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1. RESUMEN

Actualmente la creciente eutrofizacion de los sistemas acuaticos por efecto
del incremento de la poblacion, agricultura, mineria y aporte de nutrientes por
procesos asociados a la acuicultura, se han convertido en un fendbmeno frecuente
en lagos y reservorios, en muchas partes del mundo. Cuando los sistemas se
tornan eutroficos, la diversidad del fitoplancton disminuye, conduciendo a que
prevalezcan poblaciones dominantes de cianobacterias, sobre todo en areas con
altas temperaturas, condiciones de luz-energia constante y pH alto. El desarrollo
masivo de cianobacterias, capaces de producir potentes toxinas, genera graves
repercusiones en la salud publica, ecologia acuética y sanidad animal. Las
cianotoxinas se bioacumulan en invertebrados y vertebrados acuaticos,
principalmente en el zooplancton y en el higado de peces, lo que implica que hay
un considerable potencial para que los efectos toxicos se magnifiquen en la red
trofica.

El Embalse del Guajaro esta ubicado en el departamento del Atlantico,
Colombia, es el area de pesca mas grande de la zona y tiene un nivel de
eutrofizacion medio, debido a diferentes factores. Actualmente en él se
desarrollan sistemas de cultivos intensivos de peces y camarones, como parte del
Plan de Desarrollo Nacional, y los productos son comercializados en las
ciudades principales de la costa Atlantica colombiana. Por el hecho de tratarse de
una pesqueria monoespecifica, implica un riesgo mayor, debido a que los peces
pueden convertirse en un posible vector epidémico. Se propone entonces, la
caracterizacion de cianobacterias dominantes, productoras de cianotoxinas
presentes en el embalse, ya que este constituye un suministro de alimento para la
poblacion y por lo tanto se requiere identificar si existen factores de riesgos
asociados al consumo de peces de esta zona. Las mejores evidencias para
evaluar el potencial de las cianotoxinas sobre los organismos acuéticos provienen
de estudios controlados en laboratorios con exposicion de animales a

cianobacterias toxicas 0 a soluciones de cianotoxinas libres de células.
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2. INTRODUCCION.

El fendmeno de las floraciones de cianobacterias es mundial y Colombia no es la
excepcion. Actualmente, en el pais no existen reglamentaciones que se refieran a
la prevencion o a la gestion de las floraciones de cianobacterias. A los efectos de
comprender las causas del desarrollo de las floraciones de cianobacterias e
implementar medidas de gestion apropiadas es necesario el desarrollo de la

investigacion cientifica.

La mayor parte de las especies de cianobacterias deben ser combatidas en
estadios tempranos de su desarrollo ya que una vez establecidas, las medidas
correctivas, cuando son posibles, son de alto costo y de dificil implementacion
(Scheffer 1998). Para predecir y gestionar correctamente las floraciones de
cianobacterias es necesario entender cuéales son las condiciones particulares que
las favorecen en el ecosistema. Las cianobacterias son un grupo diverso de
organismos por lo que no pueden ser estudiadas como una Unica entidad ya que
presentan una alta diversidad de respuestas y efectos ambientales (Reynolds,
2006).

Las cianotoxinas producidas por cianobacterias, pertenecen a diversos grupos de
sustancias quimicas cada una de las cuales muestran mecanismos distintos de
toxicidad, algunas son neurotoxinas potentes otras con actividad primaria sobre
higado, y algunas con efectos gastrointestinales y de respuestas alérgicas [1].
Ciertas cianobacterias producen B-N-metilamino-L-alanina (BMAA) un aminoéacido
neurotdxico que es capaz de unirse a proteinas enddgenas y funcionar como una
toxina lenta, y de esta forma estar implicado en la etiologia de enfermedades
neurodegenerativas de latencia prolongada como el Alzheimer.

Si bien se han hecho avances importantes, ain no hay un método estandarizado y
rapido para detectar toxicidad. Por este motivo, son importantes las medidas



preventivas. Los géneros mas comunmente implicados en los incidentes de
envenenamiento en distintas partes del mundo son Microcystis, Anabaena, y
Aphanizomenon [2]. También han producido eventos de toxicidad en aguas
continentales, otros doce géneros de cianobacterias y uno de dinoflagelados. Con
frecuencia creciente se han verificado casos de intoxicaciones masivas como
consecuencia de la introduccién de las toxinas algales en la red de distribucién
urbana [3].

Las mejores evidencias para evaluar el potencial de las cianotoxinas sobre los
organismos acuaticos provienen de estudios controlados en laboratorios con
exposicion de animales a cianobacterias toéxicas 0 a soluciones de cianotoxinas
libres de células. Las microcistinas son hepatotoxicos especificos de mamiferos.
Luego de la exposicion aguda a altas dosis, ellos pueden causar la muerte por
hemorragia o falla hepética y pueden promover el crecimiento del higado y ciertos

tumores luego de la exposicidon cronica a bajas dosis.

Las grandes variaciones en las concentraciones de cianotoxinas regionales,
estacionales, espaciales y temporales indican que la prediccion o modelacion de
la ocurrencia de ciertas concentraciones de toxinas requiere un conocimiento
comprensivo del desarrollo de la poblacion (cepa) en diferentes ecosistemas
acuaticos, asi como la variabilidad de la cantidad de toxinas. Los estudios de
laboratorio de cepas puras de cianobacterias han hallado que los factores
ambientales pueden inducir a cambios en la toxicidad o en la concentracién de
toxinas por unidad de biomasa [4]. En lagos o rios, las toxinas liberadas desde las
células son rapidamente diluidas por la gran masa de agua, especialmente si se
produce una agitacién vigorosa por accion de los vientos o las corrientes. Sin
embargo, las concentraciones de toxinas liberadas al medio pueden ser mayores

en las floraciones envejecidas o en declinacion.



Las microcistinas que son las cianotoxinas del genero Microcistys (las cuales
pueden llegar a ser predominantes en embalses tropicales) pueden sufrir
degradacion fotoquimica lenta y procesos de isomerizacion con una velocidad de
reaccion que aumenta por la presencia de pigmentos celulares solubles en agua.
Una degradacion mas rapida bajo condiciones de radiacion solar se ha reportado
en presencia de sustancias himicas que podrian actuar como fotosensibilizantes

en concentraciones de 2-16 mg/L de carbon orgénico disuelto [5].

La sedimentacion de células vivas, no lisadas, por ejemplo en contacto con el
zooplancton o particulas fecales podrian llevar a la acumulacion y persistencia del
material toxico en los sedimentos. Estas células sedimentadas facilmente pueden
sufrir lisis por accién de las bacterias y protozoos del sedimento, liberando
rapidamente las toxinas. Ha sido reportado que las microtoxinas retenidas en las

células intactas en el sedimento pueden persistir por varios meses.

Resulta incierto los niveles de acumulacién de microxistina que serian necesarios
para poner en riesgo a los seres humanos, pero seguramente dependera de los
niveles de consumo y la severidad de las floraciones toxicas en las areas donde
se capturan los peces para consumo humano. Basado en esto se propone la
realizacion de la caracterizacion de cianotoxinas presentes en la estacion
piscicola de Repeldén ya que esto constituye un suministro de peces para la
poblacion aledafia y se considera de vital importancia mantener unas condiciones
adecuadas para el mantenimiento de los animales que en ella se cultivan y
garantizar que no haya riesgo en la salud publica, por consumos de peces

cultivados en esta zona [5].

Para lograr esto, se requiere la implementacion de sistemas de cultivos, bajo
condiciones contraladas de laboratorio, donde no solamente se realice el proceso
de identificacion, sino que ademas se realicen pruebas analiticas para la
caracterizacion de cianotoxinas producidas en estos sistemas y realizar
bioensayos para determinar grado de toxicidad y bioacumulacion a la que puedan

estar expuestos los peces en este sistema.



Los resultados obtenidos permitiran realizar procesos de monitoreo y control e
implementar sistemas de alarmas para evitar consumo de peces intoxicados que

puedan ocasionar danos en las poblaciones consumidoras.

2.1 Planteamiento del problema.

Las cianobacterias muestran una alta diversidad de géneros y especies mucho
mas cualquier otro grupo de bacterias. La caracterizacion de las comunidades
que conforman los blooms de cianobacterias sigue siendo un problematica debido
a que la taxonomia de ciertos géneros un no ha sido resuelta [5]. Factores
morfolégicos y morfométricos estan influenciados por las condiciones de
crecimiento, complicando aun mas la identificacion como consecuencia de la

diferenciacion de la expresion génica [6].

En el sistema lagunar el Gudjaro no existen estudios toxicolégicos que definan el
perfil de cianotoxinas a las cuales se ven expuestos los peces y otros organismos
que se desarrollan en este sistema. Es de mucha importancia realizar estudios
gue nos permitan dilucidar inicialmente el tipo de poblaciones de cianobacterias
dominante y determinar el tipo de toxinas y posibles analogos, dependiendo de las
condiciones ambientales y asi ayudar a evitar posibles eventos de intoxicacién en
la poblacion local asociadas al consumo de peces con contenido de cianotoxinas
en sus tejidos.

Es por esto que en este proyecto, se contemplan dos fases, con el fin de definir
gué tipo de toxinas son las predominantes en la estacién y jaulas flotantes, de
acuerdo a las variaciones climaticas de la zona, y una segunda fase incluira la
realizacion de pruebas de citotixicidad en linea celular de hepatocitos humanos
Hep G2, para determinar el tipo de riesgo a los cuales se exponen los

consumidores de la zona, al ser estos peces una fuente primaria de alimentacioén.



2.2 Justificacion

El enriquecimiento de nutrientes y el cambio climatico estan planteando una
nueva preocupacion cada vez mas importante: un aparente aumento de la
toxicidad de algunas floraciones de algas en lagos de agua dulce y estuarios de
todo el mundo, [6].

Debido a las fluctuaciones en los periodos de lluvia y sequia, cada vez mas
extensos en nuestro pais, se propone una extension en el periodo de
investigacion, programado para el 2015, debido a que durante la puesta en
marcha del proyecto, la época seca se extendid mas de lo previsto y no se
obtuvieron datos que permitieran ver cambios poblacionales en la época de lluvia,
no permitiendo reconocer cual seria el comportamiento toxicolégico asociado a
las variaciones climaticas y fisicoquimicas del sistema. Actualmente la creciente
eutrofizacion del complejo lagunar ElI Guajaro por efecto del incremento de la
poblacién, agricultura, mineria y aporte de nutrientes por procesos asociados a la
acuicultura, se han convertido en un fenédmeno frecuente que tornan al sistema a
condiciones como una disminucion en la diversidad del fitoplancton conduciendo a
gue prevalezcan poblaciones dominantes de cianobacterias, sobre todo por las
altas temperaturas, luz-energia constante y pH alto, incrementando la proporcion

de cepas de cianobacterias productoras de toxinas [7, 8].

Mientras algunos paises de la unién europea han puesto en marcha programas
nacionales o regionales sobre algas toxicas, en Latinoamérica el problema
continta siendo subestimado o ignorado y en Colombia la situacion no es distinta.
Por este motivo, son importantes las medidas preventivas, sin embargo, no
existen regulaciones formales sobre como responder a estos eventos y se debe

solicitar que se aumente la conciencia publica sobre estos temas.

El desarrollo masivo de microalgas y cianobacterias, capaces de producir

potentes toxinas, genera graves repercusiones en la salud publica, ecologia



acuatica y sanidad animal. Las intoxicaciones directas de animales a partir de
cianobacterias pueden ocurrir por dos vias de exposicion: a través del consumo
de células, (cianobacterias) desde el agua, o indirectamente a través del consumo
de otros animales que han acumulado las cianotoxinas a partir de su ingestion [7,
9]). Las cianotoxinas se bioacumulan en vertebrados e invertebrados acuéticos,
principalmente en el higado de peces y en el zooplancton, lo que implica que hay
un considerable potencial para que los efectos toxicos se magnifiguen en la

cadena acuatica.

Se ha establecido una Ingesta Diaria Tolerable (IDT) provisional de 0,04 ug/Kg/dia
de equivalentes de MC-LR y en relacidén con este valor guia, se considera que la
exposicion a microcistinas MC (toxinas de cianobacterias) por consumo de
alimentos puede ser del orden del 20%, una vez reconocida su bioacumulacion en
algunos tejidos de plantas, moluscos y pescados, ya que las cianobacterias son
un importante componente de la dieta de muchos peces ciclidos tropicales y
ciprinidos [11].

Son diversos los estudios de campo que demuestran la acumulacion de MC en
pescados, procedentes de lagos con floraciones de cianobacterias toxicas, incluso
en periodos de baja densidad fitoplancténica, pudiéndose alcanzar valores muy
préximos a la Ingesta Diaria Tolerable. Al ser los peces uno de los organismos
mas proclives a las intoxicaciones por MC y acumularlas, en los ultimos afios se
ha constatado un aumento considerable de las publicaciones cientificas sobre los
dafios fisiopatologicos inducidos por las mismas a nivel macroscoépico, histoldgico,
ultraestructural y metabdlico en peces, en funcidén de la especie piscicola, lo que
justifica su revision. Por todas estas razones, se sugiere el desarrollo de este
proyecto en la estacion piscicola, para determinar el grado de exposicion en la

cual se encuentran los peces que crecen en este sitio [10, 11,17].



2.3 Estado del arte.

Las cianotoxinas pertenecen a diversos grupos de sustancias quimicas cada una
de las cuales muestran mecanismos distintos de toxicidad, algunas son neuro
toxinas potentes, otras con actividad primaria sobre higado, y algunas con efectos
gastrointestinales y de respuestas alérgicas (Gupta et al.,, 2003, Mankiewicz J,
2001). Ciertas cianobacterias producen B-N-metilamino-L-alanina (BMAA) un
aminoacido neurotéxico que es capaz de unirse a proteinas enddégenas y
funcionar como una toxina lenta, y de esta forma estar implicado en la etiologia de
enfermedades neurodegenerativas de latencia prolongada como el Alzheimer.

Los géneros mas comunmente implicados en los incidentes de envenenamiento
en distintas partes del mundo son Microcystis, Anabaena, y Aphanizomenon
(Gupta et al.,, 2003) También han producido eventos de toxicidad en aguas
continentales, otros doce géneros de cianobacterias y uno de dinoflagelados. Con
frecuencia creciente se han verificado casos de intoxicaciones masivas como
consecuencia de la introduccion de las toxinas algales en la red de distribucion
urbana (Necchi et al., 1991).

Microcystis es el género que contienen una potente variedad de hepatotoxinas,
entre ellas las microcistinas de las cuales se han reportado mas de 75 variedades
y hay una limitada informacion acerca de su perfil toxicolégico (Moreno et al.,
2005, Li, Y et al., 2009). Muchos estudios han sido enfocados a determinar los
efectos agudos, subcronicos y crénicos de exposicién a microcistinas-LR, MC-LR
(Blaha et al., 2009; Gupta et al., 2003, Codd et al., 2005). El efecto agudo de MC-
LR puede ocasionar desorganizacion de la arquitectura hepética, rompimiento de
la estructura sinusoidal y acumulacion de sangre en higado, mientras que el efecto
cronico puede resultar en infiltracion de leucocitos mononucleares, degeneracion
hepatotoxica con necrosis, fibrosis progresiva (Li, Y et al., 2009, Hitzfeld et al.,
2000, Gupta et al., 2003).

Algunos sintomas pueden confundirse con los de enfermedades infecto-
contagiosas transmisibles por el agua y en adicion, la exposicion a cianotoxinas,

puede ocurrir por diferentes rutas incluyendo la oral, dermal e intravenosa (De



Magalhaes et al., 2001). En el medio rural se ha comprobado la muerte de
ganado, animales domésticos, aves y otros animales silvestres, en coincidencia

con densas floraciones téxicas (Tabla 1) (Blaha et al., 2009; Duy et al., 2000).

Lejos de tratarse de eventos ocasionales y aislados, se estima que iran en
aumento con la misma celeridad con que se incrementa el nUmero de ambientes
eutrofizados.

Mientras algunos paises de la union europea han puesto en marcha programas
nacionales o regionales sobre algas toxicas, en Latinoamérica el problema
continla siendo subestimado o ignorado. Si bien se han hecho avances
importantes, ain no hay un método estandarizado y r4pido para detectar toxicidad.
Por este motivo, son importantes las medidas preventivas. El conocimiento de las
toxinas de las cianobacterias es reciente. Entre las técnicas empleadas para su
aislamiento e identificacion se encuentran la HPLC, el analisis estereoquimico, la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Lawton y Codd 1991) y otras.
Estas técnicas son muy sofisticadas para un laboratorio standard. El tnico método
de rutina disponible para verificar la presencia de toxicidad es el bioensayo en
ratas mediante la inyeccion intraperitoneal del extracto obtenido de un cultivo
axénico o de una floracion natural (Sivonen et al. 1999), este, permite distinguir la
presencia de hepatotoxinas de las neurotoxinas y aun entre diferentes tipos de

neurotoxinas; sin embargo, no las detecta en concentraciones bajas.



Tabla 1. Ejemplo de intoxicaciones, en distintas especies por cianobacterias.

Lugar de  Especie Patologia Organismo Referencia
reporte afectada
Humano, Gomphosphaeria (Pizzolony
Neurotoxicidad Hechem
EEUU Perros Anabaena (1992)
flosaquae
Mahmood et
al., (1998).
Ovejas Microcystis Jackson et al.,
Australia Hepatotoxicidad aeruginosa (1984)
Aves Anabaena Pybusy
Canada acuaticas Neurotoxicidad  flosaquae Hobson (1986)
Truchas Enfermedad Microcystis sp. Bury et al.,
Escocia branquial, (1995)
microcistina
Humanos Intoxicacion Microcystis sp. Vasconcelos et
Portugal (mas de dos aguda (efecto al. (1993)
millones de  gastrointestinal)
personas)
Humanos Anabaena Beyruth et
Brasil Dermatitis y spiroides y al. (1992)
gastroenteritis Microcystis
aeruginosa
Noruega Gatos Hepatotoxicidad Microcystis Skulberg,
aeruginosa (1979)




Recientemente se han hecho avances importantes en técnicas inmunoenzimaticas
que permitirian detectar toxinas disueltas aun en bajas concentraciones en forma
relativamente rapida y estandarizada (Lawton y Codd 1991; Carmichael 1992,
Herrans et al., 2011). Se han utilizado muchas especies de zooplancton en
bioensayos para detectar la presencia de cianotoxinas y microcistinas (Kirivanta et
al., 1991), sin embargo, al compararlo con otros modelos, los resultados han sido
bastante dispares.

2.4 El embalse El Guajaro

Ubicado al sur del departamento del Atlantico, es el resultado de la unién de
diferentes lagunas naturales, y se cre6 con el fin de utilizar sus aguas para el riego
de los cultivos de la zona. Esta area cuenta con un clima tropical himedo y seco

presentando temperaturas de 28 a 30°C.

Tiene un area aproximada de 12.000 ha actualmente debido a problemas de
sedimentos y reduccion del espejo de agua por las actuales condiciones
climaticas, en él pescan diariamente mas de 2.500 pescadores que provienen de
los ocho municipios circundante, con mas de 250.000 habitantes y esta conectado
por el sur con el Canal del Dique, a través de un sistema de compuertas (Figura
1). En cuanto a la produccion pesquera el embalse ha sido intervenido por el
Estado a través de varias instituciones que han desarrollado alli programas de
repoblamiento pesquero usando especies nativas como Mugil spp. y exoéticas

como las tilapia roja y cachama, (Caraballo P. 2009).

Se presenta una inconsistencia en el manejo actual del embalse al insistir, por
presiones sociales, en repoblar un ecosistema con una especie invasiva, como la
tilapia, que tiene las condiciones bioldgicas para desplazar especies nativas. La
tilapia se ha consolidado en los dltimos quince afios como dominante del

ecosistema (Caraballo, P. 2009), lo que confirma su plasticidad adaptativa para



ocupar espacios con condiciones incluso de eutrofizacion y convertirse en un

posible vector de cianotoxinas, al ser la especie de mayor consumo.

Al realizar este proyecto podemos esperar identificar posibles riesgos de
intoxicacion de la comunidad, por consumo de peces en contacto con
cianobacterias las cuales generan como productos metabdlicos, sustancias toxicas
bioacumulables. La idea de trabajar con bioensayos de C. elegans, se debe a las
numerosas ventajas que este ofrece, entre ellas, la facilidad de analizar
sistematicamente los efectos mdltiples y toxicidades causadas por las
cianobacterias, en el comportamiento locomotor, reproduccion y vida util entre

otros.
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Figura 1. Ubicacion del embalse El Guajaro, Atlantico, Colombia



2.5 Marco teérico.

La mayoria de los casos de enfermedades humanas asociadas a las cianotoxinas
han sido estudiados retrospectivamente y raramente se dispone de datos
epidemioldgicos completos, especialmente relacionados con el numero de
organismos, tipo y concentracion de cianotoxinas (Azevedo S. 2002, Wiegand C,
Pflugmacher S. 2004). La evidencia epidemioldgica resulta de los estudios
realizados sobre poblaciones que han mostrado signos de intoxicacion atribuibles

a la presencia de cianotoxinas en fuentes de agua.

En la Tabla 2, se muestra la relaciébn entre la presencia de las principales
cianotoxinas con los érganos dianas tras una exposicion aguda. Cada vez es mas
evidente el numero de reportes de floraciones algales nocivas y es el esfuerzo de
atencion a estos fendmenos (Ott and Carmichael. 2006). En este momento, es
imposible controlar o predecir cuando y donde se presentara una floracion algal.
Por lo que debemos primero entender mejor la biologia y ecologia de los eventos

FAN, para poder crear soluciones con fines de control.

Los programas de monitoreo exitosos tienen como componente principal el
trabajar en equipos con agencias nacionales y departamentales e instituciones
educativas para inicialmente desarrollar nuevas tecnologias o en su defecto
estrategias que pueden ser empleada de manera rapida, para mitigar los efectos
de las floraciones algales y de esta forma desarrollar programas educativos y
capacitaciones entre los trabajadores de la industria de productos acuicola.



Tabla 2. Principales toxinas y sus organismos productores. Organo diana y dosis

letal 50 medida en ratones.

Tipo de cianobacteria  Grupo de Organo diana DLso
toxinas

Anabaena, Planktothrix, Saxitoxinas Sistema 10-30 ug/Kg

Cylindrospermopsis nervioso

Anabaena, Oscillatoria,  Microcistinas Higado 25>100 ug/Kg

Microcystis, Nostoc,

Woronichinia, ,

Planktothrix,

Aphanocapsa

Nodularia Nodularinas Higado 30-60 ug/Kg

Anabaena Anatoxinas Sistema 20-40 ug/Kg
nervioso

Anabaena, Cilindropermopsin  Compromiso 2.1 mg/Kg (24

Cylindrospermopsis,

as

multiorganico

(higado, rifion,

horas)

tracto 200 ug/Kg
Radhiopsis gastrointestinal, (5 a 6 dias)

bazo, corazon,

piel)
Lymgbya Lingbiatoxinas Gasto intestinal 250 ug/Kg
Phormidium Homoantotoxina  Neurotoxina 30-60 ug/Kg




Para resolver la falta de informacion con referencia a la caracterizacion de

cianotoxinas en la estacion piscicola de Repeldn, durante la época de lluvia se

requiere una extension del proyecto para:

>

3.

Desarrollar una identificacion de las comunidades de cianobacterias
presentes en el sistema.

Identificar posibles variaciones espaciales y temporales de las poblaciones
consideradas productoras de toxinas.

Caracterizar las cianotoxinas liberadas en el medio acuatico.

Relacionar la presencia de las poblaciones de cianobacterias con posibles
afectaciones en cuantos procesos biologicos en los peces cultivados, que
puedan afectar tanto las caracteristicas organolépticas, como
caracteristicas de tipo comercial (talla, peso, coloracién etc.).

Realizar estudio de manejo y control de floraciones de cianobacterias en el

sistema de cultivo.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las toxinas de las poblaciones de cianobacterias aisladas en los

estanques de cultivo de la estacion acuicola de Repeldn, y zonas aledafias a las
jaulas flotantes.OBJETIVOS ESPECIFICOS:

4.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar las cianobacterias existentes en la estacion piscicola de Repeldn y que son

de posible riesgo para los cultivos.

Cultivar e identificar taxonémica cepas puras de cianobacterias provenientes del

embalse.

Obtener diferentes extractos de las cianobacterias aisladas con solventes

organicos de diferentes polaridades.



Caracterizar los extractos mediante técnicas cromatograficas acopladas con

espectrometria de masas.

5. METODOLOGIA

5.1 Recoleccion de la muestra y aislamiento de cianobacterias

Muestras de aguas serdn colectadas en 7 sitios representativos del embalse El
Guajaro (Figura 2). Para la recoleccién, se obtendran muestras superficiales (1
metro de profundidad) con ayuda de una botella Van Dorm, almacenandolas en
recipientes de vidrio de 500 mL, de acuerdo con los métodos establecidos por
Standard Methods (APHA-AWWA-WPCF, 1998). Las muestras seran filtradas a
través de una malla con poros de 20 um, y almacenadas en botellas de polietileno,
cada muestra serd subdividida en dos partes para posteriores estudios.
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Figura 2. Puntos de muestreo en el embalse El Guajaro.

Una de las sub-muestra sera preservada con solucién de formaldehido al 5% a fin
de llevar la identificacién por medio de técnicas de microscopia.

Las muestras para cultivo, se almacenaran en botellas de polietileno y seran
trasferidos al laboratorio, refrigerado y en condiciones de oscuridad. Una vez en el
laboratorio las muestras preservadas y frescas seran examinadas usando un
microscopio invertido, complementado con microscopia electrénica de rastreo. La
identificacion de las cianobacterias se realizara siguiendo claves especificas de
Komarek y Anagnostidis (1999), Cyanoprocariotas (Chroococcales 1999,
Oscillatoriales 2005), y las establecidas por Bicudo y Menezes (2006), en las que

se tienen en cuenta las caracteristicas morfologicas de las células (colonial,



unicelular o filamentosa), la presencia o no de mucilago y de estructuras
especializadas (vesiculas de gas, aquinetos, heterocistes y necridios), la forma
celular (redonda, oval, alargada), color (verde-azul, verde oliva, rojo, amarillo,

marron) y tamafio celular (grande, mediano, pequefio).

5.2 Aislamiento de cultivos puros

Una vez en el laboratorio, se filtran 300 mL de agua con un filtro de 0,2 um,
Whatman GF/C y parte de los filtros serdn almacenados a -20°C (Kormas, K. et
al., 2011).

Para iniciar los cultivos, parte de los filtros se divide en tercios y se colocan en
medio BMW y se deja crecer durante quince dias. Las cepas son aisladas usando
el método tradicional ad hoc, el cual consiste en realizar diluciones seriadas,
centrifugaciones secuenciales, y rayados en platos de agar, hasta obtener las
cepas puras. Una vez la estirpe crece bien en medio agarizado se siembran esas
colonias en medio de cultivo liquido, en frascos de 150 cm® (los experimentos se
haran en aquellos cultivos donde solo se encuentre un morfotipo).

Los cultivos seran mantenidos en matraces con tapa ventilada, incubados a 20°C
con una irradiansa de +20 uM m™s™? provista por lamparas de luz blanca (con
fotoperiodo de 16/8 h) y aireacion. El estimado de biomasa se llevara a cabo
teniendo en cuenta el nUmero de campos contados de una camara de Neubauer
de 1/10mm de profundidad de acuerdo al método de Sournia (1978) todo por

triplicado.

5.3. Preparacion de extractos de cianobacterias

Para la preparacion de los extractos, se tomaran los medios de cultivo en fase
exponencial y se someteran a centrifugacion (3.000 rpm). Se utilizaran diferentes
fraccionamiento se realizara desde los solventes mas polares hasta menos

polares probando en agua, etanol y hexano. Cada extracto sera llevado a



sequedad y luego utilizado para preparar las soluciones que seran empleadas en

la caracterizaciéon mediante HPLC-Masas.

6. RESULTADOS

e Se seleccionaron 5 estaciones de muestreos en el embalse ElI Gudjaro,
basados en la distribucion de las jaulas flotantes, una muestra de la
compuerta Villa Rosa, con conexion al Canal del Dique y una muestra final
en la zona conocida como La Playa, donde se han reportado escaso
crecimiento de peces en jaulas asociado posiblemente a Cianobacterias
segun los pescadores artesanales locales. Dentro de la estacién se
tomaron muestras en la zona de almacenamiento de agua para los
estanques y en las piscinas donde se encuentra los padrotes de

reproduccion.

e Se realizaron cuatro salidas de campo con el objetivo de obtener las
muestras, basados en la metodologia propuesta y se obtuvieron datos in
situ de parametros fisicoquimicos de interés, para posteriormente simular

estas condiciones a nivel de laboratorio.



Figura 3. Toma de muestra superficial con Botella Van Dor.

Se procedio a estimular inicialmente el crecimiento en medio liquido generalizado
por 24 horas, y luego se disefi6 una mezcla de medio solido Agar-Agar con medio
liguido especial para cianobacterias BG-11. Este experimento se realiza con la
finalidad de estimular un crecimiento mayor en platos para posterior purificacion de
cepas.



Luego de 7 dias de crecimiento generalizado en platos, se ha procedido a realizar
repiques con el objetivo de seguir purificando cepas, hasta obtener especimenes

individuales y no colonias combinadas.

Figura 4. Sistema de crecimiento indiferenciado



Figura 5. Sistema de purificacion "at hot™ sembrado en platos y tubos.

Lo que se buscaba es establecer sistemas de cultivos axenicos, en fase
exponencial de crecimiento. La contaminacion podria llevar a la no caracterizacion
de las toxinas presentes o a falsos analogos de las mismas. Una vez lograda la
obtencion de monocultivos, se pas6 a masificar los cultivos llevandolos a

Erlenmeyer con volumenes de 250 ml (Figura 6).



Figura 6. Crecimiento de cepas puras en medio liquido BG-11.



Listado de especies cultivadas como monocultivo.

Hasta el momento se han logrado identificar 8 especies, sin embargo nos
encontramos aun en el proceso de reconocimiento de algunas especies, por lo
que se recurrird técnicas moleculares. Las especies aisladas y purificadas fueron

las siguientes:

Microcystis aeruginosa .
Microcystis flos-aquae
Chroococcus minutus
Aphanocapsa grevillei
Coelosphaerium kuetzingianum
Anabaena sp.

Anabaena aphanizomenoides

Cylindrospermopsis raciborrskii










CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta lo anterior, los organismos encontrados y las caracteristicas
que la literatura destaca en ellos y su adaptacion a la contaminacioén se observa lo
siguiente. El Embalse del Guajaro presenta los siguientes problemas: Descarga de
aguas servidas de los municipios y corregimientos circundantes, la disposicion de
basuras en el area de infl uencia. La caza y la pesca indiscriminada, el control de
insectos con agroquimicos, especialmente la descarga de plaguicidas
organoclorados, la deforestacion de las laderas aledafias al embalse. También
actian como fuente de contaminacion las aguas provenientes del Canal del Dique,
dado que llegan con un alto contenido de sélidos. La zona llamada “Las
Compuertas” al mantenerse cerrada altera la condicién natural del embalse, esto
impide el lavado de la sal acumulada, se corta el equilibrio biologico de las
especies migratorias y no se permite la salida de sedimentos. El arrastre de
sélidos provenientes de las canteras de material triturado, la falta de una

educacion ambiental en la comunidad, entre otros.

En la estacion La Pefa el promedio obtenido para el pardmetro de pH fue de 8,63,
para la temperatura el promedio fue de 34,03°C, el promedio de conductividad fue
de 1244,97 us/cm y el oxigeno disuelto es de 6,36 mg O2 /L. La estacién de
Rotinet presenta un promedio de pH de 8,02, la temperatura 32,430 C, la

conductividad 934,42 us/cm y el oxigeno disuelto 2,92 mg O2 /L.

La mayor proporcion de familias encontradas corresponde a Microcystaceae con

29 %, luego un 14,09 % Chroococcus y con un Oscillatoriaceae 6,6 %.

Aplicacion de los indices de diversidad de Shannon y Hill

Al aplicar los indices de diversidad de Shannon y Hill se queria establecer los
criterios de estructura y dominancia entre los cuerpos de agua del Departamento
se presenta como resultado una alta contaminacion y condiciones de dudosa
calidad con pocas diversidades de organismos y escasa heterogeneidad en su

presencia.
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