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R E S U M E N 
El monitoreo de cianobacterias en ecosistemas acuáticos es 
esencial para evaluar el riesgo de floraciones y la producción 
de cianotoxinas, debido a sus impactos negativos sobre la 
salud pública y el ambiente. El objetivo del estudio fue optimizar 
un protocolo de extracción de ADN para detección molecular 
de cianobacterias y genes de cianotoxinas en muestras 
ambientales marinas y de agua dulce, mediante PCR. Se 
recolectaron muestras en dos cuerpos de agua de Sonora (La 
Bahía del Tóbari y la Laguna del Nainari), México, y se utilizó 
un protocolo modificado de extracción, seguido de purificación 
con un kit comercial. Posterior a la extracción exitosa de ADN 
ambiental, con el uso de oligonucleótidos específicos, se 
realizó la detección molecular de cianobacterias, del género 
Microcystis y del gen mcyA mediante PCR punto final. Los 
resultados mostraron la presencia de cianobacterias en 
ambas muestras; sin embargo, no se detectó la presencia 
de Microcystis en agua marina, ni al gen mcyA en ambas 
muestras. Estos hallazgos destacan la importancia de 
optimizar los protocolos de extracción de ácidos nucleicos 
para obtener ADN de calidad a partir de matrices ambientales 
complejas, lo cual es fundamental para fortalecer la vigilancia 
molecular de cianobacterias y sus toxinas en ecosistemas 
acuáticos.
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A B S T R A C T

Monitoring cyanobacteria in aquatic ecosystems is essential for assessing the risk of blooms 
and cyanotoxin production, given their negative impacts on public health and the environment. 
The objective of this study was to optimize a DNA extraction protocol for molecular detection of 
cyanobacteria and cyanotoxin genes in marine and freshwater environmental samples using PCR. 
Samples were collected from two bodies of water in Sonora (Tóbari Bay and Nainari Lagoon), 
Mexico, and a modified extraction protocol was used, followed by purification with a commercial 
kit. This led to the successful extraction of environmental DNA; subsequently, molecular detection 
of cyanobacteria of the genus Microcystis and the mcyA gene was carried out using PCR using 
specific oligonucleotides. The results showed the presence of cyanobacteria in both samples; 
however, neither Microcystis nor the mcyA gene was detected in marine water. These findings 
highlight the importance of optimizing nucleic acid extraction protocols to obtain quality DNA 
from complex environmental matrices, which is critical for strengthening molecular surveillance 
strategies for cyanobacteria and their toxins in aquatic ecosystems.

K E Y  W O R D S :  DNA extraction, Molecular detection, Environmental sample, Cyanobacteria, 
Microcystis, mcyA gene.

Introducción

El océano es el hábitat de una amplia variedad de microorganismos, los cuales constituyen 
un capital natural que alberga una inmensa diversidad genética y fisiológica, aún en gran parte 
inexplorada. Antes de la década de 1990, el conocimiento sobre la diversidad bacteriana se 
limitaba a pruebas fenotípicas y taxonomía numérica de bacterias cultivadas en medios de 
cultivos, logrando el aislamiento del 0.001 % al 0.1 % de las bacterias marinas (Lee et al., 
2009). Lo anterior condujo a que la mayoría de la comunidad microbiana no se haya estudiado; 
sin embargo, con el surgimiento de técnicas de biología molecular independientes del cultivo, 
como la identificación basada en el gen 16S ARNr y la metagenómica, se ha revolucionado la 
comprensión de las bacterias no cultivables (Morales-Sandoval et al., 2021). Estas herramientas 
han permitido avanzar en el conocimiento de la fisiología y diversidad microbiana, revelando la 
complejidad y adaptabilidad de los microorganismos en el medio marino (Laakmann et al., 2020).
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Las cianobacterias tienen un papel significativo en el ciclo del oxígeno, carbono y 
nitrógeno, y se caracterizan por poseer una amplia diversidad de adaptaciones (fotosíntesis, 
acinetos, heterocitos o aerótopos), lo que les permite adaptarse y habitar en ambientes de 
agua dulce, marinos, terrestres, así como hábitats extremos (Kaštovský, 2024). Sin embargo, al 
considerarse las condiciones naturales en conjunto con las actividades antropocéntricas, puede 
surgir un fenómeno llamado floración de cianobacterias, el cual se caracteriza por un aumento de 
la biomasa de cionabacterias en periodos de pocos días hasta 2 semanas (Moreira et al., 2022). 
Entre los géneros más comunes se encuentran: i) Microcystis, caracterizada por sus células 
coloniales y esféricas que habitan tanto en agua en movimiento, como ríos y arroyos, así como en 
ambientes lénticos, como estanques y lagos; ii) Anabaena, con tricomas celulares filamentosas, 
y la presencia de heterocistos que actúan como sitios centrales para la fijación del nitrógeno; 
iii) Nostoc, descrito como género con filamentos isopolares, uniseriados y no ramificados, que 
poseen cadenas diferenciadas de acinetos y heterocitos terminales e intercalares, incrustados en 
material mucilaginoso para formar colonias; iv) Cylindrospermopsis, de morfología filamentosa y 
móvil, que suele estar en sistemas de agua dulce como lagos y ríos, así como embalses artificiales 
como estanques y canales; y v) Planktothrix, compuesto por células filamentosas y móviles que 
se encuentran presentes en lagos eutróficos (Singh et al., 2020; Massey et al., 2022; Thawabteh 
et al., 2023). 

Las floraciones de cianobacterias han generado preocupación ambiental debido a sus 
efectos negativos, como la emisión de olores desagradables, las alteraciones en el color del agua, 
y de manera más alarmante, la liberación de compuestos tóxicos conocidos como cianotoxinas, 
que representan un riesgo para la salud humana y animal (Moreira et al., 2014). Dichas toxinas, 
se pueden clasificar en función de su estructura química, como péptidos cíclicos, alcaloides y 
policétidos; o en base a los principales órganos o funciones que afectan en los mamíferos, como 
hepatotoxinas, neurotoxinas, dermatoxinas y citotoxinas, siendo las microcistinas, nodularinas, 
anatoxinas, entre otras, algunas de las presentes en las cianobacterias (Nugumanova et al., 2023). 
Entre los efectos agudos sobre la salud humana causados por toxinas comunes de cianobacterias, 
la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) señala la aparición de dolor 
abdominal, cefálea, náuseas, vómito, diarrea, dificultad respiratoria, entre otros síntomas (EPA, 
2025). Sin embargo, cuando las toxinas se encuentran acumuladas, su ingesta o exposición 
(usualmente por el consumo de mariscos) conlleva a una intoxicación y el síndrome que resulte 
dependerá de la toxina que lo cause, por ejemplo, el síndrome de intoxicación paralitica por 
mariscos es provocada por la saxitoxina (EPA, 2025). Por ello, es imprescindible comprender el 
peligro que implica la presencia de floraciones de cianobacterias y evaluar el riesgo de la misma 
llevando a cabo el monitoreo los ecosistemas acuáticos mediante métodos que permitan una 
respuesta ágil, tanto para identificar las especies responsables de las floraciones como para 
detectar las cianotoxinas que se producen o liberan.

En este sentido, los métodos moleculares son fundamentales para la detección y monitoreo 
de cianobacterias en ecosistemas marinos (Moreira et al., 2022; Saleem et al., 2023), entre ellos la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR punto final surge como una estrategia basada 
en la amplificación de secuencias específicas del ADN genómico del organismo en estudio, lo que 
permite realizar análisis cualitativos, como determinar la presencia o ausencia de cianobacterias 
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en la muestra analizada. Sin embargo, trabajar con estos métodos moleculares y sobre todo con 
muestras ambientales plantea desafíos significativos. La posible cianotoxicidad de las muestras 
detectada por estos métodos es una de las limitantes para determinar el peligro de su presencia, 
debido a que la detección de genes relacionados con la producción de dichas toxinas no indica 
la producción de las mismas, como lo es la presencia indicada de una inactivación genética 
(Moreira et al., 2022). Aunado a lo anterior, la extracción de ácidos nucleicos a partir de muestras 
ambientales para la PCR representa un reto, por ejemplo, la salinidad, la materia orgánica y la 
coexistencia de diversas comunidades microbianas, que pueden afectar tanto la eficiencia de 
la extracción y la calidad del material genético recuperado, como de la realización de la PCR, 
ya que estas matrices suelen introducir inhibidores que comprometen la lisis de las células, la 
sensibilidad y especificidad de la PCR (Klein et al., 1997; Wilson, 1997; van der Loos & Nijland, 
2021). Es por ello que deben establecerse protocolos estandarizados de biología molecular 
para la obtención de muestras eficientes que permitan la detección de cianobacterias y genes 
relacionados con la producción de cianotoxinas. En este artículo se presenta una estrategia para 
abordar los problemas de extracción de ácidos nucleicos de muestras ambientales para PCR, con 
la finalidad de contribuir al desarrollo de estrategias robustas para el monitoreo de cianobacterias 
en cuerpos de agua dulce y salina.

Material y Métodos

Obtención de muestras ambientales 

La muestra de agua de mar se recolectó el 9 de agosto de 2024 en la Bahía del Tóbari, 
Sonora, México (coordenadas: 27.097598, -109.997521), mientras que la muestra de agua dulce 
se recolectó el 11 de noviembre de 2024 en la Laguna del Nainari, Ciudad Obregón, Sonora, 
México (coordenadas: 27.4989886, -109.9706528). Primeramente, se midió la zona fótica con 
un disco Secchi y posteriormente se recolectó la muestra con un tubo rígido de PVC con válvula 
check de 2 pulgadas, se depositó un litro de la muestra de agua en un frasco estéril transparente 
de polipropileno de 1 L de boca ancha. Los parámetros fisicoquímicos se midieron a la mitad de 
la zona fótica, tales como el oxígeno disuelto y la temperatura con un medidor portátil de oxígeno 
disuelto YSI Pro20, la salinidad se determinó con un refractómetro Aquafauna BIO-MARINE 
modelo ABMTC, y el potencial de hidrógeno (pH) se midió con un potenciómetro HANNA modelo 
HI98108 (pHep+) (Furtado et al., 2009; García, 2009; Samanez et al., 2014). Ambas muestras 
fueron preservadas con hielo durante su traslado hasta el Laboratorio de Biotecnología del 
Recurso Microbiano (LBRM) del Instituto Tecnológico de Sonora, donde se procesaron para la 
extracción de ADN y para su observación en el microscopio. 

Extracción de ADN de las muestras ambientales

La extracción de ADN de las muestras ambientales se realizó siguiendo protocolo descrito 
por Raeder & Broda (1985) con modificaciones. A un microtubo de 2 mL con biomasa obtenida 
de 50 mL de cultivo centrifugado se adicionaron 500 μL de buffer de extracción (Tris HCl a pH 
8.5, 200 mM; NaCl, 200 mM; EDTA, 25 mM; SDS, 0.5 %), se resuspendió, se transfirió a un 
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microtubo Eppendorf de 2 mL y se mezcló vigorosamente con ayuda de un agitador vórtex a 
máxima velocidad por 30 s. Se añadieron 350 μL de fenol y se homogeneizó vigorosamente con 
vórtex a máxima velocidad durante 30 s. Posteriormente, se adicionaron 150 μL de cloroformo y 
se homogenizó vigorosamente con vórtex por 30 segundos. La suspensión obtenida se centrifugó 
a 13,000 rpm durante 30 min. La fase acuosa (superior) se transfirió a un nuevo microtubo de 2 
mL, se agregaron 4 μL de RNAasa A (20 mg/mL) con base a las especificaciones del proveedor 
(RNAase A RB0743 de BIO BASICS INC.) y se incubó a 60 °C durante 10 minutos. Posteriormente, 
se adicionó 1 volumen de cloroformo y se mezcló vigorosamente con vórtex a máxima velocidad 
por 30 s. La suspensión obtenida se centrifugó a 13,000 rpm (15890 rcf) durante 10 min, y se 
transfirió la fase acuosa a un nuevo microtubo de 2 mL. Posteriormente, se complementó el 
proceso de purificación de ADN adicionando 210 μL de etanol absoluto, se agitó vigorosamente 
con vórtex durante 30 segundos. 

Para cada muestra se colocó una columna de centrifugación en un tubo de recolección, 
ambos proporcionados por el ISOLATE II Genomic DNA Kit de Bioline, se añadió toda la muestra 
a la columna y se centrifugó a 11,000 rfc durante 1 min. Se descartó el filtrado y se procedió a 
lavar la membrana de sílice de la columna de centrifugación añadiendo 500 μL de Wash Buffer 
GW1, se centrifugó a 11,000 rfc durante 1 min, se descartó el líquido obtenido y se reutilizó 
el tubo de recolección. Posteriormente, se añadió 600 μL de Wash Buffer GW2 a la columna 
de centrifugación, se centrifugó a 11,000 rfc durante 1 min, y se descartó el filtrado obtenido. 
Para secar la membrana de sílice de la columna de centrifugación se eliminó el etanol residual 
centrifugando la misma a 11,000 rfc durante un minuto. Una vez seca, se colocó la columna 
de centrifugación en un microtubo de 1.5, se añadió 50 μL de Elution Buffer G precalentado a 
70° C directamente sobre la membrana de sílice, se incubó a temperatura ambiente durante 1 
min y se centrifugó a 11,000 rfc. Una vez obtenido el ADN con Elution Buffer G en el microtubo 
de 1.5 mL se descartó la columna de centrifugación y se almacenó a -80° C para su posterior 
uso. La integridad del ADN extraído se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % 
(MCD LAB) a 100 V durante 1 h. La calidad y concentración de ADN se determinó utilizando un 
espectrofotómetro de microvolumen (Thermo Scientific NanoDrop 2000C). 

Detección de cianobacterias, Microcystis y gen mcyA por PCR punto final 

Se realizó la PCR punto final utilizando el kit PCR Master Mix 9PIM750 de Promega, 
con los oligonucleótidos mencionados en la Tabla 1, y con 5 ng de ADN en un volumen final de 
25 μL. La amplificación se realizó con la siguiente programación: desnaturalización inicial a 95 
°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, 
alineamiento a 57 °C para el gen 16S ARNr de cianobacterias y mcyA, y 54 °C para el gen 16S 
ARNr de Microcystis durante 40 segundos, y elongación a 72 °C durante 30 segundos, y se 
realizó un paso final de elongación a 72 °C durante 5 minutos. La presencia e integridad de los 
productos de PCR fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.



Aguilera-Ibarra et al., 2026. 

6Revista Bio Ciencias 13, e2052.                

ISSN 2007-3380

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificación del gen ARNr 16S  
de cianobacterias, el gen ARNr 16S de Microcystis y el gen mcyA.

Gen Cebador Secuencia Fuente

Cianobacteria ARNr 16S CYAN738F ATACCCCWGTAGTCCTAGC (Valério et al., 2009)
CYAN1281R GCAATTACTAGCGATTCCTCC

Microcystis ARNr 16S MICR 184F GCCGCRAGGTGAAAMCTAA (Martins & Vasconcelos, 2011)
MICR 431R AATCCAAARACCTTCCTCCC

mcyA mcyA-Cd-1F AAAATTAAAAGCCGTATCAAA (Sabart et al., 2015)
mcyA-Cd-1R AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT

Fuente: Elaboración propia basada en  Chávez-Luzanía et al. (2024).

Secuenciación de amplicones

Los amplicones obtenidos fueron purificados mediante el kit comercial EZ-10 Spin Column 
DNA Gel Extraction Minipreps Kit (BIO BASIC) y secuenciados mediante la tecnología Sanger 
en Laboratorio de Servicios genómicos del Cinvestav, Irapuato, Guanajuato. Las secuencias 
obtenidas fueron procesadas mediante FinchTV V1.4.0., alineadas en CLC Sequence Viewer 8 y 
comparadas en EZBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/).

Resultados y Discusión

Extracción de ADN 

La fluorescencia observada en el gel de agarosa reveló una buena integridad del ADN 
extraído de las muestras ambientales (Figura 1). El ADN extraído se evaluó en espectrofotómetro, 
obteniendo para la muestra de mar una concentración de 31.3 ng de ADN/μL y los valores para las 
relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 fueron de 1.86 y 1.74, respectivamente. La muestra 
de agua dulce mostró una concentración de 8.76 ng de ADN/μL y los valores para las relaciones 
de absorbancia 260/280 y 260/230 fueron de 2.26 y 1.16, respectivamente, los cuales son valores 
aceptables para ADN extraído de muestras ambientales (A260/A280 ≥ 1.8) (Lucena-Aguilar et 
al., 2016). De esta manera, la combinación de ambos métodos permitió obtener la concentración 
requerida mediante la extracción con fenol-cloroformo y, a su vez, la pureza necesaria a través 
del uso de la columna del kit, esto resulta fundamental dada la presencia de contaminantes e 
inhibidores propios de la matriz ambiental.
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Figura 1. Extracción de ADN de una muestra ambiental: (A) extracción de ADN de 
una muestra marina y (B) extracción de ADN de una muestra de laguna. 

Fuente: Elaboración propia.

Detección de cianobacterias, Microcystis y gen mcyA por PCR punto final

La electroforesis de los productos de la PCR de la muestra de agua de mar mostró 
amplificación con los oligonucleótidos para el gen ARNr 16S de cianobacterias (~550 pb), indicando 
la presencia de cianobacterias en la muestra ambiental; sin embargo, no hubo amplificación con 
los  oligonucleótidos para el gen ARNr 16S de Microcystis (~220 pb) y el gen mcyA (~290 pb), por 
lo que se descarta la presencia del género Microcystis y la potencial producción de microcistinas 
(Figura 2A). La electroforesis de los productos de la PCR de la muestra de agua de la Laguna del 
Nainari mostró amplificación con los oligonucleótidos para el gen ARNr 16S de cianobacterias y 
el gen ARNr 16S de Microcystis, indicando la presencia de cianobacterias y el género Microcystis 
en dicha muestra ambiental; sin embargo, no se observó la amplificación del gen mcyA, por lo que 
se descarta la potencial producción de microcistinas (Figura 2B). Chávez-Luzanía et al. (2024) 
reportó que el uso de estos oligonucleótidos amplifican a partir de 1 ng de ADN por reacción 
para el gen ARNr 16S de cianobacterias y el gen ARNr 16S de Microcystis, y a partir de 10 ng 
de ADN para el gen mcyA. Sin embargo, la amplificación observada en el control positivo con 5 
ng de ADN confirma un límite de detección menor al previamente reportado. En este contexto, la 
no detección del gen mcyA en las muestras ambientales se asocia con la mínima presencia de 
cianobacterias productoras de dicho gen o, en su defecto, con su ausencia.
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Figura 2. Amplificación por PCR punto final de genes 16S ARNr de cianobacterias, 
16S ARNr específico de Microcystis y mcyA. (A) Muestra marina; (B) Muestra de laguna. 
Control positivo: Microcystis aeruginosa productora de microcistina. Concentración de 

ADN molde: 5 ng

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR mostraron, en el caso del gen 16S ARNr 
de cianobacterias para la muestra de mar, un 97.60 % de similitud con el género Proclorothrix. 
Este valor se encuentra por debajo de los umbrales aceptados para la asignación taxonómica 
a nivel de género (>98.65–99 % para el gen 16S ARNr) (Kim et al., 2014). Sin embargo, la 
secuencia puede considerarse filogenéticamente relacionada con  Proclorothrix, debido a 
la observación microscópica, la cual reveló la presencia de tricomas rectos, no ramificados e 
inmóviles (Velichko et al., 2016); por otra parte,  la secuencia de la muestra de agua dulce obtuvo 
un 98.75% de similitud con el género Cylindrospermopsis. La secuencia obtenida del gen 16S 
ARNr de Microcystis mostró un 99.13 % de similitud con Microcystis aeruginosa, caracterizada 
por su morfología colonial de células esféricas (Krstic & Aleksovski, 2016). La afiliación taxonómica 
basada en la secuenciación de los amplicones de las cianobacterias presentes se confirmó con 
la observación de dichos géneros mediante microscopía (Figura 3).
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Figura 3. Observación microscópica de cianobacterias aisladas de muestras 
ambientales. (A) Filamentos de Prochlorothrix observados en agua de mar a 100×, 
mostrando su morfología característica sin ramificaciones. (B) Cylindrospermopsis 
aislada de agua dulce, mostrada a 40× (1-2), destacando los heterocitos terminales 
y los filamentos alargados; y filamentos de Raphidiopsis a 100×. (C). Colonias de 
Microcystis aeruginosa a 100×, reconocibles por sus células esféricas dispuestas 

en agregados mucilaginosos.

Conclusiones

El protocolo optimizado permitió la extracción de ADN para la detección de cianobacterias 
en muestras ambientales de agua marina y dulce, mediante PCR punto final y secuenciación en la 
plataforma Sanger. A través de la amplificación y secuenciación de amplicones, complementadas 
con la observación microscópica, se identificó la presencia del género  Proclorothrix  en agua 
marina, así como de Cylindrospermopsis (empleando oligonucleótidos dirigidos al gen 16S ARNr 
de cianobacterias) y Microcystis aeruginosa (empleando oligonucleótidos específicos para el gen 
16S ARNr de Microcystis) en la muestra de agua dulce. Finalmente, no se detectó el gen mcyA en 
las muestras analizadas, lo que sugiere que las cianobacterias presentes carecen de la capacidad 
de producir microcistinas.
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