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Resumen del proyecto

Las especies del género Microcystis son las cianobacterias téxicas formadoras de floraciones mds comunes en todo el mundo.
Pertenecen a un clado de cianobacterias unicelulares cuya capacidad para alcanzar grandes biomasas durante la floracién
estd ligada a la formacién de colonias. Dichas colonias estdn compuestas por cientos a miles de células de Microcystis
rodeadas por gruesos mucilagos (matriz depolisacdridos y proteinas) donde se establece una comunidad bacteriana
(microbioma). El estilo de vida colonial ofrece varias ventajas en condiciones estresantes de intensidad de luz, luz ultravioleta,
sustancias toxicas y depredacidn, lo que permite que Microcystis persista y forme densas floraciones en una amplia gama de
condiciones ambientales. La progresion de un organismo unicelular a la multicelularidad en Microcystis generalmente se ha
interpretado como respuestas fenotipicas individuales de las cianobacterias al medio ambiente. Especificamente, en este
proyecto evaluamos coémo influye la estructura y funcidn del microbioma de Microcystis en la formacién y crecimiento de las
colonias. Para ello, nos centramos en i) las caracteristicas compartidas por los biofilms microbianos y las colonias de
Microcystis; ii) el conocimiento actual sobre el proceso de formacidn de colonias; iii) la evidencia sobre la existencia de quorum
sensing en Microcystis y; iv) la informacion sobre el microbioma asociado a la colonia. En base al conocimiento existente y a la
informacién generada por este proyecto proponemos que los cambios morfolégicos, funcionales y de composicién del
microbioma que ocurren desde células individuales hasta colonias son consecuencia de interacciones bioldgicas y ecoldgicas
entre la cianobacteria y su microbioma. Una vez que las condiciones ambientales seleccionan a un ecotipo determinado de
Microcystis, comienza un proceso de reclutamiento de bacterias y establecimiento de un microbioma propio que es ecotipo-
especifico y determina en Gltima instancia el fenotipo del organismo generado (holobionte cianobacteria-microbioma).

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Ecologia / Ecologia microbiana
Palabras clave: Microcystis / mucilago / diversidad funcional /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Las cianobacterias del género Microcystis (orden Chroococcales) son parte del fitoplancton en ecosistemas de agua dulce y
salobre, donde pueden formar densas floraciones (Armitano et al., 2014; Bi et al., 2013). Son bacterias Gram-negativas que
pueden encontrarse como células individuales o en colonias flotando cerca de la superficie, alcanzando tamanos de colonia
que pueden detectarse a simple vista (cientos de micras) (Bordenstein and Theis, 2015). Las floraciones de Microcystis estdn
compuestas por una mezcla de poblaciones capaces de producir metabolitos secundarios llamados microcistinas (toxinas) que
son téxicas para los animales y los humanos y por poblaciones no téxicas. Se ha demostrado que la temperatura elevada del
agua (entre 25 y 30 °C) promueve el crecimiento de Microcystis tdxico, mientras que las poblaciones no téxicas parecen tener
menos tolerancia a las condiciones ambientales variables (Carrascal et al., 2021; Cook et al., 2020). Por lo tanto, es muy
probable que bajo el actual escenario de calentamiento climdtico y eutrofizacién mundial, predominen las floraciones de
cianobacterias que contienen un mayor porcentaje de Microcystis toxico (Davis et al., 2009; Kruk et al., 2023), lo que hace que
la comprensién de la biologia y ecologia de estos organismos sea relevante.

Hasta ahora, los estudios sobre la ecologia de Microcystis se han centrado en los determinantes de su crecimiento, toxicidad y
diversidad (Dick et al., 2021). Mds recientemente, se ha comenzado a incluir la estructura y funcién de su microbiomay su
papel en la supervivencia y aptitud de la cianobacteria (Gan et al., 2012; Herrera and Echeverri, 2021; Jackrel et al., 2019;
Jankowiak and Gobler, 2020). Sin embargo, no existe consenso sobre los mecanismos que determinan la produccién de
microcistinas, la densidad y persistencia de las floraciones o la estructura de la comunidad del microbioma. En este sentido, la
evidencia de los diferentes estudios es frecuentemente contradictoria, ya que algunos trabajos se basan en cultivos axénicos
de formas unicelulares (dificiles de encontrar en la naturaleza), otros en muestras ambientales y otros analizan y comparan
secuencias obtenidas ya sea de aislados, de ADN ambiental o de enriquecimientos provenientes de las flores, lo que dificulta
las generalizaciones. Otra posible explicacidn para las contradicciones es que los factores que impulsan la formacidn de
floraciones pueden estar desvinculados de los que impulsan la toxicidad, tal vez debido a complejas vias de regulacion
asociadas no solo a las cianobacterias, sino también a sus socios heterétrofos. En este proyecto se generé informacion para
llenar este vacio de conocimiento.

Microcystis spp. pertenece a un grupo filogenético de cianobacterias unicelulares y su capacidad para formar colonias suele
considerarse como una estrategia de agregacién ecoldgica para evitar la depredacién o protegerse de la radiacién
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ultravioleta, entre otras. En este contexto, la formacidn de colonias por parte de estos organismos se ha explicado ya sea por
division celular (el proceso bacteriano habitual para multiplicarse) o por adhesion celular (Le et al., 2022; Xiao et al., 2017). Sin
embargo, la evidencia genémica reciente sugiere que las colonias en Microcystis son el resultado de una expansién clonal mds
que de una agregacion celular (Carrascal et al., 2021). La visidn actual de la evoluciéon del organismo incorpora cada vez mds
el concepto de holobionte, que reconoce la aparicién generalizada de microbiomas asociados al huésped y hace énfasis en la
naturaleza multiespecifica del conjunto huésped-microbioma (Bordenstein and Theis, 2015). En el caso de Microcystis, el
organismo colonial estd compuesto de hecho por una miriada de especies bacterianas diferentes que interactian e
intercambian bienes comunes (nutrientes, gases, carbono, genes) dentro de la envoltura mucilaginosa de la cianobacteria, lo
gue le confiere una capacidad extremadamente alta para sobrevivir en diferentes condiciones ambientales. Por tanto, parece
sensato concluir que el organismo que llamamos Microcystis es en realidad un holobionte.

Si bien las interacciones entre Microcystis y su microbioma podrian implicar tanto cooperacién como competencia, la
evidencia sugiere que en general las relaciones son mutuamente beneficiosas. Entre las funciones del microbioma que se ha
visto que benefician a Microcystis se encuentra la fijacién de nitrégeno, que proporciona una ventaja en entornos limitados en
nitrégeno. Asimismo, se ha descrito que el microbioma puede desempenar un papel en la regulacién de la produccion de
microcistina o en la descomposicion de estas toxinas.

Aqui, nos centramos en i) las caracteristicas compartidas por las biopeliculas bacterianas y las colonias de Microcystis; ii) el
conocimiento actual sobre el proceso de formacion de colonias; iii) la evidencia sobre la existencia de quorum sensing (QS) en
Microcystis y; iv) la informacidn sobre la composicién de la comunidad y la funcidn de la microbiota asociada a la colonia; para
proponer que los cambios morfoldgicos, funcionales y de composicién del microbioma que ocurren desde células individuales
hasta colonias son consecuencia de interacciones biolégicas y ecoldgicas entre la cianobacteria y las bacterias heterétrofas.
Estas interacciones especificas y cuidadosamente reguladas son bidireccionales e inducen el desarrollo de una envoltura
mucilaginosa que albergard a la comunidad heterétrofa a través de un mecanismo similar a una biopelicula. Teniendo esto en
cuenta, en este proyecto nos aproximamos al proceso de ensamblaje del microbioma, evaluando cudles son las funciones
microbianas que caracterizan cada etapa de crecimiento colonial, para generar un modelo conceptual de emergencia y
decadencia del holobionte Microcystis.

Metodologia/Diseiio del estudio

Estrategia:

La estrategia del proyecto se centré en cuatro grandes pilares:

1) Andlisis de muestras de agua previamente obtenidas en el marco de proyectos y tesis doctorales, las cuales cuentan con
informacion exhaustiva de alta calidad y que ya ha sido publicada (Alcdntara et al., 2018; Kruk et al., 2021; Lepillanca et al.,,
2018; Martinez de la Escalera et al., 2017; Kruk et al., 2015).

2) Obtencion de nuevas muestras de ecosistemas ya conocidos en cuanto a la presencia de floraciones de Microcystis.

3) Particién de las muestras en distintas clases de tamafno, empleando mallas con distinto tamaio de poro, para poder
discriminar entre las distintas colonias, basdndonos en la informacién previamente generada que indica que existen tamanos
coloniales con mayor toxicidad. Los tamafnos fueron: menores a 20 micréometros (fraccion U), entre 20 y 60 micrometros
(fraccidon S), entre 60 y 150 micrémetros (fraccion M) y mayor a 150 micrémetros (L).

4) Metagendmica basada en secuenciacidn shotgun que evita los sesgos relacionados a la secuenciacion de amplicones.

En este proyecto se empled una aproximacion basada en muestras de campo tomadas de sitios con floraciones casi
permanentes de Microcystis, tales como el embalse de Salto Grande y las playas de Montevideo y San José, las que fueron
fraccionadas por tamafo (Deus Alvarez et al., 2020). Ademds, se emplearon muestras provenientes de nuestro banco de
muestras almacenadas a -80 °C.

Metodologia:

Obtencién de ADN y ARN- Se extrajo el ADN y el ARN total de cada fraccidn de acuerdo con los métodos aplicados en nuestro
laboratorio para una amplia diversidad de ecosistemas (Batani et al., 2016; Deus Alvarez et al., 2020; Martinez de la Escalera
et al., 2017; Piccini et al., 2006; Plata and Escalera, 2015; Soumastre et al., 2022). ELl ADN se empled para estudios de gPCR y
metagendémicos mediante secuenciacion shotgun. EL ARN se retrotranscribié a ADN copia (cDNA) empleando el kit PureLink TM
/ RNA MiniKit. ELl cDNA se empled para secuenciacion de amplicones del gen 16S.
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Andlisis de la estructura comunitaria del microbioma - Por un lado, se obtuvieron secuencias de amplicones del gen para el
ARNr 16S de cada tamano colonial (servicio Univ. de Minnesota). Las secuencias fueron analizadas mediante el paquete
bioinformdtico Dada2 (Callahan et al.,, 2016), determindndose las variantes de secuencia Unica (ASVs) para conocer la riqueza,
diversidad y estructura comunitaria de cada fraccién. Los datos obtenidos de la secuenciacién del cDNA se emplearon como
proxies de los taxones mds activos. Por tanto, las secuencias obtenidas del ADN gendémico para los estudios de estructura
comunitaria, mientras que las de cDNA se emplearon para determinar los grupos activos en cada tamano colonial y para
estudiar las funciones bacterianas predichas que se estimulan en el pasaje de un tamafo al siguiente (Picrust2 y Faprotax),
(Douglas et al., 2020; Louca et al., 2016). Esto nos permitié aproximarnos un poco mds a conocer qué grupos bacterianos estdn
mds activos en cada fraccién y cudles son las funciones mds relevantes en cada uno.

Por otro lado, se realizé una secuenciacién metagendmica (shotgun) para obtener informacién genémica independiente de la
amplificacion: se empled primeramente el equipo de secuenciacié masiva Ion GeneStudio S5 de la plataforma del IIBCE. Sin
embargo, dado que no se obtuvo informacién con la profundidad suficiente las muestras fueron enviadas a un servicio de
secuenciacion externo (BGI). Los datos obtenidos de la secuenciacidon se procesaron de acuerdo a lo descrito en (Vico et al.,
2020). Una vez seleccionados los reads de acuerdo a su calidad se anotaron empleando herramientas de libre acceso (Li et al.,
2016; van der Veen et al., 2014).

Dado que se propone que el mucilago es crucial en determinar la composicién de la comunidad bacteriana embebida en él, se
evalud la diversidad beta entre las distintas colonias (Baselga, 2010; Baselga and Orme, 2012). Esto nos permitié determinar
cudl es el rol del mucilago como estructurador/modelador de la comunidad.

Se estim¢ el biovolumen celular y del mucilago para cada fraccidn de tamano colonial usando para ello las mismas muestras
a las que se le extrajo el ADN, previamente fijadas con Lugol, y tefiidas con tinta china para visualizar el mucilago.

Toxicidad de las colonias del CMA - con el fin de conocer si las colonias de las distintas clases de tamano son tdxicas se
extrajo ARN de cada fraccidn segln la metodologia descrita en Deus (2018) y se aplicéd PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)
para cuantificar la abundancia de transcriptos de genes involucrados en la sintesis de microcistinas. Nuestro grupo de trabajo
tiene experiencia en la conservacion de muestras de estos organismos para su posterior extraccion de ARN y gPCR.

Andlisis de datos - la informacién obtenida de la secuenciacién metagenémica (genes predichos en las distintas categorias
funcionales, tales como metabolismo del carbono, degradacién de compuestos aromdticos, etc. y composicién de la comunidad
bacteriana) se analizé a la luz de la informacién adicional obtenida de cada muestra (abundancia de especies del CMA,
variables abidticas tales como temperatura, salinidad, concentracién de nutrientes, variables categoéricas tales como rangos
de tamano, presencia o ausencia de floracion, etc.).

Resultados, andlisis y discusién

Toxicidad y tamafo: Como se describe en Deus et al. (2020), la mayor abundancia de células téxicas y concentracién de
microcistina por célula se encontré en la fracciéon M, aunque las diferencias con el resto de las fracciones no fueron
significativas (Figura 1 del anexo).

Composicidn de la comunidad bacteriana especifica del tamano: después del procesamiento de las secuencias crudas (959.576
lecturas) se obtuvieron 652.748 lecturas, lo que correspondid a 2790 ASV que después del filtrado de calidad se redujeron a
1732. Todas las muestras alcanzaron la meseta en la curva de rarefaccion (Figura 2 del anexo). Los resultados de diversidad
alfa mostraron que la mayor riqueza se encontré en las fracciones mads pequefas (U y S), probablemente debido a que en esos
tamanos coloniales se estdn reclutando bacterias a partir de la comunidad acudtica (fraccidon U) para establecer un
microbioma inicial (fraccién S) cuya estructura se consolidard en estadios posteriores. No obstante, para los indices de
diversidad calculados (Shannon, 1-Simpson y equitacidn) no hubo diferencias entre fracciones (Figura 3 anexo).

Microcystis fue el género mds abundante en todas las muestras. Al excluirlo de los andlisis, los filos mds abundantes fueron
Proteobacteria y Bacteroidetes, seguidos de Cyanobacteria, Planctomycetes y Actinobacteria (Figura 4 del anexo). Se observo
que la abundancia de Proteobacteria (27% a 62%) era mayor en los tamaios coloniales mds grandes, mientras que la
tendencia fue opuesta para los Bacteroidetes (23% a 10%), Cianobacterias (12% a 4%), Planctomycetes (10% a 4%) y
Actinobacterias (12% a 7%). Dentro del filo Proteobacteria, la clase Alfa fue la dominante (14% a 33%), seguida por la clase
Beta (10% a 26%) y finalmente Gamma (2% a 14%). Con respecto a lo observado para el filo, se encontré el mismo patrdén
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(incremento en la abundancia relativa con el tamafo de la colonia) para Alfaproteobacteria (por ejemplo, género Roseomonas -
orden Acetobacterales- y Phenylobacterium -orden Caulobacterales-) y Gammaproteobacteria (género Silanimonas - orden
Xanthomonadales-). No fue asi para la clase Betaproteobacteria, que muestra su mayor abundancia en la fraccién S (con
algunos organismos sélo presentes en esta fraccién, como Rhodoferax, Sulfuricella y Sideroxydans), aunque hay
representantes de las familias Comamonadaceae, Nitrosomonadaceae y Sutterellaceae -todos miembros del orden
Burkholderiales- en todas las fracciones.

Bacterias activas en cada tamaiio colonial: el filo que mostré la mayor actividad fue el de las cianobacterias (47 % a 88 %)
debido al género Microcystis (35 % a 86 %), cuya actividad aumentd con el tamano de la colonia. Cuando se excluy6 del andlisis
a Microcystis, la actividad de las cianobacterias disminuyd considerablemente (14% a 33%) y en cambio fueron las
proteobacterias las que mostraron la mayor actividad (28% a 52%, con su mdaximo en la fraccidon M). Los filos con mayor
actividad fueron los mismos que presentan mayor abundancia (excepto Actinobacteria): Proteobacteria (28% a 52%),
Cianobacterias (14% a 33%), Bacteroidetes (20% a 9%) y Planctomycetes (14% a 5%). %).

Dentro de Proteobacteria, las Alfa (19% a 21%) y Beta (8% a 27%) fueron las clases mds activas, siendo su actividad similar en
todas las fracciones, La clase Alfa mostro diferencias en los drdenes que estaban mds activos en cada tamano: en la fraccién
U se destaco el orden Rhizobiales, en la fraccion S Acetobacterales (género Roseomonas), mientras que en las fracciones My L
se observo una mezcla de taxones no asignados a nivel de orden y Acetobacterales, Caulobacterales y Rhizobiales. La clase
Beta (orden Burkholderiales), fue mds activa en la fraccidn S principalmente debido a la familia Sutterellaceae (18%), seguida
de la fraccion M (24%) y la fraccidn L (19%) - donde la actividad se dividié entre Nitrosomonadaceae (género DSSD61),
Comamonadaceae (género Curvibacter) y familias Sutterellaceae-, y por Gltimo la fraccién U (8%). La clase Gamma presento
una baja actividad, presentando un mdximo de activdiad en la fraccién M debido a los 6rdenes Xanthomonadales (género
Silanimonas, 4%) y Pseudomonadales (género Pseudomonas, 2%).

Dentro de Bacteroidetes, para el ADNc se observd lo mismo que para el ADNg, con una actividad mdxima en la fraccién U
(20%) y minima en la fraccion G (9%).

En el caso del filo Cyanobacteria, quien mostré mayor actividad al excluir a Microcystis fue el género Pseudanabaena, con su
mayor actividad en la fraccion G (31%, con 10% en las demads fracciones). También se detectaron los géneros Cyanobiumy
Dolichospermum, mostrando el primero su mayor actividad en la fraccion U (5%) y el segundo en la fraccion S (6%).
Finalmente, el filo Planctomycetes debe su presencia principalmente a la familia Phycisphaeraceae, excepto en la fraccion U,
donde estuvo representado por una combinacién de las familias Phycisphaeraceae y Pirellulaceae.

Para resumir todos los resultados obtenidos se generd la Figura 5 del anexo, que muestra el principal taxdn presente y activo
en cada fraccién en relacién con algunas caracteristicas como el espesor del mucilago, el nimero de células por colonia 'y
copia de gen, expresion y concentracién de microcistina. Lo mds llamativo es que la mayoria de los taxones que estdn activos
(segun el cDNA) son diferentes a los que estdn presentes en la estructura comunitaria observada a partir del ADN genémico. Si
bien algunos géneros como Silanimonas y Roseomonas estuvieron presentes con un alto porcentaje en el microbioma
(asociados a las fracciones My L), estos no fueron tan activos, en cambio Pseudanabaena, Curvibacter y DSSDé1 mostraron
una actividad importante.

Cambios funcionales con el tamano: los datos obtenidos de la prediccién metagendmica realizada por Faprotax y Picrust2
(basados en cDNA) fueron contrastados con los datos proveniente de los metagenomas (basados en ADN gendmico). Se
compararon las abundancias de genes involucrados en distintas rutas metabdlicas entre los distintos tamafos y se observé
que, por ejemplo, en las fracciones Sy M las funciones relacionadas con la fotosintesis fueron las mds abundantes, mientras
que en la fraccion L la actividad de las cianobacterias disminuye notablemente.

Interesantemente, la actividad ureolitica (debida a la enzima ureasa) aumentéd mds de 200 veces entre la fraccion M (donde
era cercana a cero) y la L. En ecosistemas acudticos, la urea se origina tanto por el uso de fertilizantes nitrogenados como
por la degradacién de la materia orgdnica, especialmente de purinas, pirimidinas y arginina. La urea se ha relacionado con la
proliferacion de cianobacterias por ser una fuente de nitrégeno de fdcil asimilacion para aquellas que poseen la enzima
ureasa. Mds aun, se ha descrito que Microcystis es capaz de emplear a la urea presente en el agua como fuente de nitrégeno y
de carbono, incorporando el carbono por ej. en la sintesis de aminodcidos, incluyendo a la produccidon de microcistinas
(Krausfeldt et al., 2019). Las altas tasas de fotosintesis que tienen lugar durante una floracién reducen notablemente las
concentraciones de CO2 disuelto y aumentan el pH, lo que sugiere que las floraciones experimentan periodos de limitacién de
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CO2 (Paerl and Huisman, 2009). Se ha reportado que la incorporacién de carbono proveniente de la urea es mds alta a pH
mayores a la neutralidad, como el que se registra durante las floraciones (Krausfeldt et al., 2019). Por consiguiente, el aumento
de la actividad ureolitica en las colonias mds grandes sugiere que cuando la floracién estd avanzada se acumulan fuentes
orgdnicas de nitrégeno, probablemente debido al crecimiento del microbioma a expensas del carbono orgdnico que compone el
mucilago (azucares, ADN, proteinas), concomitante a la limitacién de CO2. La transicién de la fracciéon M (donde se acumula la
urea) a la L implica activacidn de metabolismos en el holobionte (microbioma + cianobacteria) que contribuyen tanto a la
degradacion de la urea como a la captacidon de Ny C provenientes de ésta. Esto seria consistente con la baja abundancia de
genes involucrados en la fotosintesis que se observé en dicha fraccion (proxy de baja actividad fotosintética).

Por otro lado, los genes involucrados en la fijacién de CO2 (reductive tricarboxylic acid) disminuyen en su proporcién hacia los
tamanos mayores, coincidiendo con la disminucién de las funciones fotosintéticas. Las vias para la fermentaciéon y la
fotoheretrofia, estdn aumentadas en la fraccién M, mientras que en la S se encontraron genes involucrados en la oxidacién del
metano y en la metilotrofia (metabolismo de compuestos con un solo dtomo de carbono). Estas funciones se vuelven
indetectables en las fracciones My L, probablemente debido a la ausencia de compuestos de un solo carbono y al aumento de
la disponibilidad de otras fuentes de carbono.

La evidencia parece indicar que a medida que las colonias progresan en su crecimiento (debido al crecimiento del biofilm)
hacia la fracciéon L, las funciones mds relevantes para el crecimiento del holobionte disminuyen, mientras que aumentan las
relacionadas con el metabolismo de compuestos acumulados en las fases anteriores y con la obtencidon de aquellos que se
vuelven limitantes.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados de este proyecto nos llevan a hipotetizar que la progresidn que lleva a la formacidn de floraciones de
Microcystis involucra el desarrollo de biofilms flotantes a partir de una o pocas células individuales con poco mucilago que
reclutan a su microbioma a partir de las bacterias presentes en el ambiente. Los mecanismos por los que ocurre dicho
reclutamiento no estdn aun dilucidados, pero es altamente probable que impliquen sefales quimicas en ambas direcciones. El
microbioma recientemente establecido induce la formacién de mucilago en Microcystis, aumentando el tamano de las colonias-
biofilms y estableciéndose asi un microbioma que determina que el biofilm madure (tamafo entre 60y 150 um). En esta etapa
es cuando se generan mds microcistinas. Posteriormente y como consecuencia de los cambios ocurridos en el microambiente
que constituye el biofilm, las colonias se vuelven mds grandes y se observan mds desestructuradas, con menor diversidad en
su microbioma, baja concentracién de microcistinas y con acumulacién de compuestos que dificultan la supervivencia del
holobionte. De esta fase se desprenden células que iniciardn nuevamente el ciclo de crecimiento del biofilm (Figura 6 del
Anexo). Si bien en una floracidn se pueden encontrar todas las distintas etapas de formacién y crecimiento del biofilm, algunas
pueden dominar sobre otras, lo que determinard en ultima instancia la toxicidad y duracién de la floracidon. Esto es relevante a
la hora de realizar muestreos en una floracidn, ya que si esto ocurre cuando predominan las etapas de colonias de tamano M
se detectardn mds microcistinas, mientras que si predomina la etapa L éstas pueden ser no detectables.

El microbioma de Microcystis puede influir por tanto en la calidad general del agua de los ecosistemas acudticos. Comprender
estas interacciones microbianas es esencial para gestionar y mitigar los impactos de las floraciones de Microcystis en la
calidad del agua.
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