 8 No Antesde Crema T.sp.a Agregados
9-12 parcialmente liberarse celulares
persistente
S19T P No No 15-25x  Globosa Centripeto Gruesa (1-2Numer. Si(1) Antesde Rosa T.sp. b
15-25 um), no liberarse  naranja
persistente palido
S19 Sch P No Si No determinado Blanca S.sp.j Colonia
punteada
S26-1, S41sp P Si No 10-12 xPirifor-  Irregular Delgadapo Numer. No Luego de Hialina U. aff. minuta
13-15 me persistente clivarse, a
veces
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Tabla 3.2-Rasgos morfoldgicos y determinacion taxonémica de las cepas de traustoquitriales locales estudiadas segun campafia de regolgocitinuacion)

Cepa Origeh  Estadio  Div. Esporangio Color Taxoén Observ.
ameboide mitética Tamafio Forma Clivaje Pared Nfe Funda Movilidad dela
previoa decél. (um) zoosp. mento de colonia
zoospor. veget. zoosporas
S33C P No Si No determinado Hialina S.sp.j Crecimiento
muy lento
S34r P No Si 13-18x  Globosa Irregular Delgada, n0o 4,8,16, No Antesde Crema S.sp.g Red ectopl.
13-18 persistente  con una liberarse  amarilla muy
gltula prominente
LGl P No Si 5-7 x5- Globosa Irregular Delgada, no4y 8 No Antes de Hialina S.sp.h
7 persistente liberarse  blanca
S44, S48cmc, LS No Si 15-2% Globosa Irregular Delgada, 8,16,a No Antesde Crema S.sp.i Colonias con
S49cmc 15-25 parcialmente veces 4 liberarse  amarilla aspecto
persistente cerebroide
S48T LS No No 13-22x  Globosa Centripeto Delgada, noNumer. Si(1) Luegode Rosa T.sp.c
13-22 persistente liberarse
S48Sch LS No Si Ndeterminado Hialina S.sp. | Crecimiento
muy acotado
J, B5, SCIllI LV, BB, No Si Nodeterminado Crema S.sp.j Crecimiento
SC muy acotado
SCI, SCIl, sCv  sC Si No 13-20 x Globosa Irregular Delgada, no Numer. No Luego de Rosa U. aff. visurgensis
13-20 persistente clivarse palido
SCIvV SC No No 13-18x Globosa Irregular Delgada, Numer. Si(1) Antesde Crema T.aff.aureum
13-18 parcialmente liberarse

persistente

'Segun camparfia de recoleccion: PR, Punta;R&sdaguna La Salada; A, Antartida; M®ar Chiquita; P, estuarios y litoral miamio de la Patagonia; BB, Bahia Blanca; LV,
laguna Vilama; SC, litoral maritimo de Santa Cruz. Para mas detalbee el origen de la muestra del cual se obtuvo el aslamnconsultar la tabla 2.2.
?Discont., discontinuada.
® Se indica entre paréntesis el subgrupo al cual las cepas fueron asignadas.
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Tabla 3.3- Estudios de abundancia distribucién de traustoquitriales

Sustrato

Localidad

A

Aporte Referencia

Agua de mar y sedimentos Océano Atlantico ecuatorial y costa deC

oceanicos

Agua de mar superficial,
algas

Agua y sedimentos de

manglar

Sedimentos de manglar

Agua de mar
Agua de mar
Agua, sedimentos y

detritus

Hielo

Hojas senescentes de
manglares

Agua y sedimentos
marinos y estuariales

Brasil (Recife, Natal, Fortaleza)

Mar de los Sargazos (entre 20-30° N yC
55-70° O),0céano Atlantico

Veracruz (México), Sinai (Israel), C
Bermudas, Cananéis (Brasil), Pearl
Harbour (Hawai, USA)

Estuario del rio Morales,&0R&ta C

Mar Baltico oeste

Mar Baltico oeste

Gran Lago Salado, Utah, USA

Mar de Weddell, Antartida F

Isla Panay, Filipinas

Costa de Taiwan

T-F

T-F

F

Se registraron traustoquitriales en 2 muestras de agua y 11 del fddiken 1966
oceanico; colonizacién de cehméxima a entre 20° Cy 30°C

Se registraron representantes de los gésatugochytrium Ulken 1979
Thraustochytriun(T. spy T. aggregatury Ulkenia visurgensis

Se registraron representantes de los géSatugochytrium, Ulkenia Ulken 1983
y Thraustochytriumespecialmente en zonas con alta salinidad.

Se registraron representantes de los gépenaochytrium, Ulken et al. 1990
Thraustochytriuny Ulkenia, que presentaron variaciones
estacionales (mayor cantidad en estacién lluviosa)

Se registraron diteiformas difemtes de traustoquitriales, cuya Schneider 1969a
abundancia present6 variaciones estacionales

Se registraron sigd¥as formas de traustoquitriales, estudiando Sahneider 1969b
respuesta a la salinidad, lanjgeratura y la contaminacion.

Se registraron varios representantes de los$émeochytriuny  Amon, 1978
Thraustochytriumcon predominancia de la espetiaglobosum

Se registraron células con nadgia similar a especies de Riemann &
Schizochytriuny Aplanochytriunsobre tubos de mucilago de Schaumann 1993
diatomeas colonizadas por bacterias

Se registraron gtaguitriales en todas las muestras siehdo Leafio 2001
mangroveia especie mas abundante

Se registraron 6 especies diferenfdwaestochytriumtodas con Chen & Chien 2002
fundamentos basales
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Tabla 3.3- Estudios de abundancia y disthucion de traustoquitriales (continuacion)

Sustrato Localidad A Aporte Referencia
Hojas senescentes de Mai Po, Three Fathoms Cove y Ting C Se aislaron 6 cepas de traustoquitriales si&adoangroveia Fan et al. 2002
manglares Kok, Hong Kong especie mas abundante

Agua de mar y sedimentos  Mar del Norte, Bahia de Alemania F TSe registraron fluctuaciones estacionales de traustoquitriales co Gaertner 1968
diferente patrén en 1965 y 1966, en agua de mar y en sedimentos

Agua de mar y sedimentos  Mar del Norte T-F  Se registraron fluctuaciones estacionales de traustoquitriales ®@aextner &
agua de mar superficial, pero no en sedimentos, donde hubo mayaghukumar 1980
abundancia. En la columna de agua predordin@inutay en los
sedimento§. multirudimentale

Agua de mar (superficial y Mar de Arabia y estuario de Zuari, T-C  Se registr6 una mayor abundancia de traustoquitriales en la zonaRaghukumar et al.

hasta 100 m de Goa, India costera en la temporada de los vientos monsonicos, con variaciod€9€0
profundidad) en la distribucidn vertican las distintas estaciones

Agua de mar (superficial y Mar de Arabia, India T-C Se encontraron numsesostanciales de traustoquitriales en la Raghukumar et al.
de profundidad) columna de agua de hasta 150 m, que se correlacionaron 2001

positivamente con el nimero de bacterias y la materia organica
particulada; también se registraron poblaciones densas en
profundidades de hasta 2000 m.

Agua de mar (a 1, 5y 15 mMar Interior de Seto, Japén T Se relacitmébundancia de traustoquitriales con el Kimura et al. 2001

de profundidad) bacterioplancton y el carbono organico disuelto y particulado

Agua de mar y sedimentos Mar de Liguria, Mediterraneo noroeste T Se estudiidtibucion, variabilidad estacional y estructura de laBongiorni & Dini
(arena) de zona costera comunidad de traustoquitriales 2002

Agua de mar superficial Mar de Noruega y Groenlandia F Se relaciono la abundancia de traus®aqaitrele Naganuma et al. 2006

bacterioplancton y la concentracion de ATP particulado
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Tabla 3.3- Estudios de abundancia y disthucion de traustoquitriales (continuacion)

Sustrato Localidad A Aporte Referencia
Agua de mar, restos Lagunas saladas del Coloradoyde T Se obtuvieron mas de 150 aislamientos de traustoquitriales que Barclay 1994
vegetales y detritus Utah, playas de Utah y California, produjeron altos rendimientos de DHA

estuario de Tiajuana, USA

Agua de mar de arrecifes Islas Yap, Estados Federados de C
de coral Micronesia

Hojas de manglares, agua, Costas frias templadas (59-61°N), F,T

algas, sedimentos y templadas (50-51°N)y manglares yC
fragmentos vegetales subtropicales (25-27°N)
Agua de mar costera Hiroshima, Ibaragi, Miyagi y C

Nagasaki, Japén y Fiji

Agua, sedimentos y 19 localidades de la costa atlantica deT-F
fragmentos vegetales Canada

Hojas de manglares, agua, Costas, arrecifes de coral, y estuariosC
macroalgas, sedimentos  de Taiwan

Se obtuvieron 400 aislamientos de traustoquitriales para evaluar Blakahara et al. 1996
produccion de DHA/ DPA; se selecciond la cepa SR21

Se obtuvieron 57 aislamientos de traustoquitriales, presentando Bowles et al. 1999
mayor concentracion de DHA los provenientes de ambientes frios
Se aislaron 7 cepas de traustoquitriales que produjeron altas Huang et al. 2003

concentraciones de DHA

Se obtuvieron 68 aislamientos de traustoquitriales para evaluar sBurja et al. 2006
capacidad como productoras de DHA

Se obtuvieron 25 aislamientos de traustoquitriales para evaluar sang et al. 2009
capacidad como productoras de DHA

!A, tipo de ambiente: C, célido; T, templado; F, frio.
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Tabla 4.1- Oligonucléotidos utilizados para lamplificacion y secuenciacion del gen ARNr 18S

Cédigo DS Secuencia Hibrida con Referencia

SR1 D 5-TACCTGGTTGATCCTGCCAG-3’ 1-20 Rausch et al. 1989
SR12 R CCTTCCGCAGGTTCACCTAC 1781-1762 Rausch et al. 1989
FT1 D CTACCACATCCAAGGAAGGC 415-433 Este capitulo

RT1 R ATTGCCACAAACTTCCTTCC 1405-1434 Estecapitulo

RA2 R TCCCCAAACTTTCGTTCTTG 970-989 Estecapitulo

! DS = Direccién de sintiss D = Directo, R = Reverso
2 Sitio de hibridacién con el gen ARNr 18S\dalvox cartei
% Sitio de hibridacion con el gen ARNr 18S Heraustochytrium kinnéNumero de acceso: L34668)

Tabla 4.2- Cepas localestilizadas en el analisigle filogenia molecular con los nimeros de acceso a
sus secuencias depositadas en Genbank

Taxon® Cepa Namerode
acceso

Aurantiochytriumsp. B5 HQ228949

Oblongichytriumsp. AA3 HQ228948

Parietichytriumsp. SB4A HQ228977
Schizochytriunsp. S34r HQ228969
Schizochytriunsp. S48cmc HQ228971
Thraustochytriumaff. aureum MC18A HQ228955

Thraustochytriumaff. aureum MC28C HQ228957
Thraustochytriumaff. aureum S48T HQ228972
Thraustochytriunaff. aureum SCIvV HQ228981

Thraustochytriunaff. kinnei S6A HQ228962
Thraustochytriunaff. kinnei S13 HQ228963
Thraustochytriumaff. kinnei S14 HQ228964
Thraustochytriunaff. kinnei S26A HQ228965
Thraustochytriunaff. kinnei S26B HQ228966
Thraustochytriumaff. kinnei S29 HQ228967
Thraustochytriunaff. kinnei S41b HQ228970
Thraustochytriunaff. kinnei S50B HQ228974
Thraustochytriunaff. kinnei TF HQ228983
Thraustochytriunaff. striatum MC7D HQ228953

Thraustochytriunaff. striatum MC26A HQ228956

Thraustochytriunaff. striatum S33A HQ228968
Thraustochytriuraff. striatum S49sp HQ228973
Thraustochytriunaff. striatum S50sp HQ228975
Ulkeniaaff. visurgensis LSAl HQ228950
Ulkeniaaff. visurgensis LSA3 HQ228951
Ulkeniaaff. visurgensis LSB HQ228952
Ulkeniaaff. visurgensis MC11J HQ228954
Ulkeniaaff. visurgensis MC34A HQ228958

Ulkeniaaff. visurgensis MC47D HQ228959
Ulkeniaaff. visurgensis MC48B HQ228960
Ulkeniaaff. visurgensis S3 HQ228961
Ulkeniaaff. visurgensis SB1D HQ228976
Ulkeniaaff. visurgensis SB6B HQ228978
Ulkeniaaff. visurgensis SCI HQ228979
Ulkeniaaff. visurgensis SCll HQ228980
Ulkeniaaff. visurgensis SCV HQ228982

! Los taxones a los cuales corresponden las cepas setlsnsé determinaron luego de realizar estudios
morfologicos, analisis de filogenia molecular y perfiles de PUFAs, es decir, luego de analizar los
resultados de los capitulos lll y IV.
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Tabla 4.3- Cepas utilizadas en ehnalisis de filogenia moleculacon los nimeros de acceso a sus
secuencias disponibles en bancos de datos

Taxén Cepa Numerode Referencia
acceso

Traustoquitriales
Aurantiochytrium limacinum NIBH SR21 (IFO 32693) AB022107 Honda et al. 1999
Aurantiochytrium mangrovei RCC893 DQ367049 -
Botryochytrium radiatum SEK353 AB022115 Honda et al. 1999
Japonochytriunsp. ATCC 28207 AB022104 Honda et al. 1999
Oblontiochytrium minutum KMPB N-BA-77 AB022108 Honda et al. 1999
Oblontiochytrium multirudimentale KMPB N-BA-113 AB022111 Honda et al. 1999
Parietichytrium sarkarianum SEK351 AB355411  Yokoyama & Honda 2007
Schizochytrium aggregatum ATCC 28209 AB022106 Honda et al. 1999
Schizochytriunsp. SEK 210 (NBRC 102615) AB290576 Yokoyama & Honda 2007
Sicyoidochytrium minutum SEK354 AB355412  Yokoyama & Honda 2007
Thraustochytrium aureum ATCC 34304 AB022110 Honda et al. 1999
Thraustochytrium aggregatum KMPB N-BA-110 AB022109 Honda et al. 1999
Thraustochytrium caudivorum SJclon1l EF114355  Scharer et al. 2007
Thraustochytrium gaertrerium NIOS6-A00-2 AY705753 Bongiorni et al. 2005
Thraustochytrium kinnei KMPB 1694d L34668 Cavalier-Smith et al. 1994
Thraustochytrium motivum T91-12 AF265337  Leander & Porter 2001
Thraustochytrium pachydermum  KMPB N-BA-114 AB022113 Honda et al. 1999
Thraustochytrium striatum ATCC 24473 AB022112 Honda et al. 1999
Ulkenia amoeboidea SEK214 AB290355 Yokoyama & Honda 2007
Ulkenia profunda #29 (Raghukumar) AB022114 Honda et al. 1999
Ulkenia visurgensis ATCC 28208 AB022116 Honda et al. 1999

Aplanoquitriales
Aplanochytrium kerguelense KMPB N-BA-107 AB022103 Honda et al. 1999
Aplanochytrium stocchinoi No disponible AJ519935 Moro et al. 2003
Aplanochytrium yorkensis No disponible AF265333 Leander & Porter 2001

Labirintulales
Labyrinthulasp. AN-1565 (NBRC 33215) AB022105 Honda et al. 1999

Grupo externo
Ochromonas danica No disponible M32701 -
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Tabla 4.4- Contenido de FAs de las cepas

FAs Cepas
Nombre Foérmula S3  SB1D LSAl LSA3 B MC11J MC48B SB4A  SB6B
Miristico C14:.0 3,61 0,97 2,28 2,23 2,04 1,44 1,76 1,17 0,91
Pentadecanoico C15:.0 3,47 0,39 0,91 0,70 0,62 0,00 0,62 0,38 0,00
Palmitico C16:0 61,04 33,15 53,18 56,37 56,65 38,77 51,04 25,80 30,19
Palmitoleico Cl6:1 1,55 0,07 1,92 1,34 1,34 0,42 0,76 0,66 1,07
Estearico C18:0 1,95 3,97 6,74 4,96 5,09 1,39 11,44 4,67 0,99
Oleico C18:1(n-9) 7,31 14,49 20,96 24,07 23,91 5,44 21,63 7,66 7,81
Linoleico C18:2(n-6) 1,63 1,07 1,45 0,17 0,28 0,18 0,74 2,92 2,84
y-linolénico C18:3(n-6) 0,00 0,00 0,31 0,00 0,11 0,00 0,28 0,37 0,00
o-linolénico C18:3(n-3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eicosadienocio C20:2h-6) 1,78 0,00 0,00 0,00 0,00 6,04 0,00 0,49 5,88
Dihomo+-linolénico C20:3(n-6) 0,00 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,85 0,88
Araquiddnico (ARA) C20:4 (n-6) 2,33 347 0,79 0,20 0,24 6,59 0,77 517 12,63
Eicosapentaenoico (EPA) C20:5 (n-3) 1,34 3,46 0,22 0,15 0,12 2,52 0,36 5,40 2,02
Docosadienoico C22:-6) 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 7,55 0,00
Docosatrienoico C22:(31-6) 0,00 0,91 0,35 0,06 0,08 1,10 0,32 1,43 2,57
DocosatetraenoicdTA) C22:4(n-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00
Docosapentaenoico n-6 (DPA n-6) C22:5 (n-6) 1,39 5,07 0,76 0,31 0,30 6,58 0,86 14,34 15,50
Docosapentaenoico n-3 (DPA n-3) C22:5 (n-3) 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Docosahexaenoico (DHA) C22:6 (n-3) 9,30 18,68 2,10 2,04 1,74 21,92 3,68 13,59 7,91

Otros

3,29 13,58 8,02 7,34 7,47 6,86 5,60 7,57 8,80

% PUFAS/FAs
% FAs/biomasa

17,78 33,40 5,98 2,98 2,87 45,68 7,15 52,10 50,22
11,84 6,19 6,90 11,65 11,38 5,09 8,80 3,33 5,09
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Tabla 4.4- Contenido de FAs de las cepas (continuacién)

FAs Cepas

Nombre Formula MC4B  MC3A MC47D SCI  SCll SCV S26-1 S41sp S1
Miristico C14.0 1,36 0,86 0,72 1,20 0,65 0,64 1,19 0,90 3,33
Pentadecanoico C15:.0 1,30 0,56 0,69 0,34 0,51 0,67 3,70 5,15 3,32
Palmitico C16:0 34,47 22,59 23,93 34,64 43,45 30,98 47,26 35,03 36,91
Palmitoleico Cl6:1 0,18 0,66 0,69 0,80 0,58 0,71 2,91 1,34 0,58
Esteérico C18:0 14,13 2,57 0,90 11,26 3,15 2,16 2,78 2,79 1,67
Oleico C18:1(n-9) 2,49 16,22 7,07 26,99 11,17 10,58 7,41 2,79 2,17
Linoleico C18:2(n-6) 2,50 3,21 2,27 3,87 1,15 1,71 0,49 1,23 0,29
y-linolénico C18:3(n-6) 0,91 0,84 0,97 0,58 0,58 0,47 0,00 0,00 0,00
a-linolénico C18:3(n-3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00
Eicosadienocio C20:th-6) 1,74 4,77 7,13 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dihomo+-linolénico C20:3(n-6) 0,77 1,44 1,55 0,69 0,40 0,70 0,00 0,00 0,00
Araquiddnico(ARA) C20:4(n-6) 3,98 10,03 12,63 290 4,37 6,17 0,14 0,00 0,00
EicosapentaenoidE&PA) C20:5(n-3) 2,36 3,88 3,85 0,00 1,68 5,96 0,74 1,15 0,22
Docosadienoico C22:-6) 0,00 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Docosatrienoico C22:31-6) 3,89 2,19 3,17 1,58 1,56 2,57 0,00 0,00 0,14
Docosatetraenoic(DTA) C22:4(n-6) 0,00 0,75 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Docosapentaenoian-6 (DPA n-6) C22:5(n-6) 12,72 13,23 17,12 4,93 7,67 9,91 4,63 4,62 2,85
Docosapentaenoiao-3 (DPA n-3) C22:5(n-3) 1,21 0,54 0,28 0,00 0,00 0,94 0,33 4,62 0,64
Docosahexaenoid®HA) C22:6(n-3) 8,78 12,35 12,11 5,00 3,99 13,50 15,97 15,38 25,48
Otros 7,24 2,79 4,40 4,77 19,10 12,23 12,46 25,01 2241
% PUFAS/FAs 38,85 53,75 61,60 20,00 21,38 42,03 22,30 26,99 29,61
% FAs/biomasa 6,62 7,93 5,74 6,58 2,31 5,01 7,17 8,03 11,93
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Tabla 4.4- Contenido de FAs de las cepas (continuacién)

FAs Cepas
Nombre Formula S34r S44 S48cmc  S49cmc MC15A AA3 B5 MC46B L6l S33C
Miristico C14.0 3,68 2,41 1,89 1,67 7,77 22,49 1,99 6,13 2,79 0,63
Pentadecanoico C15:.0 0,00 0,28 0,20 0,31 0,40 2,19 14,89 2,25 4,97 0,77
Palmitico C16:0 56,75 27,39 28,98 27,22 45,82 21,42 6,23 13,85 26,66 13,93
Palmitoleico Cl6:1 1,49 0,71 0,85 0,61 1,84 0,29 0,00 0,00 0,62 1,36
Esteérico Cc18:.0 3,97 7,22 543 1,38 4,62 1,18 0,99 1,55 0,96 4,23
Oleico C18:1(n-9) 0,00 27,88 17,32 12,79 10,80 0,00 0,82 2,61 4,73 21,97
Linoleico C18:2(n-6) 15,07 12,95 16,08 11,12 13,24 0,00 0,97 0,60 4,73 35,75
y-linolénico C18:3(n-6) 0,60 0,61 1,57 0,90 1,82 0,20 0,00 0,00 0,00 0,44
a-linolénico C18:3(n-3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,21 1,27
Eicosadienocio C20:(-6) 1,87 1,30 0,98 2,06 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dihomo+-linolénico C20:3(n-6) 0,00 3,33 2,67 4,46 2,20 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00
Araquiddnico(ARA) C20:4(n-6) 5,26 4,15 6,81 10,61 1,84 2,11 0,00 0,68 0,00 0,00
EicosapentaenoidE&PA) C20:5(n-3) 1,25 1,24 1,66 2,93 1,56 8,92 4,27 1,08 2,55 0,63
Docosadienoico C22:-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Docosatrienoico C22:31-6) 1,14 1,00 1,87 2,92 0,20 0,40 0,58 0,00 0,00 0,00
Docosatetraenoic(DTA) C22:4(n-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Docosapentaenoiao-6 (DPA n-6) C22:5(n-6) 1,39 2,00 4,37 5,10 0,83 0,58 3,21 4,45 0,18 0,00
Docosapentaenoian-3 (DPA n-3) C22:5(n-3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,80 1,96 0,81 0,37 0,00
Docosahexaenoico (DHA) C22:6 (n-3) 3,65 4,59 6,84 11,32 3,47 23,06 42,98 40,19 35,93 9,75
Otros 3,89 2,93 2,48 4,58 3,34 13,83 21,12 25,81 15,32 9,26
% PUFAS/FAs 30,23 31,17 42,86 51,44 25,42 38,60 53,97 47,80 43,96 47,85
% FAs/biomasa 8,48 15,34 10,77 9,16 14,28 6,45 2,72 5,83 5,47 5,00

176



Tabla 4.4- Contenido de FAs de las cepas (continuacién)

FAs Cepas
Nombre Formula S2sp S32 S34sp S50sp MC7D MC26A  S2rc  S33A S49sp S7 S12 S19T SCIv
Miristico C14.0 0,65 0,74 1,41 0,83 1,66 1,03 0,64 1,09 099 511 272 0,65 256
Pentadecanoico C15:.0 0,49 0,35 0,57 0,57 0,34 153 019 023 0218 307 0212 039 0,69
Palmitico C16:0 21,07 23,62 34,46 17,20 26,43 3535 2293 36,45 33,07 56,74 29,45 23,61 20,26
Palmitoleico Cl6:1 0,24 0,12 0,25 0,27 0,30 0,08 009 03 3,02 1,05 0,08 6,84
Esteérico C18:0 6,27 7,77 11,91 7,29 6,66 10,47 11,43 11,71 7,59 4,08 284 894 8,94
Oleico C18:1 (n-9) 14,78 17,23 22,26 19,13 18,01 21,46 31,02 31,16 1566 7,62 14,33 21,99 15,39
Linoleico C18:2 (n-6) 2,71 2,17 3,97 2,70 8,48 3,11 1,41 283 069 392 2350 266 17,33
y-linolénico C18:3 (n-6) 0,50 0,46 0,56 0,80 0,57 093 019 049 030 000 0,76 037 0,55
a-linolénico C18:3 (n-3) 0,14 0,07 0,08 0,00 0,24 0,08 004 000 000 000 000 0,06 0,54
Eicosadienocio C20:2 (n-6) 0,00 0,00 0,600,00 0,66 0,00 1,47 0,73 055 2,28 264 0,00 0,95
Dihomo-+-linolénico C20:3 (n-6) 0,92 0,52 0,93 1,09 1,40 o777 08 049 0,75 0,00 341 1,76 1,50
Araquiddnico (ARA) C20:4 (n-6) 6,62 3,70 1,99 5,02 2,82 415 2,72 0,83 381 253 542 2,88 1,55
Eicosapentaenoico (EPA) C20:5 (n-3) 3,24 4,57 1,66 4,10 2,95 5,37 0,99 0,34 2,24 1,48 1,14 2,56 5,65
Docosadienoico C22:2 (n-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 011 009 000 o000 000 0,00 0,00
Docosatrienoico C22:3 (n-6) 5,77 2,01 1,56 3,89 1,49 2,79 3,99 1,57 1,65 0,00 1,24 3,02 0,34
Docosatetraenoico (DTA) C22:4 (n-6) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 o000 000 o000 000 0,00 0,00
Docosapentaenoico n-6 (DPA n-6) C22:5 (n-6) 16,59 16,14 6,14 13,41 10,44 2,28 8,77 2,88 13,75 1,73 3,24 0)9856
Docosapentaenoico n-3 (DPA n-3) C22:5 (n-3) 1,61 1,04 0,53 1,88 0,53 1,24 0,00 0,00 0,00 0,00 1,32 1,15
Docosahexaenoico (DHA) C22:6 (n-3) 9,30 14,03 4,94 8,98 9,39 2,19 5,15 1,83 863 556 6,00 11,31 11,36
Otros 9,11 5,45 6,20 13,11 7,67 695 800 720 977 284 213 582 343
% PUFAS/ FAs 47,39 44,73 22,94 4187 38,96 22,92 25,71 12,08 32,38 17,51 47,35 38,50 41,90
% FAs /biomasa 5,81 6,97 7,91 6,27 8,71 543 7,21 93 474 1381 7,81 12,13 10,07
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Tabla 4.4- Contenido de FAs de las cepas (continuacién)

FAs Cepas
Nombre Formula MC28C MC18A S48T  S6A S13 S14 S26B S29 S41B S50B S26A TF
Miristico C14:.0 2,45 1,17 1,68 3,87 6,70 699 386 4,13 452 462 0,00 0,00
Pentadecanoico C15:.0 2,25 1,60 0,00 4,88 0,71 1,04 165 148 067 1,43 0,00 0,00
Palmitico C16:0 41,96 37,57 23,67 16,13 43,90 46,50 36,36 38,95 22,40 27,35 546 13,65
Palmitoleico Ci6:1 0,00 0,00 0,00 0,08 0,23 034 052 042 0,08 0,13 0,00 0,00
Esteérico C18:0 0,95 2,54 3,69 0,73 3,38 470 334 638 100 216 294 6,93
Oleico C18:1 (n-9) 2,34 2,94 7,66 0,68 2,70 239 265 410 1,07 135 7,76 22,44
Linoleico C18:2 (n-6) 1,72 1,55 8,87 0,17 1,92 204 208 261 1,14 1,28 12,21 28,01
y-linolénico C18:3 (n-6) 0,00 0,00 0,00 0,07 0,14 020 10,18 0,26 0,00 0,6 0,00 0,00
a-linolénico C18:3 (n-3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
Eicosadienocio C20:2 (n-6) 6,53 3,59 5,86 0,00 0,00 0,00 0,00 033 000 0,00 0,00 0,00
Dihomo-+-linolénico C20:3 (n-6) 0,00 0,00 0,76 0,21 0,35 041 095 1,0 0,21 0,19 0,00 0,00
Araquiddnico (ARA) C20:4 (n-6) 4,03 3,09 6,45 0,98 1,25 065 189 268 142 120 0,00 0,00
Eicosapentaenoico (EPA) C20:5 (n-3) 4,57 2,45 5,92 7,86 6,76 584 7,16 574 400 7,30 0,00 0,00
Docosadienoico C22:2 (n-6) 0,00 0,56 3,37 0,06 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 20,13 1,16
Docosatrienoico C22:3 (n-6) 0,00 0,63 1,74 0,00 0,24 0,15 036 053 016 023 755 3,23
Docosatetraenoico (DTA) C22:4 (n-6) 0,00 0,82 3,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1354 10,80
Docosapentaenoico n-6 (DPA n-6) C22:5 (n-6) 5,68 9,41 5,86 4,35 2,27 132 244 027 369 319 0,00 0,00
Docosapentaenoico n-3 (DPA n-3) C22:5 (n-3) 0,00 0,00 3,24 0,43 1,38 105 159 141 16&% 11,80 9,70
Docosahexaenoico (DHA) C22:6 (n-3) 17,00 28,56 0,00 46,31 23,87 20,45 31,63 24,90 54,12 4559 2,76 0,00
Otros 10,52 3,52 17,91 13,19 4,19 594 334 470 3,75 2,19 1585 4,07

% PUFAS/FAs 39,53 50,66 45,39 60,43 38,19 32,11 48,29 39,84 66,51 60,77 67,99 5291
3,64 7,26 2,69 8,50 3,49 366 365 425 634 737 924 3,10

% FAs/biomasa
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Tabla 6.1- Ejemplos representativos de concentraciones de biomasa, lipidos y DHA obtenidas con
distintas cepas de traustoquitrialesSegun Raghukumar (2008)

Organismo

Tiempo Biomasa %lipidos % DHA DHA  Referencia

()  /biomasa [/lipidos (gl

T. aureumATCC 34304
T. aureumATCC 34304

T. roseumATCC 28210 (F)*
Thraustochytriunsp. 20892

Thraustochytriunsp. ONC-T18

Thraustochytriunsp. KK17-3

SchizochytriunkKH105 (F)
A. limacinumSR21

A. limacinumSR21 (F)

A. limacinumSR21

4d 4,9 20,3 51,0 0,5 Bajpaietal. (1991a)
3d 57 8,0 40,0 0,2 lida et al. (1996)
5d 17,1 25,0 50,0 2,1 Singh and Ward (1997a)
4d 6,1 15,2 53,1 0,7 Singh et al. (1996)
4d 28,0 81,7 315 4,6  Burja et al. (2006)
3d 7,1 19,9 52,1 0,3 Huang et al. (2001)
4d 30,0 43,0 25,8 3,4 Yamasaki et al. (2006)
5d 38,0 50,0 43,1 4,2  Yokochi et al. (1998)
4d 48,0 77,5 35,6 13,3  Yaguchi et al. (1997)
7d 22,1 - - 4,9 Chietal. (2007)

*(F), ensayos realizados en fermentadorese&tb corresponde a cultivos en frasco agitado

Tabla 6.2- Disefio de seleccion Factorial Fraamal (FFrl) y respuesta (peso seco) para la
produccién de biomasa

Nivel del factor *

Ensayo Glucosa pH CSL SW Peso seco
(Xa) (X2) (X3) (Xa)

1 +1 9,0 +1 7,0 -1 11 -1 0,35 6,30
2 +1 9,0 +1 7,0 +1 11,0 -1 3,50 38,36
3 -1 20 +1 7,0 -1 11 -1 0,35 5,34
4 0 55 0 57 0 6,0 0 1,92 21,66
5 -1 20 +1 7,0 +1 11,0 -1 0,35 6,40
6 +1 9,0 +1 7,0 +1 11,0 +1 3,50 38,56
7 -1 20 -1 4,5 +1 11,0 +1 3,50 9,20
8 +1 9,0 -1 4,5 +1 11,0 -1 0,35 32,40
9 +1 9,0 -1 4.5 -1 11 -1 0,35 5,16
10 -1 20 +1 7,0 +1 11,0 +1 3,50 8,28
11 -1 20 -1 4,5 -1 11 -1 0,35 5,04
12 -1 20 -1 4,5 -1 11 +1 3,50 4,14
13 +1 9,0 -1 4,5 +1 11,0 +1 3,50 32,28
14 0 55 0 57 0 6,0 0 1,92 20,70
15 +1 9,0 -1 4,5 -1 11 +1 3,50 8,94
16 -1 20 -1 4,5 +1 11,0 -1 0,35 6,12
17 -1 20 +1 7,0 -1 11 +1 3,50 4,18
18 0 55 0 57 0 6,0 0 1,92 21,44
19 +1 9,0 +1 7,0 -1 11 +1 3,50 9,10

* La concentracion de glucosa y SW esta expresada en % m/v, la de CSL en % v/v y la de peso seco en g
I. 3,5% m/v de SW es equivalente a la salinidad media marina.
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Tabla 6.3- Analisis del disefio de seleccion Factorial Fraccional (FFrpara la produccién de
biomasa

Término Coeficientele Error ValordeP
Regresion estédndar
Intercepto 14,926 1,588 0,00255 **
X4 7,650 1,730 0,02149 *
X5 0,827 1,730 0,66518
X3 7,712 1,730 0,02102 *
X4 0,597 1,730 0,75266
X X, 0,865 1,730 0,65151
X1 X3 6,300 1,730 0,03572 *
Xo: X3 0,622 1,730 0,74287
X Xy 0,235 1,730 0,90057
Xo: Xy -0,132 1,730 0,94378
X3 X4 0,032 1,730 0,98619
Xq: X5 : X3 0,745 1,730 0,69586
X Xo: Xy 0,050 1,730 0,97876
X Xz : X4 -0,845 1,730 0,65878
Xo: X3 : X4 0,022 1,730 0,99044
Xq: Xo : X3 : X4 0,140 1,730 0,94061

Codificacion de factores: Xglucosa; X, pH; X3, CSL; X, SW; “.” significa interaccion entre factores.
Cadificacion para la significanciatadistica: * P < 0,05; ** P < 0,005

Error estandar residual: 6,921 con 3 grados de libertad

R cuadrado: 0,9472; R cuadrado ajustado: 0,6834

Tabla 6.4- Experimentos para selccionar las variables significatas para la produccion de
biomasa conA. limacinum SR21

Factores significativos Otros factores

DOE Glucosa CSL Log (in6culo) :insr?i/?gt?\? 020
Rango (%) Pendiente Rango (%) Pendiente Log (c8l PFendiente 9

PB1 0,5-3,5 **=*3,181 0.5-2.0 -0,028 6,2 - SW (0,35-3,15%),
YE (0,1-0,8%)

PB2 2,0-9,0 *1.128 0,5-5,0 **0,070 59 - SW (0.70-3.50%),
pH (4-7)

PB3 2,0-10,0 *10.201 3,0-14,0 *7,451 6,3 - SW (0,70-3,50%)

FFrl 2,0-9,0 *7.650 1,0-11,0 *7,712 6,3 - SW (0,35-3,50%),
pH (4,5-7,0)

FFr2 6,5-13,5 *2.778 *2,5-150 **4,941 3,0-6,0 *3,247 KH,PO, (0,1-1,0%)

Cédigos para el nivel de significancia: * P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005
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Tabla 6.5- Agrupamiento de los dtos de los disefios de seleccion

Grupo
1 2 3 4 5 6
Ensayos por grupo 8 10 26 13 12 4
PB1 13
NUmero de ensayos PB2 3 6 4
que contribuyeron al PR3 4 3 3 3
experimento
FFri 4 4 5 4
FFr2 4 4 5 4

Peso seco promedio (SE) 14,0 25,3 8,4 13,6 348 384
30 (20 (08 (25 (26) (19

Las dos primeras filas de la tabla muestran el nimero de tratamientos discriminados por experimento que

fueron asignados a cada grupo. liama columna muestra el promediel peso seco para cada grupo y
su error estandar (SE).

Tabla 6.6- Efecto de la edad del in6culo y de llacion molar C:N del medio de produccién sobre
la produccién de biomasa (peso seco), lipidos y DHA

Relacion C:N  Edad del Peso seco (¢') Lipidos (g 1" DHA(g 1)
inoculo (d)
10:1 2,0 520 0,01 1,10 +0,42 0,14 0,01
10:1 5,0 9,65 0,49 0,75 x0,21 0,29 0,03
55:1 3,5 458 +0,85 29,25 2,47 7,00 *=0,50
100:1 2,0 42,05 0,92 29,40 0,71 5,00 0,50
100:1 5,0 4405 +1,20 28,50 =*0,75 6,50 +0,50

Tabla 6.7- Efecto del tratamiento y del tamafio decultivo en MOC antes de la transferencia a MP
sobre la produccién de biomasa (peso seco), lipidos y DHA

Tratamiento anterior a la Peso seco Lipidos DHA
transferencia a MP (g™ (g™ (g™
Centrifugacion Lavados

Transferencia completa (100%)

Si Si 43,70 0,28 26,60 =0,71 9,50 £1,00
Si No 44,95+ 0,78 26,90 £0,42 9,75 £1,00

Transferencia parcial (10%)
No No 37,80 +£0,01 25,65 +0,07 7,75 +£1,00
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FIGURAS

Figura 1.2- Ciclo asexual de
Thraustochytrium (Labyrinthulomycetes). La
célula vegetativa joven (a) incrementa de
tamafio y experimenta divisiones nucleares (b).
El protoplasto se cliva progresivamente (c) y la
pared se disuelve (d), liberando zoosporas (e),
gue nadan hasta encontrar un sustrato (f) sobre
el cual se fijan, y crecen para formar una nueva
célula vegetativa joven (a). Segun Porter (1990).

Figura 1.1- Caracteristicas
ultraestructurales de una célula
vegetativa de Thraustochytrium
(Labyrinthulomycetes). El citoplasma
contiene mitocondrias con crestas
tubulares (M), granulos de lipidos (L),
vacuolas irregulares (V) y el aparato
de Golgi (G). Adyacentes al nucleo
(N) se encuentran un par de centriolos
(C) y el reticulo endoplasmético que se
presenta como un cuerpo paranuclear
(PB). La pared estd compuesta por
varias capas de escamas (S),
interrumpida Unicamente por la red
ectoplasmatica (EN), la cual se forma a
partir del sagenogeno basal (SB).
Segun Porter (1990).
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Figura 1.3- Grupos principales de
Labyrinthulomycetes. (a) Labirintulales, con células

en forma de huso, envueltas dentro de la red
ectoplasmética. (b) Traustoquitriales, con células
globosas wunidas al sustrato mediante la red
ectoplasmética y formacidéde esporas flageladas
(zoosporas). (c) Aplanoquitriales, con aplanosporas
gue se desplazan arrastrandose sobre el sustrato
mediante la red ectoplasmatica. Segun Leander et al.
(2004).
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Figura 1.4- Representacion
0 esquematica de los &cidos

il EPA eicosapentaenoico (EPA) y
\/=\/=\/=\/=\/=\/\/C\ docosahexaenoico  (DHA)
OH pertenecientes a la familia

0 de los omega 3 por

DHA presentar el primer doble
/\=/\=/E/\=/\==/\==/\/\0H enlace en la posiciébn 3 a

partir del extremo metilo
Segun Sijtsma & de Swaaf

(2004).

elongase
= 16D 80
[Palmitic acid) |Siearic acid)

T = Malomd-Cof -

Asard-Cah, —T

l.‘;‘:’l desatirasa
A15 desaturass 412 dessturase

18:3(8,1218) #————————18:2(0.12) *——18:1{5)
[re - Linolele acid) {Linaleic acid) [Chaic acid)

l‘l' = === Ab desaturase ———l"l
18:406,912.15) 18:3(8.9,12)

{rLinodenic acid)

l«h— === Elongaseis—-==a l

20408.11,941T) 20381114

- A0 d-:sa!urasc———l-l

20HEA11.140T) 4 20:4(581114)
(Eicosapsntasnais acid) n-2 desalurase (aachidonic acid)
l-t-- === Elapgases - == - —I-l
22:5(7,10,13,18.19} 22T A013.18)
b SAd desaturase==—= I'l
2X6 (471013 16,19} F2:64 T, 10,13, 16)
{Docesahexaenslc achd ) [Docosapentaenobe acld)
n-3 series n-g series

Figura 1.5- Via biosintética de PUFAs en los orgégsmos que utilizan la ruta FAS convencionalLa n-3
desaturasa que permite la conversion de ARAEPA ha sido solamente documentada paralpinay S
diclina. Segin Radledge (2004).
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Figura 2.1- Sitios de recoleccion de
material segun campafas

|. Punta Rasa

Il'y XII. Laguna La Salada (Bs. As.)
lll. Caleta Potter

IV. Mar Chiquita

V y X. Las Grutas

VI. Comodoro Rivadavia y alrededores.
VII. Puerto Madryn.

VIII. Puerto Piramides

IX. San Antonio Oeste

Xl'y XV. Bahia Blanca

XIll. Bahia de Ea. El Tunel (Tierra del
Fuego)

XVI. Puerto San Julian

XVII. Puerto Deseado.

Para informacion adicional ver
Materiales y Métodos.

Mapa extraido de www.ign.gob.ar,
Instituto Geografico Nacional de la
Republica Argentina.

Figura  2.2-  Cultivos
representativos de cada
Valor de Crecimiento
Relativo (VCR). A. VCR 1:
Células aisladas o en grupos
pequefios de no més de 4. B.
VCR 2: Colonias pequefias
(didmetro < 0,5 mm),
células en una sola capa
(crecimiento en dos
dimensiones). C. VCR 3:
Colonias de mayor tamafo
(diametro > 0,5 mm), las
células en el centro de la
colonia estan fuera de foco
debido al crecimiento en tres
dimensiones. D. VCR 4:
Cultivo  confluente, las
colonias no pueden
identificarse. Las escalas
indican 0,1 mm.
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Figura 2.3- Patrones particulares de colonias de los aislamientos de Mar Chiquita. A. Mosaico basico (cepas
MC2A,MC4A,MC6B,MC47C-Dy MC48A). B. Mosaico con arreglo similar al de los vitrales (cepas MC46A-C). C.
Mosaico con células vacuoladas (cepa MC45E). D. Mosaico, que prospera sélo en medio SSA (cepa MC3D). E.
Mayolica (cepa MC12A2). F. Moérula acotada (cepa MC2H). G. Moérula expandida (cepas MC6H, MC21D", MC50A-
B2-F2-12). H. Mosaico con caracteristicas marcadamente similares a los vitrales (cepa MC18A). 1. Paquetes

sarcinoides (cepa MC46B). Las escalas indican 100 pm.
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Figura 2.4- Relacion entre el porcentig de agar y A. la actividad agua (g) o B. el porcentaje de humedad.os
datos se ajustaron al modelo lineal Y =a + b x X, obteniéndose las ecuaciones:
a, = 0,99875 - 0,003375 x agér m/v) y humedad (%) = 97,45 - 1,0375 x % a@am/v).

Muestra

1) Agregado de cebos (polen de pino) y antibiéticos

(Cebos alternativos: polen de Liquidambar, larvas de
Artemia, epidermis de cebolla)

3") Subcultivo en cebos — agua de 2) Observacién a los 2-7 dias
mar con antibiéticos v

; ______________ Cebos colonizados 1) Sembrar
3) Sembrar los cebos colonizados en medio de aislamiento
Cebos colonizados con  --------- » | aislamiento con antibi6ticos con
traustoquitriales (2 Medios de aislamiento sugeridos: MC y SSA con antibiéticos
agar 2% )

3”") Sembrar 4) Observacion a los 2-7 dias (30 — 45 dias)

los cebos
colonizados en
medio de
aislamiento y
antibioticos

1
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5) Separacion de colonias y transferencia a nuevo medio de cultivo
(Cubirir la colonia transferida con 30 ul de agua de mar)

. ;

Colonia de traustoquitrial < Colonia de traustoquitrial no

axénica axénica
5) Subcultivo en nuevo medio de aislamiento

6) Verificar la

pureza en cebos (Subcultivo en cebos — agua de mar y antibiéticos

. alternativos / benomil )
(Observacién
de la morfologia
de la colonia)

Cepa de Traustoquitrial

Figura 2.5- Diagrama de flujo de los procedimientos béasicos (lineas continuas) yeaftativos (lineas punteadas)
propuestos para el aislamiento de una cepa de traustoquitrial a partir de una muestrhos ajustes sugeridos en e:
capitulo se muestran en letra cursiva
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Figura 3.1- Aspecto general de las células vegetativas y/o esporangios de los principales géneros de
traustoquitriales. A. Thraustochytrium sp. 1: esporangio maduro con un fundamento basal. 2: zoospora. B.
Japonochytrium sp. 1: célula vegetativa joven con apofisis y rizoides. 2: esporangio maduro conteniendo zoosporas
incipientemente formadas. C. Schizochytrium sp.: tétrada de células con rizoides. D. Ulkenia radiata. 1: esporangio
maduro. 2: liberacion del protoplasto ameboidal por disolucion de la pared celular. 3: protoplasto con forma estrellada. 4:
zoospora. E. Ulkenia visurgensis. 1: esporangio maduro. 2. protoplasto ameboidal. 3: zoospora. Abreviaturas: a, apofisis;
fa, flagelo anterior; fp, flagelo posterior; p, pared celular; pd, pared celular en disolucion; r, sistema rizoidal; s, sustrato.
A,DyEseginRosactal. 2006; By C segiin Karling 1981.
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Figura 3.2.- Aspecto general del crecimiento y la zoosporulacién de Schizochytrium aff. octosporum (cepaAll). Ay
B: Crecimiento sobre Artemia y granos de polen, respectivamente. Notese que en el cebo animal las células alcanzan un
tamafio mayor y presentan una considerable acumulacion de lipidos. C y D: Grupos de dos y cuatro células originadas por
division vegetativa. E-H: Secuencia de zoosporulacion. Notese que las ocho zoosporas salen nadando del esporangio,
cuya pared no persiste. [-K: Zoosporas heterocontas. Temperatura de incubacion: 25°C. Las escalas indican 10 um para
A,B,DyE,y5umparaCyF-K.

Crecimiento sobre granos de polen (A) y Artemia (B y C). Notese que en el cebo animal presenta células de tamafio mayor
que forman grandes grupos (B) y que lo coloniza por completo (C). D y E: Células con gran contenido lipidico, que se
detecto tiflendo con Sudan IV (D). F: Esporangio joven. G: Grupos de dos y cuatro células originadas por division
vegetativa. H-J: Sec. de zoosporulacion. Notese que el esporangio contiene numerosas zoosporas. K-L: Zoosporas

heterocontas.. Temperatura de incubacion: 4°C. Las escalas indican 10 um paraA-Jy 5 pmparaK-L.
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Figura 3.4.- Aislamientos de Schizochytrium sp. de 1a zona de la laguna de Mar Chiquita. A-C: Schizochytrium sp.
c. (aislamiento MC2H). A: Esporangio joven, con los primeros signos de clivaje. B: Esporangio clivado conteniendo
cuatro zoosporas y sin fundamento basal. C: Células troficas secundarias, originadas por division vegetativa, que daran
origen a futuros esporangios. D-G: Schizochytrium sp. d (aislamiento MC50A). D: Esporangio joven, con los primeros
signos de clivaje. E: Zoospora heteroconta. F: Esporangio conteniendo 8 zoosporas moviéndose en su interior, por lo que
se encuentran fuera de foco. G: Grupo de células originadas a partir de divisiones vegetativas. H: Schizochytrium sp. f
(aislamiento MC46B): Grupos de 2 células pequeias, producto de la division vegetativa. Las escalas indican 10 pm.

Figura 3.5.- Cepas de la region patagonica asignadas al género Schizochytrium. A-C: S. sp. h (aislamiento LGII). A:
Células vegetativas sobre grano de polen. B: Grupos de células originadas por division vegetativa. C: Zoospora
heteroconta. D-H: S.sp. i (aislamiento S48cmc). D: Zoospora heteroconta. E: Células tréficas originadas por division
vegetativa sobre grano de polen. F: Agregado celular. G-H: Esporangios con zoosporas (z) nadando en el interior,
contenidas por la pared (p) Las escalasindican 10 pm.
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Figura 3.6.- Aislamientos de Thraustochytrium. A-D: T. aff. antarcticum (aislamiento LSA4). A: esporangio en
maduracién mostrando el fundamento basal (fb) y 1a periferia hialina de la zona esporégena con signos de clivaje (puntas
de flecha). B-D: secuencia fotografica (aproximadamente 5 s) de la rapida liberacion de las zoosporas (z), acompafiada
por la disolucion de la pared del esporangio (p). E-F: T aff. aureum (aislamiento MC18A). E: Célula vegetativa con
pared gruesa. F: Grupo de células que quedaron contenidas dentro del esporangio. G-H: T. aff. globosum (aislamiento
MCI12A2). G: Esporangio clivado, sin fundamento basal. H. Zoosporas moviéndose, fuera de foco; pared del
esporangio parcialmente persistente. Las escalasindican 10 pm.

Figura 3.8- Aislamiento de Ulkenia aff. minuta (S26-1). A: Célula vegetativa y protoplasto ameboidal secundario
(flecha). B: Protoplasto ameboidal con prolongaciones lobuladas (flecha, fuera de foco por el movimiento) y
amebospora (punta de flecha). C-G: Protoplasto ameboidal que por biparticiones sucesivas genera amebosporas, las
cuales luego se diferenciaran en zoosporas; obsérvense las delicadas bridas de protoplasma (flecha) que conectan las 2

amebosporas al diferenciarse por biparticion. Las escalas indican 10 pum.
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Figura 3.7- Cepas de la region patagonica asignadas al género Thraustochytrium. A-E: T. aff. striatum (b) (aislamiento
S33A). A-D: Zoosporogénesis. A: Esporangio en el que las zoosporas (z) ain estan contenidas por la pared (p); también se
observa un esporangio en desarrollo (ed) de menor tamafio, en el que comienzan a diferenciarse las zoosporas. B: Grupo de
zoosporas, algunas de las cuales han desarrollado los flagelos (f) y comienzan a moverse; la pared se ha disuelto
completamente; el esporangio joven presenta zoosporas en la periferia. C-D: Las zoosporas se alejan nadando; el
esporangio joven termina de diferenciar las zoosporas. E: Zoospora heteroconta. F-G: 7. sp. a (aislamiento S12). F: Células
vegetativas sobre grano de polen. G: Zoosporogénesis. H-I: T. aff. striatum (c) (aislamiento S50sp). H: Esporangio
mostrando los primeros signos de clivaje de las zoosporas (z). I: Esporangio en un estadio posterior mostrando las
zoosporas en la periferia que son empujadas por una vacuola central (v). J-K: T aff. striatum (c). (aislamiento S2sp). J:
Esporangio con las zoosporas moviéndose en la periferia, contenidas por la pared (p). K: Grupo de zoosporas luego de la
disolucion completa de la pared, mostrando los flagelos (f) en activo movimiento. L-M: T. sp. c (aislamiento S48T). L:
Esporangio. M: Grupo de zoosporas que se alejan nadando del fundamento basal (fb). N-S: 7. aff. kinnei (aislamiento
S26B). N-N: Esporangios piriformes en los que se diferencia el fundamento basal y la vacuola central (v) que empuja las
zoosporas contra la pared. O-Q: Zoosporulacion. R: Resto de pared (rp) de la base del esporangio que persiste luego de que
las zoosporas se liberaron. S: Zoospora heteroconta. Las escalas indican 10 pm.
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Figura 3.9- Aislamientos de Ulkenia de Punta Rasay La Salada. A-H Ulkenia aff. radiata (cepas SB4A, SB6B, SB1D
y LSA3): zoosporogénesis (lapso de aproximadamente 10 min). A: el protoplasto ameboidal ya liberado del esporangio,
comienza a clivarse centripetamente (flechas) originando la caracteristica forma estrellada. B. las incisiones se hacen mas
profundas. C: el cuerpo de las futuras esporas ya se ha definido, permaneciendo unidas por delicadas bridas
citoplasmaticas, para luego, D: ir separandose lentamente. E-H: secuencia fotografica de la disgregacion del grupo de
zoosporas (z.), seguida de la adquisicion de movilidad de las mismas. I-N: U. aff. visurgensis (cepas LSA1 y LSB):
zoosporogénesis (lapso de aproximadamente 10 min). I: el protoplasto acaba de emerger del esporangio y J: cambia su
forma de modo irregular como una ameba. K-M: se evidencian lobulos, que luego de clivarse definen el cuerpo de las
futuras zoosporas. N: las jovenes zoosporas (z.) adquieren movilidad sucesivamente y se alejan nadando. Las escalas
indican 10 pm. Segin Rosa etal. 2006.
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Figura 3.10- Cepas de la region patagonica asignadas a Ulkenia aff. visurgensis. A-B: aislamiento S3. A: Células
vegetativas sobre grano de polen. B: Zoospora heteroconta. C-M: aislamiento S1. C: Célula vegetativa conteniendo
numerosas gutulas lipidicas (gl). D: Zoospora heteroconta. E: Célula vegetativa con una red ectoplasmatica (re). F-M:
Zoosporogénesis. Las escalasindican 10 pm.
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Figura 4.1- Cromatograma tipico de identificacion cuantitativa de acidos grasos derivatizados (FAMEs)
correspondiente a la cepa S2rc. Se puede observar la presencia de PUFAs de cadena larga, en particular de ETA, AA,
EPA, DTA, DPA y DHA. Los otros 4cidos grasos con gran presencia son el palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y oleico
(C18:1,n-9). El 4cido nonadecanoico (C19:0) ha sido incluido como patrén interno a efectos cuantitativos.

U. aff. visurgensis S3 | I |
U. aff. radiata SB1D [ [ ]
U. aff. visurgensis LSA1 [ T |

A U. aff. radiata LSA3

A I |
U. aff. visurgensis LSB [ 1 [N
U. aff. visurgensis MC11J [ ]
(|

U. aff. visurgensis MC48B

U. aff. radiata SB4A

U. aff. radiata SB6B I

U. aff. visurgensis MC4B

U. aff. visurgensis MC34A I 1 I I |
B U. aff. visurgensis MC47D | | | ]
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U. aff. visurgensis SCIl | I 000000 ]
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Figura 4.2- Agrupamiento de las cepas de Ulkenia sensu lato en base a su perfil de PUFAs con 4 o mas
insaturaciones. Las abreviaturas utilizadas se muestran en las tablas 1.2, 4.3 y en el texto.
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Figura 4.3- Agrupamiento de las cepas de Schizochytrium sensu lato en base a su perfil de PUFAs con 4 o0 mas
insaturaciones. Las abreviaturas utilizadas se muestran en las tablas 1.2,4.3 y en el texto.
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Figura 4.4- Agrupamiento de las cepas de Thraustochytrium en base a su perfil de PUFAs con 4 o mas
insaturaciones. Las abreviaturas utilizadas se muestran en las tablas 1.2, 4.3 y en el texto.
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Figura 4.5- Arbol filogenético condensado (NJ) basado en el gen ARNr18S de las traustoquitriales locales y aquellas
disponibles en bases de datos con O. danica como grupo externo. Los numeros en cada rama interna muestran los valores de
booststrap para 1000 réplicas; en aquellos nodos comunes a los mejores arboles generados por los tres métodos empleados, se
indican ademas entre paréntesis los valores de booststrap de los analisis de MP y EM respectivamente. Para las cepas de 7. aff.
striatum se indica entre paréntesis el subgrupo al que fueron asignadas (ver tabla 3.2). Los recuadros de color remarcan los
agrupamientos fuertemente soportados de las cepas locales con otras conocidas (ver capitulo IV, seccion 4.4.3, para mas detalles).
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Figura 5.1- Micrografias de estructuras caracteristicas de las traustoquitriales. A. Célula vegetativa de
Oblongichytrium sp. SEK 347 en la que pueden observarse el nucleo (N), la pared (P) formada por escamas,
mitocondrias con crestas tubulares (M), el cuerpo paranuclear (CP), el aparato de Golgi (G) y vacuolas (V) (x28.000).
B. Sagendgeno (sefialado con una flecha vacia) mostrando la continuidad entre la membrana plasmatica (PI) y la
membrana interna de la red ectoplasmatica. (In); también se indican las membranas internas (IM) y la membrana
externa (Ot) de la red ectoplasmatica (x80.000). C. Escamas circulares de Schizochytrium aggregatum obtenidas por
sonicado de la pared celular (x24.000). A, seglin Yokoyama y Honda 2007; B, segtin Perkins 1976 ; C, segiin Darley et.
al 1973.

Figura 5.2- Diagrama de las zoosporas descriptas en la literatura. A. Thraustochytrium sp. B.S. aggregatum. C. A.
crouchii. Abreviaturas: BM, conjunto de microtubulos; Cy, citolisosoma; ES, cuerpo paranuclear; G, aparato de Golgi;
KG, cuerpo denso del kinetosoma; LD, gutula lipidica; MV, cuerpo multivesicular; Sc, escamas; Sg, sagenogeno; SI,
inclusiones estriadas. Segun Perkins 1976.
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Figura 5.3- Micrografias electronicas de Ulkenia aff. visurgensis (A-B, aislamiento S3) y Schizochytrium sp. (C-D,
aislamiento S48cmc). A. Estadio multinuclear mostrando la pared (P) formada por escamas, 4 nucleos (N), numerosas
mitocondrias (M), y vacuolas (V), algunas de ellas conteniendo escamas (VE) o material electrodenso (ME). B. Detalle
del estadio multinuclear en el que se sefalan las escamas (E) formando la pared o dentro de vacuolas, las membranas
internas (indicadas con puntas de flechas), el nucleolo (Nu), uno de los poros de la membrana nuclear (PN) y una
mitocondria con crestas tubulares (M). C. Tetrada de células rodeadas por una pared (P) comun y otra individual;
observese la presencia de gutulas de lipidos (L) y una zona en la que ha comenzado a depositarse material de pared
(sefialada con puntas de flecha). D. Detalle de una célula de la tetrada, mostrando el extenso reticulo endoplasmatico (RE),
un desarrollado aparato de Golgi (G) y un arreglo de microtubulos (Mt), asociados al nucleo; las puntas de flecha sefialan
un sistema de membranas dobles concéntricas en el interior de una mitocondria. Las escalas indican 2,5 pm.
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Figura 5.4- Micrografias electronicas de Thraustochytrium aff. kinnei (aislamiento S26B). A. Célula vegetativa
piriforme con numerosas vacuolas conteniendo escamas (VE) y mitocondrias (M); las puntas de flecha sefialan un sector
de deposicion de elementos de pared en la zona del fundamento basal (fb). B. Detalle de fundamento basal con un nticleo
(N) rodeado por su doble membrana (indicada con puntas de flecha), continua con el reticulo endoplasmatico rugoso
(REQG); también se muestran una gutula lipidica (L), una mitocondria con crestas tubulares (M) con un sistema de
membranas dobles concéntricas en su interior, el aparato de Golgi (G) y las escamas (E) contenidas en una vacuolas (VE)
que se depositan como elementos de pared (P). C. Esporangio diferenciando zoosporas; se sefialan los axonemas de los
flagelos (F) en corte transversal con el tipico arreglo 9 + 2 de microtubulos. D. Esporangio con una zona esporogena (ze)
multinucleada, vacuolas con material electrodenso (V(ME)) y organelas tipicas, y fundamento basal (fb) con particulas
virales (PV). Las escalas indican 2,5 pm.
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Figura 5.5- Micrografias electronicas de Thraustochytrium aff. striatum (A-C, aislamiento S33A) y
Thraustochytrium aff. aurem (D-F, aislamiento S48T). A. Célula vegetativa multinucleada con gruesa pared (P). B.
Esporangio con esporas (E) diferenciadas en su interior y vacuola central (VC). C. Detalle de una de las esporas dentro del
esporangio, sefialando un posible sagenogeno (S). D. Zoospora con cuerpo paranuclear (CP) asociado al nucleo, con el
flagelo anterior (F) en corte transversal; se sefialan los mastigonemas con puntas de flecha. E. Esporangio diferenciando
las zoosporas; las puntas de flecha sefialan una zona de estrangulamiento del protoplasma. F. Detalle de una de las
porciones diferenciadas dentro del esporangio. Las abreviaturas utilizadas son las mismas que empleadas en las figuras 5.3

y5.4. Lasescalas indican 2,5 pm.
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Figura 5.6.- Zoosporogénesis en Ulkenia aff. visurgensis (cepa SB1D). A. Esporangio unido al sustrato por la red ectoplasmatica (RE). B-C. Esporangios con los primeros signos de disolucion
de la pared (flecha) y protoplastos que comienza a deformarse. D. Esporangio con lobulaciones conspicuas del protoplasto y restos de pared (P) atn adheridos. E-F. Masa ameboidal a partir de la

cual comienzan a diferenciarse las zoosporas (Z) por estrangulamiento (flecha). G. Grupo de zoosporas ya diferenciadas con granulos internos (GI); la mayoria atin no ha desarrollado los flagelos.
H. Zoospora con el flagelo anterior (FA) con mastigonemas y el flagelo posterior (FP) liso. Las escalas indican 5 pm.
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CITOSOL MITOCONDRIA
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Figura 6.1- Representacion esquematica de la bioquimica de los organismos oleaginosos. La inhibicion de la enzima
isocitrato deshidrogenasa dependiente de AMP en condiciones de déficit de nitrogeno se sefiala con una cruz. Se indican en
cursiva los nombres de las principales enzimas involucradas en la regulacion.
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Figura 6.2- Perfil de crecimiento de A. limacinum SR21 en medio de propagacién GPY. Se muestra la variacion en el
tiempo de la glucosa residual ((J) y de la produccion de biomasa (M), de lipidos (A) y de proteinas (A).
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Figura 6.3- Perfil de crecimiento de A. limacinum SR21 en medio de produccion de lipidos MBP. Se muestra la variaciénen el

tiempo de la glucosa residuall( )y de la produccion de bionilisa ( )y de lipkdos (), partiendo de un inoculodeA. 10 células
ml* yB. 10° células mi

Proteinas (g I') y Lipidos (g I'")

50:1 100:1 150:1

Relacion C:N del medio

Figura 6.4- Efecto de la relacion molar C:N del medio de cultivo sobre el crecimiento (estimado por la concentracion de
proteinas, relleno punteado) y la produccion de lipidos (relleno gris). Todos los medios de cultivo fueron preparados con 10%
m/v de glucosay una concentracion variable de acetato de amonio (2,20, 0,44, 0,22y 0,15 % m/v para alcanzar las relaciones 10:

50:1,100:1y 150:1 respectivamente).
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Figura 6.5- Grafico de contorno producido a partir de un subconjunto de 336 predicciones para una concentracion fija de

12% de CSL. El circulo blanco muestra el punto méximo de biomasa determinado por el GA, y el circulo negro representa el punto

operativo elegido.
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Figura 6.6- Perfil de crecimiento de A. limacinum SR21 en frascos agitados de 500 ml con 100 ml de Medio
Optimizado de Crecimiento (MOC). Se muestra la variacion en el tiempo de la glucosa (L1) y el amonio (A) residuales y
delaproduccion de biomasa (ll) y delipidos (A).
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Figura 6.7- Perfil de crecimiento de A. limacinum SR21 en un biorreator de 3.5 1 con Medio de Produccion

(MP). Se muestra la variacion en el tiempo para la glucosa (L) residual y para la produccioén de biomasa (H), de
lipidos (A) y de DHA (X)
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2. TABLAS

Tabla A.1- Medios alternativos utilizadospara el cultivo de traustoquitriales

Composicion del medio (% m/v)

Componentes

PDA? YEP? GSA® B1*

D-Glucosa 2,00 - 2,00 -
Peptona - 0,10 - 0,10
Extracto de levadura - 0,10 - 0,10
Extracto de papa 0,40 - - -
Hidrolizado de poroto de soja - - 1,00 -
Sal de mar 1,75 0,52 1,75 3,50
Agar 1,50 1,30 2,00 1,00

! Hayashi et al2002,2 Fan et al. 2002, Zhu et al. 2007,Burja et al. 2006.

Tabla A.2- Analisis de Varianza parael crecimiento de las cepas patagors en diferentes medios de cultivo

Fuente Sumde Grados de Cuadrados Valor deF Valor deP
cuadrados libertad Medios

Efectos principales

A: Cepa 88,0179 27 3,25992 5,48 0,0000

B: Medio 15,1964 5 3,03929 511 0,0003

Residuos 80,3036 135 0,59484

Total 183,5180 167

(corregido)

Tabla A.3- Contraste Mltiple de Rangos para el Cecimiento de las cepas pagonicas segun el Medio de
cultivo

Medio Recuento MedialLS Sigma LS Grupos Homogéneos
GPY 28 1,85714 0,145754 X
SSA 28 2,00000 0,145754 X

H 28 2,25000 0,145754 XX
KMV 28 2,42857 0,145754 XX
MC 28 2,60714 0,145754 XX
TMPP 28 2,67857 0,145754 X
Contraste Diferencias +/- Limites

GPY - H -0,392857 0,407658

GPY - KMV *-0,571429 0,407658

GPY - MC *-0,750000 0,407658

GPY - SSA -0,142857 0,407658

GPY - TMPP *-0,821429 0,407658

H - KMV -0,178571 0,407658

H-MC -0,357143 0,407658

H - SSA 0,250000 0,407658

H - TMPP *-0,428571 0,407658

KMV - MC -0,178571 0,407658

KMV - SSA *0,428571 0,407658

KMV - TMPP -0,250000 0,407658

MC - SSA *0,607143 0,407658

MC - TMPP -0,071429 0,407658

SSA - TMPP *-0,678571 0,407658

En la parte superior de tabla se identifican 3 grupd®mogéneos segun la alineacioh signo X en la columna.
Dentro de cada columna, los nivelgue tienen signo X forman un grupo de medias entre las cuales no hay
diferencias estadisticamente significativas. La mitad infetéota tabla muestra la diferencia estimada entre cada
para de medias. El asterisco que se encuentradal da los pares, indica guistos muestran diferencias
estadisticamente sidizativas a un nivel de confian®®,0%. El método utilizado padiscernir entre las medias fue

el procedimiento de las meres diferencias significatig de Fisher (LSD).
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Tabla A.4- Andlisis de Varianza parael crecimiento de 10 cepas patagomis en diferentes medios de cultivo

con distintas concentraciones de agar

Fuente Sumde Grados de Cuadrados Valor deF Valor deP

cuadrados libertad Medios

Efectos principales

A: Agar (%) 1,3167 2 0,658333 6,69 0,0025

B: Cepa 26,6750 9 2,96389 30,10 0,0000

C: Medio 74,0250 3 24,67500 250,62 0,0000

Interacciones

AB 1,3500 18 0,075000 0,76 0,7326

AC 3,3500 6 0,558333 5,67 0,0001

BC 30,5583 27 1,131790 11,50 0,0000

Residuos 5,3167 54 0,098457

Total 142,5920 119

(corregido)

Tabla A.5- Contraste Multiple de Rangos para el Creimiento de las cepas patagénicas segun la concentracion

de agar del medio de cultivo

Agar (%) Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
3 40 2,000 0,0496127 X

2 40 2,175 0,0496127 X

1 40 2,250 0,0496127 X

Contraste Diferenc&a +/- Limites

1-2 0,075 0,140669

1-3 * 0,250 0,140669

2-3 *0,175 0,140669

La alineacion del signo X en la dltima columna en la pagerswr de la pagina identifica 2 grupos homogéneos. El

asterisco que se encuentra al lado de los pares, indica que éstos muestran diferencias estadisticamente significativas a

un nivel de confianza 95,0%. Para mas detddsnalisis estadistico ver la tabla A.3.

Tabla A.6- Disefio de seleccion Factorial Fraccional 2 (FFr2) y respuesta (peso seco) para la produccion de

biomasa
Nivel del factor *
Ensayo Glucosa CSL KH.PO, Log (in6culo) Peso seco
(X1 (X2) (X3) (Xq)
1 -1 6,5 -1 2,50 -1 0,10 -1 3 26,25
2 +1 13,5 -1 2,50 -1 0,10 -1 3 19,20
3 -1 6,5 +1 15,00 -1 0,10 -1 3 38,20
4 +1 13,5 +1 15,00 -1 0,10 -1 3 19,00
5 -1 6,5 -1 2,50 +1 1,00 -1 3 21,20
6 +1 13,5 -1 2,50 +1 1,00 -1 3 23,95
7 -1 6,5 +1 15,00 +1 1,00 -1 3 33,00
8 +1 13,5 +1 15,00 +1 1,00 -1 3 19,50
9 -1 6,5 -1 2,50 -1 0,10 +1 6 24,75
10 +1 13,5 -1 2,50 -1 0,10 +1 6 16,25
11 -1 6,5 +1 15,00 -1 0,10 +1 6 41,15
12 +1 13,5 +1 15,00 -1 0,10 +1 6 38,50
13 -1 6,5 -1 2,50 +1 1,00 +1 6 22,70
14 +1 13,5 -1 2,50 +1 1,00 +1 6 32,45
15 -1 6,5 +1 15,00 +1 1,00 +1 6 41,25
16 +1 13,5 +1 15,00 +1 1,00 +1 6 35,20
17 0 10,0 0 8,75 0 0,55 0 4 32,45
18 0 10,0 0 8,75 0 0,55 0 4 32,50
19 0 10,0 0 8,75 0 0,55 0 4 24,55

* La concentracion de glucosa y KIPD, esti expresada en % m/v, la de CSL en % v/v y la de peso sech éag |
unidad del tamafio del indculo es célulast,ngor lo tanto log (in6culo) = 3 implica una concentracién de 3 10

células mt.
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Tabla A.7- Analisis del disefio de deccion Factorial Fraccional 2 (FFr2)para la produccion de biomasa (peso
seco)

Término Coeficientele Error Valor de P
Regresion estandar

Intercepto 28,523 0,961 1,8 10° e
X1 -2,778 1,047 0,02914 *
X5 4,941 1,047 0,00151 **
X3 0,371 1,047 0,73172

X4 3,247 1,047 0,01466 *
X X, -2,397 1,047 0,05138 (*)
X X3 1,897 1,047 0,10771

X X3 -1,359 1,047 0,23048

X1 Xq 1,847 1,047 0,11585

Xo: Xy 2,553 1,047 0,04071 *
Xz Xy 0,997 1,047 0,36906

Codificacion de factores: Xglucosa; %, CSL; X, KH,POy; X4, Log (indculo); “:” significa interaccion entre
factores.

Coadificacién para la signifancia estadistica: * P <0&; ** P < 0,005; *** P < 0,0005

Error estandar residual: 4,189 con 3 grados de libertad

R cuadrado: 0,8809; R cuadrado ajustado: 0,7321

Tabla A.8- Disefio de seleccion Btkett-Burman 1 (PB1) y respuesta (pesseco) para la produccién de
biomasa

Nivel del factor *

Ensayo Glucosa YE CSL SW Peso seco
(X1) (X2 (Xa3) (Xa)

1 +1 3,5 +1 0,875 -1 0,25 +1 3,15 14,90
2 -1 0,5 +1 0,875 +1 1,75 +1 3,15 5,40
3 0 2,0 0 0,500 0 1,00 0 1,75 8,38
4 -1 0,5 -1 0,125 -1 0,25 -1 0,35 3,04
5 +1 3,5 +1 0,875 -1 0,25 +1 3,15 18,50
6 -1 0,5 +1 0,875 +1 1,75 -1 0,35 4,36
7 -1 0,5 -1 0,125 -1 0,25 +1 3,15 2,38
8 +1 35 +1 0,875 +1 1,75 -1 0,35 10,00
9 -1 0,5 +1 0,875 -1 0,25 -1 0,35 2,66
10 +1 3,5 -1 0,125 +1 1,75 +1 3,15 13,72
11 +1 3,5 -1 0,125 -1 0,25 -1 0,35 9,64
12 0 2,0 0 0,500 0 1,00 0 1,75 10,04
13 +1 3,5 -1 0,125 +1 1,75 -1 0,35 12,86
14 -1 0,5 -1 0,125 +1 1,75 +1 3,15 4,52
15 0 2,0 0 0,500 0 1,00 0 1,75 9,88

* La concentracién de glucosa, YE y SW esta expresada en % m/v, la de CSL en % v/v y la de peso3eco en g |

Tabla A.9- Andlisis del disefio deseleccién Plackett-Burman 1 (PBl1para la produccién de biomasa

Término Coeficientele Error Valor de P
Regresion estandar

Intercepto -0,478 1,4725 0,75236

X4 3,181 0,3539 4,210°% e

Xy 2,147 1,4154 0,16032

X3 -0,029 0,7077 0,96824

X4 0,035 0,0133 0,02444 ~

Codificacion de factores: Xglucosa; X, YE; X3, CSL; X, SW. “” significa interaccion entre factores.
Coadificacion para la signifancia estadistica: * P <0%,; ** P < 0,005; *** P < 0,0005

Error estandar residual: 1,838 con 3 grados de libertad

R cuadrado: 0,900; R cuadrado ajustado: 0,860
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Tabla A.10- Disefio de seleccién &tkett-Burman 2 (PB2) y respuesta (pesseco) para la produccion de
biomasa

Nivel del factor *

Ensayo Glucosa pH CSL SW Peso seco
(X) (X2) (X3) (Xa)
1 +1 9,0 +1 7,0 -1 0,250 +1 3,5 3,12
2 0 55 0 55 0 1,375 0 2,1 20,44
3 +1 9,0 +1 7,0 -1 0,250 +1 3,5 4,12
4 -1 2,0 -1 4,0 -1 0,250 +1 3,5 6,82
5 +1 9,0 -1 4,0 +1 2,500 +1 3,5 35,10
6 +1 9,0 -1 4,0 +1 2,500 -1 0,7 31,28
7 +1 9,0 +1 7,0 +1 2,500 -1 0,7 27,60
8 -1 2,0 -1 4,0 -1 0,250 -1 0,7 8,18
9 +1 9,0 -1 4,0 -1 0,250 -1 0,7 3,22
10 -1 2,0 -1 4,0 +1 2,500 +1 3,5 9,64
11 0 55 0 55 0 1,375 0 2,1 19,66
12 -1 2,0 +1 7,0 +1 2,500 -1 0,7 11,28
13 0 55 0 55 0 1,375 0 2,1 20,22
14 -1 2,0 +1 7,0 -1 0,250 -1 0,7 7,62
15 -1 2,0 +1 7,0 +1 2,500 +1 3,5 13,54

* La concentracion de glucosa y SW esta expresada mivda de CSL en % v/v, la de peso seco eh, g kel pH
en unidades arbitrarias

Tabla A.11- Analisis del disefio dseleccidon Plackig-Burman 2 (PB2) para la produccion de biomasa

Término Coeficientele Error Valor de P
Regresion estandar

Intercepto 9,218 9,1179 0,33588

X1 1,128 0,5760 0,07873 (*)

X5 -1,498 1,3439 0,29114

X3 0,071 0,0179 0,00277 **

X4 -0,035 0,0504 0,50220

Codificacion de factores: Xglucosa; X, pH; X3, CSL; X, SW. “” significa interaccion entre factores.
Codificacion para la signfancia estadistica: * P <0%,; ** P < 0,005; *** P < 0,0005

Error estandar residual: 6,983 con 3 grados de libertad

R cuadrado: 0,678; R cuadrado ajustado: 0,549

Tabla A.12- Disefio de seleccion &tkett-Burman 3 (PB3) y respuesta (p@sseco) para la produccion de
biomasa

Nivel del factor *

Ensayo Glucosa CSL SW Peso seco
(X1 (X2 (X3)
1 0 6 0 3 0 2,1 31,48
2 -1 2 -1 1 -1 0,7 9,94
3 0 6 0 3 0 2,1 29,6
4 +1 10 +1 5 +1 3,5 48,54
5 -1 2 +1 5 -1 0,7 12,88
6 -1 2 +1 5 +1 3,5 18,68
7 +1 10 -1 1 -1 0,7 19,24
8 +1 10 -1 1 +1 3,5 26,46
9 -1 2 +1 5 +1 3,5 19,54
10 -1 2 -1 1 -1 0,7 10,08
11 +1 10 +1 5 -1 0,7 42,38
12 -1 2 -1 1 +1 3,5 10,62
13 +1 10 -1 1 +1 3,5 21,04
14 0 6 0 3 0 2,1 31,06
15 +1 10 +1 5 -1 0,7 43,02

* La concentracién de glucosa, YE y SW esté expresada en % m/v, la de CSL en % v/v y la de peso $ecoen g |
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Tabla A.13- Andlisis del disefio deeleccion Placke-Burman 3 (PB3) para la produccién de biomasa

Término Coeficientele Error Valor de P
Regresion estandar

Intercepto 25,363 1,9073 0,00091 **=

X4 10,201 2,2365 0,01976 *

Xy 7,451 2,2365 0,04466 *

X3 2,149 2,2365 0,40754

Codificacion de factores: Xglucosa; X, CSL; X;, SW. “" significa interaccion entre factores.
Codificacién para la signifancia estadistica: * P <0%; ** P < 0,005; *** P < 0,0005

Error estandar residual: 6,326 con 3 grados de libertad

R cuadrado: 0,926; R cuadrado ajustado: 0,752
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Figura A.1- Arbol filogenético basado en el gen ARNr18S de las traustoquitriales locales y aquellas disponibles en bases de
datos con O. danica como grupo externo obtenido mediante el método de Neighbor-Joining. El mejor arbol fue construido a
partir de las distancias estimadas por el método de maxima verosimilitud compuesta con el modelo de Tamura-Nei. Los numeros
en cada rama interna muestran los valores de “booststrap” para 1000 replicas. La barra indica la cantidad de sustituciones por sitio
(0,02).
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Figura A.2- Arbol filogenético basado en el gen ARNr18S de las traustoquitriales locales y aquellas disponibles en bases de
datos con O. danica como grupo externo obtenido mediante el método de Minima Evolucién. El mejor &rbol fue construido a
partir de las distancias estimadas por el método de maxima verosimilitud compuesta con el modelo de Tamura-Nei y obtenido por
busqueda heuristica con el algoritmo de”’Close-Neighbor-Interchange”. Los numeros en cada rama interna muestran los valores de
“booststrap” para 1000 replicas. La barra indica la cantidad de sustituciones por sitio (0,02).
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Figura A.3- Arbol filogenético basado en el gen ARNr18S de las traustoquitriales locales y aquellas disponibles en bases de
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cadarama interna muestran los valores de “booststrap” para 1000 replicas.
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