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Resumen

La alerta global de proliferacion de cianotoxinas supone un riesgo para paises como
Ecuador con menor numero de investigaciones realizadas y sin un plan de emergencia para la
contencion y remediacion de FANs. Al mismo tiempo, muchos de estos anélisis suelen hacerse
en cuerpos de agua estaticos limitando la informacion que se puede encontrar sobre rios y
cuerpos de agua en movimiento. En este proyecto integrador hemos analizado con herramientas
moleculares la prevalencia de genes de cianobacterias relacionados a la sintesis de cianotoxinas
en 5 cantones del rio Daule durante el periodo de septiembre de 2022 y febrero de 2023 para
determinar si existe riesgo de contaminacién con cianotoxinas, para ello, hemos utilizado
primers especificos para la deteccion de microcistinas, cilindropermopsinas y anatoxinas. Los
resultados de nuestra investigacion indicaron que en el rio Daule existen bacterias asociadas a
la produccion de microcistinas y cilindropermopsinas las cuales, presentes en los 5 cantones y
en todas las fechas de muestreo con algunas variaciones entre si. Esta informacion sugeriria
que las cianotoxinas podrian estar viajando rio abajo desde la represa Daule Peripa sin la
necesidad de que se pueda visibilizar los eventos de FAN en el rio Daule ya que no los hemos
observado durante el desarrollo de nuestro proyecto. La relevancia de este estudio permitira a
Ecuador desarrollar a futuro planes de contingencia y tecnologias vinculadas a la deteccion y
monitoreo de concentracion y riesgo bioldgico de las cianotoxinas en base a la informacion de
ADN gue hemos recolectado en el proyecto.

Palabras Clave: Rio Daule, FANs, cianotoxinas, cianobacterias, agua.



Abstract

The global alert of cyanotoxin proliferation poses a risk to countries such as Ecuador
with fewer investigations carried out and without an emergency plan for the containment and
remediation of ANFs. At the same time, many of these analyses are often done on static bodies
of water limiting the information that can be found about rivers and bodies of water in motion.
In this integrative project we have analyzed with molecular tools the prevalence of
cyanobacteria genes related to the synthesis of cyanotoxins in 5 cantons of the Daule River
during the period of September 2022 and February 2023 to determine if there is a risk of
contamination with cyanotoxins, for this, we have used specific primers for the detection of
microcystins, cylindricalpermopsins and anatoxins. The results of our research indicated that
in the Daule River there are bacteria associated with the production of microcystins and
cylindropermopsins which, present in the 5 cantons and in all sampling dates with some
variations between them. This information would suggest that cyanotoxins could be traveling
downstream from the Daule Peripa dam without the need for FAN events in the Daule River
to be visible since we have not observed them during the development of our project. The
relevance of this study will allow Ecuador to develop future contingency plans and
technologies linked to the detection and monitoring of concentration and biological risk of

cyanotoxins based on the DNA information we have collected in the project.

Key words: Daule River, FANs, cyanotoxins, cyanobacteria, water.



Tabla de contenidos

AV 1L o [o ] =T PP PSP PTOTTPRPPO 4
RESUMEN L.ttt a b e e e s st b s e e e e s s saba s e e e e s s eares 5
Y o153 1 - T AT OO OO PP PPTOPPTOPPTOP 6
(07T o 11 A U1 e Tt PR PRP 11
00 A [0 3 e Yo [T oloiTo Yo DO OO OO TSR U PP PO TURTOUPTUPPTOPRPTN 12
R 0] o] =] 1Yo PSPPI 15
B @ | Y[ A A o I = =T o 1T = PPN 15
1.4.2 ObjetiVos @SPECITICOS . .iiiiiiiiiiiit ittt e e e e e e e rrraeaeeeas 15

R Y T oo I {=To T oo T O TSR PUPRU PP UPRR TP 15
T A G - aTo] o - Yot 1T o - 1SRN 15
1.5.2 Floraciones de Clan0obacterias .......coueeruieiieeiiieiiee ettt s 16
R RE N G T a[o] o )14 - PO UPP T PPPPPPPIN 17
(07T o1 V1 Lo Y0 SRR 20
DA V1=l o T Fo] o - - TR PSPPI 21
2.1, 1 Sitio dE @STUIO cuuveeiiieiieeitee et s 21
2.1.2 Toma de MUESEIras A8 QU ...uuuuieiiiiiiiiiieeeerciirreee e e sriree e e e s s strreee e s s sssbreeeesessnbreeeeeessnnssees 22
2.1 4 EXEracCion d@ ADN......coiiiiiiieiiee ettt ettt ettt st e st e st e sttt s b e st e s b e e e s b e ebeeebee s 22
0 T 1 L PP U PPRR 23
2.1.6 Amplificacion PCR de los fragmentos de genes y electroforesis ........cccccceeeeecveeeeeeeecnvnennn. 24
2.1.7 Purificacién de los amplicones obtenidos .........ceueiiiciiiiiiiiiiiiiee e 25



2.1.8 Ligacion, transformacion y cultivo de colonias.........cccuvieeeiiecciiiieee e 25

2.1.9 Extraccion de ADN PlasmidiCO......uiiuicuuiiieeeeeciiiee ettt e e e e rrae e e e e e anres 26
(07T 11101 [ T JR TSP PP PUURN 27
I Y U] 7= To Lo IV T o - | LY U UUPRRR 28
3.1.1 Datos ambiIenTales .....ccocueeiiiiiiieiie e e s 28
3.1.2 EXEracCion d@ ADN......coiiiiiiiieiee ettt ettt ettt ettt st e bt e st e e bt e st e e s bt e e b e sbe e ebeeebee s 29
3.1.3 ReSUItAdOS A PCR....ccoueiiiiiiiiee ettt ettt ettt e e sttt e e st e e sbre e e sabeeesabeeesanraeesnans 29
3.1.4 Relacién entre los resultados positivos y pardmetros ambientales ...........ccccovveeeeeeeennnnenn.. 30
3.1.4 Transformacion de amMpPliCONES .......c.vviiiiii i e e earaeee s 34
3.1.6 Identificacion de fragmMeNTOs ........cccccuiiiiie e et e e e e e e e e e e e e aares 35
3.1.7 ANGLISIS 08 COSEOS ..uvvieiuriiiiiiiee ettt ettt ettt e sttt e s sttt e e sttt e e sabe e e sabeeesbbeeesabeeesnbeeesanraeennnns 37
(07T o1 V1 o Y S UUP 40
0 R 0o T o Tl [T o o [PPSRt 41
4.2 RECOMENUACIONES ...ttt ettt et ettt et e stt e sat e she e e sbe e e sat e e sheeesme e e smbeesaeeeaseeesabeesateesaneesareenaees 42



Tabla de figuras

Figura 1.- Mapa de los sitios de muestreo (Obtenido de: Google Maps)........ccccveveereereeieecereceeeenne 21
Figura 2.- Frecuencias de resultados positivos segun el sitio de muestreo y el cebador. ..................... 30
Figura 3.- Variaciones en los parametros quimicos a lo largo del tiempo de muestreo en meses........ 32

Figura 4.- Variaciones en la temperatura, turbidez y pH del agua a lo largo del tiempo de muestreo. 32
Figura 5.- Variaciones en la precipitacién media y salinidad a lo largo del tiempo de muestreo. ....... 33
Figura 6.- NMDS de amplificaciones exitosas segin el mes'y el sitio de muestreo. ...........ccceceeuenene. 34
Figura 7.- Productos amplificados de mcyAcd (a) y mcyB (b) seleccionados para la transformacion. 35
Figura 8.- Productos amplificados de cat (a) y cyrC (b) seleccionados para la transformacion........... 35
Figura 9.- Amplicones obtenidos de colonias transformadas con cebador mcyAcd (verde) y mcyB

G L0 0= U 11 ) PR 36
Figura 10.- Amplicones obtenidos de colonias transformadas con cebador cat (verde) y cyrC

(AMAFTTIO). . ettt e s a et esba e s te e be e be e be e be e be e beebeenbeeabeeareenreeateeaaenens 36



Abreviaturas

ATX: Anatoxina

CS: Cilindrospermopsina

FAN: Floraciones Algales Nocivas

MC: Microcistina

NRPS: Péptido sintetasa no ribosomal

PCR: Polymerase Chain Reaction

PKS: Policétido sintasa

PS: Péptido sintetasa

10



Capitulo 1

11



1.1 Introduccién

La subcuenca del rio Daule corresponde a uno de los sistemas hidrologicos mas
importantes de la costa ecuatoriana. El Daule, tiene una extension total de 15.810 km? (Villa,
Gbémez, & Pacheco, 2016); irriga 27 cantones de las provincias de: Santo Domingo de los
Tséchilas, Manabi, Guayas, Los Rios y Santa Elena (Abad & De Las Mercedes Alvarez
Gutiérrez, 2022) desde la represa Daule-Peripa hasta el sector de la Puntilla de Samborondén
donde converge junto al a subcuenca del rio Babahoyo en el rio Guayas. Su importancia
econdmica reside en los nutrientes y agua que se utilizan para actividades, agricolas, ganaderas

industriales y domésticas (Zurita, y otros, 2022).
1.2 Descripcién del problema

América Latina es una region rica en recursos biologicos y minerales con al menos 650
millones de habitantes, en materia hidrica, se estima que posee al menos un 31% de la reserva
dulceacuicola mundial. Sin embargo, esta riqueza se opaca con frecuencia debido a las
amenazas constantes de contaminacién y desplazamiento sobre los ecosistemas locales. En
Ecuador, actividades como la agricultura, ganaderia, silvicultura, mineria y explotacion
petrolera que sustentan la economia de la region con un 44.5% de PIB en el 2022, son también,
labores contaminantes de cuerpos de agua y suelo (Gomez-Olivan, 2019; Prado et al., 2023).
Esto se ve reflejado en la baja inversion en el desarrollo de ciencias y tecnologia donde las
naciones latinoamericanas aportan en promedio, menos del 0,3% de su PIB. Lo que impone
multiples restricciones en cuanto a la capacidad de crear y ejecutar planes de accion para

salvaguardar la calidad del agua superficial (Bolafios-Villegas et al., 2020).

Las cianobacterias o algas verdeazuladas son microorganismos fotosintéticos
usualmente plancténicos que habitan lagos y otros ecosistemas féticos. Se estima que algunas

especies son capaces de producir sustancias toxicas y proliferar desmesuradamente
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ocasionando floraciones de algas nocivas bajo condiciones ambientales propicias, tales como

luz, pH, concentracion de nutrientes, cantidad de luz, entre otras. (Svircev et al., 2019).

En las regiones del Caribe y América del Sur, ya se han reportado floraciones de algas
nocivas capaces de recorrer a lo largo de varios cuerpos de agua por cientos de kilometros. Por
consiguiente, implica graves problemas sanitarios en las comunidades que utilizan el agua
contaminada (Aguilera et al., 2023; IANAS, 2019). A pesar de que los eventos de
florecimientos sean fendmenos naturales ocasionales, resulta cada vez mas comudn que
ecosistemas dulceacuicolas tengan eventos de florecimientos debido a la intervencién humana

(Dorr et al., 2010).

1.3 Justificacion del problema

Las floraciones de cianobacterias son una amenaza a la salud pablica, su riesgo proviene
de la relacion entre el aumento de biomasa de las algas y la sintesis de cianotoxinas. De forma
particular, el ingreso de estos contaminantes en el ser humano se genera por ingesta oral al
consumir mariscos 0 peces contaminados con cianotoxinas o, al beber agua de fuentes
contaminadas (Churro & Valério, 2015). Se estima que, a futuro, la proliferacién de
cianobacterias nocivas y eventos de floracién aumenten dada la accion en conjunto del cambio
climatico y la influencia humana aumentando el nimero de envenenamientos y costos

sanitarios adicionales (Svircev et al., 2019).

Por un lado, las recomendaciones y regulaciones podrian alentar un monitoreo mas
proactivo y periddico de las poblaciones de cianobacterias de agua dulce y cianotoxinas en
paises altamente desarrollados. Sin embargo, el nimero de casos de envenenamiento en paises
menos desarrollados quedaria la especulacion al no contar con medidas de regulacion y
monitoreo. Dada la falta de métodos precisos para cuantificar la concentracion de las diferentes

cianotoxinas en agua y su origen, asi como una comprension de otros compuestos bacterianos
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y su interaccion mutua en los ecosistemas, resulta una prioridad el invertir en el desarrollo de
futuras investigaciones que retroalimenten informacion precisa y cuantificable que ayude en la
creacion de un umbral especifico para cada ecosistema que determine en qué momento se

presenta un evento de florecimiento (Svircev et al., 2019).

La gama de estdndares analiticos actuales, en contraste a la cantidad de reactivos de
desarrollados para identificar y cuantificar cianotoxinas en el medio ambiente ha aumentado
en las Gltimas décadas en respuesta al desarrollo de tecnologias genéticas y moleculares
(Cerasino, 2017). Este enfoque molecular al mismo tiempo crea una gran brecha entre el
analisis bioquimico y sistematico de las toxinas con los reportes de presencia y ausencia de

estos.

Algunas cianotoxinas pertenecientes a la familia de microcistinas, cilindropermopsinas y
anatoxinas no solo poseen mas de una especie de toxina si no que las mismas, pueden presentar
diferentes efectos en los organismos segun su configuracion espacial de isomeros y
enantiomeros, 0 al mismo tiempo podrian presentar un efecto sinergético o antagonico con
otras toxinas presentas en el agua (Svircev et al., 2019). Esta situacion se puede explicar en
parte por la redireccion de los esfuerzos de estudio en el desarrollo de protocolos mas
econdémicos y sencillos para la deteccion de toxinas las cuales usualmente son de la familia de
microcistinas limitando la informacidn general que se encuentra sobre las cianotoxinas, lo cual,
combinado a la falta de cianotoxinas sintéticas comerciales, limita los recursos necesarios para
realizar investigaciones adaptadas a las condiciones de cada region (Pinheiro Menescal et al.,

2023).
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1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Desarrollar un protocolo de deteccién de genes relacionados a la produccion de
cianotoxinas mediante herramientas moleculares basadas en el ADN ambiental para el

monitoreo de FANSs en el Rio Daule.

1.4.2 Objetivos especificos

Determinar la presencia de cianobacterias y cianotoxinas encontradas en muestras del

Rio Daule mediante ensayos PCR.

Clonar las secuencias de los genes involucrados en la produccion de cianotoxinas a

partir de las muestras positivas obtenidas.

Analizar las muestras positivas de genes involucrados a la sintesis de cianotoxinas
segun pardmetros fisicoquimicos, ambientales y meteorolégicos para identificar variables

relacionadas a la aparicion de cianobacterias con potencial de producir cianotoxinas.

1.5 Marco teorico
1.5.1 Cianobacterias

La ubicua especie de procariotas conocida como cianobacteria es responsable de la
fotosintesis oxigénica que dio lugar a la biosfera en la Tierra (Cardona et al., 2019). Su
distribucion no solo se limita a las corrientes en suspension de masas de océanos y rios o de
cuerpos de agua estacionarios como lagos y charcos sino también, al biofilm que se pueda
formar en rocas y sustrato. En este sentido, las cianobacterias, tienen una ventaja competitiva
sobre otras especies debido a su capacidad de resiliencia que les permite sobrevivir, aunque el
medio cambie de forma drastica su salinidad, temperatura, pH, desecacion o irradiacion

(Dantas et al., 2011), dichas capacidades se deben a la flexibilidad de las células procariotas,
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la produccion de algunos metabolitos secundarios incluidos algunos pigmentos protectores
contra los rayos UV como la escitonemina y aminoacidos con propiedades similares a la

micosporina (Svircev et al., 2019).

1.5.2 Floraciones de cianobacterias

El fendmeno de florecimiento en las cianobacterias se acufia cuando las mismas
alcanzan una densidad poblacional mayor a la capacidad de carga de su medio, lo cual, se
visibiliza en las aguas superficiales con la formacion de espumas, cambio de coloracion del
agua, aumento de niveles de oxigeno. Si bien no se ha podido determinar la causa por la cual
un florecimiento ocurre, si se han medido las condiciones especificas que adquiere el medio
durante un florecimiento como la eutrofizacion, el aumento de biomasa, el aumento de
nitrégeno, la disminucion de especies competidoras. Estos eventos se desarrollan no solo en
aguas superficiales si no también en esteras de baja profundidad y limites costeros en cuerpos

de agua de pequefio y gran tamafio (Chorus & Welker, 2021).

Durante los altimos afios, el rapido crecimiento de las cianobacterias se ha relacionado
con la intervencion humana en ecosistemas acuaticos, el cambio climético y la redireccion de
desechos que aportan nutrientes o disminuyen la diversidad acuatica. Debido a esto, la
proliferacion no regulada de cianobacterias pueda propiciar la difusion de toxinas en las
comunidades que posean genes relacionados a la sintesis de cianotoxinas (Blaha et al., 2009;
Huisman et al., 2018; Svir¢ev et al., 2019). Segun estudios publicados en la tltima década, esta
alerta mundial amenazaria no solo el sector sanitario si no también las redes de produccion
alimentarias acuaticas, agricolas y ganaderas (Heisler et al., 2008). Para ello, es importante
reconocer los mecanismos de origen detras de las floraciones, las diferentes cianotoxinas que

se puedan producir y su dindmica en los animales y seres humanos respecto a otras moléculas
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que puedan crear un efecto sinergético y anafilactico contra el organismo que consume el agua

contaminada (Huisman et al., 2018).

Comprender las dinamicas de floracion e identificar las especies presentes en sitios de
baja escorrentia en el rio Daule permitira predecir los eventos de florecimiento y controlar el
transito de las toxinas a lo largo del rio. Para un plan de prevencion sostenible, los organismos
de control hidrico deberian de medir los nutrientes disueltos en el agua, temperatura, régimen
de mezcla, turbidez, diversidad y pH para controlar la proliferacion de las cianobacterias. De
igual forma, verificar si el transporte de sedimentos no genera una estratificacion en el agua
donde las cianobacterias puedan optar por estrategias oportunistas privando de la luz solar a
los otros organismos fotosintéticos. En el caso particular de los embalses, la asimetria en sus
bordes costeros genera una inconsistencia en la calidad de agua que fluye a través de él
generando nichos de florecimiento de algas que luego puedan ser arrastradas por escorrentia a

la corriente principal (Chorus & Welker, 2021).

1.5.3 Cianotoxinas

Aunque la distincion entre lo que es "toxico™ y lo que no lo es no esta definido, resulta
comun categorizar las floraciones como téxicas o no tdxicas. La toxicidad de una cianobacteria
se relaciona a los metabolitos que produce, la capacidad de sintetizar toxinas, sin embargo,
depende en la presencia o ausencia de genes relacionadas a ellas provocando asi, que no solo
diferentes especies en una familia o género se diferencien entre productoras o no de toxinas si
no también, que, una especie pueda poseer 0 no esta caracteristica segun la cepa a la que
pertenezca (Codd & Metcalf, 2014). Por ello, a veces la identificacion taxondmica o el analisis
de los genes relacionados a la produccion de cianotoxinas no es determinante suficiente para
determinar la toxicidad de una especie de cianobacteria o el riesgo de florecimiento alrededor

de ella. A veces, estos analisis también se pueden complementar con bioensayos de toxicidad
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donde se puede exponer un animal a una exposicion intraperitoneal de los metabolitos de las
cianobacterias para determinar los efectos en la salud y la presencia de microcistinas,
nodularinas, anatoxinas, saxitoxinas y cilindrospermopsinas (Carmichael, 2008; Svircev et al.,

2019).

Las actividades bioldgicas de los metabolitos secundarios de las cianobacterias son
diversas, y algunas de ellas, como las cianotoxinas, se reconocen como las biotoxinas méas
letales conocidas (Svir¢ev et al., 2019; Janssen, 2019). Si bien su efecto en los ecosistemas
resulta desproporcionado como un mecanismo de defensa frente a depredadores, también
cumplen una funcién estructural en la membrana externa de las células bacterianas (Monteiro
et al., 2017). Esta incertidumbre sugiere que, tal vez la funcion real de la sintesis de
cianotoxinas aun no este comprendida, sin embargo, también podria ser el resultado de algin
vestigio evolutivo o beneficio inherente a la biologia de las cianobacterias (Codd et al., 2005;

Svircev et al., 2019).

La anatoxina-a se une a los receptores nicotinicos de acetilcolina y funciona como un
poderoso agente blogqueador neuromuscular despolarizante postsinaptico (Aronstam & Witkop,
1981). En los dltimos afios del siglo pasado y los primeros del presente, se registraron por
primera vez en los genomas de Oscillatoria sp. PCC 6506 y Anabaena sp. 37 grupos de genes
responsables de la biosintesis de anatoxina-a. De los 8 genes ana identificados (anaA-anaH),
tres genes ana (anaE-anaG) corresponden a policétido sintasas. Se ha encontrado que
Anabaena, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Cylindrospermum, Oscillatoria, Planktothrix,
Hydrocoleum, Arthrospira y Microcystis producen anatoxina-A u homoanatoxina-A (Hodoki
et al., 2013; Méjean et al., 2010; Sivonen et al., 1989). Aln no se han identificado las razones
detrds de la pérdida de produccion de anatoxina-a por varias cepas de Anabaena,
Aphanizomenon y Microcystis después del cultivo (Jiang et al., 2015; Rantala-Ylinen et al.,
2011).
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Las microcistinas se adhieren especificamente al sistema de transporte de aniones
organicos de la membrana celular del hepatocito e inhiben las fosfatasas eucariéticas de
serina/treonina tipo 1 y tipo 2A para dirigirse al higado (Batista et al., 2003). Un complejo
multienzimatico formado por péptidos sintetasas (PS), policétido sintasas (PKS) y otras
enzimas capaces de producir microcistinas no ribosémicas que involucran compuestos
tiolados. Tres organismos filogenéticamente lejanos, Anabaena sp. 90 (Rouhiainen et al.,
2004)., Mycrocystis aeruginosa PCC7806 (Tillet et al., 2000) y Planktothrix agardhii CYA
126 (Christiansen et al., 2003) han sido secuenciados y sus genes involucrados en la sintesis de
MC fueron identificados. Entre las cepas venenosas de los diversos géneros, solo la

configuracién mcyA-C parece mantenerse en su mayor parte (Valério et al., 2010).

Al menos dos episodios epidémicos de intoxicacion humana se han relacionado con CS
(Carmichael et al., 2001; Griffiths & Saker, 2003), que se ha encontrado en varios embalses
que suministran agua potable, como en el sur de China (Lei et al., 2014). Para una evaluacion
precisa del riesgo y la salvaguardia de la salud humana, son esenciales las investigaciones sobre
la via peligrosa de la accion de CS y el monitoreo rutinario de las aguas superficiales (Rzymski
& Poniedziatek, 2014). Algunos de esos genes en A. ovalisporum, originalmente conocido
como aoa (Kellmann et al., 2006; Shalev-Alon et al., 2002), estaban inequivocamente
conectados con la produccion de CS. El gen aoaA codificaria una amidinotransferasa (AMT),
el gen aoaB codificaria un complejo NRPS/PKS y el gen aoaC codificaria una PKS.
Posteriormente, se encontraron ortdlogos aoaA-C y genes adicionales en el gen del grupo CS

(cyr) de C. raciborskii (Baron-Sola et al., 2012; Mihali et al., 2008).
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2.1 Metodologia.
2.1.1 Sitio de estudio

Se seleccionaron 8 sitios de muestreo (figura 1) que se visitaron periédicamente para la
recoleccion de muestras de agua, plancton y analisis fisicoquimicos, de los cuales, 5 sitios
pertenecen a los cantones Balzar (1°21'45.5"S 79°54'25.6"W), Colimes (1°32'49.6"S
80°00'24.6"W), Nobol (1°55'04.2"S 80°00'32.3"W), Petrillo (1°58'30.3"S 80°00'15.1"W) y
Santa Lucia (1°42'46.6"S 79°59'18.5"W) aledafios a la cuenca del rio Daule mientras que los
otros 3 sitios pertenecen a las lagunas de Segua (0°42'38.9"S 80°11'42.1"W), Embalse el
Azlcar (2°14'09.1"S 80°34'09.3"W), San Rafel (2°17'01.7"S 80°43'54.1"W) externas al rio

Daule para contrastar la informacién obtenida.
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Figura 1.- Mapa de los sitios de muestreo (Obtenido de: Google Maps).
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2.1.2 Toma de muestras de agua

La toma de muestras se realizé desde sitios alejados a la orilla. Se recolect6 un litro de
agua gue se almaceno en botellas plasticas de color ambar dentro de hieleras para preservar el
material genético, las muestras de plancton se extrajeron del agua mediante la metodologia de
arrastre con una malla de 75 micras y se almacenaron en frascos plasticos de 100 ml y los
parametros fisicoquimicos se midieron usando un multiparametro modelo HI9829, de la marca
HANNA. En total se realizaron 38 muestreos de los cuales 30 pertenecen a los sitios cercanos

al rio Daule y 8 a las lagunas externas.

2.1.3 Toma de parametros ambientales

En cada sitio de muestreo se utilizé un equipo multiparametro para la obtencién de
variables fisicoquimicas del agua a una profundidad de 15 a 30 cm, los datos de parametros

ambientales por otro lado se descargaron de un portal satelital de la nasa.

2.1.4 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé siguiendo la metodologia de Riascos et al. (2018) para
andlisis de ADN ambiental, primero se filtraron 250 ml de cada sitio en un filtro de papel de
44 micras. Previo a la extraccion de ADN se dividio el filtro de papel en 2 generando dos
muestras iguales, usando el kit “Purificacion completa de ADN y ARN” de la marca
EPICENTRE se trataron los filtros de papel resultantes para romper el tejido celular y liberar
el ADN, precipitar las proteinas, eliminar las DNAsas y RNAsas, despuées del proceso de
purificacion, se precipito el pellet de ADN centrifugandolo a 14 mil rpm a 4°C utilizando
isopropanol, cuando el pellet de ADN se formo se lo enjuag6 dos veces con etanol y finalmente
se diluy6 en 60 microlitros de agua ultrapura. La calidad del ADN se verifico corriendo el ADN

ambiental en un gel de agarosa y leyendo su concentracion en un Nanodrop.
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2.15PCR

La presencia de cianobacterias y los genes involucrados en la sintesis de cianotoxinas

se determinaron mediante el uso de cebadores (tabla 1) que indican la ausencia o presencia de

los genes involucrados. Se utilizaron 10 cebadores de los cuéles 1 detectaba la presencia de

cianobacterias en el agua y en base a estos resultados, se utilizaban el set de 9 cebadores que

indicaban que tipo de cianotoxinas se podian estar produciendo en el agua donde, 3 cebadores

detectaban la presencia de microcistinas, 2 cebadores la presencia de cilindropermopsinas y 4

cebadores la presencia de anatoxinas.

Tabla 1.- Cebadores seleccionados para ensayos de PCR.

Nombre de | Gen de Tamafio de | Cebador Cebador Cita
cebador origen amplicon Forward reverse
Cyano 16s 800 AGAGTTT | GACTACT | (Jungblut et al.,
ribosomal GATCCTG | GGGGTAT | 2005)
bacteria GCTCAG | CTAATCCC
TTT
mcyAcd Microcistina | 291 AAAATT | AAAAGTG | (Hisbergues et al.,
A AAAAGC | TTTTATTA | 2003)
CGTATCA | GCGGCTC
AA AT
mcyB Microcistina | 973 ATCACTT | AGTTGCTG | Mikalsen et al.
B CAATCTA | CTGTAAG | (2003)
ACGACT | AAA
mcyE Microcistina | 812 GAAATTT | AATTCTAA | (Rantala et al.
E GTGTAG | AGCCCAA | 2004; Gobler et al.
AAGGTG | AGACG 2007)
C
cat CYrA 325 AATGAT | TAGAACA | (Baron-Solaetal.,
CGAAAA | ATCATCCC | 2012)
CAGCAG | ACAACCT
TCGG
cyrC cyrC 881 AGATGG | TCTTCACA | (Baron-Solaetal.,
TGCTTAT | GATGACC | 2012)
TTTGAAC | TTCTT
Anxgen anaC 861 ATGGTC | CGACTCTT | (Rantala-Ylinen et
AGAGGT | AATCATG | al., 2011b)
TTTACAA | CGATC
G

23




Anac anaC 366 TCTGGTA | CCCAATA | (Rantala-Ylinen et
TTCAGTC | GCCTGTCA | al., 2011b; Sabart
CCCTCTA | TCAA et al., 2015)
T

Antx anaF 412 CGCAAA | CCACTGG | (Cadel-Six et al.,
TCGATGC | CTCCATCT | 2009)
TCACTTA | TGATT

Atxoa anaF 461 TCGGAA | GCTTCCTG | (Ballotetal.,
GCGCGA | AGAAGGT | 2010)
TCGCAA | CCGCTAG
ATCG

2.1.6 Amplificacion PCR de los fragmentos de genes y electroforesis

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando GoTag® Green Master Mix, el cual
contiene la polimerasa de ADN Tag, cloruro de magnesio (MgCl.), ANTPs y soluciones tampo6n
(pH 8.5) en las condiciones adecuadas para la amplificacion de los fragmentos deseados.
Ademas, contienen dos tintes (amarillo y azul) que imitan la funcion de un tinte de carga usado
en la electroforesis; mientras que el tinte azul migra a velocidades comparables a fragmentos
de ADN de 3-5kb, el tinte amarillo lo hace a la misma velocidad que fragmentos menores a 50
pares de base. En un tubo madre se colocan de manera general GoTag® Green Master Mix en
un volumen del 50% con respecto al total, 20% de albimina de suro bovino (BSA) en una
concentracion de 0.5 mg/ml a partir de un tubo de Invitrogen™ UltraPure™ BSA (50 mg/mL),
4% corresponde a MgCl. disuelto a 3 mM a partir de un tubo de MgCl. de Invitrogen, 3% al
cebador directo, 3% al cebador inverso, y 10% a la muestra extraida de ADN (Promega, 2012).

Las amplificaciones fueron realizadas en tubos de 10 pl para revelar y 25 pl para cortar
el gel en caso de identificar mas de 1 banda. Ademas, los procesos de amplificacion ocurrieron
durante 35 ciclos y bajo las siguientes condiciones: la etapa inicial de desnaturalizacion duro
de 4 a 6 minutos a 95°C segun la longitud del amplicon, la segunda desnaturalizacion ocurrié
a 95°C por 45 segundos, un siguiente paso de hibridacion durante 40 segundos y con
temperatura acorde al set de cebadores usado, un paso de extension a 72°C por 50 segundos y

una extension final a 72°C durante 5 minutos.
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El revelado de los resultados de PCR se obtuvieron mediante electroforesis con gel de
agarosa al 1% m/v para visualizar, y de 2% m/v para cortar en caso de hallar mas de una banda.
La solucién tampon utilizada es TAE (Tris 40 mM, &cido acético 20 MM y 0.4 mM de EDTA
para una solucion a concentracion de 1X) (Sanderson et al., 2014). A continuacién, se le afiadio
naranja de tiazol en una relacion de 1 ul por cada 10 ml de gel. Las electroforesis fueron

realizadas a 90V, 400 mA por 45 minutos (O‘neil et al., 2019).
2.1.7 Purificacion de los amplicones obtenidos

Para la purificacion de los productos de PCR obtenidos se realizaron purificaciones
siguiendo dos protocolos: Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit para los tubos de
PCR y Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System para los geles. Los pasos de las
purificaciones se realizaron a temperatura ambiente (Thermo Scientific, 2015; Promega, 2019).

Los resultados fueron posteriormente cuantificados utilizando un nanodrop.
2.1.8 Ligacion, transformacion y cultivo de colonias

Los amplicones purificados son utilizados para insertarlos en plasmidos de céelulas
competentes de alta eficiencia (>1 x 108 cfu/ug de ADN). Para ello, se emple6 del kit pGEM®-
T and pGEM®-T Easy Vector Systems. Los productos transformados fueron inoculados en
placas Petri con medio sélido de Agar Luria-Bertani (LB). EI medio sélido incluy6 ampicilina
a una concentracion final de 100ug/ml, 0.5 mM de IPTG y X-Gal en una concentracion de
80pg/ml para la seleccion de colonias transformadas. Tras haber dejado las placas a 4°C
durante la noche, se seleccionaron las colonias que no demostraron coloracion para realizar un
ensayo PCR y transferirlos a medios LB liquidos contenidos en tubos Eppendorf de 2ml. Tras
haber cultivado por una noche, se transfirieron 1 ml del cultivo a un tubo Falcon de 15 ml junto

a 9 ml de medio liquido LB (Promega Corporation, 2021).
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2.1.9 Extracciéon de ADN plasmidico

La extraccion de ADN de las secuencias transformadas exitosamente se realizo
mediante ensayos PCR utilizando Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer.
Se amplificaron las secuencias transformadas utilizando el cebador de M13/pUC, para la
deteccion rapida de insertos clonados con vectores que contienen secuencias lacZ. El tamafio
de los amplicones transformados aumenta en 250 pares de base con respecto al tamafio original.
Por este motivo, la seleccion de colonias transformadas para la seleccion implicé una
visualizacion mediante electroforesis en gel de agarosa para confirmar el tamafio de las
secuencias amplificadas (Invitrogen, 2002; Thermo Scientific, 2018). De esta forma, las

extracciones realizadas estan preparadas para enviarse a secuenciar.
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3.1 Resultados y analisis

Los resultados positivos podrian indicar la presencia de cianobacterias de las familias
Aphanizomenonaceae y Nostocaceae, las cuales contienes genes involucrados en la sintesis de
cilindrospermopsinas y microcistinas respectivamente (Gupta, 2009; Vico et al., 2020). Segun
los reportes en cuerpos de agua en el Rio Daule y en cuerpos de agua dulce de Ecuador de la
Gltima década, se pueden atribuir las muestras positivas a las especies Raphidiopsis raciborskii,
Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii, asi también como a especies del género
Oscillatoria y Anabaena (Ballesteros et al., 2022; Instituto Nacional del Ecuador, 2018;
Morales et al., 2013; Prado & Bucheli, 2012). Los estudios taxonémicos no publicados por el
Centro de Agua y Desarrollo Sostenible confirmaron la presencia de Planktothrix agardhii y

Cylindropermopsis raciborskii en las muestras de agua.

3.1.1 Datos ambientales

En la tabla 2 y 3 estan tabulados los promedios de los parametros quimicos y fisicos
respectivamente de cada mes (los datos en 0 no fueron tanteados). Se puede observar un
decrecimiento de los valores entre diciembre y enero y un alza para febrero relacionada a la
época de lluvia. La mayoria de los parametros tienen una relacion directa y aumentan al mismo
tiempo mientras otros como la temperatura permanecen constantes. En el caso de los
sedimentos que presentan un alza anormal para el mes de febrero estan relacionados a las
fuertes escorrentias y podrian ser una razon por la cual a partir de febrero se dejaron de

encontrar cianobacterias por la falta de luz solar y aumento en la turbidez del agua.

28



Tabla 2.- Parametros quimicos de los sitios muestreados segun el mes.

Mes Fluor  Fosfato Bromo Cloro Sulfato
Septiembre 0,015 0 0 0,5 0,02
Octubre 0,03 0,055 0,01 0,85 0,0325
Noviembre 0 0 0,0225 0,99725 0,806
Diciembre 0,0424 0,1024 0 1,2192 11,9242
Enero 0,016 1,994 1,564 1,564 8,206
Febrero 0,0556 3,2484 2,214 2,214 11,9514

Tabla 3.- Parametros fisicos de los sitios muestreados segun el mes.

Mes Tm_agua Turbidez pH Precipitacion Salinidad
Septiembre 25,24 5,25 8,2 0,04 0,02
Octubre 25,6 16,075 7,375 0,57 0,035
Noviembre 25,675 18,15 8,2775 0,15 0,035
Diciembre 25,44 8,04 7,5 0,082 0,036
Enero 27,272 18,122 7,54 1,396 0,012
Febrero 27,062 96,96 6,828 2,854 0,09

3.1.2 Extraccion de ADN

En las 30 muestras de agua receptadas se obtuvo una concentracion de al menos 30
microgramos por microlitro de ADN para la absorbancia de 230 nanémetros y una barra bien
formada de ADN ambiental en gel. Las 5 muestras sin ADN pertenecientes a la toma de
muestras con sedimentos del 28 de febrero de 2023 en las localidades de Balzar, Colimes,

Nobol, Petrillo, Santa Lucia, (Estas muestras se excluyeron del analisis de PCR).

3.1.3 Resultados de PCR

La prevalencia de cianobacterias a lo largo del rio Daule es variable en espacio y tiempo
mas no determinante para reportar la ausencia de una especie en el rio Daule. EI gen dominante
asociado a la produccién de microcistinas es el gen A detectado con el cebador mcyAcd, se
detectaron 15 muestras positivas, todas amplificaron dos bandas, una con un tamafio

aproximado de 300 pb acorde al fragmento esperado y otra de al menos 500 pb que permanece
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indeterminada debido a que no pudo extraerse exitosamente. En el caso del gen B, la muestra
Santa Lucia del 7 de diciembre de 2022 report6 un resultado positivo que podria estar asociado
al género Microcystis (Ballesteros et al., 2018). De una misma forma, el gen E solo tuvo dos
resultados positivos provenientes del muestreo en la localidad Balzar y San Rafael del 12 de
enero de 2023 el cual también podria estar relacionado con alguna especie de Microcystis dada
la selectividad del cebador. En el caso de los cebadores cat y cyrC que amplifican regiones de

los genes cyrA'y cyrC respectivamente obtuvieron 10 y 20 resultados positivos.
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Figura 2.- Frecuencias de resultados positivos segun el sitio de muestreo y el cebador.

3.1.4 Relacion entre los resultados positivos y parametros ambientales

La variacion de los resultados positivos podria tener relacion con la variacion en los
parametros ambientales, en la figura 3, 4 y 5 vemos la variacién de parametros fisicos y
quimicos de agua en conjunto al a variacion de temperatura y precipitacion de los sectores.

Exceptuando las variables que se mantienen constantes como la temperatura y pH, todas
las variables presentan la misma tendencia al aumento a lo largo de los muestreos entre
septiembre y febrero con la excepcion del mes de enero en el cuél algunas variables parecen
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haber tenido un decrecimiento previo a un alza en febrero mayor a la de los meses anterior.
Este fendmeno muy probablemente pudo ocurrir por la inestabilidad metereoldgica entre
diciembre y febrero mientras Ecuador iniciaba su temporada lluviosa. Los registros escritos
reportaron fuertes lluvias que sobrepasaron la capacidad de la represa Daule Peripa y
provocaron inundaciones y dafos a comunas, de modo que, las medidas de emergencia que se
tomaron en enero podrian explicar la irregularidad de la informacion y el alce en picada de las

variables fisicoquimicas en febrero.

En la figura 6 se ilustra una grafica de NMDS de un andlisis multidimensional, al
momento de medir las distancias entre cada punto de muestreo para cada fecha notamos que
ninguna comunidad tenia relacién entre si'y, al querer agruparla con los primers que resultaron
positivos y las variables ambientales, estas resultaron ser independientes todas entre si. A modo
que, la presencia de genes relacionados a la produccion de cianotoxinas es independiente de
cualquier variable ambiental y esta presente en todas las localidades del rio Daule indiferente
del momento y lugar. Estos resultados no son concluyentes para determinar cuando se

produciran FANs y la magnitud de los mismos.
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Figura 6.- NMDS de amplificaciones exitosas segun el mes 'y el sitio de muestreo.

3.1.4 Transformacién de amplicones

De los productos de PCR positivos obtenidos a lo largo de los ensayos, 4 muestras
fueron purificadas y transformadas de manera exitosa. Estas muestras corresponden a las
tomadas el 7 de diciembre de 2022 en las localidades de Colimes y Santa Lucia para los
cebadores de microcistinas mcyAcd y mcyB respectivamente. Con respecto al grupo de
cilindrospermposinas, se purificaron los amplicones correspondientes a los cebadores cat y
cyrC de la muestra obtenida el 12 de enero de 2023 en Santa Elena. Los tamafios de amplicones
(mcyAcd= 291 pb, mcyB= 973 pb, cat= 881 pb & cyrC= 325 pb) fueron verificados en geles

de agarosa mediante electroforesis (véase Figuras 7'y 8).
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Figura 7.- Productos amplificados de mcyAcd (a) y mcyB (b) seleccionados para la

transformacion.

CAT IBaRRA 1
CYRC 12 Y

CAY IBARRA 2

Figura 8.- Productos amplificados de cat (a) y cyrC (b) seleccionados para la transformacion.

3.1.6 ldentificacion de fragmentos

La transformacion de dichos productos permitio la seleccion de secuencias individuales
del acervo presumiblemente obtenido tras la amplificacion inicial de los ensayos de PCR. Cada
colonia transformada contiene una secuencia particular, de las cuales se seleccionaron 2 por
cada set de cebadores con amplicones purificados (mcyAcd, mcyB, cat y cyrC). De esta forma,
se puede obtener por lo menos 1 secuencia Unica por cada cebador que amplifica regiones de

genes asociados a la biosintesis de cilindrospermopsinas y microcistinas. Se verificaron que
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los tamafios de los amplicones fueran los esperados, tomando en cuenta que se uso el primer
M13 (mcyA= 541 pb, mcyB= 1223 pb, cyrA= 1131 pb & cyrC= 575 pb). Los amplicones
resultantes de los genes mcyA, mcyB, cyrA y cyrC que se introdujeron en plasmidos no han
sido secuenciados durante la redaccion de este trabajo por lo que no es posible realizar el
analisis bioinformético que permita determinar la especie de procedencia. Esto permitiria el

desarrollo de ensayos PCR maés efectivos al disefiar cebadores a partir de secuencias de cepas

locales.

Figura 9.- Amplicones obtenidos de colonias transformadas con cebador mcyAcd (verde) y
mcyB (amarillo).

Figura 10.- Amplicones obtenidos de colonias transformadas con cebador cat (verde) y cyrC
(amarillo).
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3.1.7 Analisis de costos

El presente trabajo se realizd en un laboratorio de analisis moleculares en apoyo a un equipo

de muestreo externo. En este sentido, la metodologia de tecnologia molecular para la deteccion

de genes productores de cianotoxinas viene de la mano a los costos fijos de infraestructura y

equipo con los que deberia contar un laboratorio preestablecido citados en la tabla 4.

Los costos variables del proyecto en cambio incluyen los gastos de movilizacion, reactivos y

procedimientos realizados en el analisis de cada muestra:

Tabla 4.- Equipo empleado para la ejecucion del proyecto.

Nombre de equipo

Funcién

Costo (USD)

Bomba de vacio

Filtracion de muestras

$800

purificacion de productos de
PCR

Kit de cristaleria esmerilada | Filtracion de muestras $100
para filtrar al vacio
Maquina de bafio maria Extraccion de ADN y $3.000
transformacion celular
Céamara de flujo laminar Ensayos PCR $5.500
Termociclador Ensayos PCR $8.000
Camara de electroforesis Verificacion de resultados $1.100
de extraccién, purificacion,
PCR y transformacion
celular mediante
electroforesis
Fuente de alimentacion Electroforesis $1.100
Transiluminador Visualizacion del gel $1.300
Camara de fotos Registro visual de resultados | $1.100
Multiparametro de agua Obtencidn de parametros $4.000
ambientales
Purificadora de agua Suministro de agua destilada | $10.000
y agua libre de nucleasas
Centrifuga refrigerada Extraccion de ADN, $14.000
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Tabla 5.- Materiales empleados para la ejecucion del proyecto.

Nombre de materiales Funcién Costo (USD)
Envases de vidrio para Contenedor de tubos $20
autoclave Eppendorf
Tubos plasticos Eppendorf | Contenedor para reacciones | $250
para centrifuga de 1.5 ml PCR (tubos madre) y para
almacenar productos de
amplificacion, extraccion,
purificacion o
transformacion.
Tubos plasticos Eppendorf | Contenedor para reacciones | $250
para PCR de 0.5 ml PCR
Placas plasticas multi Contenedor para reacciones | $250
pocillos para PCR PCR
Film adhesivo Sellar placa multi pocillos $50

(x1000) Micro perlas para
centrifugado

Extraccion de ADN

$15 x 1000 unidades

(x100) Hoja de bisturi Obtencion de una réplica de | $15

desechable ADN extraido

(x100) Placa Petri Contenedor de las colonias | $100
transformadas

(x40) Envases plasticos de 1 | Contenedor de agua $100

L para transportar agua muestreada

Tabla 6.- Reactivos empleados para la ejecucion del proyecto.

Nombre de reactivo Funcién Costo (USD)
Etanol Extraccion de ADN $350
Isopropanol Extraccion de ADN $900
Agua ultra destilada PCR -

Buffer TAE 50X Electroforesis $500
Tissue & Cell Lysis Solution | Extraccion de ADN $288.30
- MasterPure Bulk Reagents

Green TAQ polimerasa PCR $100
(promega)

Phusion® High-Fidelity PCR $264.00
PCR Master Mix with HF

Buffer

Ladder de 100 pb (promega) | Electroforesis $233.10
Rnasa A Extraccion de ADN $250
Proteinasa K Extraccion de ADN $288.30
Ladder de 1 kb (promega) Electroforesis $250.43
Medio LB Cultivo celular $90
Medio Agar Cultivo celular $90

38



Células competentes JIM109 | Transformacion celular $200
Kit de purificacion de Purificacion de productos $500
productos PCR PCR

Kit de purificacion de Purificacion de productos $300

productos de PCR en gel de
agarosa

PCR
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4.1 Conclusiones

La técnica de PCR en el presente proyecto demostré su capacidad como herramienta
molecular de deteccion de genes involucrados en la sintesis de cianotoxinas. Ademas, su bajo
nivel de esfuerzo y preparacion y andlisis de muestras en comparacidn con otras técnicas (p. €j.
LC/MS-MS, identificacion taxondmica por microscopia o ELISA) le coloca como una
alternativa viable para el monitoreo preventivo de eventos de floraciones. El potencial de esta
metodologia se demuestra como piedra fundadora del desarrollo de herramientas que permitan
la caracterizacion y modelado de tanto eventos de floraciones nocivas como la produccion de

cianotoxinas en cuerpos de agua de Ecuador.

La obtencion de 25 de 30 resultados positivos en la deteccion del gen 16S de
cianobacterias en los sitios de muestreo del Rio Daule demuestra que la técnica de PCR
utilizando ADN ambiental es adecuada para la determinacion de la existencia de cianobacterias
en el ecosistema de agua dulce. Por otra parte, la presencia de productos positivos de PCR para
los cebadores de microcistinas (mcyAcd= 15, mcyB= 1, mcyE= 1), cilindrospermopsinas (cat=
6, cyrC= 15), y en menor medida anatoxinas (Atxoa= 2), indicaria que el Rio Daule es un sitio
pertinente para la realizacion de estudios de tamizaje y caracterizacion molecular de

cianobacterias.

Los procesos de transformacion celular realizados a las muestras que pudieron
purificarse exitosamente (amplicon de mcyAcd obtenido a partir de la muestra tomada el 7 de
diciembre en Colimes, mcyB obtenido de la muestra tomada el 7 de diciembre en Santa Lucia,
y cat junto a cyrC obtenidos de la muestra tomada el 12 de enero de 2023) permitirian el disefio
de cebadores més especificos para ensayos de PCR una vez se realice la secuenciacion. De esta
manera, se da paso a una continuidad en futuros estudios orientados al desarrollo de técnicas

de monitoreo de cianobacterias en cuerpos de agua.
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En conclusion, el rio Daule posee las caracteristicas necesarias para iniciar un evento de
FANS, con este estudio, hemos determinado la presencia de cianobacterias capaces de sintetizar
microcistinas y cilindropermopsinas en base a los andlisis moleculares, de igual forma,
consideramos que la acumulacion de agua en la represa Daule Peripa podria ser un sitio de
proliferacion de HABs al igual que otro sitio de retencién que se pueda construir a futuro. Si
bien nuestro analisis no es determinante para confirmar si han sucedido FANs o no durante el
periodo de muestreo, si puede contribuir al desarrollo de tecnologias de qPCR que permitan

cuantificar y aportar al desarrollo de futuros analisis de riesgos en el rio Daule.

4.2 Recomendaciones

Si bien es cierto, el proyecto es un modesto paso para futuras investigaciones y estudios
en las dinamicas de las cianobacterias y la produccién de cianotoxinas a nivel nacional, pero
existen aspectos que podrian robustecer la calidad de los resultados y analisis obtenidos. En
primer lugar, los sitios de muestreo podrian incluir al embalse Daule-Peripa, cantones de la
parte alta del rio Daule como Pichincha, y sitios de la parte baja como Guayaquil o La Puntilla.
Recordando que el rio Daule se trata de una cuenca de hasta 15.000 km? de extension, un mayor
nimero de sitios de muestreo, sobre todo en la parte alta, aseguran datos que pueden
incorporarse a un analisis que podria explicar con mayor detalle la dindmica de aparicion de
cianobacterias potencialmente téxicas en una escala espacial. También se debe considerar
incluir &reas préximas a las rurales y a fabricas para el monitoreo de flujos de contaminantes y

nutrientes que podrian aumentar el riesgo de floraciones nocivas.

Por otra parte, debido a las condiciones climaticas considerablemente variables que
experimenta Ecuador a lo largo del afio, es recomendable que las fechas y horas de muestreo y
toma de datos ambientales se realicen en las mismas franjas de tiempo. Adicionalmente, se

pueden realizar o consultar con servicios meteorologicos las condiciones climaticas especificas
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de los sitios de muestreo para plantear analisis estadisticos multivariados que permitan
identificar el grado de relacion con respecto a los resultados positivos de la aparicion de genes

involucrados en la sintesis de cianotoxinas.

Un monitoreo periddico y a largo plazo podria contribuir con informacion valiosa para el
desarrollo de un programa regional de manejo de cianobacterias. Utilizar herramientas
bioinformaticas para estudios metagenémicos y filogenéticos procurarian resultados
invaluables para el desarrollo del proyecto. También se debe reconocer que la implementacion
de otras técnicas (p. ej. LC-MS/MS, ELISA, gPCR, identificacion por microscopia o
fluorometria) pueden implementarse de manera complementaria para un sistema robusto.
Dicho sistema deberia involucrar procedimientos para la estimacion de un riesgo, la toma de
parametros ambientales y genéticos, y la cuantificacién de cianotoxinas y cianobacterias en el
cuerpo de agua para la formulacion de estrategias adecuadas para combatir 0 mitigar eventos
de floraciones nocivas. Siendo ese el caso, el presente proyecto corresponde a un parametro de

la segunda fase previamente descrita.

Finalmente, el rango del que puede partir el presente proyecto de investigacion alcanzaria
a integrar a las comunidades aledafias al rio Daule, a los municipios, centros de investigacion
y a las empresas privadas interesadas en la calidad del agua. La educacién a las personas que
habitan en los sitios colindantes al rio Daule podria facilitar el monitoreo con reportes de
cambios visuales en el agua, aumentando la agencia y la participacion social sobre la
problematica. Consecuentemente, es posible el desarrollo de sistemas de alerta temprana que
pueden utilizar autoridades de las comunidades y socios inversores para la caracterizacion
oportuna de un potencial evento de floracion cianobacteriana. La participacién de los
municipios y del gobierno permitiria el desarrollo de un programa propio de manejo de

cianobacterias en cuerpos de agua a nivel nacional. Con estos aspectos descritos, se plantea un
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plan de desarrollo e investigacidn adaptativo segun la informacidn que recaba con el tiempo y

que permitiria abordar a la problematica emerge de manera integral.
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