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RESUMEN: Se evalud la incidencia de algunos
parametros de cultivo sobre el
desencadenamiento de la apoplosis en una
cepa de Chlamydomonas sp. Para esto, se
aplico una técnica de tincién con un
fluorocromo y observacion microscépica.
La metodologia se implementé para
determinar la influencia de la composicion del
medio de cultivo y de las condiciones de
iluminacion; asi como también de la adicion
de especies reactivas del oxigeno.

Se pudo establecer que la formulacion del
medio de cultivo incidié apreciablemente
sobre el desencadenamiento del proceso
apoptotico en la cepa empleada. Esto se
verificd cuando se utilizd una iluminacion
artificial moderada, o la incorporacion de
peréxido de hidrdgeno. La incubacion de los
cultivos en condiciones de oscuridad, no
incidié apreciablemente sobre la aparicion de
un fenotipo apoptotico.

Los resultados obtenidos permitieron
caracterizar algunos factores involucrados
en la muerte celular por apoptosis, un
aspecto poco estudiado en este
microorganismo modelo.

PALABRAS CLAVE: Chlamydomonas, cultivos
batch, apoptosis. tincion fluorescente.

SUMMARY: Evaluation of factors involved in the
process of apoplolic cell death in
Chlamydomanas sp

Marquez, V. E.; Beccaria, A. J.

The incidence of some culture parameters on
apoptosis manifestation in a strain of
Chlamydomonas sp. was evaluated. These
parameters included not only culture medium
composition and illumination conditions but
also reactive oxygen species addition, To
count apoptotic cells, a fluorescent reagent
for DNA stain and microscopic observation
were used.

Onthe strain used, the formulation of culture
medium had a strong influence on the cell
death by apoptosis, especially when
moderated artificial illumination or hydrogen
peroxide were applied. On the other hand,
apoptosis was not induced by darkness in
phototrophic cultures.

It was possible to characterize some factors
that promoted the cell death by apoptosis.
This is a phenomenon scarcely studied in
Chiamydomonas, a model microorganism.
KEY WORDS: Chlamydomonas, batch cultures,
apoptosis, fluorescent stain.



Introduccion

Las microalgas son un grupo extremada-
mente heterogéneo de organismos unicelulares
que pueden ser procariotas o eucariotas. Se-
gun sus caracteristicas nutricionales se las cla-
sifica como fotoautotroficas o heterotrdficas,
aunque algunas pueden comportarse como
mixotréficas (1). Entre sus propiedades ecold-
gicas se destacan las de ser los eslabones pri-
marios enla mayor parte de las cadenas troficas
(1). También son las responsables de los episo-
dios de blooms, fendmeno conimpactos sani-
tarios y econdmicos negativos (2),

Por otra parte, una gran cantidad de espe-
cies de microalgas son cada vez mas emplea-
das como fuentes de produclos biotec-
nologicos, aplicables fundamentalmente en las
industrias alimenticia, cosmética y farmacéuti-
ca (3). Ademads, recibe cada vez mas interés el
desarrollo de tecnologias que emplean
microalgas para la biorremediacion de ambien-
tes contaminados (4).

Dentro del grupo de las microalgas, el gé-
nero Chlamydomonas se consolidé como un
microorganismo modelo para el estudio de
diferentes aspectos bioldgicos (5). Este logro
se debid a su facil cultivo, inocuidad y la posi-
bilidad de desarrollarse autotréfica o hetero-
tréficamente. Ademas, en la especie C.
reinhardlii. el cromosoma de su cloroplasto esta
completamente secuenciado (6) y continda el
avance de su proyecto genoma (http://
www.chlamy.org/).

Desde un punto de vista biotecnolégico. la
aplicacion de cultivos de Chlamydomonas va
cobrando importancia en la produccion de gli-
cerol (7, hidrogeno (8 y proteinas
recombinantes (9-11).

El gran desarrollo del conocimiento de la bio-
logia de Chlamydomonas, contrasta con el
desconocimiento de ofros aspectos, como sus
procesos de muerle celular. Esta carencia es
extrapolable a las microalgas en general (12).
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Enlos sistemas celulares, se considera que
existen dos tipos de muerte: la necrosis y la
apoptosis. La primera, se produce como con-
secuencia de una injuria severa, que dana
componentes celulares de una manera incom-
patible con la consecucion de los procesos
vitales. Es por este mecanismo que se la clasi-
fica como muerte celular pasiva. En la
apoptosis. en cambio, el estimulo nocivo des-
encadena una serie de eventos moleculares.
Estosinducen alamismacélulaa parlicipar de
los procesos que la llevaran a su propia ani-
quilacion. En la apoptosis se expresan genes.
conservados, por lo cual se considera una
forma de muerte activa (12).

En algunos géneros de microalgas, se des-
cribié la muerte celular por apoplosis, caracteri-
zando algunos de los faclores desencadenantes
del proceso (12-16). En Chiamydomonas, en cam-
bio, si bien estan caracterizados los danos rela-
cionados al estrés oxidativo en cultivos
fotoautotroficos (17). existe escasa asociacion con
los mecanismos de muerte celular. Solo recien-
temente, se realizo un aporte significativo al res-
pecto, al ser demosirada laincidencia de lara-
diacion UV en el desencadenamiento de la muerte
celular por apoptosis en esta microalga (18).

El objetivo de este trabajo fue evaluar lain-
cidencia de algunos parametros de cultivo
sobre el desencadenamiento de la apoptosis
en una cepa de Chlamydomonas sp.

Materiales y métodos

Cepay condiciones de cultivo

Se empled una cepa de Chlamydomonas
sp. La misma fue gentilmente cedida por la
Prof. Isabel Albarracin (FCN. UNPSJB. Trelew,
Argentina). La cepa lue reaislada y mantenida
por repiques periddicos, en medio Chu N° 10
modificado (ver Tabla 1). Las incubaciones se
realizaron en condiciones de temperatura am-
biente e iluminacion natural.
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En los ensayos realizados, se emplearon
dos medios de cultivo: el medio ChuN°® 10y
el medio CR-M2, ambos reformulados. La
composicién de los mismos se muestraenla
Tablad1.

Tabla 1: Composicién de los medios de cultivo para microalgas

dulciacuicolas, utilizados en este trabajo.

Componente |Concentraci6n (x10*g-=L"

|Medio Chu N° 10 mod.  |Medio CR M2 mod.
Na,CO, 120 -
KNO, 40 -
KHPO, + 3H,0 [10 300
MgSO, 13 150
FeSO,~7HO oA 10
CaCl, * 2H,0 40 53
Citrato de sodio * 2 H,0 500
NH,CI - 26
CoCl, '_‘?_*'_‘a‘?’_ e = — 1025 =
MnCl, * 4H,0 - 040
CuSO, *5H,0 - 0,050
(NH9)Mo,0,, * 4H,0 |- 0,18 T
Zn30, Z 0,70

Los cultivos se realizaron en frascos
Erlenmeyer de 125 mL de capacidad, em-
pleando 5 mL de medio.

Para evaluar laincidencia de la condicién de
iluminacién sobre la aparicién y magnitud del
fendmeno apoptético, se realizaron 12 cultivos
de la microalga, seis en cada uno de los me-
dios indicados. Todos ellos se incubaron en for-
ma estatica, a temperatura ambiente e ilumina-
c¢ién natural. Cuando los cultivos completaron
su fase de crecimiento exponencial, fueron
separados en tres grupos los que se incuba-
ron en diferentes condiciones de iluminacién:
natural, artificial y oscuridad. La primera de las
condiciones correspondié a la que se empled
durante el inicio de los cultivos, posterior a su
inoculacién. La condicidn de iluminacion artifi-
cial se consiguié rodeando al lote de cultivos
con 6 ldmparas fluorescentes de 15 W cada

una, consiguiendo asi una irradiacién prome-
dio sobre la superficie de los mismos de
66 4E m? s'. Finalmente, la condicidn de
oscuridad se produijo envolviendo con papel
de aluminio a los frascos empleados para es-
tos cultivos.

Por otra parte, se evalud la incidencia del
agregado de peroxido de hidrégeno (H,0,) a
los cultivos. Para esto se realizaron 4 cultivos
en medio CR-M2 mod. en condiciones simila-
res a las descriptas anteriormente. Transcurri-
das 31 hdelmomento de la inoculacién, se adi-
ciono a dos de ellos 1 uL de una solucién
2,5 MdeH,0,. Luegode estaadicién, unode
los cultivos continud en condiciones de ilumi-
nacién natural, mientras que al restante se lo
incubd en condiciones de iluminacién artificial,
como se describié precedentemente. Luego
de un lapso de 72 h se realizd a cada uno de



estos cultivos un nuevo agregado de |a solu-
cion de H,Q,, que correspondid a un volumen
de 10 pL. A uno de los cultivos restantes, en
los que no se adiciond H,0,, se lo dejé en
incubacion en condiciones de iluminacion na-
tural. Al segundo, se lo incubd en condiciones
de iluminacion artificial a partir de las 31 h post-
inoculacion.,

Finalmente se realizaron 16 cultivos de la
microalga en el medio CR-M2 mod. Cuando
éstos completaron su fase de crecimiento
exponencial, se les adicioné H,0, (concentracion
finalenelculivo5 mM)y seincubaron en condi-
ciones de iluminacion artificial, segun el procedi-
miento recien descripto. Alas 140 hde cultivo,
se cosecharon las células mediante centrifugacion
(1000 x g,5 minutos)y se procedio a extraer el
ADN. Paraesto, se empled el protocolo descripto
por Newman et al. (19). El material extraido fue
resuelto en geles de agarosa, segun la técnica
descripta en Maniatis et a/. (20).

De cada cultivo realizado se tomaron mues-
tras diarias, las que se emplearon para realizar
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y 200 elementos celulares por muestra, sien-
do cada uno de ellos clasificados como célu-
las apoptéticas o no apoptoticas.

Por otra parte, se determiné la concentra-
cion de células totales empleando una camara
de Neubauer.

Resultados y discusion

En la evaluacién de células apoptdticas me-
diante el empleo del fluorocromo naranja de
acridina, el compuesto es incorporado por célu-
las viables y no viables. Cuando se intercala en-
tre las hebras del ADN doble cadena, es capaz
de emitir fluorescencia de color verde al ser exci-
tado con una frecuencia de radiacion especifica.
Esta propiedad se aprovecha para evaluar
microscopicamente la disposicion del material
genético (21). Enla Fig. 1 se muestran micrografias
obtenidas de preparados de muestras de
Chilarnydomaonas sp., las que fueron procesadas
segin latécnica de tincidn fluorescente.

las determinaciones que se indican a continua-
cién.

Figura 1: Microfotografias de fluorescencia de células
de Chlamydomonas sp. A) Células con fenotipo normal.
Las flechas senalan la estructura organizada del
material genético, compuesto por ADN doble cadena.
B) Células con fenotipo apoptético. Las flechas sefalan
fragmentos del material genético.

Cuantificacién de células apoptéticas y no
apoptéticas

Para la determinacién de las células
apoptoticas y normales presentes en los dife-
rentes cultivos, se utilizé el protocolo descripto
por Mercille y Massie (21). De esta forma, se
procedié a mezclar 100 ulL de la suspensién
celular con 4 uL de una solucidon de
100 pg - mL' de naranja de acridina (Sigma,
EE. UU.), preparado en buffer PBS, pH 7.,3.
Posteriormente, se realizé un preparado entre
porta y cubreobjetos y se observé con una
magnificacién de 400 X, enun microscopio de
epiflucrescencia (Olympus, Japén) equipado
con un sistema de filtros de excitacién / emi-
sion para fluorescelna. Se contaron entre 100
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Mediante la aplicacion del procedimiento de
extraccion del ADN y posterior electroforesis
en gel de agarosa, no fue posible establecerel
perfil caracteristico que se describe para cier-
tos tipos de células en las que cursan proce-
s0s apoptéticos, Este perfil, se caracteriza por
la aparicién de bandas de ADN cuyas masas
moleculares son mdltiples entre si (22). Encam-
bio, en el caso de la electroforesis realizada a
lamuestra de ADN extraido desde cultivos de
Chlamydomonas sp., se observé una degra-
dacién inespecifica del material genético. Re-
sultados negativos de esta aplicacion también
fueron obtenidos cuando se empled en la eva-
luacién de células de insecto cultivadas, tanto
en nuestro laboratorio (resultados no publica-
dos), como por otros grupos de trabajo (23).

En la Fig. 2 se muestra la evolucion de la
concentracion celular y del porcentaje de célu-
las apoptoéticas en los cultivos realizados con
la cepa de Chlamydomonas sp.

Figura 2: Evolucion de la densidad celular y del
porcentaje de células apoptticas en cultivos sometidos
a diferentes condiciones de iluminacion, desde que
completaron su fase de crecimiento exponencial. A)
Cultivos en el medio Chu N° 10 mod. B) Cultivos en el
medio CR M2 mod. Los datos graficados corresponden
al valor promedio obtenido del procesamiento de dos
cultivos independientes. En todos los casos el
coeficiente de variaciéon no superé el 8 %.
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Como se puede observar en cada grafica
representada en la figura, durante los 2 prime-
ros dias se produce un incremento de la con-
centracion celular en cada cultivo. Al final de este
periodo, el valor de dicha concentracién es
entre 2,5 y 3 veces la correspondiente al
in6culo. Posteriormente, se inicia una fase de
crecimiento estacionario. La mayor concentra-
cion de células con un fenotipo apoptético se
encontré en los cultivos que fueron iluminados
artificialmente, una vez iniciada la fase de creci-
miento estacionario (barras blancas). Si bien
este resultado fue independiente del medio de
cultivo utilizado, en aquellos desarrollados en
el medio Chu N* 10 mod. (Fig. 2A), el mayor
porcentaje alcanzado de células tipo
apoptéticas fue de 9,4%; mientras que en el
medio CR-M2 mod. (Fig. 2B), éste méximo
fue de 34%. Ademas, en este Ultimo medio, la
concentracion de células con fenotipo
apoptotico se incrementd abruptamente luego
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de introducir a los cultivos en las condiciones
de iluminacién artificial. En cambio, en el medio
ChuN° 10 mod., el incremento de esta con-
centracién se produjo gradualmente luego del
cambio de la condicién de iluminacién. Estos
resultados pueden ser atribuidos a las diferen-
cias de diserio y formulacién de cada medio
de cullivo. Asi, considerando a los macro-
nulrientes, resalta la ausencia de la fuente de
carbono en la composicion del medio CR-M2
mod. (ver Tabla 1). En este medio de cultivo, el
carbono asimilable es provisto exclusivamen-
te por disolucién del diéxido de carbono at-
mosférico. El citrato incluido, no es empleado
por este microorganismo para la sintesis de
compuestos carbonados, acluando en el me-
dio de cultivo como agente quelante, evitando
la precipitacién de compuestos férricos (24).
Una estrecha relacion entre la carencia de car-
bono inorgénico y el desencadenamiento de
la apoptlosis, pudo establecerse en cultivos de
la microalga Peridinium gatunense (14).
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También se puede observarenlaFig. 2,que
en aquellos cultivos que continuaron con ilumi-
nacién natural o en los incubados en oscuri-
dad, no se detecté apreciablemente la apari-
cion de un fenotipo apoptético, dentro del lapso
y condiciones del ensayo. Est4 descripto que
la ausencia de luz, provoca la muerte celular
por apoplosis en las microalgas Amphidinium
carterae (12) y Dunaliefla tertiolecta (15), aunque
no en la especie Thalassiosira weissflogii (15).

Por otra parte, esté bien establecido que en
los organismos fotosintéticos expuestos a un
exceso de iluminacién, se excede la capacidad
de fotooxidacién, desencadenando la genera-
cion de especies reactivas del oxigeno ~-ROS~-
(17.25-28). Paraevaluar la posible accién de las
ROS sobre la aparicién del fenotipo apoptético,
se realizaron cultivos en el medio CR-M2 mod.,
alos que se les adicioné H,0,. Los resultados
de este ensayo se muestran en la Fig. 3.

Figura 3: Efecto de la adicién de H,0, (flechas) y de la condicién de iluminacion, sobre la
evolucion de la densidad celular y del porcentaje de células apopléticas en cultivos de
Chiamydomonas sp. La concentracion final de H,0, en los cultivos fue de 0,5 mMy 5 mM, luego

de las adiciones "I y "II', respectivamente.
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Como se puede observar en la figura. sélo
luego de la segunda adicion de H,0, (concen-
tracion final 5 mM), se logro incrementar
abruptamente el porcentaje de células
apoptoticas en los cullivos correspondientes.
Este fendmeno se manifesté no sélo en el culti-
vo que se incubd coniluminacion artificial, sino
también en aquel expuesto a iluminacién natu-
ral. Ademas, el méximo porcentaje de células
apoptoticas se alcanza previamente en el culti-
vo artificialmente iluminado, respecto del natu-
raimente iluminado. De esta manera, la adicion
de H,0O, potencia el desencadenamiento del
proceso apopldtico causado por una ilumina-
cion artificial moderada. Esta accion puede ser
directa oindirecla. Enel primer caso. esel H,O,
el que oxida diferentes moléculas celulares. En
el segundo, este compuesto se descompone
en presencia del catién ferroso presente en el
medio de cultivo, y genera el radical hidroxilo (26).
La célula puede descomponer. el H,0,
enzimaticamente, mediante catalasas. Pero el
radical hidroxilo no puede ser detoxificado. De
esta forma. la descomposicion del H.O, en
presencia del cation ferroso, podria ser otro
mecanismo por el cual se generan mayor
cantidad de celulas apoptoticas en los cullivos
realizados en medio CR-M2 mod. (ver Fig. 2).
Enefecto, comopuede observarseenlaTabla 1,
la concenltracion de aquel i6n es 12,5 veces
superior en este medio de cultivo.

Conclusiones

Mediante la aplicacion de la téenica de tincion
del ADN con un colorante fluorescente, fue
posible realizar una evaluacién de la apoptosis
en cultivos de Chlamydomonas sp.

Durante el lapso de evaluacion de los culti-
vos empleados en este trabajo, la privacion de
iluminacién no tuvo efectos sobre el desenca-
denamiento del proceso de muerte celular por
apoptosis en Chlamydomonas sp. Ademas,

esta situacion no produjo una disminucién en
la densidad celular de los cultivos de la
microalga. Sin embargo, la exposicion relativa-
menle breve de cullivos de Chlamydomonas
sp. a condiciones de iluminacion artificial mo-
derada, desencadend el fendmeno de muerte
celular con caracteristicas de apoplosis. La
cepa empleada mostro susceptibilidades di-
ferentes segun el medio de cultivo ulilizado.

Finalmente, se pudo establecer que la com-
binacién de iluminacién artificial moderaday
H,0, exégeno, magnifican la aparicion de un
fenotipo apoptético en células de
Chiamydomonas sp.

Es posible que el conocimiento de eventos
y mecanismos relacionados con la muerte
celular en microalgas, permita establecer nue-
vos caminos en al menos dos campos de
estudio. Por un lado, en el drea de la ecologia,
aplicado a la investigacion y control de los
episodios de bloom. Por otra parte, también
encontrarian aplicacion en la optimizacién de
aquellos procesos tecnoldgicos donde estos
microorganismos son de interés para la ob-
tencion de bioproductos. El empleo de las
microalgas en eslos procesos, requieren del
desarrollo de cultivos en Optimas condiciones.
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