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RESUMEN

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos importantes para diversos ciclos vitales de la
biésfera; sin embargo, algunos géneros como Microcystis tienen la capacidad de formar floraciones
y producir cianotoxinas que comprometen la calidad del agua. Este estudio tuvo como objetivo validar
el uso de PCR punto final para detectar cianobacterias, el género Microcystis y su capacidad genética
para producir microcistinas. Se utilizaron tres pares de oligonucle6tidos para obtener las secuencias
de las regiones del gen 16S ARNr de cianobacterias y del género Microcystis, asi como del gen
mcyA asociado con la produccion de microcistinas. El uso de PCR de punto final permitié la deteccién
especifica de cianobacterias y de Microcystis aeruginosa MicArg en concentraciones celulares hasta
10 veces por debajo del limite de alerta de florecimiento, asi como la deteccidn del gen mcyA, tanto
en cepas aisladas como en una comunidad microbiana simulada. La eficacia del uso de PCR de
punto final para la deteccidon especifica de cianobacterias lo convierte en una herramienta de
monitoreo temprano, capaz de predecir la produccion potencial de microcistinas y, por tanto, resaltar
su utilidad para la gestion de la calidad del agua para consumo humano.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic organisms important in multiple biosphere life cycles;
however, some genera such as Microcystis can form blooms and produce cyanotoxins that
compromise water quality. This study aimed to validate the use of end-point PCR to detect
cyanobacteria, the species Microcystis aeruginosa, and its genetic capacity to produce microcystins.
Three pairs of oligonucleotides were used to obtain the sequences of the 16S rRNA gene regions of
cyanobacteria and genus Microcystis, as well as, the mcyA gene associated with microcystin
production. The use of end-point PCR allowed the specific detection of cyanobacteria and Microcystis
aeruginosa MicArg in cell concentrations up to 10 times below the bloom alert limit, as well as the
detection of the mcyA gene, both in isolated strains and in a simulated microbial community. The
effectiveness of using end-point PCR for the specific detection of cyanobacteria makes it an early
monitoring tool, capable of predicting the potential production of microcystins and, therefore,
highlighting its usefulness for managing water quality for human consumption.

KEYWORDS:

Cyanobacteria, cyanotoxin, mcyA, Microcystis aeruginosa.
Introduccion

Las cianobacterias son procariotas fotosintéticas oxigénicas con una historia evolutiva que se
remonta a 3,500 millones de afios (Kaushik & Balasubramanian, 2013). Aunque se encuentran de
forma natural en rios y fuentes de agua, los cambios ambientales inducidos por el hombre, como la
eutrofizaciéon y el cambio climatico, han acelerado su proliferacién en las UGltimas décadas
(Thawabteh et al., 2023). Esto ha provocado floraciones de cianobacterias mas frecuentes, que
pueden degradar gravemente la calidad del agua y suponer una amenaza importante para las
fuentes de agua potable y recreativa (Chorus et al., 2021). Una preocupacioén clave es la capacidad
de muchas especies de cianobacterias para producir cianotoxinas que pueden afectar a los seres
humanos, los animales y las plantas. Estas toxinas se clasifican en funcién de sus efectos
toxicolégicos en hepatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas y dermatoxinas (Blaha et al., 2009; Codd
et al., 2020)

El género Microcystis, se ha reportado en florecimientos en todos los continentes excepto en la
Antartida, es una de las cianobacterias capaces de formar floraciones y producir toxinas (Zurawell et
al., 2005). Algunas especies de Microcystis producen microcistinas (MCs), toxinas conocidas por su
toxicidad para los seres humanos, animales, plantas, fitoplancton, zooplancton y peces (Campos et
al., 2021; Lad et al., 2022; Ren et al., 2023). Las MCs son heptapéptidos ciclicos hepatotéxicos que
contienen un componente central compartido, que consiste en una secuencia de siete aminoacidos
(Watanabe et al., 1996). Se han detectado méas de 246 isoformas de MCs (Meriluoto et al., 2016),
que difieren principalmente en los L-aminoacidos en las posiciones 2 y 4, lo que da lugar a diferencias
en las propiedades toxicocinéticas y toxicodinamicas (Rinehart et al., 1994). Estas toxinas pueden
contaminar rios y arroyos, lo que supone una amenaza importante para el suministro de agua
potable, ya que pueden pasar por alto los sistemas estdndar de tratamiento de agua sin ser
detectadas (Thawabteh et al., 2023). Por lo tanto, politicas eficaces de gestién del agua son
esenciales no solo para detectar las cianobacterias responsables de las floraciones, sino también
para evaluar la presencia de cianotoxinas en los cuerpos de agua. Si bien la microscopia se ha
utilizado tradicionalmente para identificar y cuantificar las especies de cianobacterias, tiene
limitaciones significativas, incluida la incapacidad de diferenciar entre cepas téxicas y no toxicas, y
la necesidad de una considerable experiencia taxonémica. Por otro lado, los métodos moleculares
ofrecen especificidad, confiabilidad y menor tiempo, lo que permite la deteccion y cuantificacion de
cianobacterias y sus genes codificadores de toxinas. Estas técnicas altamente sensibles permiten
una alerta temprana de cianobacterias téxicas, a menudo detectandolas mucho antes de que se
produzcan floraciones visibles, lo que las convierte en una herramienta valiosa para el monitoreo de
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la calidad del agua (Codd et al., 2020; Farrer et al., 2015). En este sentido, los esfuerzos para
detectar genes asociados con la produccién de MCs se han centrado principalmente en el gen mcyA,
uno de los diez genes dentro del grupo de genes mcy responsables de la biosintesis de MCs (55 kpb
en total) (Beversdorf et al., 2015). El gen mcyA se destaca especificamente porque codifica una
péptido sintetasa no ribosémica, que juega un papel crucial en la sintesis de las MCs (Rouhiainen et
al., 2004). Ademas, se ha demostrado que la abundancia de genes mcyA se correlaciona
significativamente con las concentraciones de MCs en entornos de agua dulce (Lee et al., 2020).

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo validar el uso de PCR para la deteccion de
cianobacterias, especificamente del género Microcystis, y su potencial genético para producir MCs
en una comunidad microbiana simulada, mediante la amplificacion del gen 16S ARNr de
cianobacterias (Valério et al., 2009) y del género Microcystis (Martins & Vasconcelos, 2011), asi
como el gen mcyA (Sabart et al., 2015), para evaluar la eficacia de la PCR como herramienta de
alerta temprana de floraciones de cianobacterias nocivas.

Material y Métodos

Cepas microbianas

Los aislamientos estudiados fueron proporcionados por: i) Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia (ICML), Mazatlan, México (cepas M132/1 y NIES-39); ii) Coleccion de Microalgas del
Proyecto de Cultivos de Microalgas Usos Potenciales, Universidad Auténoma Metropolitana,
Iztapalapa, México (Sald 1, PAM1 y AAS1); iii) Microcystis aeruginosa MicArg por el Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Buenos Aires, Argentina; y iv) cepas
de bacterias y hongos de la Coleccién de Microorganismos Edaficos y Endoéfitos Nativos (COLMENA)
(de los Santos-Villalobos et al., 2018, 2021), Cd. Obregén, México (Bacillus cabrialesii TE3T, Bacillus
paralicheniformis TRQ65, Priestia megaterium TRQ8, Rhizopus sp. 11, Curvularia spicifera 6,
Fusarium sp. 20, Nannochloropsis sp. Los aislados de cianobacterias se cultivaron para obtener
biomasa usando medio BG-11 (SIGMA) (Rippka et al., 1981), caldo nutritivo (MCD LAB) para las
cepas de Bacillus y Priestia, y caldo de dextrosa y papa (MCD LAB) para hongos; estos cultivos se
incubaron a 28 °C durante 7, 2 y 5 dias, respectivamente.

Extraccion de ADN, reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion de
amplicones

La extraccion de ADN se realizo siguiendo el protocolo descrito por Raeder & Broda (1985). La
integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (MCD LAB)
a 100 V durante 1 h, y la calidad se evaluo utilizando un NanoDrop 2000C. Los pares de primers
para la amplificacién del 16S ARNr de cianobacterias (CYAN738F: ATACCCCWGTAGTCCTAGC,;
CYAN1281R: GCAATTACTAGCGATTCCTCC) (Valério et al., 2009), 16S ARNr de Microcystis
(MICR 184F: GCCGCRAGGTGAAAMCTAA; MICR 431R: AATCCAAARACCTTCCTCCC) (Martins
& Vasconcelos, 2011), y el gen mcyA (mcyA-Cd-1F: AAAATTAAAAGCCGTATCAAA; mcyA-Cd-1R:
AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT) (Sabart et al., 2015), se probaron como se menciona en las
siguientes secciones a través de PCR de punto final (n = 3). Estas PCR se llevaron a cabo utilizando
el kit PCR Master Mix 2X PCR (Promega) y el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos,
alineamiento a 57 °C para 16S ARNr de cianobacterias y mcyA, y 54 °C para 16S ARNr de
Microcystis durante 40 segundos, y elongacion a 72 °C durante 30 segundos, y se realizd un paso
final de elongacién a 72 °C durante 5 minutos. El limite de deteccion de los cebadores evaluados se
determiné como se describié anteriormente y utilizando 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 ng de
ADN por reaccion, correspondientes a 1.39, 1.39x101, 1.39x102, 1.39x10%, 1.39x10%, 1.39x10°5,
1.39x108 células de Microcystis aeruginosa MicArg/mL respectivamente. Los productos de PCR se
visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % a 100 V durante 60 min.
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Asi, los amplicones del 16S ARNr de cianobacterias y del género Microcystis, asi como del gen
mcyA utilizados en este trabajo, fueron purificados mediante el sistema Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) y posteriormente secuenciados mediante la tecnologia Sanger
(Langebio-Cinvestav, Irapuato, Guanajuato). Las secuencias obtenidas fueron: i) procesadas
mediante FinchTV V1.4.0; ii) alineadas en CLC Sequence Viewer 8 para crear un arbol filogenético
mediante el método de construccién Neighbor-Joining con 1,000 réplicas (solo 16S ARNr de
cianobacterias); y iii) cargadas en la base de datos GenBank.

Deteccién de cianobacterias, Microcystis y el gen mcyA en una comunidad microbiana
simulada

Se formulé una comunidad microbiana simulada utilizando todas las cepas de cianobacterias,
bacterias y hongos mencionadas anteriormente (ver seccion de cepas microbianas), en presencia y
ausencia de Microcystis aeruginosa MicArg, realizando PCR punto final utilizando los primers
evaluados con 30 ng de ADN por cada aislado por reacciéon bajo las condiciones de amplificacion
mencionadas anteriormente. Los amplicones se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 1.5 % a 100 V durante 60 min.

Resultados y Discusién

Extraccion y evaluacion de ADN

La electroforesis del ADN extraido mostré una banda de ADN gendmico intacto, como se
observa en la parte superior de los carriles en la Figura 1. Los resultados de la espectrofotometria
de microvolimenes mostraron valores de 22.5-402.5 ng/uL, 1.50-2.22 (260/280) y 1.68-2.29
(260/230), concentraciones adecuadas para las siguientes evaluaciones (Kadri, 2020; Lucena-
Aguilar et al., 2016).

Figura 1. Extraccién de ADN de las cepas estudiadas. Fuente: elaboracion propia.

Determinacién del limite de deteccién

Los limites de deteccion del gen 16S ARNr de cianobacterias y Microcystis se determinaron a partir
de 1 ng por reaccion, lo que corresponde a 1.39x10° células de Microcystis aeruginosa MicArg/mL
(Figura 2). Esta deteccion se encuentra en 1 orden de magnitud por debajo del limite inferior de alerta
para efectos sobre la salud publicado por la Environmental Protection Agency (EPA) (2024), o
considerando un biovolumen equivalente a 0.099 mm?3 de Microcystis aeruginosa MicArg/L (Reynolds
etal., 1981), 40 veces por debajo del nivel de vigilancia fijado en 4 mm?3 de cianobacterias/L publicado
por la World Health Organization (WHO) (2021). La deteccion del gen mcyA fue posible a partir de
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10 ng por reaccién. Este enfoque permite detectar cianobacterias y Microcystis en concentraciones
diez veces inferiores a las consideradas de riesgo y monitorear la presencia del gen mcyA.

Figura 2. Limite de deteccién de los genes (A) 16S ARNr de cianobacterias, (B) 16S ARNr de
Microcystis, y (C) mcyA, utilizando ADN de Microcystis aeruginosa MicArg y sus respectivos
controles sin ADN. Fuente: elaboracion propia.

Secuenciacién del 16S ARNr y del gen mcyA de cepas de cianobacterias

La amplificaciéon de los genes estudiados mostrd6 amplicones con los tamafios de banda
esperados (Figura 3), mostrando amplicones del 16S ARNr de cianobacterias de ~550 pb (Valério et
al., 2009), 16S ARNTr de Microcystis de ~220 pb (Martins & Vasconcelos, 2011) y del gen mcyA de
~290 pb (Sabart et al., 2015). Asi mismo, las secuencias obtenidas posterior a la purificaciéon y
secuenciacion de los amplicones se utilizaron para realizar el arbol filogenético (Figura 4), y para
realizar bausquedas en BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) (Tabla 1).

Figura 3. Amplificacién de los genes: (A) 16S ARNr de cianobacterias, (B) 16S ARNr de
Microcystis, y (C) mcyA, con ADN de aislados de cianobacterias, y sus respectivos
controles sin ADN. Fuente: elaboracién propia.

El control positivo, la cepa MicArg, se identific6 con precision como Microcystis aeruginosa
mediante analisis filogenético y blsquedas en la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnolégica (NCBI). La clasificacion taxondmica de estos organismos se puede lograr analizando
las regiones hipervariables del gen 16S ARNr. Estas regiones, que contienen secuencias tanto
conservadas como hipervariables, las cuales permiten la diferenciacion de relaciones filogenéticas y
la asignacion de grupos taxondémicos (Shahi et al.,, 2017; Valério et al., 2009). Aunque la
secuenciacion de un gen conservado es un buen enfoque para la afiliacién de un microorganismo,
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la taxonomia polifasica es necesaria para proporcionar mas informacién sobre el aislado y permitir
que esta tarea se realice con precision (Morales-Sandoval et al., 2021).

La amplificacion del gen 16S ARNr de Microcystis se obtuvo solo con el ADN de Microcystis
aeruginosa MicArg y no con el resto de las cianobacterias (Figura 3); este resultado se alinea con la
clasificacién taxondmica previa y confirma la precisién de este enfoque (Martins & Vasconcelos,
2011).

NIES-39

«—o Arthrospira fusiformis
Arthrospira platensis
Arthrospira maxima

¢ Limnospira fusiformis
Limnospira fusiformis
Limnospira fusiformis

M132/1

scillatoria lutea
Oscillatoria limosa
Oscillatoria amoena
AAST

100]

Halotia wernerae
wore Halotia brancoi
Halotia longispora

r MicArg ) )
y &3 Microcystis wesenbergii
\_{i—«a Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae
Synechococcus elongatus
w— Synechococcus sp.
L———— Synechococcus rubescens
o S

Escherichia coli
0.090
Note: Branches shorter than 0.0020 are shown as having length 0.0020

Figura 4. Arbol filogenético construido por el método Neighbor-Joining con 1,000 réplicas,
utilizando la secuencia amplificada del gen 16S ARNr con primers especificos para
cianobacterias. Fuente: elaboracién propia.

Tabla 1. Identificacién de secuencias de ARNr 16S y mcyA en BLAST®.

Gen Cepa Afiliacion Cobertura Similitud | Numero de
(%) (%) accesion
16S ARNr M132/1 | Limnospira sp. 99 98.44 PQ308697
Cianobacterias i
NIES-39 | Arthrospira sp. 99 99.81 PQ308696
AAS1 Halotia sp. 100 97.34 PQ285593
SalJ 1 Nodosilinea sp. 100 97.13 PQ301223
PAM1 Nodosilinea sp. 99 96.83 PQ301224
MicArg Microcystis aeruginosa 100 100.00 PQ276908
16S ARNr MicArg Microcystis aeruginosa 99 100.00 PQ276909
Microcystis
mcyA MicArg Microcystis aeruginosa 100 99.33 PQ303791
peptide synthetase
(mcyA) gene

Fuente: elaboracion propia.
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Ademas, las caracteristicas morfoldgicas observadas al microscopio (Figura 5) fortalecen la
afiliacién taxondmica mediante técnicas moleculares, observandose las morfologias distintivas de: i)
Limnospira (M132/1) formando tricomas de ancho uniforme, protoplasma granular, aerétopos
facultativos (no observados) y ancho de 6-8 um (Santos et al., 2023); ii) Arthrospira (NIES-39) siendo
filamentosa, cilindrica y formando tricomas de 3-12 um de ancho por 50-500 um de largo (Wan et
al., 2016); iii) Halotia (AAS1) forma tricomas con células especialmente esféricas o hemisféricas
(Genuério et al., 2015); iv) Nodosilinea (SalJ 1 y PAM1) con extremos redondeados, no ramificada,
formadora de tricomas y con vainas de aspecto difuso (Perkerson Il et al., 2011); y iv) Microcystis
aeruginosa (MicArg) esférica, formadora de colonias y aglomerada (Radkova et al., 2020).

® ©

Figura 5. Observacién microscdpica de la morfologia de: (A) Microcystis aeruginosa MicArg,
(B) Arthrospira sp. NIES-39, (C) Limnospira sp. M132/1, (D) Nodosilinea sp. SalJ 1, (E)
Nodosilinea sp. PAM1 y (F) Halotia sp. AAS1. Fuente: elaboracién propia.

Teniendo en cuenta la afiliaciéon taxonémica anterior y la capacidad conocida de solo ciertos
géneros de cianobacterias (Microcystis, Anabaena ahora Dolichospermum o Sphaerospermopsis,
Oscillatoria ahora Planktothrix, Nostoc, Cylindrospermopsis, Anabaenopsis, Aphanocapsa,
Aphanizomenon y Hapalosiphon) para producir MCs (Beasley, 2020; Bittencourt-Oliveira et al.,
2014), la deteccion del gen mcyA confirma la presencia de un organismo potencial productor de MCs
y verifica que no hay falsos positivos. La deteccion de este gen constituye un paso crucial para
predecir la produccion de MC en una muestra, esto debido a que el gen mcyA codifica para la
produccion de una Sintetasa de Péptidos No Ribosomales (NRPS), que junto con las enzimas
producidas por los genes mcyA-E y mcyG participan en 45 de las 48 reacciones para dar lugar a la
formacion de MCs (Omidi et al., 2018; Zhou et al., 2021). Ademas, se ha reportado que las cepas no
toxigénicas pierden principalmente este gen, inhibiendo la produccion de MCs (Chen et al., 2021).

Deteccion de cianobacterias, Microcystis y el gen mcyA en una comunidad microbiana
simulada

Al amplificar los genes estudiados utilizando ADN de una comunidad microbiana simulada, fue
posible identificar a Microcystis aeruginosa MicArg y el gen mcyA sélo cuando este organismo estaba
en la muestra (Figura 6).
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Figura 6. Amplificacién de 16S ARNr de cianobacterias y Microcystis, y el gen mcyA
utilizando ADN de una comunidad microbiana simulada y sus respectivos controles sin
ADN. Fuente: elaboracion propia.

La deteccion de Microcystis aeruginosa MicArg y del gen mcyA en una comunidad microbiana
simulada, y la extrapolacion de resultados similares esperados en muestras ambientales, sugiere
gue existe un riesgo de produccion de MCs. Como lo demostraron Singh et al. (2015), con una
correlaciéon entre la deteccion del gen mcyA y la concentracion de MCs en muestras de agua;
ademas, la presencia de genes mcyA se alinea con la deteccién de cianobacterias mediante el
analisis del gen 16S ARNr. En apoyo de esta idea, estudios posteriores mostraron una correlacion
positiva entre el nimero de copias del gen mcyA y la concentracién de MCs en el agua (Dong et al.,
2016), y la investigacion de Hu et al. (2016) determiné cémo la concentracion de MCs en el agua
aumenta a medida que aumentan las copias del gen mcyA a lo largo de un afio. Esto muestra una
tendencia en la que la presencia de Microcystis y el gen mcyA esta relacionada con la produccién
de MCs en muestras de agua, alineandose con posibles escenarios ambientales.

Ademas, Ngwa et al. (2014) demuestran la eficacia de los métodos basados en PCR punto final
para detectar genotipos de Microcystis productores de MCs. Aplicaron tres ensayos de PCR
independientes dirigidos a los genes mcyA, E y G para detectar y cuantificar de manera rapida y
confiable genotipos de Microcystis potencialmente téxicos en el agua. De manera similar, Valério et
al., (2010) desarrollaron un método de PCR multiplex que amplifica simultdneamente mdltiples
fragmentos del gen mcy. Su método logré una alta sensibilidad y especificidad para identificar
cianobacterias productoras de MCs, independientemente de sus taxones. Este enfoque, validado
tanto con aislamientos como con muestras ambientales, respalda ain mas la utilidad de los métodos
basados en PCR para evaluar el potencial toxigénico de las cianobacterias en los sistemas hidricos.

Las MCs, las toxinas de cianobacterias mas extendidas mundialmente, suponen una grave
amenaza para la salud humana y afectan a organismos que van desde las microalgas hasta
mamiferos (De Figueiredo et al., 2004). Los seres humanos pueden estar expuestos a MCs a través
del agua contaminada, alimentos, suplementos de algas, inhalacion, contacto con la piel y
hemodialisis (Massey et al.,, 2018). Una vez en el torrente sanguineo, las MCs se dirigen
principalmente al higado, pero también afectan al cerebro, rifiones, pulmones, corazon y el sistema
reproductivo (Massey et al., 2018; Shi et al.,, 2021). Por lo tanto, la identificacion de los genes
responsables de la biosintesis de la MCs mediante métodos moleculares es esencial para controlar
la produccién de toxinas y cianobacterias dafiinas (Saker et al., 2007). Para reducir los riesgos a la
salud, las empresas de suministro de agua deben desarrollar métodos de deteccion sensibles y
fiables en varios tipos de muestras (Kaushik & Balasubramanian, 2013). La PCR ofrece un enfoque
para detectar cianobacterias téxicas directamente de muestras ambientales, con su alta sensibilidad
que permite la deteccidon temprana de especies productoras de toxinas antes de que alcancen
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concentraciones dafinas, mejorando asi el monitoreo de floraciones de cianobacterias toxicas (De
Figueiredo et al., 2004; Saker et al., 2007).

Conclusién

La PCR de punto final con primers especificos permite detectar cianobacterias, el género
Microcystis, y su capacidad genética para la produccion de MCs. Esto confirma el valor de la PCR
para la deteccion especifica de cianobacterias nocivas y explora su aplicacion en muestras
ambientales.
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