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Este articulo aporta informacién sobre diversidad de especies de cianobacterias
y cianotoxinas presentes en distintos cuerpos de agua del pais, tanto para evaluar
el riesgo de intoxicacibn como para identificar cepas nativas con potenciales
aplicaciones biotecnolégicas.

intensificacion de la agricultura, junto a la construccién
de embalses para la generacidn de energia eléctrica

En las ultimas décadas, las cianobacterias han
recibido una creciente atencion cientifica y publica

debido al impacto que provoca el aumento abrupto
de una o algunas poblaciones sobre el ecosistema
acuatico, lo que se conoce como floraciones o
blooms. El enriquecimiento de nutrientes debido a la

. 62 Revista INIA- N° 74

en los que se controla artificialmente el flujo de agua
y su tiempo de residencia han generado un entorno
favorable para la proliferaciéon de las cianobacterias
plancténicas’.



COMPUESTOS BIOACTIVOS Y SU POTENCIAL
APLICACION

Las cianobacterias pueden secretardiversas toxinas, que
afectan la salud humana, la fauna acuatica y el ganado.
Por otro lado, también existen especies que segregan
compuestos bioactivos que promueven el crecimiento de
las plantas y mejoran su resistencia a enfermedades y al
estrés ambiental. Entre estos compuestos se destacan
antibacteriales, antialgales, antiprotozoarios, antivirales
y antitumorales. Una especie de cianobacteria a la que
se le ha prestado especial atencion en los ultimos afios
es la Spirulina (Arthrospira) por ser fuente de proteinas,
pigmentos, vitaminas, minerales acidos grasos
esenciales, carotenoides y otros compuestos clave
en la produccion de alimentos. El uso de esta especie
en la industria alimentaria debe ir acompafado de su
correspondiente analisis de toxinas, sin embargo, estos
analisis no siempre son realizados por los organismos
de contralor. Existen potenciales aplicaciones y usos
de las cianobacterias en sectores que van desde la
bioenergia y biocombustibles, agricultura, alimentacion
humana y animal, industria biomédica y farmacéutica,
cosmeética, biopolimeros hasta la biorremediacion de
ambientes contaminados con plasticos, petréleo, etc.
Conocer la diversidad de géneros y especies en los
cuerpos de agua de nuestro pais, es importante tanto
para prevencion de riesgos de intoxicacion como
para identificar cepas nativas o genes asociados con
potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.

RIESGOS PARA LA SALUD HUMANA Y ANIMAL

Las cianobacterias se encuentran en casi todo
ecosistema acuatico, debido a su capacidad de
sobrevivir en los ambientes mas extremos, y, por
lo tanto, las cianotoxinas pueden encontrarse en la
mayoria de los cuerpos de agua del pais, usualmente
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en bajas concentraciones y solamente detectables con
métodos analiticos altamente sensitivos. Las principales
toxinas son hepatotoxinas, neurotoxinas y dermotoxinas.
La posibilidad de que estas toxinas alcancen
concentraciones relevantes para las evaluaciones
de riesgo se relaciona con los grupos taxondmicos
potencialmente productores de toxinas, que proliferan en
condiciones eutrdficas, con alto contenido de nutrientes.
En nuestro pais, existe un servicio de deteccion
de cianotoxinas en el Departamento de Analisis de
Productos Agropecuarios del Laboratorio Tecnoldgico
del Uruguay (LATU), mediante las técnicas de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) o HPLC (high
performance liquid cromatography). Se han determinado
niveles de alerta basados en las concentraciones de
toxinas que corresponden a valores de referencia para
la salud, dependiendo si es para agua recreacional o
potable’ (Cuadro 1). Sin embargo, muchos de estos
valores son provisionales, ya que no existen datos
disponibles para determinarlos. En Uruguay, el Decreto
253/79 y sus modificaciones determina los maximos
permitidos de variables fisicoquimicas, de nutrientes
y otros contaminantes segun clasificacion de cursos
de agua, sin embargo, este no reglamenta maximos
permitidos en cuanto a cianobacterias y/o cianotoxinas.

Cuadro 1 - Valores guia y valores de referencia basados en la salud para las principales toxinas en distintos escenarios
de exposicién'.

Toxina Exposicion Valor (pg./L) Tipo de valor

Microcistina-LR Agua potable (a lo largo de la vida) 1 valor guia provisional

Microcistina- LR Agua potable (corto plazo)? 12 valor guia provisional

Microcistina- LR Agua potable (recreacional) 24 valor guia provisional

Cilindrospermopsina Agua potable (a lo largo de la vida) 0,7 valor guia provisional
(

Cilindrospermopsina Agua potable (corto plazo)? 3 valor guia provisional
Cilindrospermopsina Agua potable (recreacional) 6 valor guia provisional
Anatoxina- a (corto plazo)? (agudo) 30 valor de referencia basado en salud®
Anatoxina- a (recreacional) 60 valor de referencia basado en salud®
Saxitoxina (corto plazo)? (agudo) 3 valor guia

Saxitoxina (recreacional) 30 valor guia

aRefiere a periodos de aproximadamente a 2 semanas

bLa informacién toxicoldgica disponible no es suficiente para derivar en un valor guia formal
(provisional u otro) para una exposicion a lo largo de la vida
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MONITOREO, DETECCION E IDENTIFICACION
DE ESPECIES POTENCIALMENTE TOXICAS

Existen muchos métodos para el monitoreo de las
floraciones de cianobacterias que van desde la
deteccién satelital, biomasa, deteccién de clorofila
y ficocianina, asi como la identificacion taxonémica
por microscopia optica, entre otros. Los sistemas de
monitoreo remoto, basados en imagenes satelitales
y sensores in situ como el de ficocianina (pigmento
exclusivo de las cianobacterias) permiten la deteccion
temprana de estas floraciones y la evaluacion de su
magnitud. En Uruguay, el Observatorio Ambiental
Nacional del Ministerio de Ambiente (OAN) pone a
disposicion herramientas que permiten visualizar
floraciones algales en distintos cuerpos de agua del
pais en tiempo real (https://www.ambiente.gub.uy/oan/
geoportal/). La aplicacion permite visualizar imagenes
de varios satélites y desplegar distintas intensidades
verdes de acuerdo a la probabilidad de visualizar
una floracion algal. Por otro lado, para monitoreo e
identificacion de grupos de cianobacterias se cuenta
con el servicio del LATU que se realiza en el laboratorio
de Calidad de Aguas y Evaluacion Ambiental utilizando
microscopia oOptica. Este servicio es utilizado por INIA
en el plan de monitoreo de aguas superficiales de INIA
La Estanzuela e INIA Las Brujas.

METODO CLASICO PARA IDENTIFICACION DE
CIANOBACTERIAS: MICROSCOPIA OPTICA

La microscopia Optica es un método econémico ya que
no requiere mayores insumos e infraestructura, pero
es muy laborioso y precisa de personal debidamente
entrenado para reconocer géneros y especies de

cianobacterias. Asimismo, debe tenerse en cuenta
el tiempo de traslado de la muestra al laboratorio, su
conservacion y su fijacién. Los géneros y especies
identificados en Uruguay se describen en el Manual para
la identificacién y medidas de Gestion. Cianobacterias
Plancténicas del Uruguay?.

ABORDAJE MOLECULAR PARA
LA IDENTIFICACION DE ESPECIES
PRODUCTORAS DE TOXINAS

Las metodologias basadas en ADN tales como gPCRy
secuenciacionse presentancomoherramientasdegran
utilidad para conocer la dinamica de las poblaciones de
cianobacterias y otros microoganismos, asi como para
identificar cianobacterias potencialmente productoras
en muestras ambientales. La metataxonémica® o
metabarcoding*® es un abordaje enfocado al estudio
de la diversidad de microorganismos presentes en una
determinada muestra por medio de la secuenciacion
de genes marcadores, tales como 16S ARNr e ITS.

Existen muchos métodos para el
monitoreo de las floraciones de
cianobacterias: deteccién satelital,

biomasa, deteccion de clorofila y
ficocianina, asi como la identificacion
taxonomica por microscopia optica,
entre otros.

A

Figura1-Especies del grupo Nostocales que han producido floraciones en Uruguay. Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix

issatschenkoi, Raphidiopsis raciborski, Dolichospermum circinale y Dolichospermum uruguayense. Departamento de
Calidad de Aguas y Evaluacion ambiental de LATU. Microscopia 6ptica.
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https://www.ambiente.gub.uy/oan/geoportal/

Con el avance de las técnicas de secuenciacion
de dultima generacion, los costos han disminuido
propiciando una mayor accesibilidad a estos servicios.
Mediante qPCR se detectan los genes de las principales
toxinas o cianobacterias totales, no se identifican
grupos taxondmicos. Es una técnica muy sensible,
recomendada para realizar un screening primario para
determinar presencia de cianobacterias y potencial
produccioén de toxinas.

ESTUDIO DE CASO- RINCON DEL BONETE

En el marco del proyecto interinstitucional INIA-LATU
SA43 se utilizaron métodos basados en ADN tales
como gPCR y secuenciacion del gen 16S ARNr para
cuantificar y evaluar diversidad de cianobacterias en
tres sitios de muestreo adyacentes a diferentes usos
del suelo (forestacion, agricultura, ganaderia en campo
natural), y un monte nativo. Se colectaron muestras de
agua, suelo y sedimento y se registraron parametros
fisicoquimicos en cada sitio. En paralelo, se utilizaron
técnicas clasicas de microscopia éptica® y la técnica
de ELISA para deteccion de toxinas en el agua. En
particular, se utilizd un abordaje metataxonémico
utilizando el ADN extraido en cada sitio para evaluar el
sedimento como posible reservorio de cianobacterias.
La secuenciacion del gen 16S ARNr (ARN ribosémico)
se realizd a través de la empresa Macrogen, Inc.
(Republica de Corea) y se usé el programa DADA2’
para los analisis bioinformaticos.

Utilizando microscopia Optica se lograron identificar
distintas especies en todas las muestras de sedimento
menos en las de campo natural. Mediante gPCR
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MUESTREOQS DE AGUA, SUELO Y SEDIMENTO EN RINCON DEL BONETE
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Se cuantificd y evalué la diversidad

de cianobacterias en tres sitios de
muestreo adyacentes a diferentes
usos del suelo (forestacion,
agricultura, ganaderia en campo
natural), y un monte nativo.

se logré detectar ADN de cianobacterias en suelo y
sedimento en todos los sitios, asi como de genes de
algunas toxinas, complementando su deteccién por la
técnica de ELISA en muestras de agua. Predominaron
los filos Actinobacteria, Acidobacteriota y Bacteroidota
considerando el microbioma total analizado mediante
la secuenciacion del gen 16S ARNr y dentro del
filo Cianobacterias, las familias Cyanobiaceae vy
Nostocaceae fueron las de mayor abundancia relativa.

PLAN DE MONITOREO DE AGUAS
SUPERFICIALES DE INIA

En 2019 se inicid un plan de monitoreo de aguas
superficiales en INIA La Estanzuela, y en 2020 se
amplio a INIA Las Brujas para los tajamares y el arroyo
Las Brujas. Se registraron, desde ese afo, medidas
in situ utilizando una sonda multiparametro: pH,
temperatura del agua, conductividad eléctrica, oxigeno
disuelto y se evaluaron los siguientes parametros:

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE
MUESTRAS AMBIENTALES
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v' |dentificacion taxondmica

(secuenciacion gen 16S rARN)

v' Deteccion de Cianobacterias gPCR 16S rARN
v" Deteccion de genes de principales toxinas:

gPCR genes microcistinas, saxitoxinas, cilindrospermopsina

Figura 2 - Fotos del muestreo en el embalse de Rincon del Bonete (enero 2021): sitios agricola, forestal y monte nativo.
Técnicas clasicas y moleculares aplicadas para la deteccion de toxinas e identificacion taxonédmica de cianobacterias en

agua, suelo y sedimento.
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fésforo reactivo, fésforo total, nitratos, demanda quimica
y bioquimica de O,, incluyendo la cuantificacion e
identificacion de cianobacterias mediante microscopia
optica y la deteccion de algunas toxinas (microcistinas
y saxitoxinas).

En los tajamares de Las Brujas, las microcistinas
y saxitoxinas totales se detectaron por debajo de
los limites establecidos, ambos por debajo de los
valores guia de la OMS' para agua recreativa y
potable, siendo las cianobacterias mas abundantes
Planktolyngbya cf. minor, Merismopedia tenuissima,
Oscillatoria sp., Leptolyngbya sp., Aphanocapsa
delicatissima, A. planctonica y A. koordesii.

Fotos: INIA

Figura 3 - Equipo de muestreo de INIA, tajamares de la
Estacion Experimental Wilson Ferreira Aldunate, INIA Las
Brujas.
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Figura 4 - Aphanocapsa delicatissima, Merismopedia
tenuissima. Microscopia optica, Departamento de Calidad
de Aguas y Evaluacién Ambiental-LATU.

PERSPECTIVAS

Las técnicas basadas en ADN y la deteccion de
cianotoxinas aparecen como herramientas promisorias
para complementar monitoreos en tajamares, lagunas
0 embalses usados para la produccion agropecuaria en
Uruguay.

Estos nuevos abordajes generan informaciéon que
permite profundizar en la dinamica de las poblaciones
de cianobacterias y su interaccion con otros
microorganismos del agua, suelo o sedimento; asi como
explorar la diversidad de cepas nativas con potenciales
aplicaciones en la agricultura, industria alimenticia o
biorremediacion.
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