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Tanto las cianobacterias como las cianotoxinas pueden generar efectos
adversos en la salud del hombre y los animales. Este grave problema

sanitario presenta sintomatologias similares a otras afecciones, por lo que

es posible que no sea correctamente diagnosticado.

Por ello, el manual ha sido pensado para el personal del area de la salud que

enfrenta esta nueva problematica. Contempla las consideraciones

generales de las cianobacterias y cianotoxinas, los factores ambientales y
antropogénicos que las modulan, los efectos mas notorios vinculados de la
exposicion aguda y crénica en la salud humana y animal, los efectos en el

ecosistema acuatico, los nuevos métodos de deteccion, las perspectivas

para su control, los riesgos en los ambientes de trabajo, y la gestién desde el
Estado Nacional. Es de esperar que, conociendo las bases cientificas de las
cianobacterias y cianotoxinas, podamos en conjunto diagnosticar y tratar

las afecciones en humanos, asi como tender a la prevencion y control del
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CAPITULO 9

Métodos moleculares para la deteccion de cianobacterias
formadoras de floraciones y su potencial toxigénico

Maria A. Kolman y Graciela L. Salerno
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN BIODIVERSIDAD Y BIOTECNOLOGIA (INBIOTEC-CONICET), Y FUNDACION PARA
INVESTIGACIONES BIOLOGICAS APLICADAS (FIBA), C.C. 1348, VIEYTES 3103, 7600 MAR DEL PLATA, ARGENTINA

Resumen

Ante el aumento en frecuencia y extension geografica de la aparicion de florecimientos de
cianobacterias toxigenas en cuerpos de agua que se utilizan para actividades humanas surge la
necesidad de determinar precozmente su presencia y realizar monitoreos para la prevenciéon y
manejo de riesgos para la salud. La identificacién morfoldgica de las células presentes en una
floracion no permite discriminar entre la ocurrencia de cepas toxigenas y no toxigenas. El diagndstico
molecular, que emplea metodologias basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
constituye un poderoso complemento de las técnicas microscépicas que permite la identificacion
precoz de cepas toxigenas presentes en los cuerpos de agua, aun en muy baja concentracién
celular, y constituye una herramienta para alertar tempranamente sobre la posible presencia de
toxinas. Por lo tanto, estas metodologias son de suma importancia para el manejo de los riesgos para
la salud asociados a una floracion. Las técnicas moleculares son relativamente sencillas, altamente
reproducibles y muy especificas, aunque requieren equipamiento especializado y personal
entrenado. Por otra parte, los resultados en algunos casos son indicativos de riesgo téxico (por
ejemplo, si se trata de cepas del género Microcystis, pueden alertar sobre la potencialidad de sintesis
de microcistinas), y en otros casos el diagnostico es certero (por ejemplo, cuando se detecta
Nodularia spumigena, que siempre produce nodularina). El presente capitulo abordara una breve
revision de los métodos moleculares empleados en la actualidad a nivel mundial para la
caracterizacioén e identificacién de cianobacterias toxigenas presentes en ambientes naturales, y se
discutiran sus alcances y limitaciones.

Palabras clave: DNA ambiental, diagndstico precoz, Microcystis, microcistina, nodularina, PCR

1. Introduccion

La calidad del recurso hidrico proveniente de lagos, rios y embalses que proveen agua para el
consumo humano y animal, y para actividades recreativas se ha visto seriamente afectada en los
ultimos afos. El aumento de las actividades industriales y agricolo-ganaderas viene acompafnado de
un incremento en el vertido de deshechos ricos en nutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo, los
cuales alteran el estado trofico de los cuerpos de agua (fendmeno conocido como eutrofizacion
antropica). Ejemplos de esto son la contaminacién causada por aguas servidas sin tratar y residuos
cloacales vertidos en embalses localizados en Cérdoba, Bahia Blanca y Santiago del Estero, y el
aporte de desechos industriales en el cordén industrial de los rios Parand y de la Plata, en la cuenca
Matanza-Riachuelo y en el rio Reconquista [1].

La eutrofizacion de los sistemas acuaticos sumada al incremento de las temperaturas producto del
calentamiento global, ocasionan cambios importantes en las comunidades bioldgicas, y favorecen el

aumento masivo de grupos de organismos competitivamente exitosos en estas condiciones [2]. Esto
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se ha evidenciado en las ultimas décadas con la aparicion de floraciones de cianobacterias
(inicialmente denominadas algas verde-azules), de manera cada vez mas frecuente y mas extendida
geograficamente. La presencia de dichas floraciones no sélo afecta negativamente la estética de un
cuerpo de agua por la acumulacién de “espuma verde” y por la generacién de olores desagradables
(provenientes de la produccién de compuestos como la geosmina y metilisoborneol), sino que
también, y mucho mas importante, puede afectar severamente la salud humana y animal, debido a
que muchas cepas cianobacterianas son capaces de producir toxinas (cianotoxinas) [3] Es por eso
que surge la necesidad de determinar la presencia de cepas toxigenas en dichos cuerpos de agua,
para la prevencion y manejo de riesgos para la salud aplicando metodologias que generen resultados
confiables, reproducibles y comparables entre laboratorios, empleando procedimientos especificos,
sensibles, relativamente faciles de implementar y que demanden poco tiempo.

En el Capitulo 1, se ha descripto la identificacién taxonémica de cianobacterias, dando cuenta que
son numerosas las cepas que pueden desarrollar crecimientos extensivos. El uso de la microscopia
Optica no solo aporta informaciéon importante en cuanto a la identificacion morfolégica de los
organismos presentes en la floracion, sino que también permite el recuento celular y el monitoreo del
cuerpo de agua. Esta metodologia es ampliamente utilizada por su bajo costo, aunque requiere de
personal técnico entrenado. Sin embargo, los aspectos morfolégicos de las células presentes en una
floracion no permiten discriminar entre la presencia de cepas toxigenas y no toxigenas, estando bien
documentado que en una floracién pueden coexistir ambos tipos celulares [4, 5].

El desarrollo de métodos basados en los conocimientos de la biologia molecular para la
caracterizacion e identificacion de microorganismos ha permitido introducir herramientas novedosas
de analisis para la identificacién de poblaciones de cianobacterias productoras de toxinas presentes
en ambientes naturales. Estos métodos ofrecen la ventaja adicional de que pueden detectar cepas
que estan en muy baja concentracién. Por lo tanto, el diagndstico molecular constituye un poderoso
complemento de las técnicas microscépicas que adiciona la identificacion precoz de cepas toxigenas
presentes en los cuerpos de agua, aun en muy baja concentracién celular. El desarrollo de estas
metodologias ha sido posible a partir de numerosos trabajos cientificos que describen el aislamiento
de cepas de cianobacterias, tanto productoras como no productoras de toxinas, su puesta en cultivo
en el laboratorio y su posterior caracterizacién molecular. Esta comprende la amplificacién y
secuenciacion de genes especificos utilizados para identificacion, o de genes constituyentes de
operones involucrados en la sintesis de cianotoxinas [4-8]. La informacion obtenida a partir de cepas
aisladas ha sido utilizada para poner a punto métodos basados en la amplificacién de fragmentos de
DNA a partir de muestras ambientales, sin necesidad de contar con el aislamiento previo de las
cepas. Ademas de ser rapidos y simples, su costo estd ampliamente compensado por su elevado
grado de sensibilidad y especificidad, lo que permite analizar un gran niumero de muestras. Los
métodos mas ampliamente utilizados estan basados en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) cuyo fundamento es la deteccién de fragmentos de acidos nucleicos que permite diagnosticar
el riesgo téxico de una floracion e identificar las cepas presentes [7].

En el presente capitulo se hara una breve revision de los métodos moleculares empleados en la
actualidad a nivel mundial para la caracterizacién e identificacion de cianobacterias toxigenas
presentes en ambientes naturales, sus alcances y limitaciones. Estas técnicas moleculares son
sencillas, altamente reproducibles, y muy especificas. Sin embargo, el personal que las aplique debe
recibir entrenamiento y capacitacion previos, ya sea en cursos especificos que se organizan
periédicamente en nuestro pais, o en estancias en los laboratorios de referencia de la red CyanoSur.
Este entrenamiento es importante, por un lado, para reducir costos en la puesta a punto de las
metodologias y, por otro, para armonizar los criterios empleados en los distintos laboratorios que
realizan identificacién y caracterizacion de cianobacterias toxigenas en el pais.
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2. Metodologias para la identificacion y clasificacion de las cianobacterias con potencialidad para
producir toxinas

2.1. Métodos basados en la PCR convencional para la identificacion molecular de cianobacterias
Conceptos generales

La metodologia molecular utilizada con mas frecuencia para la identificacion de cepas cianobacterianas
consiste en la amplificaciéon in vitro de secuencias de DNA utilizando cebadores (iniciadores o “primers”)
especificos. Para ello es necesario contar con el conocimiento previo de secuencias nucleotidicas de genes (o
fragmentos de genes) de interés de numerosas cepas, informacién que se encuentra disponible en bases de
datos publicas. Para la identificacion molecular, las secuencias génicas que se analizan deben ser informativas,
y para ello, tienen que pertenecer a genes esenciales y caracteristicos de estos microorganismos. Ademas,
deben cumplir otros dos requisitos: i) las secuencias de nucleétidos deben estar muy conservadas entre las
distintas cepas; ii) en alguna regién de dichas secuencias debe haber una subregion variable, lo cual permite
diferenciar las cepas entre si, como si fueran huellas dactilares (“fingerprinting”). O sea, la identificacion esta
basada en las diferencias encontradas en estas secuencias variables.

La metodologia basada en la PCR permite la replicacién del fragmento de DNA de interés en una mezcla
de reaccién que contiene: i) DNA molde que incluye la region a ser amplificada; ii) un par de cebadores que
son oligonucleétidos complementarios a cada una de las dos hebras del DNA, disefiados a partir de la
secuencia blanco de interés; iii) los cuatro desoxirribonucledsidos-trifosfato (dNTP), sustratos para
polimerizar nuevo DNA; iv) DNA polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con temperatura éptima
alrededor de 70°C (la mas comun es la polimerasa Taq); y v) iones y tampoén para la reacciéon de la
polimerasa. Para llevar a cabo la replicacion de DNA es necesario contar con un termociclador, que es el
equipo que permite mantener la temperatura necesaria en cada una de las etapas que conforman un ciclo
del programa de amplificacion. Como resultado se generan numerosas copias del fragmento de DNA
blanco que pueden visualizarse después de su separacion por electroforesis en un gel de agarosa y de su
tincion con un colorante apropiado [9]. En un paso posterior, se obtiene la secuencia de nucledtidos de
dicho fragmento, que en general, si no se cuenta con un equipo de secuenciacion de DNA, puede ser
realizado en un servicio externo especializado. La identificacién final de las cepas se realiza mediante la
comparacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas con aquéllas depositadas en las bases de datos
publicas (GenBank, EMBL, the Ribosomal Database Project, etc.).

Secuencias de genes usadas actualmente para identificar cepas de cianobacterias

Los RNA ribosomales (RNAr) son componentes esenciales celulares involucrados en la sintesis de las
proteinas y tienen un alto grado de conservacion. Es asi que las primeras secuencias utilizadas para la
caracterizacion molecular de organismos procariotas fueron las de los genes codificantes de las
subunidades de los RNAr. En el caso de la identificacion de cianobacterias, las variaciones en las
secuencias de nucledtidos del gen codificante de la subunidad ribosomal 16S (RNAr 16S) ha sido la mas
frecuentemente usada [Tabla 1] [7]. También ha sido utilizada como herramienta la comparacién de las
secuencias nucleotidicas de una regién espaciadora entre los genes ribosomales (ITS) [Figura 1 A, Tabla 1].
La utilizacion de las secuencias de estos genes como marcadores para la identificacién de cianobacterias
en una muestra ambiental presenta la desventaja de que la muestra puede contener bacterias heterétrofas
que no son objeto del analisis de floraciones, lo que ha motivado la busqueda de otros genes mas
especificos que permitan identificar solamente cianobacterias.

Dado que la ficocianina (PC) es un pigmento caracteristico de las cianobacterias, se ha elegido como blanco
de amplificacién por la PCR una secuencia de DNA correspondiente a una region localizada entre los genes
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cpcB y cpcA (IGS-PC, “intergenic sequence”) integrantes del operdn codificante de proteinas involucradas
en la sintesis de la PC [Figura 1 B, Tabla 1]. La identificacion esta basada en comparar las secuencias
intergénicas IGS-PC obtenidas por secuenciacion de los fragmentos de DNA amplificados por la PCR con
registros depositados en bases publicas de datos [6]. En general, con la caracterizacion de la secuencia de
las regiones IGS-PC se puede predecir el género de las cianobacterias presentes en la muestra con alta
certeza, y en algunos casos hasta la especie.

ITS RNAr
RNAr 16S RNAr 238 55

5|
1500 ph ~ "—
545 pb
cpcB cpcA cpcC cpeD cpcE

685 pb

Figura 1: Esquema de la estructura génica de los operones de los RNA ribosomales (RNAr) (A) y de la biosintesis de ficocianina
(B). Los genes estdn representados como cajas y las regiones espaciadoras como lineas. En (A) estdn indicadas las posiciones de
los fragmentos que son amplificados por metodologia basada en la PCR correspondientes al gen codificante de la subunidad
RNAr 168 (1500 pb) y a la region intergénica (ITS) (545 pb). En (B) se indican los genes que codifican las proteinas
involucradas en la sintesis de ficocianina (PC) y la posicion del fragmento de DNA de 685 pb cuya secuencia es amplificada por

PCR y es usada para la identificacion de cianobacterias.

2.2. Métodos basados en la PCR convencional para identificacion molecular de cepas toxigenas

El andlisis de las secuencias de los RNAr, ITS e IGS-PC, en general, permite identificar cianobacterias
potencialmente toxicas, pero no permite hacer diagnésticos de toxicidad en muestras ambientales, ya que
las cepas toxicas y no téxicas pueden coexistir en una floracion, presentando una distribucion erratica. Esto
esta muy documentado para el caso de floraciones de Microcystis spp. Una excepcion ha sido la posibilidad
de diferenciar miembros téxicos y no-toxicos del género Nodularia a través de la comparacion de
secuencias de RNAr 16S, que permite conocer si se trata de Nodularia spumigena (especie toxica) o de
otras especies de Nodularia (no toxicas) [10].

Las técnicas moleculares, de alta sensibilidad y especificidad, también ofrecen una alternativa a los
ensayos bioldgicos, fisico-quimicos y bioquimicos para la identificacién y deteccion de cianotoxinas.
Con metodologias basadas en la PCR es posible detectar la presencia de genes involucrados en la
sintesis de las diferentes toxinas y de este modo conocer la potencialidad toxigénica de las cepas
presentes en un cuerpo de agua [11].

Como se ha visto anteriormente (Capitulo 2), las estructuras de las cianotoxinas son complejas y
diversas. El conocimiento de la secuencia del genoma de una cepa de Microcystis aeruginosa (PCC

7806) en el afio 2000, permitid conocer la biosintesis de las microcistinas con la participacién de
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varias proteinas (organizadas en complejos enzimaticos) codificadas por genes (denominados mcy)
organizados en una estructura de operén [12]. Posteriormente, se encontraron genes homoélogos a
los mcy en otras cepas de Microcystis, en Anabaena y en Planktothrix (Figura 2), demostrandose que
la organizacién dentro del operén varia entre las cepas. Basandose en las secuencias de genes mcy
se disefiaron cebadores especificos para amplificar por medio de la PCR fragmentos de DNA
ubicados en los distintos genes del operdn, pudiéndose determinar con éxito la potencialidad
toxigénica de cepas presentes en muestras ambientales [13].

También se describié el mecanismo de biosintesis de saxitoxina (genes sxt) y se caracterizaron los genes
involucrados en cepas de los géneros Aphanizomenon, Anabaena y Cylindrospermopsis. Mas
recientemente se publicaron las secuencias de genes involucrados en la biosintesis de nodularina (genes
nda) y cilindrospermopsina (genes cyr) [14, 15]. Es importante resaltar que los genes mcy y los genes nda
pueden estar presentes en miembros de mas de un género (Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Planktothrix) [13]. En el afio 2010 se han identificado los genes responsables de la biosintesis de
anatoxina-a y homoanatoxina-a en Oscillatoria sp. PCC 6506, como asi también los genes involucrados en
la sintesis de otros dos tipos de neurotoxinas [16].

Microcystis aeruginosa PCC 7806
Genes codificantes de
i mq --l Il sivictasa ce pépiido no
ribosomal
meyJH G F E D B C uma 1-6
Genes codificantes de
policétido sintasa
Genes codificantes de
i enzimas de adaptacion
“-l-- “. T Genescodiﬁcan{e‘s de
myHF E J D A B Cain I
Genes flanqueantes
Planktothrix agardhii CYA 126
meyT D B C J ORFt1

Figura 2. Estructura de la organizacion de los genes involucrados en la sintesis de microcistina en los genomas de Microcystis,
Anabaena y Planktothrix (Bérner & Dittman, 2005).

Secuencias de genes usadas para detectar cepas de cianobacterias toxigenas

Los conocimientos recientemente adquiridos sobre las secuencias de los genes involucrados en la
produccion de las toxinas sentaron las bases para el desarrollo de los métodos actuales para detectar
cepas productoras de toxinas [8, 17]. El potencial téxico de un florecimiento se puede determinar aislando
el DNA ambiental total y aplicando la metodologia de la PCR con cebadores para la amplificacién de genes
claves del camino de la biosintesis de cada toxina [Tabla 1]. Una gran ventaja que ofrece este enfoque
experimental es que permite detectar la presencia de cepas toxigenas aunque sean minoritarias en una
floracion, y hasta indetectables al microscopio optico, en un corto tiempo (entre 1y 3 horas).
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Tabla 1: Aplicaciones de metodologias basadas en PCR convencional para la detecciéon de
cianobacterias toxigenas

Aplicacion Gen amplificado Cebadores Referencia

Los métodos moleculares que mas se usan en la actualidad para detectar cianobacterias
hepatotéxicas (mayoritariamente del género Microcystis) emplean tecnologia basada en la PCR
convencional, y los cebadores utilizados estan resumidos en la Tabla 1. Cuando se emplearon
cebadores que tienen como blanco a los genes mcyB, mcyA o mcyE se obtuvo una buena
correlacién entre la identificacion de Microcystis toxigenas y la presencia de microcistina
cuantificada por cromatografia liquida de alta performance [18, 21]. A modo de ejemplo, en la Figura
3 se muestra la deteccion de la presencia de cianobacterias con potencialidad de producir
microcistinas en muestras ambientales por la visualizacion del fragmento de DNA de 1300 pb
correspondiente al gen mcyA, amplificado por PCR.
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CLC(+) 1 2 3 4 5 MW Figura 3: Deteccion de la presencia de cianobacterias con

potencialidad de  producir microcistinas. Mediante

S metodologia basada en la PCR convencional se amplifico el

: gen mcyA a partir de DNA extraido de muestras ambientales

%%%Apb - Y- u H de floraciones de Mifrocys'z‘ix m:’ruginom (calles 1 a 5). Los

ol productos de la amplificacion fueron separados por

electroforesis en gel de agarosa al 1%, y los fragmentos de

DNA se visualizaron por tincion con bromuro de etidio.

Simultaneamente, se realizd la amplificacion del DNA extraido de una cepa de Microcystis aeruginosa aislada del ambiente,

productora de microcistina (C+, control positivo) y de Synechococcus sp. PCC 7002, cianobacteria no productora de toxinas (C-

, control negaz‘iw). Los resultados indican que mientras las muestras 1, 2 y 3 contienen cianobacterias con potencialidad de

producir microcistinas, las muestras 4y 5 corresponden a cepas no toxigenas. Como referencia se muestran marcadores de tamario
molecular (MM).

La deteccién especifica de cepas hepatotoxigenas en una sola reaccion de amplificacion por PCR fue realizada
recientemente usando un cebador universal para el gen mcyE (mcyE-F2) y un oligonucléotido reverso especifico
para cada uno de los siguientes géneros: Anabaena (mcyE-12R), Microcystis (mcyE-R8) y Planktothrix (mcyE-
PlaR3) [Tabla 1] [21]. Estos resultados demuestran la importancia de ajustar el disefio de los cebadores para
poder incluir la deteccion de cepas de géneros diferentes en cada cuerpo de agua y poder realizar su monitoreo.

Se ha desarrollado otra estrategia basada en la PCR segun la cual se amplifican en forma simultanea
varios genes mcy (ensayo de tipo “multiplex”), usando varios pares de cebadores en una misma reaccion
de amplificacion [Tabla 1] y los resultados se corresponden con la presencia de microcistina en muestras
ambientales [23]. Sin embargo, para asegurar la calidad del agua para suministro publico, se aconseja
hacer ensayos complementarios de toxicidad por alguno de los métodos analiticos ya descritos.

Los ensayos moleculares basados en la deteccién de genes nda dan resultados inequivocos, ya que la
produccién de nodularina esté limitada a las cepas de N. spumigena que siempre producen la toxina,
mientras que otras estirpes del mismo género (N. harveyana y N. sphaerocarpa) carecen de genes nda y
por lo tanto no son toxigenas [10].

En cuanto a las cepas productoras de cilindrospermopsinas, recientemente se han desarrollado cebadores para
la amplificacién de los genes cyrA, cyrB y cyrJ (genes integrantes del operdn involucrado en su sintesis) los
cuales han sido utilizados para la determinacion de genotipos potencialmente toxicos en muestras ambientales
[22]. Del mismo modo, se han disefiado cebadores especificos para la identificacion de cepas cianobacterianas
con potencialidad para producir saxitoxinas (amplificacion de los genes sxtA4, sxtBy sxtB) [Tabla 1] [22].

2.3. Métodos basados en la PCR en tiempo real para detectar cepas toxigenas

La PCR en tiempo real, también denominada PCR cuantitativa o gqPCR (por “quantitative PCR”) es una variante
de la reaccion en cadena de la polimerasa que permite amplificar un fragmento de DNA blanco y
simultaneamente cuantificar el producto de la amplificacion. En este caso, ademas de los componentes de la
mezcla de reaccion descriptos para la PCR convencional, se usan cebadores especificos, una DNA polimerasa
especial y una sustancia fluorescente que se une especificamente al DNA y que emite fluorescencia al ser
excitada por un laser. Este tipo de reacciones se realizan en un termociclador con la capacidad de detectar la
fluorescencia emitida por el compuesto excitado a medida que se va generando (en tiempo real) que es
proporcional a la cantidad de producto amplificado. El equipamiento requerido tiene un costo muy superior a los
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termocicladores usados para realizar PCR convencional. Por otra parte, la optimizacién de las reacciones suele
ser laboriosa, pero una vez puestas a punto las condiciones, los resultados son precisos y confiables.

En una primera etapa, la aplicacion de la gPCR utilizando DNA proveniente de muestras ambientales se
limit6 a la cuantificacion de genotipos productores de toxinas, determinandose la abundancia relativa de los
genes relacionados con la sintesis de microcistinas, nodularinas, cilindrospermopsina y saxitoxinas [24-26].
En la actualidad, se estan realizando ensayos para aplicar la gqPCR en la deteccién y cuantificacion del
RNA ambiental, lo cual refleja en forma directa la actividad transcripcional de los genes involucrados en la
biosintesis de las toxinas. Aunque esta metodologia aun no se utiliza en la rutina de los laboratorios, se ha
probado en muestras ambientales para evaluar la produccion de microcistina y cilindrospermopsina.

2.4. Métodos basados en la utilizacion de microarreglos

Un microarreglo de DNA (“microarray” o chip de DNA) es una superficie sélida a la cual se le han unido diferentes
fragmentos de DNA de secuencias conocidas. El principio en que se basa su aplicacion es la hibridacién que se
produce por complementariedad de bases entre alguno de los fragmentos de DNA fijados y otro complementario
presente en una muestra. El procedimiento comienza con el aislamiento de los acidos nucleicos de una muestra
dada y la amplificacion mediante PCR convencional de alguna secuencia de interés usando nucleétidos
marcados con un fluorocromo. Los fragmentos de DNA amplificados fluorescentes se utilizan para hibridar el chip
de DNA. Las secuencias que se unen a su complementaria en el chip emitiran fluorescencia cuando sean
excitadas con un laser. Se procede luego al escaneo del chip con un lector de fluorescencia y a la visualizacion
y andlisis de los resultados. De esta forma se puede identificar a qué secuencia corresponde el fragmento de
DNA amplificado de la muestra. Hasta el presente han sido muy poco utilizados para la identificacion de
cianobacterias, pero ofrecen ventajas en los estudios de floraciones, ya que posibilitan trabajar con un gran
numero de muestras en monitoreos ambientales. Permiten también detectar cianobacterias potenciales
productoras de toxinas. Uno de los primeros chips disefiados se basé en una membrana conteniendo
secuencias especificas de RNAr 16S, y permitia identificar hasta 19 géneros de cianobacterias con alta
especificidad [27]. Un avance importante fue el desarrollo de un chip basado en los genes mcyE/ndaF que
permite detectar la presencia de cepas con capacidad para producir microcistinas y nodularinas [28].

Los chips de DNA también pueden ser disefiados para detectar RNA, reflejando de este modo, la transcripcion
de genes involucrados en la sintesis de toxinas. En este caso, los RNA presentes en las muestras tienen que
retrotranscribirse a DNA copia (DNAc) utilizando una enzima transcriptasa reversa. De esta manera lo que se
utiliza para hibridar el chip son DNAc y la intensidad de la fluorescencia registrada permite evaluar diferencias
en la cantidad de un determinado transcripto (RNA mensajero, RNAm). Recientemente se ha utilizado un chip
de DNA para la cuantificacion de RNAm del gen mcyE en muestras ambientales [29].

Una de las mayores desventajas de esta metodologia es su elevado costo, incluyendo los chips, reactivos
especiales y equipamiento para cuantificar la fluorescencia, en adicion a los equipos para realizar la PCR.
Por otra parte, la optimizacion de la metodologia para obtener resultados comparables entre muestras es
muy laboriosa. En la actualidad se estan realizando avances tendientes a la implementacién de esta
metodologia en monitoreo de cuerpos de agua.

3. Conclusiones

La problematica de las floraciones de cianobacterias toxigenas esta mundialmente extendida. En los paises
desarrollados la aplicacion de las modernas metodologias moleculares es una herramienta indiscutible para la
prevencion y evaluacion de riesgos sanitarios, y sin dudas, deberan integrarse en los sistemas de alerta temprana
en la Argentina. Las metodologias basadas en la PCR convencional son en el presente las de mas facil
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implementacion y permiten identificar, en forma reproducible y con certeza el género y muchas veces la especie
de cianobacterias presentes en muestras de agua, aun cuando las células estén en muy baja concentracion.
También permiten aportar informacién sobre la existencia de cianobacterias portadoras de la capacidad genética
para sintetizar toxinas en pocas horas a partir de la toma de muestra, siendo por eso de aplicacion para la
deteccién precoz, el monitoreo y el manejo de riesgos para la salud en aguas destinadas a actividades humanas.

En la Argentina todavia son muy pocos los laboratorios con experiencia en técnicas moleculares aplicadas
a cianobacterias toxigenas y no se han establecido centros de referencia. Sin embargo, se cuenta con
herramientas moleculares, recursos humanos y capacidad instalada al alcance de los responsables del
cuidado y gestion del recurso agua.
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