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1. INTRODUCCION
La ubicacion geografica en la zona ecuatorial, la presencia de areas localizadas en un amplio espectro de niveles
altitudinales y el régimen de lluvias han hecho que Colombia posea una de las mayores ofertas hidricas del planeta.
Sin embargo, esta oferta no esta distribuida homogéneamente en el territorio (Foro Consultivo Cientifico y

Tecnoldgico, 2012) y ha sido afectada negativamente como resultado del deterioro de la calidad del recurso.

El aumento de la poblacion y el modelo economico actual favorecen el crecimiento de los centros urbanos y en
consecuencia, el incremento de la demanda del recurso hidrico para consumo humano y para otros usos como la
generacion de energia eléctrica. Como respuesta a esta situacion se ha aumentado la construccion de embalses en las
ultimas décadas (Jenkins, 1976; Castro-Salazar & Cordero-Pinchansky, 2002; Echenique et al., 2014). La
transformacion de ambientes 16ticos a Iénticos y de terrestres a acuaticos puede conducir a modificaciones importantes

en las condiciones ambientales de las areas afectadas por estos proyectos (Roldan & Ramirez, 2008).

El crecimiento masivo de fitoplancton y especialmente de cianobacterias, se ha convertido gradualmente en uno de los
principales problemas ambientales en sistemas de almacenamiento de agua. Numerosos autores han encontrado una
relacion directa entre la eutrofizacion, el cambio climatico y la densidad de cianobacterias (Cavalcante et al., 2008;
Fernandes et al., 2009; Ferrari et al., 2011; Sinha et al., 2012; Reichwaldt & Ghadouani, 2012). A nivel ecosistémico
el crecimiento masivo de cianobacterias se ha asociado a factores como el clima luminico, la temperatura, la
estabilidad térmica de la columna de agua, el pH, la disponibilidad de nutrientes y la herbivoria (Codd et al., 2005;
Aubriot et al.,, 2009). No obstante, la dinamica de los florecimientos y las asociaciones de las especies son
frecuentemente dificiles de predecir y estan relacionadas con las condiciones ambientales locales (Palacio et al.,

2015).

Las cianobacterias son microorganismos Gram negativos, presentan una amplia distribucion geografica y ecologica y
pueden proliferar exitosamente en condiciones extremas. Como parte de su metabolismo secundario las cianobacterias
producen sustancias que pueden actuar como fotoprotectores, factores alelopaticos o como defensa contra los
depredadores (Van Wagoner et al., 2007). No obstante, estos metabolitos son también potentes neurotoxinas y

hepatotoxinas para animales y humanos.

De acuerdo con Humpage (2008), aproximadamente la mitad de los florecimientos de cianobacterias son
potencialmente toxicos. Aunque el problema asociado a las cianotoxinas se identifico hace mas de 130 afios (Francis,
1878), las estrategias de gestion todavia no logran predecir con fiabilidad la toxicidad de las floraciones debido a la
compleja interaccion de factores fisicos y quimicos que no so6lo afectan la produccion de toxinas dentro de las células,

sino también la sucesion de especies y de cepas toxicas y no toxicas (Reichwaldt & Ghadouani, 2012).



A pesar de que Dorr et al., (2010) sefialan que no existen antecedentes sobre la presencia de microcistinas en
Colombia, Bula (1985) describié un florecimiento de Anacystis cyanea (c.f. Microcystis aeruginosa) en la Ciénaga
Grande de Santa Marta , Escobar y Manjarres (1985) registraron en la Ciénaga San Rafael de Buenavista un
florecimiento de Microcystis aeruginosa 'y de Nostoc commune Nuevamente, en la Ciénaga Grande de Santa Marta se
registr6 la muerte de mas de 20 toneladas de peces asociada posiblemente a un florecimiento de cianobacterias
(Mancera y Vidal, 1994). En 10 humedales del altiplano cundiboyacense Vasquez et al., (2006) encontraron
dominancia de Microcystis spp. asociada a condiciones de eutrofia. En el antiguo delta del Rio Sinu, Galeano &
Villalobos (2010) reportaron gran abundancia de c.f. Planktolyngbya limnetica. Asi mismo, en el Rio Cesar, Rivera y
Gomez (2010) observaron dominancia de Phormidium sp., Oscillatoria sp. y Pseudanabaena sp. Se han registrado
eventos no publicados de crecimiento masivo de estos microorganismos en la fase temprana de embalses dominados

por Microcystis y Cylindrospermopsis (Codd et al., 2005).

El embalse Riogrande II abastece una de las plantas de tratamiento de agua potable del Valle de Aburra. La cuenca del
embalse presenta un alto nivel de intervencion antropica y sus aguas son receptoras de cargas importantes de residuos
de origen doméstico y agropecuario. El ingreso de fosforo (P) y de nitrogeno (N) a través de los principales tributarios
del embalse (rios Grande y Chico) ha contribuido significativamente al incremento del estado trofico del sistema y al
crecimiento masivo del fitoplancton (Correa, 2008; Palacio et al., 2015). Durante el florecimiento de cianobacterias
entre el 2006- 2007, Correa (2008) evidencio la presencia de microcistinas mediante pruebas de ELISA y ensayos de
toxicidad del agua y del extracto de cianobacterias con Daphnia pulex y ratones como modelos de estudio. De
acuerdo con Palacio ef al., (2015), en el embalse se identificaron 11 taxa de los 6rdenes Chroococales, Oscillatoriales
y Nostocales. Los géneros con mayor numero de taxa fueron Microcystis y Dolichospermum, responsables de formar
floraciones, potencialmente toxicas. Ademas, para los ocho géneros identificados en este embalse existen reportes de

produccion de cianotoxinas.

Es evidente la necesidad de determinar el riesgo asociado a la presencia de florecimientos de cianobacterias en el
embalse. Para ello, se debe generar conocimiento mediante técnicas moleculares, que permitan diferenciar cepas con
capacidad para producir toxinas mediante la evaluacion del operén mcy o el cluster del gen de microcistina sintetisaa,
que codifican para el complejo de las enzimas responsables de la biosintesis de la microcistina. En el presente trabajo,
se estableci6 la distribucion de las cianobacterias de los Ordenes Nostocales y Chroococcales en el embalse Riogrande
Il y se identificaron cianobacterias potencialmente toxicas. Asimismo, se cuantifico la expresion de microcistinas en
cepas toxicas a través de la aplicacion de la metodologia PCR en tiempo real, técnica que permite cuantificar el ARNm

de la microcistina en muestras con diferentes cianobacterias (Sipari et al., 2010)



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION
El embalse Riogrande II, ubicado en la parte central del departamento de Antioquia, es empleado como reservorio de
agua para potabilizacion y generacion de energia. Su cuenca se caracteriza por el uso indiscriminado de agroquimicos,
alta deforestacion para la expansion de la frontera agricola, ganaderia intensiva para la produccion de leche, industria
porcina, cultivos de tomate y papa, descarga de aguas residuales de los centros urbanos y disposicion inadecuada de
desechos solidos (Correa, 2008; Palacio et al., 2015). Sus principales tributarios (rios Grande y Chico) son receptores
de aguas ricas en nutrientes, materia organica y plaguicidas y como resultado se ha presentado un proceso de
eutrofizacion del sistema, que favorece el crecimiento de la biomasa de cianobacterias toxicas y desde el afio 2006 se
han observado florecimientos de estos microorganismos en el embalse. En ensayos con Daphnia pulex y cepas de
ratones C57BL/6, Correa (2008) encontrd una alta toxicidad de las aguas y extractos de cianobacterias procedentes de
Riogrande II. Herrera-Loaiza et al, (2015) detectaron concentraciones significativas de microcistinas LR. Palacio
(2014) y Palacio et al., (2015) identificaron 11 especies en la zona fotica del embalse, cuatro del orden Nostocales y

siete Chroococcales. Entre estas son potenciales productores de toxinas importantes Dolichospermum sp y Microcystis

Sp.

En los embalses de Colombia no se conocen los factores ambientales y mecanismos moleculares que pueden estar
mediando la expresion de genes toxicos en cianobacterias. En consecuencia, es importante avanzar en el conocimiento
de las condiciones que podrian estar favoreciendo dicha expresion en el embalse. En reservorios de agua para la
potabilizacion como Riogrande II, la presencia de cianobacterias potencialmente toxicas constituye un riesgo para la

salud de los usuarios del recurso (Hudnell, 2008).



3. MARCO TEORICO
Las cianobacterias, procariotas del dominio Bacteria, son microorganismos fotosintéticos oxigénicos y del tipo Gram
negativo (Mandigan et al., 2004). Su origen se remonta a unos 3500 millones de afios (Roset et al, 2001) y son
responsables de la formacion de la atmosfera oxigénica. Las cianobacterias poseen una gran adaptabilidad a
condiciones ambientales y en consecuencia, pueden ocupar habitats muy diversos y extremos. En los ecosistemas
limnéticos crecen preferentemente en rangos de pH entre 6 y 9 y temperaturas entre 15 y 30°C, proliferan a
elevadasaltas concentraciones de nitrogeno y fosforo (Mez et al., 1997; Ramirez et al., 2005). Altas densidades de
cianobacterias son responsables de caracteristicas organolépticas desagradables en el agua (Codd et al., 1999) y
adicionalmente, la colmatacion de los filtros de las plantas potabilizadoras se le atribuye en gran parte a estos
microorganismos (Pizzolon, 1996). Algunas especies pueden producir toxinas, que incluso en concentraciones muy

bajas pueden afectar procesos fisiologicos (Codd ef al., 1999).

En su ultima revision con enfoque polifasico, Komarek et al., (2014) describieron ocho (8) 6rdenes: Chroococcales,
Nostocales, Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, Pleurocapsales, Oscillatoriales y Chroococcidiopsidales:

Los dos primeros ordenes son los principales productores de toxinas.

El Orden Nostocales agrupa cianobacterias filamentosas, heterocitadas, uniseriadas o multiseriadas. Poseen tricomas
isopolares o heteropolares, sin o con ramificaciones falsas o verdaderas. Las Nostocales presentan una division celular
en un plano, siempre perpendicular al eje del tricoma y se reproducen mediante hormogonios o hormocitos. Los
tilacoides son algo helicoidales, se distribuyen irregularmente, en grupos en la periferia o en todo el volumen de la
célula vegetativa (Bonilla, 2009). Segun Kruk (2010), el orden Nostocales pertenece al grupo funcional III,
principalmente estrategas K, de gran tamafio y que crecen lentamente. Su alta relacion superficie/volumen les confiere
una mayor tolerancia a condiciones limitantes de luz, bajas tasas de hundimiento y un mejor acceso a los recursos. La
capacidad de fijar nitrégeno (Heterocito) y de formar estructuras de resistencia (acinetos), les confiere a algunas

cianobacterias una ventaja en ambientes con niveles bajos de nutrientes (ver Figura 1).

Figura 1. Morfologia caracteristica del Orden Nostocales (Palacio et a.l, 2015).



El Orden Chroococcales incluye cianobacterias que pueden tener talo unicelular o colonial, las colonias y algunos
individuos unicelulares presentan una envoltura mucilaginosa (ver Figura 2). Estos microorganismos se reproducen
por fision binaria o multiple, poseen division celular de uno a varios planos y tienen tilacoides dispuestos de diversas
formas, dependiendo del grupo (parietal, periférica, radial, dispersos en toda la célula; Bonilla, 2009). Kruk (2010)
clasifico al orden Chroococcales en el grupo funcional VII, estrategia K, colonias grandes con estructuras de
flotabilidad como mucilago, lipidos y aerétopos. Tienen la capacidad de permanecer en latencia en el sedimento
(Paerl, 1988; De Tezanos Pinto & Litchman, 2010; Sant’anna et al., 2006). El gran tamafio y volumen y la baja
relacion superficie/volumen hacen que las especies de éste grupo sean sensibles a la disponibilidad de recursos y

algunos géneros son potenciales productores de toxinas.

Figura 2. Morfologias caracteristica del Orden Chroococcales (Palacio et al., 2015).

A nivel mundial las evidencias del aumento de florecimientos nocivos de cianobacterias se han incrementado
considerablemente (O'Neil ef al., 2012). Los florecimientos afectan la sostenibilidad de los ecosistemas acuaticos e
implican riesgos potenciales para la salud humana a causa de las cianotoxinas (Hudnell, 2008). Existen numerosos
antecedentes de toxicidad en seres humanos , el primer reporte fue publicado por Francis (1878) en lagos australianos
y el incidente mas conocido se registroé en un centro de dialisis en Caruaru, Brasil, donde murieron mas de 70 personas

(Azevedo et al., 2002).

De acuerdo con Kaebernick & Neilan (2001), las cianotoxinas se clasifican en tres grandes grupos: ciclopéptidos
(Microcistinas 'y Nodularinas), alcaloides (Anatoxinas, Anatoxinas-A, Aplysiatoxinas, Cylindrospermopsinas,
Lyngbyantoxinas-a y Saxitoxinas) y lipopolisacaridos ( sustancias irritantes). Mientras las Chroococcales se
caracteriza por producir microcistinas, las Nostocales pueden producir tanto microcistinas como nodularinas,

anatoxinas-A, anatoxina-A (S), cylindrospermopsinas y saxitoxinas.
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Para diferenciar cepas de cianobacterias toxicas de no toxicas se emplean técnicas moleculares, que permiten detectar
el operon mcy o el cluster del gen de la microcistina sintetasa, que codifican para el complejo de enzimas responsables
de la biosintesis de la microcistina En la Figura 3 se muestra el cluster de genes mcy A-J y la construccién de la
cianotoxinas por los médulos péptidos y policétido sintetasa. El numero en los circulos indica el orden de los
aminodcidos incorporados a la cadena de péptidos (genes mcy A, B, C, EP, GP) y de los rectangulos el orden del
policétido sintetasa en la formacion del extremo Adda (mcy GK, EK, D). Este cluster de 55 kb incluye los genes péptido
sintetasa no ribosomal, policétido sSintetasa, gen mixto péptido sintetasa no ribosomal y policétido sintetasas y
enzimas sastre (Rantala, et al., 2004). Al realizar un analisis filogenético con las secuencias de biosintesis de los
genes mcyA, mcyD, mcyE y las secuencias housekeeping 16S rRNA y rpoC1, Rantala (2007) obtuvo arboles que
indican que los genes mcy han coevolucionado con genes housekeeping durante la evolucion de la microcistina.
Ademas, encontrd que la biosintesis de la microcistina es una via metabolica secundaria muy antigua presente desde el
ultimo ancestro comun de las cianobacterias, lo que indica, contrario a lo que se pensaba, que a través del tiempo

algunos linajes han perdido estos genes.
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Figura 3. Modelo propuesto por Kaebernick & Neilan (2001) para la biosintesis de Microcistina-LR.

La sensibilidad de las técnicas moleculares permite estudiar un grupo complejo como las cianobacterias que poseen
genomas que varian entre 1.4 y 9.1 Mbp en tamaiio, para los cuales el contenido C/G oscila entre un 31% a un 63%, el
numero de genes que codifican para proteinas varia de 1214 hasta 8446 y la proporcion de nucleétidos codificantes
entre un 52 a un 94% (Larsson et al., 2011). Las metodologias moleculares més utilizadas para evaluar el potencial
toxico de la microcistinas son la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), FISH, ELISA, PCR en tiempo real

(qPCR), Citometria de Flujo y Microarreglos ((Dziallas et al., 2011, Gan et a.l, 2009, Metcalf ef al., 2009, Rantala,
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2007, Sipari et al., 2010, Straub et al., 2011). Estas metodologias permiten estudiar los genes de la microcistina

sintetasa que se encuentran en el operoén mcy y son los responsables de la expresion de la microcistina.

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR es una técnica desarrollada por Mullis (1983), econémica y muy
eficiente para determinar la presencia de genes en una muestra. Esta técnica permite copiar y sintetizar grandes
cantidades de segmentos de ADN diana especificos. Rantala (2007) evalué cultivos de cianobacterias axénicos y
muestras de lagos en diferentes estados troficos, mediante el empleo de la PCR y primers construidos a partir de las
regiones conservadas de los genes mcyD (mcyD-F/R) and mcyE (mcyE-F2/R4). Metcalf et al., (2009) emplearon
también PCR para detectar el gen mcy y verificar el potencial toxico de las muestras de cianobacterias procedentes de

cultivos axénicos y de muestras ambientales.

El FISH o Hibridacion in situ fluorescente, utiliza sondas que emiten fluorescencia cuando se unen a segmentos diana
del cromosoma o el mRNA con un alto grado de complementariedad, es una técnica costosa, pero con una buena
resolucion. Esta técnica ha permitido la deteccion simultinea de multiples genes y el analisis cuantitativo de células
diana e imagenes de células vivas (Levsky & Singer, 2003), es muy utilizada para la identificacion, cuantificacion y
caracterizacion filogenética de poblaciones microbianas en ambientes complejos (Amann et al., 2008). Metcalf et al.
(2009) utilizaron esta técnica para detectar los genes de Microcistina y el potencial toxico de las muestras. Dziallas et
al. (2011) modificaron esta técnica en la llamada RING-FISH para determinar el potencial toxico y cuantificar la
expresion de los genes de la microcistina. GAN et al., (2009) analizaron la presencia de microcistina con FISH en

cultivos de cianobacterias.

ELISA, Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas, es una herramienta molecular rapida para la deteccion de
microcistinas en muestras de agua. La mas usada es la ELISA anti-MC-LR, que reconoce microcistinas con ayuda de
anticuerpos policlonales que tienen alta reactividad con las variantes MC-LR, MC-RR y MC-YR y baja con la
microcistina-L y microcistina-LA (Moreno ef al., 2011). Esta técnica detecta la toxina, pero no el potencial toxico de
las cianobacterias, ya que muchas cianobacterias pueden tener el gen mcy y no expresarlo (Roset et al, 2001).
Ademas, en una misma poblacion existen cepas productoras y no productoras de toxinas (Roset et al., 2001), por tanto,
se obtendria un falso negativo. GAN et al. (2009) utilizaron esta herramienta para discriminar entre cepas toxicas y no
toxicas, pero la técnica mas apropiada para verificar el potencial toxico es la PCR convencional para amplificar el gen

mcy (Metcalf et al., 2009) y Rantala, (2007).

La qPCR, PCR en tiempo real permite cuantificar fragmentos de acidos nucleicos a una alta velocidad, sensibilidad
y especificidad (Qiu et al, 2013). Esta técnica tiene un alto potencial para cuantificar la expresion ARNm de
cianotoxinas en muestras donde coexisten diferentes cianobacterias y permite analizar el nimero de copias del gen
mcy que se esta expresando (Sipari et al., 2010). Sipari et al. (2010) analizaron la transcripcion de toxinas de cepas

potencialmente toxicas de cultivos axénicos y muestras de un lago y cuantificaron el nimero de copias del gen mycE
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en Anabaena sp y en Microcystis sp. Rantala (2007) evaluo cultivos de cianobacterias axénicos y muestras naturales

mediante primers de las regiones conservadas de los genes mcyD (mcyD-F/R) y mcyE (mcyE-F2/R4).

La Citometria de Flujo (FCM) permite la discriminacion y cuantificacion rapida de células diana del fitoplancton en
muestras complejas, basada en la emision de auto-fluorescencia de los pigmentos intracelulares tales como clorofila y
ficobilina. (Zhou et al., 2012). Gan et al. (2009), realizaron una FCM después de hibridar una sonda que emitia
fluorescencia en presencia del gen mcy y obtuvieron un buen recuento y recuperacion de Microcystis sp toxicas en
relacion con las no toxicas. Esta herramienta es novedosa para la deteccion de cepas con el gen toxico, pero es costosa

como analisis de rutina en laboratorios que aun no la han estandarizado.

La técnica de Microarreglos permite una vision general de la expresion de células en un tiempo dado (Straub et al.,
2011) Se ha usado para observar cambios en la transcripcion de genes o para detectar ¢ identificar tipos de
cianobacterias blanco (Rantala, 2007). Straub et al. (2011), estudiaron la dinamica de la expresién génica en
Microcystis aeruginosa PCC 7806 durante un ciclo de luz y oscuridad con la metodologia de Microarreglos. En este
trabajo, la biosintesis (incremento de transcripcion) de metabolitos secundarios, como microcistinas, auroginosinas y
cyanopeptolinas, se presentan esencialmente durante el periodo de luz, sugiriendo que hacen parte del metabolismo
central diurno. Los microarreglos, al igual que la qPCR, permiten cuantificar la transcripcion mientras que la PCR
convencional permite hallar el potencial téoxico de las muestras. A través de todas estas técnicas es posible
correlacionar la distribucion de cianobacterias y la produccion de cianotoxinas en respuesta a variables ambientales en

un ecosistema acuatico y entender los factores que regulan esta expresion.

La funcion de las microcistinas en el metabolismo de las cianobacterias ha sido ampliamente estudiada. Se ha
encontrado que bajas concentraciones de hierro se correlacionan con el aumento de la produccion de cianotoxinas
(Nellan ef al., 2013). Altas intensidades luminicas aumentan el consumo celular de hierro y esto se ha relacionado con
una mayor producciéon de toxinas. Otros estudios indican que a menor concentracion de hierro, que implica
crecimiento celular lento, se presenta mayor cantidad de microcistina (Utkilen & Gjolme, 1995; Lukac &Aegerter,
1993). Un aumento pequeiio del fosforo puede afectar el crecimiento de las cianobacterias y la produccion de toxinas
(Kaebernick & Neilan, 2001). Se ha encontrado un decrecimiento en la produccion de microcistina en Anabaena,
Microcystis y Oscillatoria, anatoxina-a en Aphanizomenon y nodularina en Nodularia a bajas concentraciones de
fosforo (Sivonen & Jones, 1999; Nellan et al., 2013). En ambientes pobres en nitrogeno los géneros Anabaena,
Aphanizomenon, Nodularia y Cylindrospermopsis presentan altos niveles de microcistinas, anatoxina-a y nodularina
(Rapala et al.,1993; Rapala et al, 1997; Lehtimaeki et al., 1997; Saker et al,1999). En contraste, cepas de
Oscillatoria y Microcystis, no fijadoras de nitrogeno, presentan altos niveles de cianotoxinas en presencia de altas

concentraciones de nitrogeno (Sivonen & Jones, 1999).
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Las concentraciones de Microcistina y Nodularina, en estudios con Anabaena, Microcystis y Nodularia, fueron
mayores entre 18 y 25°C (Sivonen & Jones, 1999). Las mayores concentraciones de toxinas se han reportado, cuando
el crecimiento celular es optimo. Esto refleja una relacion directa entre la tasa de produccion de toxinas y el
crecimiento celular (Oh et al., 2000; Orr & Jones, 1998). Straub et al. (2011), al estudiar la dindmica de la expresion
génica en Microcystis aeruginosa PCC 7806 durante un ciclo de luz y oscuridad con la metodologia de Microarreglos,
encontraron que la biosintesis (incremento de transcripcion) de metabolitos secundarios, como microcistinas,
auroginosinas y cyanopeptolinas, se presentan esencialmente durante el periodo de luz, sugiriendo que hacen parte del
metabolismo central diurno. En una revision sobre el tema, Kaebernick & Neilan (2001) concluyeron que
microcistina posee una alta afinidad con el hierro y propiedades sideréforas. Adicionalmente, el extremo Adda (C20
amino acid; 3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-decadienoic acid) de la toxina se puede unir a los
tilacoides y atraer los metales desde el citoplasma (Figura 3). Kaebernick & Neilan (2001) afirman que un aumento
de la transcripcion de los genes implicados en la produccion de la toxina, principalmente en el gen mcy, se presenta a
niveles altos de intensidad luminica y bajas concentraciones de hierro. Toda esta informacién apunta a que los
florecimientos (blooms) de cianobacterias potencialmente toxicas son eventos complejos que no son causados por una

variable ambiental sino por la participacion de multiples factores que ocurren simultaneamente (O Neil et al., 2012).
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4. ANTECEDENTES

En general los embalses en Colombia estan destinados a la generacion de energia hidroeléctrica y/o al almacenamiento
de agua para la potabilizacion. Las areas de los embalses varian entre 0.2 y 74 km? y su ubicacion entre los 70 y 3000
m.s.n.m. (Roldan & Ramirez, 2008). En el embalse Riogrande II predomino Radiocystis sp. sobre M. wesenbergii y se
encontr6 toxicidad de extractos mediante ensayos con Daphnia pulex, ratones y la técnica ELISA (Correa, 2008). Estas
dos cianobacterias, junto con M. aeruginosa, M. protocystis y Anabaena sp., detectadas también en el embalse son
productoras potenciales de microcistinas. Rodriguez (2011) identificd representantes de los 6rdenes Chroococcales,
Oscillatoriales y Nostocales en este embalse. Adicionalmente, logro aislar y cultivar cianobacterias picoplanctonicas
como Cyanobium sp., Synechocystis sp., Aphanocapsa sp. y Pseudanabaena mucicola, algunas potenciales productoras
de toxinas. Palacio (2014) y Palacio et al., (2015) identificaron 11 taxa de cianobacterias en el embalse pertenecientes a
cinco familias del orden Chroococcales (Merismopediaceae, Microcystaceae, Synechococcaceae), de la familia
Pseudanabaenaceae del orden Oscillatoriales de la familia Nostocaceae del orden Nostocales. Los géneros con mayor
numero de especies fueron Microcystis y Dolichospermum, conocidos por ser responsables de floraciones con potencial
toxico.

Por medio de PCR y Electroforeseis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion (DGGE) y a partir de la amplificacion
de secuencias de los genes mcyA y mcyE en muestras de agua procedentes del embalse Riogrande II, Hurtado-Alarcén
y Polania-Vorenberg (2014) encontraron toxicidad para Microcystis sp. Herrera et al., (2015) reportaron la presencia
de microcistina-LR en muestras de agua del embalse Riogrande II por medio de la cuantificacion por Cromatografia

Liquida de Alta Presion (HPLC). Obteniendo una concentraciéon maxima de toxina de 538 pg/g.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Presentan las cianobacterias Nostocales y Chroococcales del embalse Riogrande II el gen de toxicidad?

6. HIPOTESIS
Dado que en el embalse Riogrande II se presentan condiciones ambientales favorables para el crecimiento de

cianobacterias, entonces se espera que en este embalse se encuentren cepas portadoras del gen mcy

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar el potencial toxico de las cianobacterias en el embalse Riogrande Il mediante la deteccion del gen mcy

7.2 Objetivos especificos
» Establecer la biomasa de cianobacterias Nostocales y Chroococcales en tres estaciones del embalse Riogrande
II durante cuatro muestreos.
* Estandarizar la metodologia PCR para la deteccion del gen mcy en muestras de agua del embalse Riogrande II.
* Determinar diferencias espaciales y temporales en la presencia de cepas portadoras del gen mcy y su relacion

con las condiciones ambientales.
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8. METODOS

8.1 Area de estudio y estaciones de muestreo.

El embalse Rio Grande II se construy6 entre 1986 y 1988, se ubica a 2270 msnm en la parte central del departamento
de Antioquia, Colombia y en la subcuenca del Rio Grande entre los 6° 28’ y 6° 33° Norte y los 75° 27 y 75° 33’ Oeste
(Figura 4). El embalse presenta un area superficial de 1200 ha, un volumen de 220 hm’, una profundidad promedio de
37.9 m y una longitud maxima de 10 km. El embalse regula las aguas de los rios Chico y Grande vy tiene una cuenca
de drenaje de 1.041 km® En el area del embalse se presentan un régimen climético bimodal con dos periodos de
lluvias de abril a junio y de septiembre a noviembre, el resto del afio es seco (EPM, 2006). La precipitacion anual en la

cuenca oscila entre 1.800 y 3.000 mm (EPM, 2005).

En las cuencas de los tributarios se usan indiscriminadamente agroquimicos, en areas destinadas a la ganaderia de
leche, industria porcina, cultivos de tomate y papa, descarga de aguas residuales de los centros urbanos y disposicion
inadecuada de desechos so6lidos (Correa, 2008; Palacio et al., 2015). La pesca de la especie Brycon henni o sabaleta se
ha convertido en otro uso importante para el embalse. Riogrande II es un embalse multiproposito que surte de agua a
la planta de potabilizacion Manantiales, que provee de agua al.4 millones de habitantes (Palacio et al., 2015) y

alimenta la generacion de las centrales Tasajera y Niquia.
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Figura 4. Ubicacion del embalse Riogrande II en el departamento de Antioquia (Colombia) (Vahos et al., 2011).

Las estaciones de muestreo se localizaron en los sitios definidos en el Proyecto de investigacion “Limnoecologia,

bioquimica y toxicidad de cianobacterias en tres embalses de Empresas Publicas de Medellin” ( Figura 5y Tabla 1).
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Figura. 5 Ubicacion de las estaciones de muestreo (Elaborado por Sara Correa)

Tabla 1. Localizacion de las estaciones de muestreo

Estacion Latitud (N) | Longitud (W) Descripcion

1 6°30'34.128" | 75°30'23.648" | Zona media del brazo de rio Chico en la confluencia
de la quebrada Yerbabuena y el rio Chico

2 6°30'4.997" 75°27'41.9" Brazo quebrada Las Animas, cercana a la torre de
captacion
3 6°31'42.523" | 75°27'47.303" Parte media brazo rio Grande

8.2 Metodologia de campo

En total se realizaron cuatro muestreos en cada una de las estaciones, con el fin de evaluar las condiciones
fisicoquimicas y las caracteristicas de las cianobacterias (Tabla 2). En cada estacion se realizaron perfiles in situ con
un perfilador CTD SBE-25 (Sea-Bird Electronics, 2013), con capacidad para medir temperatura (°C), oxigeno disuelto
(mg/L), pH (Unidades de pH), conductividad eléctrica(S/m), potencial redox (mV), tramitancia (%) y turbiedad (NTU
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) (Figura 6). La informacion sobre el volumen y el nivel de llenado (%) del embalse, sobre la variacion multianual en

el nivel del embalse entre 1992 y 2015 fue suministrada por Empresas Publicas de Medellin (EPM).

Como el procedimiento de cuantificacion de la densidad y biomasa del fitoplancton demanda gran cantidad de tiempo,
personal calificado y es costoso (Palacio, 2014), la cuantificacion de un pigmento fotosintético presente en todas las
espcies de algas como la clorofila a puede ser un evaluador rapido de la biomasa algal (Manzi & Rodrigues, 2003;
Andrinolo et al., 2009; Rivera & Gomez, 2010; Hernandez et al., 2011). En consecuencia, se empled un -Fluorémetro
Fluoro Probe bbe (Figura 6) con factor de correccion MODC integrado para la correccion de sustancias amarillas
(sustancias organicas disueltas) y la compensacion de las interferencias por la radiacion UV-LED y una resolucion de
0,01 pg chl-a/L. Este equipo permite diferenciar cuatro grupos espectrales algales (Chlorophyta, Cyanobacteria
Bacillariophyta/Dinophyta, y Criptophyta) en la columna de agua, basados en los distintos patrones de emision de
fluorescencia luego de la excitacion a seis longitudes de onda (370nm, 470nm, 525nm, 570nm, 590nm y 610nm),

determinadas por la composicion de sus pigmentos antena. Este equipo mide temperatura de cero a 40 °C, tramitancia

de cero a 100% y clorofila de 0 a 200 pug/l. (Gregor & Marsalek, 2004).

Tabla 2. Fechas muestreos

Fecha
Muestreo
1 5 diciembre de 2014
2 27 de marzo de 2015
3 30 de abril de 2015
4 11 de mayo de 2015

Figura 6. Perfilador CTD (A) y fluorometro Fluoro Probe bbe (B) para el levantamiento de informacion de
campo.
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8.3 Toma y tratamiento de muestras de agua

Las muestras de agua fueron tomadas mediante una botella Van Dorn a la profundidad que en la zona fética mostro la
mayor concentracion de clorofila del grupo espectral azul (entre los 0.1 y 2 m) . El agua se almacend y preservé segun
los requerimientos especificos para cada variable de acuerdo a APHA-AWWA-WPCF (2012) hasta su posterior
analisis en el del Grupo GAIA de la Universidad de Antioquia. Mientras las muestras para los analisis de fosforo total
y nitrogeno Kjeldahl se fijaron con 4cido sulfurico, para los analisis de hierro y manganeso el agua se fijo con acido
nitrico. Las muestras para el analisis de ortofosfatos se conservaron en refrigeracion. Adicionalmente, se analizaron
nitrogeno total disuelto, nitrogeno organico total disuelto, nitritos, nitratos y amonio por cromatografia idnica
METROHM IC 850 en el laboratorio de calidad de aguas de EPM. Los métodos de analisis que se emplearon para los

parametros fisicoquimicos se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Métodos usados para el analisis de variables fisicoquimicas en agua.

Variable Unidades Método Referencia
Fésforo total mgP/L Colorimétrico — SM 4500-P-E
acido ascorbico
Ortofosfatos mgP-PO,/L Colorimétrico SM-4500-P-E
Hierro mgFe/L Absorcion atomica SM-3111-B
Nltrogeno_ organico total meN/L Cror.n,atf)graﬁa ASTM D 5176-9
disuelto 10nica
Nitratos meN-NOy/L Cror.n,atf)graﬁa SM 4110 B
ionica
Nitritos mg N-NO,/L Colorimétrico SM 4500-NO,-B
Nitrégeno amoniacal N-NH, /L Crorir:,)all;c]f)cgaraﬁa SM4110B

8.4 Determinacion del potencial téoxico de cianobacterias.

8.4.1 Determinacion del potencial toxico:

En las tres estaciones se colectaron muestras de agua con una botella Van Dorn a la profundidad dentro de la zona
fotica con mayor concentracion de clorofila del grupo espectral azul (entre los 0.1 y 2 m). Para la determinacion del
potencial toxico, las muestras se conservaron en recipientes tapa azul entre 4 y 8°C. En el laboratorio se filtraron 100

ml de agua a través de filtros de policarbonato de 0.45 um y el material se almacen6 en nitrogeno liquido (-195,8°C).

Las muestras, previamente filtradas y conservadas en nitrogeno liquido, fueron procesadas con el kit comercial
PowerWater® DNA isolation (MO-Bio). Para amplificar la region del ADN perteneciente al gen de cianotoxinas mcy,
se emplearon primers especificos para microcistinas (Tabla 4). A 30ul de reaccion (15ul de PCR MasterMaster Mix
(2X) Thermo Scientific, 3 ul del Forward y Reverse, 0.039 ul de BSA, 4 ul de DNA y 6.76 ul de H,O para PCR) se
aplico la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un termociclador MultiGene OptiMax (120V Labnet). Para la

PCR se preincubaron los 30 pl de reaccion 94°C durante 10 minutos, luego fueron sometidos a 35 ciclos de
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amplificacion alternados con 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C y 30 segundos de amplificacion a la

temperatura estandarizada para cada primer (Tabla 12)

8.4.2 Verificacion de la extraccion de ADN.

Para la verificacion de la extraccion de ADN se emple6 una camara de electroforesis Labnet con un tamafio de gel de
7x10 cm. Para la preparacion del gel se agregaron 60 ml de agar al 2% a la camara de electroforesis y se dejo en
reposo hasta la solidificacion. Posteriormente, se sembrd la muestra extraida con el kit PowerWater® DNA isolation y
se sometié a un Voltaje de corrido de 90 voltios, una intensidad de corriente eléctrica de 800 mA y una potencia de
200 Watt durante 30 minutos y con una solucion de corrido de TBE. Para la tincion del DNA se emple6 Bromuro de

Etidio al 5% y las bandas se observaron con una camara de luz UV Spectroline modelo TD-2110E.

8.4.3 Diseiio y chequeo de los primers

Dos de los cinco primers utilizados para la amplificacion del gen de toxicidad mcy, fueron construidos en el
laboratorio del grupo GAIA con el acompafiamiento de profesor Carlos Muskus del grupo PECET de la Universidad
de Antioquia. Para el disefio de los primers se buscaron las secuencias de interés del operon mcy en el GENBANK o

en NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/ :Luego se guardaron las secuencias fasta y se exportaron al programa

Clustal OMEGA: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, donde se alinearon todas las secuencias del operon mcy

seleccionadas. En la opcion “Result summary” se eligié Jalview para visualizar las secuencias y encontrar las regiones
menos variables. Las regiones que cumplieron este requisito fueron exportadas al programa PRIMERPLUS:

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi y se analizaron con las opciones: Pick left primer y

pick right primer. Finalmente, se evaludé en cada primer la posicion, longitud, Tm entre el Forward y el Reverse (la
diferencia no puede alcanzar 1°C) y contenido de GC (la diferencia entre el Reverse y Forward no puede ser mayor al

5%).

Luego de la construccion de los primers se seleccionaron los oligos Forward y Reverse de interés, con el fin de
verificar su selectividad y funcionalidad. Para este fin, se ingres6 a la pagina web BLAST:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome y en el buscador se pegaron las

secuencias Forward y Reverse de la siguiente manera: FORWARDnnnnnnnnnnREVERSE

Entre las opciones de busqueda se seleccionaron Somewhat (Blast n), Word Size # 11 (para sondas pequefias
seleccionar # 7) y Expect Thereshold # 100 o # 1000, con el fin de analizar la selectividad y sensibilidad de los oligos
con el gen blanco (gen mcy) para Microcystis sp 'y Dolichospermum sp. Luego del analisis de selectividad, se ingresé

a la pagina web de OligoAnalyzer 3.1: https://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ y en el

buscador se ubicaron las secuencias Forward de interés y se seleccionaron las opciones Hairpin, Self-Dimer y
HeteroDimer. Al analizar el AG, se escogieron los oligos que tenian valores mayores a -7 Kcal/mol. Finalmente, en el

buscador se ubico la secuencia Reverse de interés y se tomaron las opciones Hairpin, Self-Dimer y HeteroDimer.

21



Cada primer se selecciono segun la especificidad o el analisis de selectividad con la secuencia blanco, gen mcyFE, en la
base de datos BLAST y seleccion de secuencias con mayor Score para unirse al gen mcyE. También se tuvo en
consideracion la efectividad o generacion de horquilla (plegamiento de la secuencia), autodimeros o unién entre los
mismo primers y heterodimeros o union entre el primer Reverse y el primer Forward. Para este criterio se aceptaron

los primers con un AG mayor a -7 Kcal/mol.
8.4.4 Verificacion de la amplificacion de primers.

Para la verificacion de la amplificacion de los primers se empled la camara de electroforesis descrita anteriormente.
Para la preparacion del gel se agregaron 60 ml de agar al 3% a la camara de electroforesis y se dejo en reposo hasta la
solidificacion. Posteriormente, se sembraron las muestras amplificadas. Se usé un marcador de peso molecular Bioline
y se sometio a un voltaje de corrido de 80 voltios, una intensidad de corriente eléctrica de 800 mA y una potencia de
200 Watt durante 51 minutos y con una solucion de corrido de TBE. Para la tincion del DNA se utilizé bromuro de

edio al 5% y las bandas se observaron con una camara de luz UV Spectroline modelo TD-2110E.

Algunos de los primers fueron disefiados en el laboratorio GAIA y otros se seleccionaron a partir de la informacion
bibliografica (Valério et al., 2010., Fortin et al., 2010., Sipari et al., 2010., Qiu et al., 2013). Aunque inicialmente se
consideraron los primers empleados por Hurtado (2014), posteriormente fueron descartados debido a que no

cumplieron con los criterios de especificidad y efectividad definidos en este estudio.

8.5 Abundancia de cianobacterias nostocales y chroococcales

Para los analisis cualitativos y cuantitativos de las cianobacterias se siguio la metodologia aplicada por Palacio et al.,
(2015). Las muestras se fijaron con Etanol al 96% y PBS 1X, luego se sedimentaron con Lugol, se llevaron a una
camara Sedgwick-Rafter y se cuantifico la densidad a través de la observacion en un microscopio invertido (Leica
DMIN) a 400X. Mediante el empleo del método de campos aleatorios, se contaron 100 individuos (colonias o
filamentos) del taxon mas abundante y a bajas densidades se observaron 60 campos. El volumen celular medio de las
cianobacterias se calculd a partir de las dimensiones de al menos 30 células o individuos de cada taxdn, seleccionados
aleatoriamente. La biomasa total de cada taxén se obtuvo como el producto de la densidad absoluta (ind/mL), el

numero medio de células de las colonias o filamentos y el biovolumen celular medio (Palacio et al., 2015).
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Tabla 4. Primers para la deteccion del gen mcy en Microcystis sp y en Dolichospermum sp.

TAMANO DEL

PRODUCTO DE NCBI BLAST
FUENTE PRIMERS ,
AMPLIFICACION (SELECTIVIDAD DEL PRIMER)
(pb)
(Fortin et al., F: 5>-TGGGGATGGACTCTCTCACTTC -3, 107 Microcystis, Anabaena 'y
2010) R: 5'-GGCTTCAACATTCGGAAAACG-3'". Thermocrinis albus
(Fortin et al., F: 5>-TACGGGAGTAACTTTCGGCTCA-3’, 129 Microcystis (mcyD), Paenibacillus sp,
2010) R: 5'-ACAAGCATCTAACATAGCGGGA-3’ Wolbachia sp
Anabaena (mcyE),
(Sipari et al., F: 5°>-CTAGAGTAGTCACTCACGTC-3’, 127 Aliivibrio salmonicida (Agua marina), Liberibacter
2010) R: 5-GGTTCTTGATAGTTAGATTGAGC-3". crescens (Fitopatogeno de citricos),
Streptococcus suis (Enfermedad en marranos)
Diseiio #1
F: S“TTTGATGGCATTTTAGCCCGC -3, 184 Disefio de Primers para el mcyE de Anabaena
PRIMER
( R: 5'-GGCTCTGCACAGGTTCTACT -3'. (Cyanobacteria)
BLAST)*
Diseflo #2
(PRIMER F:5'-CAGCAACAAATGCAACACGGA -3', 102 Disefio de Primers para el mcyE de Anabaena
R: 5'-AGCGACTCGTTCTACACCTG-3". (Cyanobacteria)
BLAST)*

8.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se construyd una matriz con la fecha del muestreo, la estacion, la profundidad, resultados de

las variables fisicas y quimicas y de los conteos de cianobacterias con potencial toxico. Inicialmente, se realizé un

analisis descriptivo y luego se aplico una correlacion de Spearman entre las variables fisicoquimicas, la densidad y

biovolumen total de las cianobacterias presentes en el embalse. El analisis se realizo con el software R Studio Version
0.99.896 — © 2009-2016.
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9. RESULTADOS

9.1 Precipitacion y nivel del embalse

En la Tabla 5 se presentan el volumen y el nivel de llenado (%) del embalse y en la Figura 7 se ilustra la variacion
multianual en el nivel del embalse entre 1992 y 2015. Los resultados del volumen de agua y del nivel del embalse
indican que mientras el muestreo de diciembre de 2014 se realizé en una época de aguas altas, los otros tres muestreos
correspondieron a un periodo predominantemente de aguas bajas en marzo y mayo de 2015 y de condiciones
intermedias en abril de 2015. Al comparar el nivel de llenado del embalse durante los muestreos con el promedio
histdrico, se evidencia que en general el sistema presentd una condicion tipica para cada época, pero con niveles

inferiores a los historicos entre marzo y mayo.

Tabla 5. Volumen (m3) y nivel de llenado (%) de almacenamiento durante los muestreos en el embalse
Riogrande II (EPM, 2015).

Volumen Nivel

Fecha 5 s
[m”x 10°] [%]
05 diciembre 172,25 92,89
27 marzo 92,59 49,93
30 abril 106,35 57,35
11 mayo 88,95 47,97

120

PORCENTAJE DE ALMACENAMIENTO

20 + —

01-Ene 31.Ene 02-Mar 01-Abr 01-May 31-May 30-Jun 304ul 23-Ago 28-Sep 28-Oct 27-Nov 27-Dic
Maximo multianual ——Promedio muitianual Minimo multianual ——2014 ===2015

Figura 7. Variacion multianual en el almacenamiento del embalse Riogrande II 1992 — 2015.

24



9.2 Variables Fisicoquimicas y clorofila a

Como se observa en la Tabla 6, la profundidades con mayor concentracion de clorofila a del grupo espectral azul
(pg/l) vario a través del periodo de muestreo y entre las estaciones. Adicionalmente, los valores de clorofila a del
grupo espectral azul en la columna de agua fluctuaron en forma significativa en el tiempo entre 20 pg/l a 0.1 pg/l'y
variaron en el espacio. Mientras en la estacion 2 (Parte media del brazo del rio Grande) el valor maximo de clorofila a
del grupo azul fue ligeramente superior a 0,30 pg/l, en la estacion 1 (zona media del brazo del rio Chico) alcanzé en

promedio 10,20 pg/l y fluctué ampliamente entre 1,74 en marzo de 2015 y 22,72 pg/l en abril de este mismo afio.

Tabla 6. Profundidad con mayor concentracion de clorofila a del grupo espectral azul en (ng/l) por muestreo y
estacion en el embalse Riogrande II.

Diciembre 5 Marzo 27 Abril 30 Mayo 11 de
MUESTREO de 2014 de 2015 de 2015 2015
ESTACION 1] 2 | 3 | 1 2 3 1 2 3 1| 2 |3

Profundidad de muestreo (m) | 043 | 0.15 | 1.05 | 1,72 | 1,42 | 1,13 0.76 023 | 024 | 1.13 | 1.18

Concentracion de clorofila a

del grupo espectral azul (ug/l) 3.72 0 924 | 1.74 | 039 | 3.13 | 22.72 0 14.35 | 7.98 0

En la Tabla 7 se presentan los resultados de las variables fisicoquimicas en la profundidad de mayor biomasa de
cianobacterias. Mientras la transparencia del agua fluctud entre 0,34 m en la estacion uno (Zona media del brazo de
rio Chico) en diciembre de 2014 y 2,68 m en la parte media del brazo del rio Grande (estacion tres) en este mismo
mes, la temperatura del agua oscild entre 18,6 en la parte media del brazo del rio Grande en abril del 2015 y 20,38 °C
en Zona media del brazo de rio Chico en este mismo mes. La conductividad del agua se mantuvo relativamente estable
y no mostré diferencias importantes en el espacio y en el tiempo, vario desde 48,86 uS/cm en la parte media del brazo
del rio Grande en diciembre del 2014 y abril del 2015 hasta 65,72 en la zona media del brazo de rio Chico en mayo. El
pH del agua vari6 estrechamente entre 9,23 unidades en la zona media del brazo de rio Chico en diciembre de 2014 y
9,86 en esta misma la estacion en mayo de 2015. Los resultados del pH, superiores a 9,0 unidades, indican niveles

altos de produccion en la zona fotica del embalse.

La concentracion del nitrogeno total disuelto fluctuoé entre 0,37 en la estacion 3 en abril y 2,33 mg/l en la estacion 2
(Brazo quebrada las Animas). Por su parte, el nitrogeno organico total disuelto oscilo entre 0,11 en la estacion uno en
mayo y 0,40 en la estacion 2 en marzo. En general, se observaron bajas concentraciones del nitrogeno amoniacal y

un aporte significativo de los nitratos al nitrogeno total en las estaciones 2 y 3 en el muestreo de mayo.

Los valores de fosforo total se mantuvieron constantes, variaron entre 0.08 mgP/L en la estacion 1 durante el muestreo
de diciembre hasta 0.02 mgP/L en la estacion 2 en mayo. Por su parte, el ortofosfatos también mostré rango estrecho,

fluctuo entre 0.03 mg-PO4/L en la estacion 1 en diciembre y 0.00 mg-PO,/L en las estaciones 2 y 3 en diciembre,
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marzo y abril. Estos valores son similares a los reportados por Palacio et al., (2014). El hierro fluctué entre 0.58

mgFe/L en la estacion 3 en abril y 0.1 mgFe/L en la estacion 2 en diciembre.

Tabla 7. Variables fisicoquimicas en la profundidad de mayor concentracion de clorofila a ( ug/l) ) en el
embalse Riogrande II.

MUESTREO

ESTACION Diciembre Marzo Abril Mayo

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Profundidad
. . 30,20 7,70 8,00 | 24,30 | 8,70 | 21,80 | 26,30 | 26,70 | 18,70 | 15,30 | 18,27 | 15,20
maxima (m)
Transparencia 034 | 074 | 268 | 1,19 | 1,17 | 1,14 | 1,15 | 1,90 | 1,50 | 1,66 | 1,70 | 1,30
Secchi (m)

Temperatura (°C) 19,98 | 19,99 | 19,03 | 20,18 | 19,83 | 19,67 | 20,38 | 20,09 | 18,16 | 21,17 | 20,17 | 20,10

C°“(‘lllgf$')dad 50.87 | 55,00 | 48,00 | 57,00 | 56,33 | 48,86 | 57,00 | 55,00 | 48,00 | 65,72 | 54.80 | 48,10
pH (U‘;‘P‘ll?des de 923 | 9.85 | 9,550 | 9,40 | 9,97 | 9.62 | 940 | 9.85 | 9,50 | 9.86 | 9,83 | 945
Clorofila a
cianobacterias 3.72 0 924 | 174 | 039 | 3.13 | 22.7 0 819 | 7.98 0 0
(ng/L)
Nitrégeno total - ; ; 048 | 1.02 | 047 | 039 | 041 | 037 | 1.74 | 233 | 125
disuelto *
Nitrégeno organico
total disuelto ; ; - 1036 | 040 | 034 | 031 | 035 | 027 | 011 | 015 | 0,28
(mgN/L) *
Nitratos (mgN-
NOVL) * ; ; - 1012 | 062 | 0,09 | 006 | 004 | 007 | 016 | 053 | 048
Nitritos (mg N-
NOJL) » ; ; ; 0 0 0 0 0 0 0,04 | 003 | 0,04
Nitrégeno amoniacal | ; - 0 0 0,04 | 0,02 | 002 | 0,03 | 1.43 | 1,62 | 045

(N-NH, /L") *

Fosforo total

0,08 0,03 0,04 | 0,07 | 0,04 | 0,05 | 0,04 0,05 0,05 | 0,04 0,02 0,04
(mgP/L)

Ort°f°}f(f;‘t/‘is)(mgp' 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,0 | 000 | 0,01 | 0,01 | 001 | 0,01
4

Hierro (mgFe/L) 0,10 <0,1 0,21 0,35 ] 0,30 | 0,28 | 0,40 0,23 0,58 | 0,43 0,31 0,55

* No se midieron en diciembre.

9.3 Abundancia de cianobacterias Nostocales y Chroococcales.

En la Tabla 8 se sefialan los morfotipos, la densidad de células (células/ml) y el biovolumen (mm’/L) de las
cianobacterias Nostocales y Chroococcales colectados en las tres estaciones del embalse Riogrande Il entre diciembre
2014 y mayo 2015. En el embalse se encontraron cinco morfoespecies de cianobacterias (Aphanocapsa,
Dolichospermum sp.1, Microcystis wesenbergii, Sphaerospermopsis, Microcystis aeruginosa) durante el periodo de estudio.
Mientras la densidad total de células, sin considerar Aphanocapsa, fluctud entre 218 en diciembre en la estacion dos y

15,416 cel/ml en mayo en la estacion tres, el biovolumen vario entre 0.08 y 6.49 mm’/L en los mismos muestreos y
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estaciones. Al considerar la densidad y el biovolumen de los diferentes morfotipos, se evidencia que

Sphaerospermopsis Dolichospermum sp.1 Microcystis wessenberguii realizaron los mayores aportes a la densidad

total de células (Figuras 8 y 9)

Tabla 8. Abundancia de nostocales y chroococcales en tres estaciones en el embalse Riogrande II.

- Organismos/ Total Total
ESTACION MUESTREO MORFOTIPO = ml Cel/ml  cel/ml por Biovolumen biovolumen
muestreo por muestreo
DICIEMBRE Aphanocapsa 3
Dolichospermum sp. 1 3 284 0.11
MARZO Microcystis wesenbergii 3 827 L1 0.42 0.52
Sphaerospermopsis 34 2,178 0.81
1 ABRIL Microcystis wesenbergii 3 827 3,572 0.42 1.44
Dolichospermum sp. 1 7 568 0.21
Sphaerospermopsis 54 2,178 0.81
Aphanocapsa 27
MAYO Microcystis wesenbergii 17 4,133 13,763 2.09 363
Dolichospermum sp. 1 3 7,453 2.76
DICIEMBRE Sphaerospermopsis 3 218 218 0.08 0.08
MARZO 0
ABRIL Dolichospermum sp. 1 3 7,453 7,453 2.76 2.76
) Microcystis wesenbergii 7 1,653 0.83
Microcystis aeruginosa 7 2,884 1.16
MAYO Sphaerospermopsis 14 2,178 14,168 0.81 5.56
Dolichospermum sp. 1 3 7,453 2.76
Aphanocapsa 14
Aphanocapsa 10
DICIEMBRE Dolichospermum sp. 1 3 7,453 7,433 2.76 2.76
Aphanocapsa 10
MARZO Sphaerospermopsis 7 436 436 0.16 0.16
Aphanocapsa 27
3 ABRIL Microcystis wesenbergii 10 2,480 2,480 1.25 125
Sphaerospermopsis 54 2,178 0.81
MAYO Microcystis wesenbergii 24 5,786 15,416 2.92 6.49
Aphanocapsa 7
Dolichospermum sp. 1 7 7,453 2.76
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Figura 8. Densidad de cianobacterias en tres estaciones en el embalse Riogrande II.
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Figura 9. Biovolumen de cianobacterias en tres estaciones en el embalse Riogrande II.
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En la figura 10, se ilustra el comportamiento de la clorofila a de los diferentes grupos espectrales y de la clorofila a
total a través de la columna de agua en el brazo medio del rio Chico En general, en la zona fotica de la estacion uno
la clorofila a total supero 20 pug/l y fue considerablemente mas elevada en los muestreos de aguas bajas o intermedias
(marzo, abril y mayo de 2015) que en el periodo de aguas altas (diciembre 2014). Mientras en la zona fotica el valor de
la clorofila a total alcanzo valores cercanos a 60 pug/l en marzo y abril y a 50 pg/l en mayo, en diciembre no supero los
25 pg/l. Como se evidencia en la figura 10, en los muestreos de diciembre y marzo el grupo espectral verde contribuyo
en forma considerable a la biomasa de fitoplancton en la estacion 1y el grupo azul mostro valores relativamente bajos
de clorofila a. Al desaparecer en abril las cloroficeas, las cryptofitas y en menor proporcion las cianofitas, fueron
responsables de las elevadas concentraciones de clorofila a en la estacion uno. Finalmente, en mayo las clorofitas

aportaron la mayor fraccion a la clorofila a total.

DICIEMBRE 2014 MARZO 2015
Clorofila pg/I Clorofila (ng/1)
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Figura 10. Contribucion de las clorofitas (M), cianofitas (®), diatomeas (¥) y cryptofitas (H) a la clorofila a total
(@ en la estacién 1.
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En la figura 11, se presentan los resultados de la contribucion de los diferentes grupos espectrales a la clorofila a total
a través de la columna de agua en el brazo de la quebrada las Animas entre diciembre de 2014 y marzo de 2015. Como
se sefialo anteriormente para el brazo medio del rio Chico, los valores de clorofila a total en la zona fotica del brazo de
la quebrada las Animas superaron los 20 pg/l y fueron también considerablemente mayores durante el periodo de
aguas bajas o nivel intermedio (marzo, abril y mayo de 2015) en relacion al muestreo de aguas altas (diciembre 2014).
Mientras la concentracion de clorofila a total alcanzo una concentracion superior a 60 pg/l en marzo, abril y mayo, en
diciembre no super6 los 20 pg/l. Aunque en los cuatro muestreos el grupo espectral verde contribuyo sustancialmente
a la biomasa de fitoplancton en esta la estacion, en mayo fueron importantes las cryptofitas. Por su parte, el grupo azul

mostro valores bajos de clorofila a. en todos los muestreos.

DICIEMBRE 2014 MARZO 2015
0 Clorofila (g.(g)/l) - 0 20 Clorofila (&5/” 60
0 \ | 1 0
1 - 11
2 - 2 ]
E3 - E?
° T 4
4 3. .
Ts 2>
g | 26 -
6 - e
&6 ‘ a7 A
7 g
8 1 9 -
9 - 10 .
ABRIL 2015 MAYO 2015
Clorofila (ng/l) Clorofila (ug/1)
0 20 40 60 0 20 40 60
O 1 1 1 O 1 1 1
2
5> 4
glO T g 6
o T 8
© ©
315 - 210
c c
3 S 12
5] J o
& 20 & 14
25 16
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30 - 20 -

Figura 11. Contribucion de las clorofitas (M), cianofitas (®), diatomeas (¥) y cryptofitas (H) a la clorofila a total
(@ en la estacién 2.
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En la figural2 se muestra la contribucion de los diferentes grupos espectrales a la clorofila a total a través de la
columna de agua en el brazo medio del rio Grande. Los valores de clorofila a total en la zona fotica de esta estacion
superaron los 40 pg/l en los muestreos correspondientes a aguas bajas o nivel intermedio de llenado del embalse
(marzo, abril y mayo de 2015 ) y alcanzaron valores superiores a 35 y cercanos a 40 pug/l durante el periodo de aguas
altas (diciembre 2014). Mientras en los muestreos de marzo y mayo del 2015 el grupo espectral verde contribuy6 en
forma considerable a la biomasa de fitoplancton en la zona fética de esta estacion, en diciembre y en abril las
cryptofitas fueron responsables en gran parte de los valores de clorofila a total. Por su parte, el grupo espectral azul

mostro valores muy bajos de clorofila a. en marzo y en mayo.

DICIEMBRE 2014 MARZO 2015
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Figura 12. Contribucion de las clorofitas (M), cianofitas (®), diatomeas (¥) y cryptofitas (H) a la clorofila a total
(@ en la estacién 3.
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En las figuras 13,14 y 15 se ilustra el comportamiento de la clorofila a del grupo espectral azul a través de la columna
de agua en las tres estaciones durante los cuatro muestreos. Solo en el brazo medio del rio Chico en abril la clorofila
a del grupo azul alcanzo valores ligeramente superiores a 20 ug/l. En general, en el resto de muestreos y estaciones la

oncentracion de clorofila a del grupo azul no superd los 10 pg/L e incluso en el brazo de la quebrada las Animas se

mantuvo por debajo de 5 ug/L.

Clorofila a del grupo espectral azul (pug/1)
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Figura 13 Clorofila a del grupo espectral azul en la estacién 1 en diciembre de 2014 (wem), marzo (mmm), abril (=) y

mayo (mmm) de 2015.
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Figura 14 Clorofila a del grupo espectral azul en la estacion 2 en diciembre de 2014 (w=), marzo (ssm), abril (m=

) y mayo (mmm) de 2015.
Clorofila del grupo espectral azul (ug/1)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
0
5
10
©
3]
B
©
=
2
S 15
a
20
25

Figura 15 Clorofila a del grupo espectral azul en la estacion 3 en diciembre de 2014 (w=), marzo (ss=), abril (me=
) y mayo (mmm) de 2015.
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9.4 Potencial Toxico

Seleccion de Primers

Para el disefio de los primers se buscaron secuencias en NCBI del operén mcy. Mientras para el gen mcyE de
Microcystis se seleccionaron 24 secuencias entre 200 a 500 pares de bases (pb), para el gen mcyE de Anabaena 23. Las
alineaciones que se obtuvieron en el programa Clustal OMEGA para el orden Chroococcales (Microcystis) y el orden

Nostocales (4Anabaena) se presentan en la Figura 16 y Figura 17, respectivamente.

File Edit Select View Format Colour Calculate Help
160 170

5i|523485010jgh|JXIBES04. 1)/1-469  AG
i1 294822223|gh| GUB1 7052, 1/1-470
1| 237858307|gh|F403544. 1/1-410
il60999083]gh|A YE17160.1/1-417

i1 29982222 1)gh| GUB1 7051, 1/1-470
il 59530 1843\gh|HF 219540, 1/1-470
i| 54530 1839\gh|KF 219535, 1/1-470
i| 59530183 7|gh|KF219534. 1/1-470
i| 59530 1823|gh|HF 219527, 1/1-470
il 59530182 1|gh|HF 219526, 1/1-470
i|512991929)gh|KCI008S0. 1)/1-470
i| 59530185 1|gh|KF 219541, 1/1-470
1| 3106945 25|gh|HMSI3078. 1/1-470
il 31069452 7|gh [ HMEI3079. 1/1-470
i|51299191 1|gh|KCI0084 1. 1)/1-470
i|512991931|gh|KCI008S1. 1)/1-470
i|51299191 3|gh|CI00842. 1/1-470
i| 237858909)3h|F./403545. 1/1-398
1151299 1899)gh K CI00B3S. 1)/1-470

Consensus

AGTAATACGGGAACCGAGGCGATTATG-GCGGCTGTTCOGCATTGCTCGCTCCCGGACAAAACGTCA

Figura 16 Alienacion de las secuencias del gen mcyE para Microcystis (Fuente: Jalview, ClustalOmega)

§il402768197igblJG0G806, 132452
Gil40276819610bLIGOGR08 1324524
§il197032290[gbIEUB 16780, 11418 -
Gil1970922651gHIEUD 16768, 111418 -
§il1970322600gblEUD16765 11418 -
Gil1S7052250/gHEU16T63.1/-418 -
§il197092354\gbIEU9 16803 11418 -
Gil358525960lgb 735287 1/32452
oil197052365IgHIEUD 16804 11415 -

G113585259621gbLF 735288 1/32452
oil1970822421gHIEU16756. 1418 -
§il197032236igblEUB1GTS3 11418

Gil197092264IgHIEU16767. 11418 -
§il1970322621gbIEUS16766.1/1-418 -
GiltS7082274IgHIEUR16TT2 Y1418 -
§il1970922721gbIEU16771.1/1-418 -
Gil358525956igb 735268 1/32452
5i1358525954]gbLF 799284 1324524
oil1S70522921gblEUB1GTRN Y1418

Gil1S7052254 gHIEUR1GT62.1Y1-415 -
oil1S70922690gbIEUB1ETER V1418

Cansensus

ATTTT6TGTTGACAGAAAT TCAGCAACAAATOCAACAL R T AATTGOTTTAGGAATGCAGTCTAATATTGCAGCAGARAL - TAGC-TGCTTTAATITG

Figura 17 Alienacion de las secuencias del gen mcyE para Anabaena (Fuente: Jalview, ClustalOmega)

Posterior a la alineacion se escogieron las cadenas mas conservadas, es decir las secuencias que mas se repitieron entre
las 24 o 23 alineadas Para el orden Chroococcales (Microcystis) se obtuvo la siguiente secuencia:
TTTGGGGTTAACTTTTTTGGCCATAGTCCTGATTTTGTCATTGAAGCAGTTCAAGAGCAAATGAATCGAGGAA
TAGGCTTAGGAATGCAGTCAAATCTGGCCGCCGAAACCGCCGCTTTAATTAGTGAAATGGGCCGAGTCGAAA
GAGTCGCTTTTAGTAATACGGGAACCGAGGCGATTATG-
GCGGCTGTTCGCATTGCTCGCTCCCGGACAAAACGTCAAAAAATCGTTATGTTTGCCGGCTCCTATCATGGAA
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CTTTTGACGGCATCTTAGCACGAGTAGGAGAAGATAAAACCACTGCTCAACCCTTAAGTCTAGGCACCCCTTT
AGGAATGGTTGAAGACGTAATAGTCTTGAGTTATGGAGTTGAAGAAAGCCTCGATATTATTGCTACTCATGCT
GATGATTTAGCCGCCGTATTAGTCGAACCAGTTCAAAGTCGCAAACCCGATTTACAGCCTCAAGAATT. Para el

orden Nostocales (Anabaena) se selecciond la secuencia: -
TTTTGTGTTGACAGAAATTCAGCAACAAATGCAACAC GG
AATTGGTTTAGGAATGCAGTCTAATATTGCAGCAGAAAC------—----—-- AGC-TGCTTTAATTTGTGAAA---

TGACAGGTGTAGAACGAGTCGCTTTTAGTAATACTGGTACAGAAGCGATTATGGCAGCAGTTCGTATTGCTCG
TTCTCGGACAAAACGCCAAAAAATTGTGATTTTTGCTGGTTCTTATCACG
GTACTTTTGATGGCATTTTAGCCCGCGCTGGCGAGGAAGTAGGAACAGCTGAACCATTGAGTCTTGGTACACC
A
TCAGGAATGGTTGAAGATGTTATAGTTCTTACCTATGGAGCGGAAGAAAGTCTAGAAATAATTG----------
CAGAGCAAGCTGAT AATTTAGCAGCAGTTTTAGTAGAACCT----------
GTGCAGAGCCGTAAACCA-.

Las regiones menos variables se exportaron al programa PrimerPlus y se analizaron los posibles primers que gener6 el
software bajo los criterios descritos en la metodologia. Los 10 primers construidos para el orden Chroococcales
(Microcystis) fueron descartados porque ninguno tuvo buena especificidad para el operon mcyE de éste género. De los
10 primers construidos por el PrimerPlust para el orden Nostocales (4dnabaena), sélo 3 tuvieron alta especificidad. De
acuerdo a los resultados de la Tabla 9 el analisis de la especificidad y efectividad de los tres primers seleccionados
indicod que los criterios evaluados son adecuados para los primers 5 y 10, pero el primer 9 tuvo una alta probabilidad

de generar heterodimeros y unirse a otros microorganismos presentes en las muestras de agua del embalse Riogrande

IL.

Tabla 9 Analisis de Especificidad y Efectividad para los primers del orden Nostocales (4nabaena)

Horquilla Autodimero Horquilla | Autodimero
Especificidad BLAST Heterodimero
PRIMER [F] [F] [R] [R]
5 Alta especificidad -2.61 -7.05 -6.69 -1.71 -6.69
Alta especificidad (Pero se une a otros
9 microorganismos propios del embalse -2.02 -6.21 -7,81 -0.22 -7.05
Riogrande II)
10 Alta especificidad -2.61 -7.05 -4.95 0.13 -5.19
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Para el orden Nostocales los primers disefiados que cumplieron los criterios de evaluacion fueron: 1F: 5'-

TTTGATGGCATTTTAGCCCGC -3', 1R: 5'-GGCTCTGCACAGGTTCTACT -3'y 2F: 5'-CAGCAACAAATGCAACACGGA

-3, 2R: 5'-AGCGACTCGTTCTACACCTG-3'.

La seleccion de las secuencias disponibles en la literatura se hizo teniendo en consideracion los criterios de

especificidad y efectividad descritos anteriormente en la metodologia. En la Tabla 10 se presenta el listado de las

referencias bibliograficas consultadas. El texto resaltado en rojo corresponde a los resultados que no cumplieron

alguno de los criterios de evaluacion. En el presente trabajo se seleccionaron los dos primers de Fortin et al. (2010) y

el de Sipari et al. (2010).

Tabla 10 Analisis de Especificidad y Efectividad para primers de la literatura

Fuentes OLIGO .
Bibliogrificas (F.R) CARACTERISTICAS
Horquilla F 2.51 kcal/mol
Autodimeros F -5.36 kcal/mol
. F 5S’AAAATTAAAAGCCGTATCAAA’ Heterodimeros -11.42 Kcal/mol
(Valerio et al., 2010) | ps:AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT | _Horquilla R 0.05 keal/mol
Autodimeros R -5.83 kcal/mol
NCBI Blast Baja Selectividad, Clostridium, E.coli
Horquilla F 0.71 kcal/mol
Autodimeros F -3.4 kcal/mol
Heterodimeros -4.74 kcal/mol
(Valerio et al., 2010) FS’GACTTATAGCCATCTCATCT? Horquilla R 0.37 kcal/mol
’ R5’TTGACGCTCTGTTTGTAA” 1
Autodimeros R -3.61 kcal/mol
NCBI Blast Selectividad baja, muchos microorganismos
presentes en el agua natural
Horquilla F 1.13 kcal/mol
Autodimeros F -3.61 kcal/mol
Heterodimer -3.9 kcal/mol
(Valerio et al., 2010) F 5 ATCACTTCAATCTAACGACT” :It:r:])ﬂillaeRos -0.23 kcal/mol
’ R5’AGTTGCTGCTGTAAGAAA’ .
Autodimeros R -3.14 kcal/mol
NCBI Blast Selectividad baja, muchos microorganismos presentes
en el agua natural
Horquilla F -4.7 kcal/mol
Autodimeros F -13.5 kcal/mol
Heterodimeros -6.75 kcal/mol
(Valerio et al., 2010) F 5’>CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA’ Horq,uilla R 0.86 kcal/mol
v R5’GCAATTACTAGCGATTCCTCC? Autodimeros R -5.36 kcal/mol

Mas o menos selectivo, se puede unir al genoma de

NCBI Blast otras bacterias. (Pero la mayor selectividad si es a
cianobacterias)
Horquilla F 0.34 kcal/mol
Autodimeros F -1.95 kcal/mol
(Fortin et al., 2010) F 5"TGGGGATGGACTCTCTCACTTC’ Heterodimeros -3.52 kcal/mol
’ R5’GGCTTCAACATTCGGAAAACG’ Horquilla R -0.66 kcal/mol
Autodimeros R -3.61 kcal/mol
NCBI Blast Microcystis, Anabaena y Thermocrinis albus
Horquilla F -1.15 kcal/mol
Autodimeros F -3.61 kcal/mol
F 5> TACGGGAGTAACTTTCGGCTCA’ Heterodimeros -4.74 kcal/mol
(Fortin et al., 2010) R N -
R5’ACAAGCATCTAACATAGCGGGA Horquilla R 0.32 kcal/mol
Autodimeros R -3.61 kcal/mol
NCBI Blast Microcystis (McyD), Paenibacillus sp,Wolbachia sp
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Horquilla F -1.61 kcal/mol
. . Autodimeros F -9.75 kcal/mol
Microcystis ~
(Sipari et al,, 2010) | F5’AAGCAAACTGCTCCCGGTATC® | Heterodimeros -14.41 keal/mol
R5’CAATGGGAGCATAACGAGTCAA® | HorquillaR -0.5 keal/mol
Autodimeros R -3.61 kcal/mol
NCBI Blast Mucha Especificidad, mcyE
Horquilla F -2.33 kcal/mol
Autodimeros F -6.3 kcal/mol
Heterodimeros -5.13 kcal/mol
o , Anabaena , Horquilla R 0.89 keal/mol
(Sipari et al., 2010) F5’CTAGAGTAGTCACTCACGTC Autodimeros R 317 keal/mol

R5’GGTTCTTGATAGTTAGATTGAGC’

Anabaena (mcyE), Aliivibrio salmonicida (Agua

NCBI Blast marina), Liberibacter crescens (Fitopatdogeno),
Streptococcus suis (Enfermedad en marranos)
Horquilla F -1.61 kcal/mol
Autodimeros F -6.69 kcal/mol
(Qiu et al,, 2013) F 5’AAGCAAACTGCTCCCGGTATC’ Heterodimeros -14.41 kcal/mol
’ R5’CAATGGGAGCATAACGAGTCAA’ Horquilla R -0.5 kcal/mol
Autodimeros R -3.61 kcal/mol
NCBI Blast Buena Especificidad, Microcystis mcyE
Horquilla F -4.7 kcal/mol
Autodimeros F -13.05 kcal/mol
. F 5>CGGACGGGTGAGTAACGCGTG’ Heterodimeros -6.75 kcal/mol
(Qiueral, 2013) RS’CCCATTGCGGAAAATTCCCC’ Horquilla R -1.23 keal/mol
Autodimeros R -6.59 kcal/mol

NCBI Blast Baja especificidad
Horquilla F 0.79 kcal/mol
Autodimeros F -3.61 kcal/mol
Heterodimeros -3.61 kcal/mol
et al 2013 F 5’AACCCGAAATGACTCAAGAAAAA -
(Qiueral, 2013) | ¢ 5>T7CAAAAATACCGATAGGATGTT’ Horquilla R -2.85 keal/mol
Autodimeros R -3.61 kcal/mol

Microcystis (mcyE), alteromonas, proteus, vibrio,

NCBI Blast etc... poca especificidad
Horquilla F 2.51
Autodimeros F -5.36
Heterodimeros -38.66
(Hurtado et al., F S’AAAATTAAAAGCCGTATCAAA’ Horquilla R 0.05
201 4) R5’AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT' | Autodimeros R -5.83

Gen blanco mcyA, Baja especificidad: se une a otras

NCBI Blast cianobacterias, microorganismos acuaticos y genes de
mamiferos
Horquilla F 1.71
Autodimeros F -9.25
Heterodimeros -5.09
(Hurtado et al., F 5°-GAAATTTGTGTAGAAGGTGC-3’ Horgquilla R -0.5
2014) R 5’- CAATGGGAGCATAACGAG -3’ Autodimeros R 3.61

Gen blanco mcyE, alta especificidad el Forward, baja

NCBI Blast del Reverse. Se podrian unir aotros microoganismos,
entre ellos cianobacterias.
Horquilla F 1.71
Autodimeros F -9.25
Heterodimeros -3.9
(Hurtado et al., F 5’-GAAATTTGTGTAGAAGGTGC-3’ Horquilla R -0.45
2014) R 5’-CAATCTCGGTATAGCGGC-3’ Autodimeros R -3.61

NCBI Blast

Gen blanco mcyE, alta especificidad el Forward, baja
del Reverse. Se podrian unir a otros microoganismos,
entre ellos cianobacterias.
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ADN en muestras de agua del embalse Riogrande II

Después de la extraccion de ADN de los microorganismos presentes en el embalse Riogrande 11, se verificod el éxito
de este proceso en todas las muestras y posteriormente se efectud el analisis del potencial toxico. Como se evidencia
en la figura 18, las bandas de ADN evidencian extraccion exitosa de esta molécula desde el material colectado en la
totalidad las muestras. Mientras las bandas de las estaciones 1, 2 y 3 (E1, E2 y E3 respectivamente) indica la presencia
de ADN no degradado en las muestras, en los controles (1C, 2C, 4C y Porce (+)) la mayor migracion del ADN
muestra un material genético mas fragmentado. En consecuencia, la cantidad de ADN extraido se considerd apropiada
para evaluar el potencial toxico de las cianobacterias en el embalse. El control positivo (Porce (+))se obtuvo mediante
un arrastre en el embalse Porce II, en una estacion donde se habia verificado previamente la presencia de

cianobacterias potencialmente toxicas.

Porce
2C 3C 4C (4

Figura 18 Bandas de ADN en muestras procedentes de las estaciones. A.) Estacion 1 (E1) y Estacion 2 (E2)
durante cuatro muestreos (1, 2, 3 y 4). B.) Estacion 3 (E3), Controles (1C, 2C, 3C, 4C) durante cuatro muestreos
(1,2,3y4)y control positivo para la presencia de cianobacterias (Porce(+)).

Estandarizacion de la Temperatura de Fusion (Tm) de los primers

Los primers utilizados para la amplificacion de la region del ADN perteneciente al gen de cianotoxinas mcy se
describieron en la Tabla 4. Cada primer se estandarizé con diferentes Temperaturas de Fusion (Tm), como se indica

en la Tabla 11.
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Tabla 11 Estandarizacion de la Tm (°C) para los primers 3,4,5,6y 7.

Tm (°C)
Tm (°C)
PROMEDIO Tm (°C) Tm (°C) Otras
Primer (Recomendacion
PRIMERS de la Hoja de De la Tm (°C)
Codigo del Kit Taq
especificaciones literatura PrimerBlast | Evaluadas
polimerasa)
del primer
3 F: 5°-TGGGGATGGACTCTCTCACTTC -3°, 58 (F) 60.89
R: 5-GGCTTCAACATTCGGAAAACG-3'". 56.5 54 (Fortin et al., i -
(R) 58.68
2010)
4 F: 5>-TACGGGAGTAACTTTCGGCTCA-3’, 58 (F)61.14
R: 5'-ACAAGCATCTAACATAGCGGGA-3’ 57 55 (Fortin et al., i -
(R) 59.57
2010)
5 F: 5’-CTAGAGTAGTCACTCACGTC-3’, 62
(F) 54.15 55,57, 59,
R: 5-GGTTCTTGATAGTTAGATTGAGC-3". 51 53 (Sipari et al.,
(R) 54.89 61
2010)
6 F: 5-TTTGATGGCATTTTAGCCCGC -3', (F) 60.13
56 54 - 53,55,57
R: 5'-GGCTCTGCACAGGTTCTACT -3" (R) 59.39
7 F:5'-CAGCAACAAATGCAACACGGA -3', p 4 (F) 60.54 51,52, 53,
56.7 5 -
R: 5'-AGCGACTCGTTCTACACCTG-3". (R) 59.48 55,57

En la Tabla 12 se presentan los resultados de amplificacion a diferentes temperaturas para cada uno de los primers con
muestras colectadas en un arrastre del embalse Porce II, que contenia Microcystis sp y Dolichospermum sp. Los
primers 3 y 4 amplificaron en forma optima a 58 y 56 °C, respectivamente. En contraste a temperaturas inferiores y
superiores a estos valores no se obtuvo una amplificacion adecuada. Las temperaturas de fusion de los primer 5, 6y 7
que verificaban el potencial toxico de las cianobacterias del Orden Nostocales no se lograron estandarizar.

indica que probablemente las cianobacterias Nostocales colectadas durante el periodo de estudio no disponian de gen

de toxicidad de microcistina.

Tabla 12 Temperaturas de Fusion (°C) que permitieron una amplificacion adecuada de los primers 3,4,5,6y 7.

Tamaiio del
Primer Tm (°C)
PRIMERS producto de
Cédigo
amplificacion (pb)
F: 5>-TGGGGATGGACTCTCTCACTTC -3,
1
3 R: 5'-GGCTTCAACATTCGGAAAACG-3". 58 07
4 F: 5>-TACGGGAGTAACTTTCGGCTCA-3’, s6 129
R: 5-~ACAAGCATCTAACATAGCGGGA-3’
F: 5>-CTAGAGTAGTCACTCACGTC-3’, 127
5 -
R: 5'-GGTTCTTGATAGTTAGATTGAGC-3".
s F: 5“TTTGATGGCATTTTAGCCCGC -3, 184
R: 5-GGCTCTGCACAGGTTCTACT -3 )
F:5'-CAGCAACAAATGCAACACGGA -3', 100
7 -
R: 5-AGCGACTCGTTCTACACCTG-3".
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Selectividad de los primers

En la prueba de sensibilidad para corroborar que los primers son selectivos para el gen mcy se utilizé una mezcla de
ADN de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 , Bacillus subtilis ATCC 6633 y Escherichia coli ATCC 25922.
Como se evidencia en la Figura 19 los primers 3 y 4 son especificos para cianobacterias y no se observa amplificacion

con ADN de bacterias heterdtrofas.

A. P3
P.aeruginosa,

Semis 3E1  p(+)  Ladder

B. P4

P.aeruginosa,
B.subtilis, 4E1 P (q.)

E.coli

Ladder

Figura 19 Amplificacion de (A) Primer 3: Control Negativo (C(-)), Bacterias heterdtrofas (P.aeruginosa,
B.subtilis, E.coli), Estacion 3 del embalse durante el tercer muestreo (3E1) y Control Positivo (P(+)). (B) Primer
4: Controles Negativo (C(-)), Bacterias heterotrofas (P.aeruginosa, B.subtilis, E.coli), Estacion 1 del embalse
durante el cuarto muestreo (4E1) y Control Positivo (P(+)).

Prueba de inhibidores

Con el fin de descartar la presencia de inhibidores en las muestras de agua colectadas en el embalse entre diciembre
2014 y mayo 2015 y evitar falsos negativos, se realizaron ensayos de inhibicion con mezclas de muestras procedentes
del embalse Porce II (control positivo, Porce (+)) y del Riogrande II. Como se observa en la Figura 20 no se registrd
una disminucion en la amplificacion de los primers 3 y 4 en los tratamientos con la mezcla del control positivo y de la
muestra del embalse Riogrande II (M1, M2, M3). De esta forma, se descartd la presencia de inhibidores en las

muestras de agua del embalse Riogrande II y en consecuencia fue posible evaluar el potencial toxico de microcistinas.
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P3 p3 P3 P3 P3 P3 P3 P2 p3 P3 p3
() (#) 12263 3EL ML M2 M3 () () ()

P4 P3
# ()

Figura 20 Prueba de Inhibicion. (A) Amplificacion del primers 3 (P3) en controles positivos (+), muestras de
Riogrande II (1E2, 2E3 y 3E1), mezcla entre muestras del embalse y el control positivo (M1, M2, M3) y
controles negativos (-). (B) Amplificacion del primers 4 (P4) en controles positivos (+), muestras de Riogrande 11
(1E2, 2E3 y 3E1) y mezcla entre muestras del embalse y el control positivo (M1, M2, M3) Y controles negativos

¢-)-

Caracterizacion molecular de cianobacterias en muestras de agua del embalse Riogrande I1

Como se evidencia en las Figuras 21 y 22 y en la Tabla 13, en todas las muestras de agua colectadas en las tres
estaciones del embalse Riogrande II, entre diciembre 2014 y mayo 2015 se encontraron cianobacterias Nostocales y
Chroococcales (Primer 3) y el gen mcyD del Orden Chroococcales (Primer 4 ), independientemente de la densidad de

las cianobacterias

Control
(4 1E1  1E2 1E3 261 262

Control
) 3e1 32 363 4Bl 42

Figura 21 Amplifiacion del primer 3 en las muestras del embalse Riogrande II. Estacién 1 (E1), Estacion 2 (E2)
y Estacion 3 (E3) durante cuatro muestreos (1, 2, 3 y 4). Control positivo (Control +) y Control Negativo
(Control -)
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Figura 22 Amplifiacion del primer 4 en las muestras del embalse Riogrande I1. Estacion 1 (E1), Estacion 2 (E2)
y Estacion 3 (E3) durante cuatro muestreos (1, 2, 3 y 4). Control positivo (Control +) y Control Negativo
(Control -)

Tabla 13 Amplificacion de los primers 3 y 4 en las muestras de agua del embalse

Primer 3 Primer 4
PRESENCIA DE PRESENCIA DEL
MUESTREO ESTACION NOSTOCALES Y GEN mcyD EN
CHROOCOCCALES CHROOCOCCALES

+ +

DICIEMBRE

MARZO

ABRIL

MAYO

G [t [0 | DN [t (€0 | DN |1t (€9 [ DN |1
e S N EN S N R S R
o B R E N T B o e

Debido a que las temperaturas de fusion de los primer 5, 6 y 7 para verificar el potencial toxico de las cianobacterias
del Orden Nostocales no se lograron estandarizar con el control positivo procedente del embalse Porce 11, se disefiaron
tres oligos que seran empleados para verificar el funcionamiento de los primers y el potencial toxico de las Nostocales

(Tabla 14).
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Tabla 14 Oligos disefiados para corroborar el buen funcionamiento de los primers 5, 6 y 7 que amplifican el gen
mcy de cianobacterias Nostocales

Primer Oligo disefiado
5 CTAGAGTAGTCACTCACGTCCATAAAGAATTAAATGTATTAGTTAAATTAGCTGA
TTTCTTCAAAGTTCCCACAATTGTTGGATTAGCAGCTTTAATATCTAAAGCTCAATC
TAACTATCAAGAACC
6 TTTGATGGCATTTTAGCCCGCGCTGGCGAGGAAGTAGGAACAGCTGAACCATTGA

GTCTTGGTACACCATCAGAAATGGTTGAAGATGTTATAGTTCTTACCTATGGAGCGG
AAGAAAGTCTAGAAATAATTGCAGAGCAAGCTGATAATTTAGCAGCAGTTTTAGTA
GAACCTGTGCAGAGCC

7 CAGCAACAAATGCAACACGGAATTGGTTTAGGAATGCAGTCTAATATTGCAGCAG
AAACAGCTGCTTTAATTTGTGAAATGACAGGTGTAGAACGAGTCGCT

9.5 Analisis Estadisticos

En la Tabla 15 se presentan las variables con correlaciones positivas y significativas segin las correlaciones de los
datos fisicoquimicos y bioldgicos de Spearman. Los resultados completos se encuentran en el Anexo 3. Unicamente el
nitrogeno total disuelto, nitratos, nitritos, nitrogeno amoniacal y el hierro mostraron una correlacion significativa con
el nivel del embalse. Es importante resaltar que mientras la clorofila a del grupo espectral azul no se correlaciono con
alguna de las variables fisicas y quimicas, la densidad y el biovolumen mostraron una correlacion significativa con el

nitrogeno total disuelto, nitritos, el nitrogeno amoniacal y la transparencia Secchi.
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Tabla 15 Correlacion de Spearman de los datos fisicoquimicos obtenidos durante los muestros de diciembre
2014 a mayo 2015. Los cuadrados grandes y de color azul oscuro y rojo representan correlaciones
significativamente positivas y negativas, respectivamente.
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10. DISCUSION

Los valores medios de temperatura del agua en la zona fotica (aproximadamente 17°C) y la ubicacion altitudinal del
embalse (2270 msnm), permiten clasificarlo como un embalse calido de alta montafia de la zona tropical segin
Marquez y Guillot (2001). De acuerdo con los resultados de transparencia Secchi (rango), el embalse Riogrande II es

un sistema turbio (Loaiza et al., 2011) con una zona fética de menor profundidad que la zona de mezcla. .

En general, en el embalse Riogrande II se observo una correlacion estadisticamente significativa entre la densidad de
células y el biovolumen de cianobacterias con los nutrientes, exceptuando las formas de fosforo. Palacio (2014) no
encontrd una buena correlacion de los nutrientes con la biomasa de cianobacterias Nostocales y estos se asociaron al
aumento de la biomasa de Microcystis. Mientras el nitrégeno es esencial para cianobacterias del Orden Chroococcales,
no constituye generalmente un nutriente limitante para el Orden Nostocales, debido a la capacidad de algunos géneros
de fijar nitrégeno atmosférico a partir de células modificadas llamadas heterocitos (Bonilla, 2009).

Niveles de nitratos en el agua no superiores a 0.62 mg/L y de nitritos inferiores a 0.04mg/L estarian indicando una
condicion oligotrofica en las tres estaciones durante todo el periodo de estudio segun los criterios de Vollenweider
(1968) donde se asigna esta clasificacion trofica con nitratos entre 0,0 a 1 mg/L y segtn los nitritos entre 0,0 y 0,5
mg/L. (ver Tabla 7). Los resultados anteriores, indican que en el embalse Riogrande II las formas solubles de
nutrientes y especialmente de nitrégeno, son asimiladas rapidamente por la biota y por tanto, sus bajas concentraciones
en el agua no son indicadoras del estado trofico del sistema.

Es importante tener en cuenta que se ha encontrado que en ambientes pobres en nitrégeno los géneros Anabaena,
Aphanizomenon, Nodularia v Cylindrospermopsis presentan altos niveles de microcistinas, anatoxina-a y nodularina,
respectivamente (Rapala ef al, 1993; Rapala et al., 1997; Lehtimaeki ef al., 1997; Saker et al.,1999). Por su parte,
cepas de Oscillatoria y Microcystis, no fijadoras de nitrégeno, presentan altos niveles de cianotoxinas en presencia de
altas concentraciones de nitrogeno (Sivonen & Jones, 1999). Durante este estudio, la densidad y biovolumen de
cianobacterias del Orden Chroococcales y Nostocales se correlacionaron con el nitrégeno total disuelto, nitrégeno
organico disuelto, nitratos y amonio (ver Tabla 15), importantes para el crecimiento y probablemente para la

produccion de toxinas.

Segun la clasificacion para lagos templados de Vollenweider (1968), a partir de la concentracion de fosforo total con
valores entre 20 y 80 pg/L (Tabla 7) el embalse Riogrande II presenté condiciones desde mesotroficas (10-35 ug/L)
hasta eutréficas (35-100 pg/L). Durante este estudio, la concentracion de ortofosfatos en la zona fotica fluctud entre
0.01 y 0.03 mg P-PO,” en las tres estaciones (Tabla 7), valores inferiores a los reportados por Palacio (2014) pero
superiores a los propuestos por Roldan y Ramirez (2008) para lagos tropicales (0,001 y 0,002 mg/L)

En numerosos ambientes acudticos, el fosforo es el nutriente limitante y favorece su eutrofizacion. Este elemento

puede ser almacenado intracelularmente por cianobacterias del orden Nostocales y Chroococcales como granulos de
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polifosfato. (Arocena et al., 2008) En pruebas de laboratorio se ha reportado la disminucion de la produccion de
microcistina en Anabaena, Microcystis y Oscillatoria, anatoxina-a en Aphanizomenon y nodularina en Nodularia a

bajas concentraciones de fosforo (Sivonen & Jones, 1999; Nellan et al., 2013).

Dado que la temperatura y la radiacion solar no varian significativamente en el embalse durante el ciclo anual (Gomez
et al., 2013), los factores determinantes de la dinamica de las cianobacterias son principalmente los caudales de las
corrientes aportantes, el nivel del embalse, la localizacion de la pluma del Rio Grande y de nutrientes desde las
cuencas (Palacio, 2014). No obstante, se asume que las temperaturas debe ejercer un efecto sobre el crecimiento de

cianobacterias y la produccion de toxinas.

Los géneros de cianobacterias con mayor frecuencia durante las cuatro campafias de muestro fueron
Sphaerospermopsis y Aphanocapsa durante los meses de mayo y abril 2015. Los géneros Dolichospermum sp.1 en
diciembre 2014, abril y mayo 2015 y Microcystis wesenbergii en mayo mostraron las mayores densidades y
biovolimenes. En consecuencia, se observa un predominio de las cianobacterias Nostocales y alternancia de
dominancia con Microcystis wesenbergii. De acuerdo con el modelo conceptual presentado por Palacio (2014) cuando
el nivel del embalse fue bajo dominaron las formas coloniales, especialmente del género Microcystis. Con el aumento
del nivel, después del periodo seco, se incremento la biomasa total y dominé el género Dolichospermum (Nostocales).
Un nivel del embalse superior al 90%, durante un periodo prolongado, favorecié a las formas coloniales del orden
Chroococcales, pero con bajas biomasas. Finalmente, un descenso de nivel del embalse, estimulé el crecimiento de

Sphaerospermopsis torques-reginae (Nostocales).

Durante el presente estudio, tnicamente en diciembre de 2014 se presentd un nivel alto del embalse y en los tres
muestreos restantes predominaron condiciones de aguas bajas ¢ intermedias. En general, la biomasa de cianobacterias
fue considerablemente inferior a la reportada por Palacio (2014) con biovolumenes entre 0.081 y 6.49 mm®/L. Aunque
durante el periodo de aguas bajas se registré un incremento en la biomasa con relacion al muestreo de diciembre 2014
(Figuras 23, 24 y 25), no se encontrdé un predominio de Microcystis. Se evidencid un gran predominio de las
cloroficeas sobre las cianoficeas y en términos generales, el aporte del grupo espectral azul a la clorofila a total fue
bajo, exceptuando en el brazo del rio Chico en abril 2015. Mientras que Microcystis wessenberguii (orden
Chroococcales) alcanzo el mayor biovolumen en mayo 2015, Dolichospermum sp.1 (orden Nostocales) presento los
biovolumenes mas elevados en diciembre 2014, abril y mayo 2015. Es decir, no se presento la tendencia descrita por
Palcio (2014) en relacion con el crecimiento de Nostocales en aguas bajas, debido posiblemente a las bajas densidades

registradas en el presente estudio.

Estos resultados indican que, aunque el embalse presentd condiciones eutroficas que tedricamente deberian favorecen

el predominio de las cianobacterias sobre los demés grupos del fitoplancton, las algas verdes y en algunos casos, las
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criptofitas dominaron ampliamente la biomasa. De acuerdo con Lopez-Muiioz (2015), en el embalse domina el alga

verde Staurastrum paradoxum en aguas bajas y Staurastrum spp en aguas altas (Lopez-Muiioz, 2015)

Riogrande Il

Nivel del Embalse (%)

‘ Diciembre ‘ Marzo Abril Mayo ‘

Figura 23 Nivel del embalse (), densidad (®) y biovolumen (®) de Nostocales en tres estaciones en el embalse
Riogrande II entre diciembre de 2014 y mayo de 2015.
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Figura 24 Nivel del embalse (), densidad (®) y biovolumen () de Chroococcales en tres estaciones en el
embalse Riogrande II entre diciembre de 2014 y mayo de 2015.
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Figura 25 Nivel del embalse (), densidad (™) y biovolumen (®) de cianobacterias Nostocales y Chroococcales
en tres estaciones del embalse Riogrande entre diciembre de 2014 y mayo de 2015.

Mientras Palacio et al., (2015) identificaron en el embalse Riogrande II 11 taxa de cianobacterias de los 6rdenes a
Chroococales y Nostocales, en el presente estudio se encontraron 3 taxa del orden Chroococcales y 2 del orden
Nostocales (ver Tabla 8). La totalidad de los taxas determinados en el presente estudio fueron reportados previamente

por Palacio (2014) y son potenciales productores de cianotoxinas.

Los géneros de cianobacterias con mayor frecuencia durante los cuatro muestreos fueron Sphaerospermopsis y
Aphanocapsa en mayo y abril 2015. Los géneros Dolichospermum sp.l en diciembre 2014, abril y mayo 2015 y
Microcystis wesenbergii en mayo mostraron las mayores densidades y biovolimenes (ver Tabla 8, Figura 8 y Figura
9). Es importante resaltar que la densidad y el biovolumen de Aphanocapsa sp. no pudieron ser determinadas debido a
la dificultad del recuento de cada una de las células, y en consecuencia, no se puede concluir sobre su comportamiento

durante el estudio.

Es importante resaltar que para embalses destinados al tratamiento de aguas de consumo y/o recreacion se han
propuesto valores limites superiores o cercanos a 10ug/L de clorofila a del grupo espectral azul o aproximadamente
20.000 células/ml (Oliver & Ganf, 2002) Aunque durante el presente estudio la densidad de cianobacterias no superard
las 15,416 células /ml (ver Tabla 8), en la estacion 1 los valores de clorofila del grupo espectral azul fueron superiores

a 10pg/L en los muestreos de abril y mayo del 2015.

Si se consideran los criterios de Salas y Martino (1990) para la clasificacion del estado trofico de ambientes tropicales,

durante el periodo de estudio en todas las estaciones del embalse se registraron condiciones de eutrofia con valores

48



superiores a 17.39 pg/L e incluso hipereutrofia con concentraciones de clorofila cercanos a 60 pg/L en la zona fotica
de las estaciones 1 y 2 en el periodo de aguas bajas o niveles intermedios entre marzo y mayo 2015 (ver Anexo 4:

Datos Fluorémetro).

Dado que durante una floracion de cianobacterias pueden coexistir cepas de una misma especie potencialmente toxicas
y no toxicas (Roset et al., 2001) que no pueden ser diferenciadas a partir de su morfologia (Dziallas ef al., 2011), es
importante aplicar herramientas que permitan determinar la presencia de cepas dotadas con el gen de toxicidad y
determinar los factores que favorecen su crecimiento y la produccion de toxinas. Entre estas técnicas la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido aplicada en numerosos paises (Rantala, 2007, Metcalf et al., 2009, Valerio et
al., 2010, Abed et al., 2013). Los resultados del presente estudio con cepas portadoras del gen mcy durante todas los
muestreos y todas las estaciones indican claramente que este procedimiento es adecuado para determinar la presencia

de cepas potencialmente toxicas (Tabla 13) .

La presencia del gen de toxicidad en cepas de cianobacterias Chroococcales en todas las estaciones de muestreo (ver
Figura 21, Figura 22 y Tabla 13) y durante todo el estudio ratifica los resultados de Herrera et al., (2015), quien
reportd microcistinas en extractos de cianobacterias procedentes del embalse en concentraciones superiores al maximo

permisible (1pug/L) establecido por la OMS (1998) durante un florecimiento dominado por Chroococcales en el 2012.

De acuerdo con el modelo conceptual presentado por Palacio (2014), cuando el nivel del embalse fue bajo dominaron
las formas coloniales, especialmente del género Microcystis (ver Figura 24) . En estas circunstancias se podria afirmar
que el periodo de aguas bajas en el embalse es critico desde el punto de vista del potencial de produccion de

microcistinas porque predominan las cianobacterias Chroococcales.

El Hierro es un elemento importante en la sintesis de cianotoxinas, bajas concentraciones de este metal en el agua se
han relacionado con el aumento de la produccion de estas y el crecimiento celular de cianobacterias. (Nellan ef al.,
2013, Utkilen & Gjolme, 1995, Lukac &Aegerter, 1993) Adicionalmente, Kaebernick & Neilan (2001) indicaron que
no solo las bajas concentraciones de hierro sino también la alta intensidad luminica estan implicados en la
transcripcion de los genes mcy y que el hierro actia como un quelante durante la fotosintesis. Martin et al. (2002)
resaltan la regulacion de la expresion de la microcistina a través de la enzima FUR, que es activada por el Hierro. En
consecuencia, bajas concentraciones de hierro favorecen la expresion de cianotoxinas debido a la inhibicion de la
enzima reguladora (FUR) de la expresion del operdn mcy. Aunque en el embalse la concentracion de hierro en el agua
se incremento de 0.1 hasta 0.43 mg/L en la estacion 1, 0.3 hasta 0.31 mg/L en la estacion 2 y 0.21 hasta 0.58 mg/L en
la estacion 3 durante la disminucion del nivel del embalse (nivel de significancia -0.726) (Figura 26), estos valores no
pueden ser considerados altos y podrian estar indicando un riesgo importante de produccion de toxinas por parte de las

cianobacterias en el embalse, debido a la baja actividad de la enzima reguladora FUR. De acuerdo con Botana et al.,
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(2015), en condiciones de laboratorio la concentracion 6ptima de hierro para la produccidon de cianotoxinas en

Microcystis aeruginosa es <0.5 mg/L.

Riogrande Il
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Figura 26 Nivel del embalse y concentracion de hierro en Riogrande II.

RECOMENDACIONES

La PCR es una metodologia econdmica, facil de aplicar y es confiable para evaluar la presencia de cepas portadoras
del gen de toxicidad mcy. En consecuencia se puede evaluar rapidamente el potencial toxico de las cianobacterias en
un determinado ecosistema.
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10. CONCLUSIONES

Durante el estudio, la concentracion de clorofila a total superd el valor de referencia (17.39 ug/L) propuesto
por Salas y Martino (1990) para ambientes eutroficos. En el periodo de aguas bajas e intermedias entre marzo
y mayo 2015 los valores de clorofila a total cercanos a 60 pg/L en la zona fotica indicaron una condicion
hipereutroéfica en las estaciones 1y 2.

Aunque durante el periodo de estudio el aporte del grupo espectral azul a la clorofila a total fue relativamente
bajo, exceptuando en el brazo del rio Chico en abril 2015, en la totalidad de las estaciones y en todos los
muestreos se detectd la presencia de cepas portadoras del gen mcy.

La presencia del gen mcy indica claramente que en el embalse Riogrande II los florecimientos de
cianobacterias del orden Chroococcales podrian representar un riesgo importante desde el punto de vista
ambiental y para la salud de los consumidores del recurso agua. Mientras que los florecimiento de
cianobacterias del orden Nostocales no representan un riesgo de toxicidad ya que durante los afios 2012 y
2013 no se encontrd el gen mcy en estas cepas.

Ademas de la presencia de cepas portadoras del gen toxicidad para microcistina en todas las estaciones y todos
los muestreos, las bajas concentraciones de hierro en el agua podrian estar indicando que el operon mcy no
esta regulado por la enzima FUR que inhibe la produccion de microcistina a altas concentraciones de hierro y
en consecuencia se podria esperar entonces que las cepas portadoras de este gen tienen mayor probabilidad de
producir microcistina.

De acuerdo a la transparencia Secchi y a la temperatura el embalse Riogrande II es un sistema turbio y calido
de alta montafia de la zona tropical.

A partir del modelo conceptual propuesto por Palacio (2014) un nivel del embalse Riogrande II bajo favorece
el crecimiento de cianobacterias del orden Chroococcales, especialmente del género Microcystis. En
consecuencia, durante este periodo se registra un incremento en el riesgo de produccion de microcistinas en el
embalse.
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13. ANEXOS

Anexo 1 Ensayo de verificacion del control negativo. A. Amplificacion del Primer 3 en la Estaciéon 1,2,3y
Control en la primera campaiia, control positivo: Porce (+) y control Negativo: Control (-) B. Amplificacion del
Primer 4 en la Estacion 1, 2, 3 y Control en la primera campaiia, control positivo: Porce (+) y control Negativo:

Control (-)

A (1) BSA + CiMg, (3) Cimg,
1 1 1 1 3 3 3 3
31 3E2 P(+) C() 363 3¢ P+ C() lLadder

(2) BSA (4) Sin nada
2 2 4 4 4 4

42 P(#) () 4E3 4 P() C() [ladder

Anexo 2 Verificacion del CIMg,y BSA con el primer 3. A. (1)
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Anexo 3 Correlacion de Spearman

Erl:::IIse Densidad | Biovol ::c::u Temper | Conduct | pH Clor:ﬁla dis::.lto Dir:.ft::al Nitratos | Nitritos amol:.iacal PT |Ortofos | Hierro
B 1.00 -0.53 053 | -0.26 | -0.50 027 | 027 | 032 | 098 | -0.41 | -0.91 0.77 074 | 017 | -0.21 | -0.65
Embalse
Densidad -0.53 1.00 0.99 0.72 0.38 0.14 | 007 | 011 | 051 | -0.13 0.28 0.76 076 |-031| 0.06 | 0.48
Biovol -0.53 0.99 100 | 071 0.40 <0.10 | 0.09 | -0.06 | 050 | -0.13 0.27 0.76 076 |-0.27| 0.07 | 0.50
Trans. Secchi| -0.26 0.72 071 | 100 0.04 0.17 | 028 | 001 | 031 0.01 0.18 0.33 038 |-0.21| -0.25 | 0.27
Temper -0.50 0.38 0.40 | 0.04 1.00 078 | -0.03| -0.14 | 0.54 0.12 0.31 0.51 032 |-006| 030 | 031
Conduct 0.27 0.14 0.10 | -0.17 0.78 1.00 0.27 | -0.04 0.36 0.34 0.26 0.06 -0.07 0.02 | -0.02 | 0.07
pH -0.27 0.07 0.09 0.28 -0.03 0.27 100 | 038 | 0.36 0.14 0.34 0.16 022 |-050| -0.70 | -0.11
Clorofilaa 0.32 0.11 0.06 | -0.01 -0.14 0.04 | -038| 1.00 038 | -0.20 031 031 0.17 032| 021 | 0.22
NT. disuelto | -0.98 0.51 050 | 031 0.54 036 | 036 | -0.38 | 1.00 0.44 0.92 0.73 0.69 |-0.24| 0.10 | 0.56
.N.Or. 0.41 -0.13 0.13 | 001 0.12 0.34 014 | -0.20 0.44 1.00 0.55 -0.18 0.01 020 | -0.22 | 032
Dis.Total
Nitratos 091 0.28 027 | 0.18 0.31 026 | 034 | -031 | 092 0.55 1.00 0.57 052 |-0.25| 0.07 | 0.61
Nitritos 0.77 0.76 0.76 0.33 0.51 0.06 016 | -0.31 0.73 -0.18 0.57 1.00 0.75 032 034 | 0.50
N. amoniacal| -0.74 0.76 0.76 | 0.38 0.32 007 | 022 | -0.17 | 0.69 0.01 0.52 0.75 100 ([-0.15| 0.16 | 0.58
PT 0.17 0.31 0.27 | -0.21 | -0.06 002 |-050( 032 | -0.24 0.20 -0.25 -0.32 <0.15 | 1.00| 054 | 0.14
Ortofos 0.21 0.06 0.07 | -0.25 0.30 002 |-070| 021 010 | -0.22 0.07 0.34 0.16 0.54 | 1.00 | 0.42
Hierro -0.65 0.48 050 | 027 0.31 007 |-011| 0.22 0.56 0.32 0.61 0.50 0.58 014 | 042 | 1.00
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Anexo 4 Datos Fluorometro

Estacion 1 - Diciembre 2014

Profundiad | Temperatura {: lrg(;l:s Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas le(:;ilila

m °C ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
0.43 19.97 18.02 3.72 0.53 0.45 22.73
0.54 19.97 19.08 2.93 2.52 1.82 26.36
0.67 19.99 22.13 1.24 0 0.39 23.76
0.77 19.99 21.9 2.61 0.25 0.31 25.07
0.92 19.99 17.78 0 0 3.6 21.38
1.01 19.97 23.94 1.55 0 1.27 26.76
1.09 19.97 16.07 1.84 0 3.01 20.92
1.19 19.96 20.28 4.07 0 0.27 24.62
1.3 19.97 16.76 1.42 0 2.27 20.45
1.37 19.96 17.72 1.42 1.1 1.93 22.18
1.46 19.96 17.12 3.82 3.75 0.32 25.01
1.55 19.97 16.02 2.02 0 2.56 20.6
1.64 19.97 18.76 3.17 3.18 0 25.1
1.74 19.98 15.23 2.88 4.94 0 23.06
1.85 19.99 18.23 2.61 2.29 0.67 23.79
1.89 19.96 20.5 2.05 0 2.37 24.93
2.02 19.93 18.4 2.91 0 1.95 23.27
2.16 19.89 15.74 3.85 4.03 0 23.61
2.33 19.87 17.98 3.98 2.56 0.34 24.86
2.51 19.83 18.13 3.76 2.68 0 24.56
2.57 19.8 18.25 3.05 2.8 0.78 24.87
2.76 19.77 17.69 3.5 2.8 0.34 24.33
2.92 19.74 17.78 341 0.87 1.51 23.57
3.09 19.72 18.46 2.13 0 1.73 22.32
3.22 19.73 17.02 3.21 2.16 1.1 23.49
3.35 19.73 15.31 2.74 2.37 1.8 22.21
3.45 19.73 17.79 2.29 0 2.17 22.25
3.57 19.72 17.59 3.33 0.91 1.56 23.39
3.69 19.74 18.47 2.13 0.05 2.29 22.93
3.84 19.71 18.26 2.81 0.1 2.25 23.41
3.97 19.71 17.47 2.69 0.83 1.82 22.82
4.06 19.71 17.5 2.45 0.28 2.49 22.72
4.14 19.7 17.7 1.89 0 2.99 22.57
4.25 19.72 16.82 3.18 1.61 1.34 22.95
4.34 19.73 16.95 2.68 1.33 1.22 22.17
4.44 19.71 16.43 2.26 1.54 1.34 21.56
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4.55 19.69 16.11 2.86 1.05 1.64 21.65
4.64 19.66 15.92 2.51 0.4 2.01 20.84
4.78 19.64 16.56 2.44 0.14 2.09 21.23
4.92 19.64 16.79 2.63 0.02 1.84 21.27
5 19.61 16.57 242 0.63 1.59 21.2
5.11 19.6 17.12 2.12 0 1.98 21.22
5.21 19.57 16.51 2.44 0.49 1.76 21.21
5.33 19.49 14.09 2.79 1.94 0.74 19.56
5.44 19.31 13.79 2.57 1.08 0.8 18.23
5.56 19.09 11.99 2.07 1.59 0.4 16.06
5.68 18.87 11 1.91 0.54 0.87 14.32
5.8 18.64 9.54 1.63 1.42 0.28 12.87
5.97 18.45 9.18 1.27 0.27 0.89 11.61
6.08 18.31 9.58 1.27 0.44 0.68 11.98
6.32 18.17 8.63 1.26 1.14 0.45 11.48
6.51 18.08 8.7 1.15 1.01 0.61 11.46
6.71 18.02 8.82 1.04 0.98 0.44 11.28
6.9 17.88 8.74 1.08 1.33 0.36 11.51
7.07 17.73 9.65 0.96 0.63 0.77 12.02
7.23 17.69 8.03 0.89 1.17 0.45 10.53
7.37 17.65 8.31 0.93 1.04 0.46 10.75
7.61 17.57 6.47 0.94 1 0.4 8.81
7.77 17.54 6.91 1.13 0.72 0.57 9.33
8.08 17.44 4.93 0.64 1 0.32 6.89
8.25 17.36 4.92 0.63 0.91 0.37 6.83
8.34 17.37 4.71 0.69 0.61 0.45 6.46
8.55 17.33 4.15 0.55 0.75 0.38 5.83
8.73 17.25 3.46 0.4 0.99 0.36 5.21
8.84 17.22 342 0.59 1.17 0.16 5.34
8.95 17.24 3.91 0.45 0.94 0.28 5.58
9.12 17.28 3.88 0.49 0.99 0.27 5.63
9.27 17.27 3.63 0.6 1.15 0.13 5.5
941 17.29 3.33 0.51 1.38 0.16 5.39
9.52 17.27 2.33 0.36 1.49 0 4.19
9.69 17.19 2.81 0.11 0.94 0.34 4.2
9.91 17.11 2.58 0.67 0.84 0.28 4.38
10.14 17.02 2.22 0.37 1.39 0.08 4.07
10.34 16.94 2.06 0.22 1.22 0.18 3.69
10.52 16.93 2.32 0.31 1.27 0.1 4.01
10.69 16.89 2.11 0.18 1.34 0.16 3.79
10.88 16.92 241 0.16 1.22 0.18 3.97
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11.13 16.93 2.18 0.21 1.37 0.11 3.87
11.3 16.9 2.44 0.15 1.23 0.17 3.99
11.5 16.9 2.35 0.29 1.4 0.17 4.21
11.61 16.9 291 0.23 0.88 0.44 4.47
11.72 16.9 2.81 0.72 1.09 0.26 4.88
11.82 16.92 2.53 0.22 1.13 0.25 4.12
11.99 16.91 2.24 0.18 1.29 0.27 3.98
12.13 16.93 2.22 0.33 1.28 0.22 4.06
12.34 16.91 2.44 0.24 1.38 0.24 4.3
12.53 16.87 2.21 0.2 1.38 0.26 4.05
12.66 16.86 2.35 0.18 1.19 0.32 4.04
12.79 16.85 2.59 0.16 1.33 0.26 4.33
12.93 16.87 2.7 0.14 1.03 0.36 4.24
13.15 16.78 3.1 0.11 0.67 0.7 4.59
13.38 16.72 2.37 0.12 1.13 0.37 3.99
13.69 16.68 2.9 0.25 1.17 0.39 4.71
13.93 16.61 2.32 0.12 1.35 0.24 4.03
14.17 16.57 2.22 0.16 1.34 0.1 3.81
14.36 16.57 2.06 0.21 1.24 0.09 3.61
14.59 16.59 1.99 0 0.99 0.38 3.36
14.75 16.58 1.91 0.02 1.21 0.21 3.34
14.95 16.57 2.03 0.2 1.34 0.13 3.71
15.13 16.55 2.73 2.12 1.03 0 5.89
15.38 16.52 1.9 0.49 1.43 0 3.82
15.56 16.53 231 0 0.67 0.53 3.51
15.77 16.53 1.85 0.15 1.33 0.13 3.46
15.98 16.5 2.19 0.07 1.14 0.29 3.69
16.15 16.51 1.91 0.03 1.28 0.14 3.35
16.31 16.53 1.68 0.01 0.98 0.33 3

16.54 16.52 2.03 0.16 1.13 0.23 3.54
16.81 16.47 2.21 0.09 0.81 0.46 3.57
16.99 16.44 1.91 0.08 1.11 0.23 3.33
17.15 16.41 1.42 0.03 1.29 0.12 2.86
17.39 16.41 1.63 0 1.19 0.17 2.98
17.54 16.4 1.59 0.2 1.38 0.11 3.28
17.7 16.4 1.22 0.05 1.27 0.13 2.67
17.8 16.4 2.01 0.07 0.94 0.29 3.31
17.92 16.44 1.94 0.13 1.35 0 3.42
18.07 16.43 1.65 0.13 1.09 0.12 2.99
18.25 16.39 1.8 0.1 0.01 0.69 2.61
18.41 16.36 1.32 0.33 1.01 0 2.66
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18.62 16.35 1.41 0.15 0.89 0.12 2.56
18.78 16.36 1.47 0.23 1.1 0 2.8
18.92 16.39 1.23 0.25 0.94 0.05 247
19.05 16.39 1.33 0.05 0.73 0.22 2.32
19.23 16.37 1.41 0.25 0.81 0.16 2.63
19.28 16.33 1.31 0.17 1.03 0 2.51
19.48 16.29 1.43 0.09 0.79 0.09 24
19.69 16.26 1.06 0.24 1.12 0 2.41
19.83 16.23 1.4 0.09 0.77 0.24 2.49
19.88 16.24 1.26 0.18 0.94 0.07 2.44
20.03 16.28 1.18 0.13 0.9 0.07 2.27
20.19 16.29 1.26 0.13 0.73 0.2 231
20.39 16.25 1.27 0.08 0.93 0.14 242
20.42 16.23 1.56 0.15 0.91 0.1 2.72
20.58 16.24 1.52 0.27 1.06 0 2.85
20.64 16.23 1.38 0.28 1.17 0 2.84
20.71 16.26 1.59 0.21 0.92 0 2.73
20.72 16.28 1.67 0.31 1.02 0.06 3.06
20.73 16.31 1.15 0.05 0.9 0.08 2.17
20.7 16.33 1.2 0.11 0.79 0.13 2.23
20.7 16.38 1.11 0.11 1.04 0 2.27
20.69 16.41 1.36 0 0.84 0.11 231
20.71 16.46 1.48 0.07 0.61 0.25 241
20.73 16.43 1.19 0.08 0.92 0.08 2.27
20.73 16.39 1.1 0.03 0.78 0.12 2.02
20.76 16.36 1.43 0.11 0.85 0.12 2.52
20.77 16.33 1.12 0.08 0.97 0.13 23
20.8 16.32 1.2 0.04 0.82 0.22 2.28
20.84 16.33 1.72 0.67 0.62 0.21 3.22
20.87 16.3 1.13 0.22 1.11 0.01 2.47
20.92 16.29 1.42 0.04 0.77 0.22 2.44
21.02 16.27 1.95 0.08 0.02 0.6 2.65
21.09 16.25 1.25 0.1 0.92 0.11 2.37
21.11 16.28 1.26 0.18 0.99 0.06 2.48
21.18 16.3 1.14 0.21 1.14 0.07 2.55
21.27 16.32 1.3 0.16 0.93 0 2.39
21.33 16.31 1.65 0.01 0.75 0.25 2.66
21.43 16.29 0.96 0.14 0.85 0.13 2.08
21.48 16.3 1.3 0.11 0.84 0.13 2.38
21.51 16.32 1.17 0 0.91 0.27 2.35
21.6 16.26 1.56 0.18 1.04 0 2.78
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21.68 16.24 1.26 0.13 0.76 0.21 2.37
21.78 16.23 1.02 0.17 0.93 0.18 23
21.77 16.22 1.48 0.12 0.83 0.11 2.54
21.79 16.24 1.02 0.05 0.98 0.12 2.16
21.81 16.27 1.59 0 0.63 0.38 2.6
2191 16.22 1.05 0.03 0.83 0.18 2.08
21.99 16.19 1.25 0.06 0.8 0.17 2.27
22.02 16.19 1.49 0 0.7 0.19 2.38
22.14 16.18 1.14 0.04 0.81 0.25 2.24
22.21 16.13 1.54 0 0.63 0.32 2.49
22.36 16.12 1.25 0 0.8 0.23 2.29
22.43 16.14 1.23 0.07 0.8 0.26 2.36
22.55 16.13 0.82 0.09 0.89 0.24 2.04
22.72 16.12 1.18 0.22 0.95 0.13 2.47
22.94 16.08 1.1 0.09 0.89 0.19 2.27
23.07 16.07 1.28 0.42 1.11 0 2.81
23.22 16.06 0.75 0.23 1.3 0.02 231
23.37 16.03 1.39 0.21 1.06 0.11 2.77
23.47 16.06 1.19 0.13 0.99 0.21 2.52
23.59 16.05 1.09 0.07 0.94 0.2 2.29
23.72 16.06 1.14 0.08 0.9 0.19 23
23.83 16.05 1.16 0.02 0.89 0.15 2.22
23.93 16.06 0.87 0.26 1.1 0.06 23
23.99 16.05 0.62 0.21 1.17 0.15 2.15
24.1 16.04 1.13 0 0.88 0.22 2.24
24.18 16.04 1.16 0.09 0.99 0.08 2.32
24.26 16.06 1.27 0.04 0.84 0.15 23
24.34 16.06 1.3 0.05 0.96 0.19 2.5
24.41 16.05 1.09 0.2 1.06 0.11 2.46
24.48 16.06 1.53 0.14 1.04 0.18 2.89
24.54 16.09 1.19 0.13 1.11 0.07 2.49
24.6 16.06 1.15 0.13 1.05 0.08 241
24.7 16.02 1.04 0.05 0.74 0.25 2.07
24.8 16 1.09 0.08 1.03 0.16 2.37
24.95 15.99 0.91 0.17 1.21 0.02 2.32
25.07 15.97 1.24 0 0.74 0.28 2.27
25.13 15.98 1.22 0.07 0.91 0.17 2.36
25.26 15.96 1.09 0.07 0.9 0.17 2.23
25.38 15.96 1.08 0.09 0.88 0.23 2.28
25.58 15.95 1.3 0 0.76 0.3 2.36
25.74 15.95 1.36 0.01 0.76 0.3 2.43
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25.92 15.96 1.25 0.11 0.99 0.09 2.44
26.08 15.97 0.87 0.15 1.22 0 2.23
26.23 15.95 1.44 0 0.7 0.21 2.35
26.38 15.96 0.89 0.13 0.98 0.11 2.11
26.41 15.93 1.19 0.07 0.82 0.18 2.26
26.47 15.96 1.08 0.09 0.82 0.19 2.18
26.57 15.95 1.27 0.15 0.82 0.16 2.39
26.72 15.96 1.12 0.08 0.73 0.23 2.17
26.9 15.95 1.24 0.04 0.7 0.19 2.17
27.08 15.93 1.07 0.08 0.79 0.16 2.09
27.22 15.91 0.72 0.29 1.06 0 2.07
27.37 15.92 1.22 0.02 0.62 0.37 2.23
27.48 15.91 1.15 0.1 0.65 0.29 2.19
27.62 15.91 1.2 0.2 0.83 0.14 2.36
27.77 15.91 0.79 0.12 0.66 0.24 1.82
27.89 15.9 0.87 0.15 0.84 0.16 2.02
28.04 15.89 0.84 0.15 0.65 0.29 1.92
28.18 15.88 0.91 0.23 0.55 0.17 1.86
28.28 15.89 0.82 0.27 0.71 0.1 1.9
28.41 15.89 0.95 0.24 0.54 0.2 1.93
28.54 15.87 0.83 0.27 0.55 0.16 1.81
28.69 15.88 1.49 0.38 0.29 0.38 2.54
28.9 15.85 0.91 0.3 0.41 0.34 1.96
29.01 15.84 0.87 0.38 0.58 0.17 2

29.1 15.84 0.95 0.32 0.39 0.22 1.88
29.23 15.85 1.08 0.33 0.42 0.19 2.01
29.38 15.84 0.99 0.3 0.39 0.22 1.9
29.54 15.82 0.84 0.33 0.48 0.19 1.84
29.65 15.82 1.2 0.39 0.56 0.2 2.35
29.81 15.83 0.77 0.5 0.68 0.04 1.99
29.97 15.8 1.06 0.4 0.48 0.2 2.14
30.1 15.8 0.78 0.45 0.53 0.15 1.91
30.13 15.8 0.88 0.53 0.73 0.01 2.15
30.16 15.82 0.99 0.5 0.61 0.06 2.15
30.13 15.83 1.43 0.29 0.24 0.39 2.34
30.13 15.85 0.85 0.42 0.49 0.15 1.91
30.16 15.86 1.18 0.52 0.55 0.08 2.33
30.15 15.87 0.55 0.69 0.72 0.16 2.12
30.17 15.85 0.99 0.38 0.47 0.19 2.04
30.17 15.85 0.95 0.4 0.19 0.35 1.89
30.17 15.85 0.85 0.66 0.28 0.31 2.1
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30.18 15.87 0.78 0.57 0.66 0.13 2.13
30.16 15.89 0.92 0.41 0.39 0.24 1.96
30.18 15.91 1.05 0.37 0.24 0.31 1.98
30.2 15.9 1 0.38 0.46 0.22 2.05
30.2 15.88 0.82 0.55 0.75 0.09 2.2
30.2 15.9 1.11 0.29 0 0.55 1.95
Estacion 1 - Marzo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
0.08 20.2 39.95 0.97 7.38 0 48.3
0.15 20.21 49.24 1.42 2.9 0.45 54.01
0.28 20.2 46.56 0.93 5.27 0 52.76
0.42 20.19 47.29 0 0 2.83 50.11
0.56 20.18 45.29 0 4.72 2.57 52.57
0.66 20.18 47.32 1.88 6.48 0 55.68
0.76 20.19 50.32 0 0 3.72 54.03
0.86 20.19 50.86 0.09 0 3.25 54.2
0.95 20.19 52.79 0.07 0 3.32 56.18
1.03 20.19 51.22 1.26 3.01 1.91 57.39
1.1 20.17 53.19 1.37 3.02 1.85 59.43
1.21 20.18 55.61 0 0.07 3.47 59.15
1.24 20.19 56.37 0 0 3.64 60.01
1.26 20.19 52.51 0 3.57 3 59.08
1.32 20.18 57.56 0 0 3.89 61.45
1.45 20.18 52.36 1.24 5.66 1.4 60.65
1.58 20.18 56.39 0 1.76 2.87 61.01
1.72 20.18 56.55 1.74 1.49 1.77 61.54
1.87 20.17 53.45 1.25 4.88 1.5 61.07
2.04 20.16 52.67 0.19 2.24 3.39 58.5
2.27 20.16 54.17 0.02 0.28 33 57.76
2.43 20.15 54.4 0.03 0.57 3.12 58.12
2.62 20.13 53.06 291 0.9 2.71 59.59
2.79 20.12 50.74 0.66 2.77 2.27 56.44
3 20.1 49.09 0.24 2.36 2.74 54.44
3.12 20.1 47.96 0.26 1.32 2.33 51.87
3.28 20.08 48.47 0.19 2.35 1.66 52.67
3.44 20.04 49.23 0 1.17 2.73 53.13
3.64 20.04 47.64 0.34 1.38 2.12 51.49
3.78 20.04 46.23 0.62 2.64 1.25 50.74
3.88 20.02 48.45 0.35 0.83 2.4 52.03
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4.02 19.99 47.25 0.31 1.6 1.81 50.97
4.12 19.98 45.3 0 1.43 2.21 48.93
4.28 19.96 45.8 0.01 0.37 2.54 48.72
4.4 19.96 42.54 0.71 2.36 1.37 46.99
4.55 19.96 44.61 0.16 0.66 2.02 47.45
4.57 19.92 42.04 0.22 1.16 1.69 45.11
4.59 19.91 40.4 0.21 1.23 1.68 43.52
4.64 19.89 40.45 0.26 1.17 1.64 43.52
4.69 19.87 39.9 0.35 1.44 1.32 43.01
4.8 19.85 37.71 0.26 1.19 1.4 40.55
4.92 19.86 39.26 0.37 0.97 1.66 42.27
5.01 19.85 39.15 0.25 0.57 1.76 41.73
5.06 19.86 37.89 0.07 1.28 1.67 4091
5.09 19.84 38.46 0.04 0.56 1.71 40.77
5.15 19.84 37.51 0.22 1.08 1.64 40.45
542 19.8 36.64 0.19 0.75 1.71 39.3
5.58 19.68 35.85 0.31 0.71 1.65 38.53
5.69 19.66 35.09 0.51 1.54 1.08 38.22
5.82 19.69 36.61 0.55 1.33 1.34 39.83
5.94 19.67 35.33 0.58 1.22 1.28 38.41
6.07 19.64 34.7 0.48 1.13 1.33 37.64
6.17 19.62 32.03 0.41 1.04 1.45 34.93
6.26 19.57 31.98 0.74 1.17 1.12 35.01
6.39 19.57 30.34 0.53 1 1.35 33.22
6.5 19.54 29.89 0.62 1.73 0.86 33.11
6.55 19.45 20.02 0.44 1.29 0.74 22.5
6.73 19.37 20.79 0.52 1.64 0.72 23.67
6.88 19.33 21.6 0.3 1.18 0.97 24.05
7.01 19.28 21.49 0.37 0.66 1.31 23.83
7.03 19.2 18.06 0.17 0.58 1.19 19.99
7.11 19.19 11.48 0.15 1.21 0.85 13.69
7.2 19.18 17.31 0.29 0.58 1.06 19.24
7.34 19.15 20.36 0.49 1.39 0.66 22.9
7.42 19.03 16.82 0.61 1 0.41 18.85
7.44 18.87 11.05 0.13 0.38 0.79 12.35
7.44 18.73 8.08 0.18 0.34 0.64 9.24
7.48 18.69 5.98 0.4 0.93 0.22 7.53
7.54 18.64 5.56 0.28 0.74 0.38 6.96
7.56 18.53 5.13 0.36 0.78 0.22 6.5

7.59 18.43 4.56 0.36 0.58 0.19 5.7

7.59 18.4 4.07 0.31 0.41 0.35 5.15
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7.61 18.38 4.05 0.35 0.63 0.17 5.21
7.6 18.34 3.93 0.37 0.56 0.17 5.04
7.61 18.29 3.78 0.22 0.42 0.34 4.77
7.61 18.26 3.63 0.45 0.76 0.02 4.86
7.62 18.26 3.32 0.35 0.68 0.22 4.58
7.62 18.26 3.57 0.24 0.04 0.44 4.3
7.63 18.26 291 0.41 0.79 0.09 4.21
7.64 18.24 2.56 0.47 0.73 0.13 3.89
7.66 18.22 2.8 0.36 0.52 0.15 3.84
7.67 18.2 2.96 0.36 0.38 0.24 3.93
7.71 18.17 2.81 0.41 0.5 0.16 3.89
7.74 18.15 2.38 0.31 0.65 0.23 3.56
7.74 18.14 2.33 0.5 0.89 0 3.72
7.77 18.13 2.55 0.36 0.49 0.22 3.62
8.03 18.05 2.21 0.4 0.57 0.1 3.28
8.23 17.97 2.25 0.37 0.25 0.2 3.07
8.48 17.92 2.07 0.42 0.5 0.04 3.03
8.69 17.84 2.11 0.46 0.4 0.04 3.01
8.76 17.84 2.16 0.42 0.42 0.02 3.02
8.78 17.88 241 0.34 0.1 0.21 3.04
8.8 17.93 247 0.35 0 0.19 3.02
8.84 17.97 2.14 0.4 0.24 0.11 2.89
8.85 17.99 1.73 0.35 0.37 0.14 2.59
8.85 17.97 2.45 0.47 0.27 0.1 3.29
8.85 17.96 2.21 0.38 0.16 0.17 2.92
8.85 17.94 2.14 0.4 0.33 0.07 2.93
8.86 17.91 2.15 0.47 0.38 0 3
8.86 17.88 2.12 0.44 0.4 0.06 3.02
8.85 17.88 2.12 0.4 0.32 0.05 2.9
8.87 17.88 2.03 0.41 0.35 0.05 2.84
8.88 17.86 2.17 0.42 0.4 0.04 3.04
8.88 17.87 2.49 0.39 0.19 0.14 3.22
8.88 17.9 2.13 0.4 0.33 0.09 2.95
8.87 17.92 2.04 0.46 0.42 0 2.92
8.91 17.89 2.1 0.43 0.33 0.06 291
8.92 17.86 2.11 0.37 0.27 0.1 2.84
8.93 17.86 2.27 0.41 0.31 0.09 3.08
8.95 17.87 2.14 0.44 0.34 0.04 2.96
9.09 17.81 2.2 0.42 0.3 0.08 3
9.13 17.77 2.02 0.46 0.47 0 2.95
9.19 17.77 2.24 0.49 0.37 0 3.1
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9.35 17.73 2.38 0.45 0.35 0 3.19
9.55 17.71 2 0.36 0.31 0.12 2.78
9.78 17.71 1.92 0.36 0.29 0.1 2.68

10 17.68 1.24 0.36 0.37 0.04 2.01
10.22 17.63 1.29 0.42 0.34 0 2.05
10.29 17.54 1.1 0.37 0.23 0.04 1.74
10.39 17.53 1.08 0.37 0.38 0 1.83
10.56 17.5 1.15 0.38 0.29 0 1.82
10.72 17.48 1.14 0.4 0.35 0 1.89
11.02 17.37 1.15 0.34 0.28 0.04 1.8
11.08 17.31 0.98 0.33 0.37 0.04 1.72
11.4 17.29 0.99 0.35 0.37 0 1.72
11.71 17.25 0.94 0.32 0.39 0 1.66

12 17.19 0.98 0.29 0.43 0.02 1.72
12.15 17.18 1.05 0.23 0.23 0.1 1.62
12.37 17.2 1.1 0.28 0.4 0.01 1.79
12.59 17.14 1.02 0.26 0.38 0 1.67
12.71 17.12 1.2 0.23 0.24 0.07 1.74
12.96 17.07 1.14 0.25 0.29 0.03 1.71
13.13 17.03 1.29 0.12 0.2 0.15 1.77
13.3 17.02 1.26 0.2 0.35 0.02 1.84
13.44 17.04 1.23 0.23 0.37 0.01 1.84
13.69 16.96 1.34 0.13 0.22 0.1 1.8
13.71 16.88 1.34 0.16 0.3 0.06 1.86
13.73 16.91 1.19 0.21 0.33 0.01 1.73
13.92 16.89 1.24 0.12 0.31 0.1 1.77
14.22 16.8 1.59 0.15 0.32 0.08 2.13
14.52 16.75 1.69 0.13 0.28 0.07 2.17
14.76 16.71 1.8 0.14 0.39 0.05 2.38
15.05 16.69 1.9 0.09 0.28 0.11 2.38
15.38 16.64 1.74 0.05 0.38 0.12 23
15.68 16.59 2.07 0.1 0.28 0.15 2.6
15.92 16.56 1.89 0.04 0.16 0.18 2.27
16.19 16.54 1.71 0.07 0.28 0.14 2.2
16.28 16.53 1.73 0.09 0.43 0.04 2.29
16.52 16.52 1.93 0.1 0.32 0.09 2.44
16.86 16.52 1.93 0.02 0.2 0.19 2.34
17.21 16.47 1.92 0.06 0.32 0.13 2.43
17.5 16.43 2.11 0.06 0.26 0.17 2.6
17.85 16.39 2.1 0.07 0.25 0.11 2.53
18.19 16.39 1.92 0.06 0.38 0.07 242
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18.58 16.36 1.91 0 0.2 0.16 2.28
18.91 16.35 1.9 0.06 0.29 0.12 2.37
19.2 16.33 1.74 0.05 0.31 0.11 2.22
19.41 16.33 1.65 0.07 0.39 0.04 2.16
19.57 16.33 1.84 0 0.16 0.22 2.22
19.63 16.35 1.6 0 0.21 0.2 2.01
19.89 16.32 1.63 0 0.21 0.16 2
20.22 16.28 1.79 0.07 0.42 0.09 2.37
20.58 16.27 1.77 0.09 0.47 0.04 2.37
20.84 16.26 1.77 0.1 0.44 0.01 2.33
21.11 16.29 2 0 0.17 0.2 2.37
21.31 16.25 1.75 0 0.3 0.15 2.21
21.5 16.24 1.44 0.05 0.28 0.11 1.88
21.74 16.25 1.62 0.07 0.36 0.08 2.12
22.1 16.24 1.99 0.04 0.2 0.14 2.36
22.37 16.2 1.66 0.07 0.29 0.08 2.1
22.59 16.21 1.68 0 0.13 0.16 1.97
22.87 16.21 1.65 0.09 0.38 0.03 2.15
23.17 16.22 1.79 0.03 0.19 0.17 2.18
23.51 16.21 1.63 0.06 0.22 0.13 2.03
23.77 16.19 1.55 0.07 0.25 0.09 1.96
24.1 16.18 1.43 0.12 0.44 0 1.99
24.2 16.15 1.55 0 0.07 0.17 1.79
24.26 16.21 1.32 0.03 0.3 0.06 1.72
24.27 16.21 1.73 0.11 0.16 0 2
2431 16.26 1.4 0.12 0.32 0 1.84
Estacion 1 - Abril 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
0.16 20.26 0 18.06 0 35.36 53.42
0.23 20.32 0 18.42 0 37.25 55.67
0.47 20.39 0 16 0 33.76 49.76
0.54 204 0 16.94 0 39.03 55.97
0.65 20.39 0 13.15 0 38.85 52
0.76 20.38 0 22.72 0 40.49 63.21
0.95 20.41 0 10.94 0 42.07 53.01
1.29 20.44 0 19.73 0 33.49 53.22
1.4 20.43 0 16.96 0 36.44 534
1.62 20.48 0 18.01 0 38.31 56.32
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1.78 20.46 0 18.25 0 36.37 54.63
1.94 20.48 0 14.89 0 34.46 49.35
2.14 20.48 0 17.83 0 32.48 50.32
2.27 20.47 0 15 0 34.11 49.11
243 20.49 0 13.34 0 34.65 47.99
2.56 20.48 0 15.52 0 30.45 45.98
2.67 20.46 0 17.89 0 30.13 48.02
2.84 20.46 0 14.72 0 34.28 49
3.01 20.45 0 14.52 0 28.48 43.01
3.16 20.44 0 16.21 0 26.36 42.57
3.32 20.44 0 16.01 0 34.79 50.81
3.49 20.43 0 15.46 0 30.77 46.24
3.6 20.42 0 14.9 0 31.35 46.26
3.75 204 0 13.56 0 35.83 49.39
3.79 20.38 0 12.57 0 32.94 45.51
3.92 20.38 0 11.87 0 32.66 44.53
4.06 20.38 0 13.74 0 33.7 47.45
4.22 20.37 0 14.94 0 33 47.93
4.38 20.37 0 11.39 0 32.38 43.78
4.53 20.37 0 14.37 0 28.6 42.97
4.73 20.36 0 13.78 0 31.2 44.98
4.85 20.27 0 11.4 0 27.98 39.37
4.94 20.14 0 11.11 0 22.16 33.27
5.04 20.02 0 12.55 0 19.87 32.42
5.1 20 0 10.61 0 17.81 28.41
5.24 19.97 0 10.24 0 16.93 27.17
5.38 19.74 0 10.25 0 15.28 25.53
5.53 19.54 0 6.88 0 18.6 25.48
5.64 19.3 0 6.29 0 14.62 20.91
5.76 19.04 0 5.31 0 14.68 19.99
5.86 18.82 0 4.65 0 13.76 18.42
5.92 18.66 0 6.37 0 12.41 18.79
6.03 18.66 0 7.27 0 10.49 17.76
6.13 18.7 0 6.87 0 9.45 16.31
6.22 18.65 0 4.46 0 8.97 13.43
6.33 18.63 0 8.44 0 3.59 12.03
6.41 18.46 0 6.34 0 4.88 11.21
6.55 18.24 0 5.77 0 3.23 9
6.65 18.13 0 4.85 0 1.28 6.13
6.72 18.07 0 4.3 0 2.72 7.02
6.8 17.99 0 3.81 0 3.58 7.39
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6.89 17.95 0 6.89 0 0.24 7.13
7.03 17.91 0 5.49 0 0.94 6.43
7.1 17.85 0 6.39 0 0 6.39
7.17 17.87 0 6.57 0 0 6.57
7.23 17.96 0 6.48 0 0 6.48
7.32 17.99 0 591 0 0 591
7.47 17.88 0 6.45 0 0 6.45
7.58 17.8 0 6.14 0 0.46 6.6
7.73 17.71 0 5.48 0 0 5.48
7.87 17.69 0 5.37 0 0 5.37
7.95 17.69 0 541 0 0 541
8.05 17.71 0 5.29 0 0 5.29
8.17 17.71 0 5.64 0 0 5.64
8.29 17.68 0 5.09 0 0 5.09
8.42 17.63 0 3.8 0 0.92 4.72
8.52 17.57 0 4.51 0 0 4.51
8.7 17.53 0 4.86 0 0 4.86
8.88 17.5 0 4.64 0 0 4.64
9.05 17.5 0 4.23 0 0 4.23
9.23 17.46 0 4.16 0 0 4.16
9.37 17.41 0 4.29 0 0 4.29
9.48 17.38 0 4.28 0 0 4.28
9.68 17.33 0 4.68 0 0 4.68
9.79 17.29 0 4.51 0 0 4.51
9.97 17.28 0 4.5 0 0 4.5
10.22 17.17 0 5 0 0 5
10.37 17.15 0 4.58 0 0 4.58
10.41 17.17 0 6.14 0 0 6.14
10.5 17.18 0 4.43 0 0 4.43
10.73 17.18 0 5.52 0 0 5.52
10.86 17.17 0 4.54 0 0 4.54
10.95 17.17 0 4.25 0 0 4.25
11.23 17.15 0 4.63 0 0 4.63
11.46 17.09 0 4.73 0 0 4.73
11.6 17.07 0 4.34 0 0 4.34
11.73 17.08 0 4.48 0 0 4.48
11.91 17.09 0 4.27 0 0 4.27
12.05 17.07 0 4.59 0 0 4.59
12.21 17.05 0 4.88 0 0 4.88
12.4 17.01 0 4.85 0 0 4.85
12.55 16.98 0 4.72 0 0 4.72
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12.71 16.97 0 4.81 0 0 4.81
12.88 16.96 0 4.61 0 0 4.61
13.02 16.95 0 4.5 0 0 4.5
13.19 16.94 0 4.69 0 0 4.69
13.36 16.93 0 4.96 0 0 4.96
13.59 16.93 0 5.35 0 0 5.35
13.76 16.87 0 5.35 0 0 5.35
13.94 16.84 0 5.31 0 0 5.31
14.13 16.81 0 4.14 0 0 4.14
14.32 16.8 0 4.7 0 0 4.7
14.53 16.8 0 4.32 0 0 4.32
14.71 16.8 0 5.54 0 0 5.54
14.93 16.75 0 5.16 0 A 5.27
15.18 16.73 0 5.1 0 0 5.1
15.48 16.72 0 4.74 0 0 4.74
15.77 16.68 0 4.75 0 0 4.75
16.02 16.67 0 4.77 0 0 4.77
16.26 16.65 0 4.01 0 0 4.01
16.52 16.61 0 4.25 0 0 4.25
16.8 16.58 0 4.62 0 0 4.62
17.1 16.57 0 4.36 0 0 4.36
17.38 16.54 0 4.48 0 0 4.48
17.63 16.52 0 3.9 0 0 3.9
17.84 16.54 0 4.3 0 0 4.3
18.04 16.5 0 4.09 0 0 4.09
18.23 16.5 0 4.65 0 0 4.65
18.4 16.47 0 5.05 0 0 5.05
18.65 16.46 0 5.25 0 0 5.25
18.89 16.46 0 4.9 0 0 4.9
19.11 16.47 0 4.97 0 0 4.97
19.36 16.47 0 5.1 0 0 5.1
19.54 16.48 0 5.14 0 0 5.14
19.73 16.49 0 4.99 0 0 4.99
19.91 16.49 0 4.55 0 0 4.55
20.08 16.44 0 4.62 0 0 4.62
20.24 16.43 0 5.03 0 0 5.03
20.44 16.41 0 5.02 0 0 5.02
20.61 16.37 0 5.34 0 0 5.34
20.81 16.35 0 5.72 0 0 5.72
20.99 16.34 0 5.59 0 0 5.59
21.19 16.34 0 5.13 0 0 5.13
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21.33 16.31 0 5.44 0 0 5.44
21.51 16.29 0 4.96 0 0.2 5.17
21.68 16.29 0 4.18 0 1.15 5.33
22.06 16.27 0 6.06 0 0 6.06
22.36 16.24 0 5.78 0 0 5.78
22.66 16.24 0 5.95 0 0 5.95
22.93 16.24 0 6.34 0 0 6.34
23.15 16.24 0 6.01 0 0 6.01
23.38 16.23 0 5.57 0 1.31 6.88
23.58 16.22 0 5.15 0 0.55 5.7
23.8 16.23 0 4.63 0 1.55 6.18
24.06 16.24 0 4.95 0 0.83 5.78
24.32 16.22 0 4.6 0 0.79 5.39
24.59 16.21 0 4.38 0 2.04 6.42
24.87 16.19 0 3.98 0 2.15 6.13
25.16 16.17 0 3.05 0 33 6.35
25.49 16.14 0 3.88 0 1.43 5.31
25.73 16.14 0 3.25 0 1.66 4.92
25.93 16.12 0 3.51 0 2.05 5.56
26.26 16.12 0 1.91 0 34 5.31
Estacion 1 - Mayo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
0.6 21.38 19.42 3.23 0 13.56 36.21
0.86 21.37 10.7 7.52 0 20.22 38.44
1.13 21.33 4.25 7.98 0 26.38 38.62
1.43 21.28 16.77 8.56 0 21.9 47.24
1.6 21.2 24.98 9.19 0 16.15 50.31
1.78 21.19 27.26 9.24 0 14.23 50.73
1.96 21.19 16.17 9.73 0 17.31 43.21
2.11 21.18 25.96 7.13 0 13.13 46.22
2.24 21.17 25.22 12.64 0 9.15 47.01
2.38 21.16 26.41 9.1 0 11.23 46.75
2.52 21.16 28.43 7.72 0 13.84 49.99
2.68 21.17 31.24 8.89 0 10.93 51.06
2.83 21.17 31.71 5.8 0 12.04 49.54
3.04 21.13 29.68 9.91 0 9.57 49.16
3.19 21.11 23.34 10.19 0 14.33 47.86
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3.45 21.07 24.03 9.62 0 12.86 46.51
3.64 21.07 23.61 12.16 0 12.23 49
3.85 21.05 27.74 10.56 0 11.68 49.98
4.06 21.04 32.58 10.84 0 9.62 53.05
4.26 21.04 24.47 8.36 0 13.16 46
4.54 21.03 13.61 8.46 0 14.26 36.32
4.79 20.96 5.81 9.35 0 13.36 28.52
5.1 20.84 11.83 6.41 0 10.9 29.13
5.33 20.68 11.47 5.68 0 11.45 28.6
5.59 20.28 15.62 2.54 0 9.88 28.04
5.76 19.88 8.36 1.89 0 11.84 22.09
5.86 19.82 1.22 1.19 0 13.99 16.4
6.09 19.78 4.01 0.8 0 13.07 17.88
6.41 19.39 0 2.85 0 8.09 10.94
6.77 19.06 0 0.84 0 8.98 9.82
7.14 18.82 0 2.29 0 5.75 8.04
7.45 18.55 0 3.73 0 2.33 6.06
7.82 18.34 0 4.82 0 1.14 5.96
8.16 18.15 0 5.87 0 0.32 6.19
8.56 18.05 0 5.01 0 0.47 5.48
8.91 17.93 0 3.14 0 2.9 6.05
9.19 17.9 0 2.18 0 4.37 6.55
9.53 17.88 0 2.41 0 3.82 6.23
9.96 17.73 0 2.37 0 3.34 5.71
10.34 17.62 0 2.12 0 2.87 5
10.74 17.54 0 3.31 0 2.12 5.43
11 17.47 0 3.08 0 2.56 5.64
11.26 17.37 0 2.49 0 2.78 5.27
11.78 17.29 0 3.2 0 2.53 5.73
12.28 17.22 0 3.49 0 2.36 5.85
12.84 17.16 0 2.45 0 3.35 5.8
13.18 17.1 0 3.15 0 3.58 6.72
13.52 17.11 0 4.06 0 2.29 6.34
13.87 17.1 0 3.14 0 2.95 6.09
14.22 17.04 0 5.04 0 2.69 7.73
14.69 16.95 0 3.35 0 2.06 54
15.29 1691 0 3.03 0 2.69 5.73
Estacion 2 - Diciembre 2014
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
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m °C ng/l pg/l ng/l pg/l ng/l
0.15 19.91 10.62 0 3.39 2.4 16.41
0.3 19.91 12.8 0 3.1 1.89 17.79
0.53 19.9 13.97 0 0 3.74 17.71
0.73 19.91 13.56 0 1.26 3.61 18.43
0.98 19.91 12.83 0 1.56 3.08 17.46
1.03 19.9 14.06 0 0.97 2.82 17.85
1.13 19.88 13.09 0 0 3.59 16.68
1.31 19.9 13.63 0 0 3.74 17.37
1.48 19.88 12.73 0 2.01 3.16 17.91
1.69 19.72 13.59 0 0 4.16 17.75
1.89 19.57 13.08 0 1.39 3.79 18.26
2.04 19.44 11.2 0 2.53 4.09 17.81
2.33 19.28 14.18 0 0 4.59 18.77
2.63 18.99 10.39 0 0 4.15 14.55
2.79 18.76 9.59 0 0 3.87 13.46
3.25 18.54 6.54 0.09 0 4.09 10.72
3.59 18.28 5.9 0.58 0 3.94 10.42
3.87 18.16 5.01 0.45 0 3.58 9.04
4.15 18.04 4.01 0.63 0 3.66 8.3
4.45 17.88 2.19 0.46 0 2.94 5.59
4.55 17.78 2.1 0.43 0 2.57 5.09
4.75 17.7 1.61 0.49 0 2.99 5.09
4.94 17.6 1.53 0.48 0 2.67 4.68
5.08 17.51 0.39 0.57 0 2.6 3.56
5.18 17.52 0.78 0.57 0 2.8 4.15
5.39 17.53 0.43 0.54 0 2.61 3.59
5.72 17.36 0.95 0.33 0 2.13 3.41
6.06 17.25 0.69 0.05 0 2.53 3.26
6.35 17.18 0 0 0.52 2.01 2.53
6.49 17.19 0.02 0 0.35 2.22 2.6
6.69 17.18 0 0 0.63 2.14 2.76
6.88 17.14 0.05 0 0.67 2.23 2.95
7.11 17.1 0 0 0.92 1.82 2.74
7.4 17.02 0 0 0.75 1.9 2.65
7.68 16.97 0 0 0.26 2.08 2.34

Estacion 2 - Marzo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total

m °C ng/l pg/l ng/l pg/l ng/l

0.28 19.84 62.95 0 1.58 3.07 67.6
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0.52 19.84 58.61 0 0 4.93 63.54
0.89 19.85 60.31 0 0 3.25 63.57
0.94 19.85 62.65 0 0 3.86 66.51
0.97 19.86 61.51 0 2.38 3.32 67.21
1.2 19.85 56.63 0.18 2.79 2.96 62.55
1.42 19.83 53.45 0.39 1.11 3.64 58.59
1.66 19.77 51.41 0 1.66 2.28 55.35
2.1 19.64 47.72 0.09 0.73 1.9 50.44
2.54 19.47 43.74 0 0.49 1.98 46.22
2.85 19.35 40.99 0.17 1.17 1.56 43.9
3.17 19.29 39.08 0.16 0.32 2.06 41.62
3.41 19.23 37.98 0.13 0.71 1.51 40.33
3.46 19.23 39.87 0.4 0 1.55 41.82
3.48 19.24 38.91 0.33 0 1.44 40.68
3.6 19.25 39.04 0.2 0.72 1.11 41.07
3.69 19.27 39.37 0.49 0 1.53 41.38
3.77 19.27 38.95 0.08 1.18 1.18 41.39
4.03 19.24 36.35 0.04 0.95 1.44 38.77
4.12 19.21 36.43 0.25 0.29 1.51 38.48
4.29 19.18 34.46 0.12 0.66 1.38 36.62
4.39 19.17 33.11 0.2 1.23 1.07 35.61
4.42 19.16 33.99 0.28 0.36 1.49 36.12
4.42 19.18 34.85 0 0.35 1.64 36.83
4.48 19.18 34.72 0.38 0.72 1.15 36.98
4.64 19.18 34.69 0.18 0.67 1.32 36.86
4.74 19.14 30.1 0.14 0.57 1.32 32.13
4.79 19.12 29.29 0.18 0.56 1.32 31.35
4.81 19.1 29.53 0.32 1.25 1.06 32.16
4.97 19.05 28.81 0.34 1.05 1.11 31.31
4.99 19.03 29.76 0 0.56 1.45 31.77
5.04 19.06 28.2 0.19 0.78 1.24 30.41
5.26 18.94 23.43 0.42 0.96 1.02 25.83
5.32 18.84 22.6 0.12 0.52 1.22 24.46
5.38 18.87 24.54 0.29 0.82 1.17 26.81
5.39 18.92 26.08 0.36 0.83 1.2 28.47
5.49 18.92 26.41 0.11 0.52 1.5 28.54
5.64 18.9 22 0.76 1.52 0.4 24.68
5.66 18.89 20.14 0.28 0.54 0.9 21.87
5.67 18.91 21.87 0.38 1.46 0.59 24.3
5.84 18.86 17.82 0.23 0.91 0.81 19.77
6.11 18.64 9.5 0.34 1.02 0.21 11.06
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6.3 18.45 7.49 0.18 0.62 0.51 8.79
6.35 18.39 7.29 0.27 0.98 0.18 8.73
6.37 18.39 7.73 0.16 0.45 0.51 8.86
6.38 18.42 8.03 0.19 0.63 0.37 9.21
6.52 18.39 7.48 0.11 0.45 0.44 8.47
6.96 18.23 6.37 0.1 0.52 0.42 7.41
6.98 18.16 6.13 0.17 0.7 0.28 7.28
7.01 18.18 6.58 0.15 0.58 0.32 7.63

7 18.22 6.87 0.17 0.63 0.33 8
6.99 18.26 6.71 0.11 0.4 0.45 7.68
7.05 18.26 7.09 0.13 0.51 0.42 8.15
7.11 18.23 6.89 0.2 0.8 0.23 8.12
7.59 18.13 53 0.22 0.89 0.19 6.6
7.82 17.98 4.28 0.16 0.57 0.28 5.29
7.95 17.92 4.34 0.3 0.84 0.02 5.5

8.12 17.92 4.41 0.17 0.64 0.26 5.48
8.16 17.94 4.36 0.17 0.65 0.27 5.46
8.18 17.99 4 0.16 0.63 0.24 5.03
8.22 18.03 4.35 0.1 0.46 0.35 5.25
8.32 18.03 4.15 0.48 0.93 0 5.56
8.43 17.97 4.03 0.18 0.64 0.21 5.06
8.53 17.94 3.74 0.32 0.74 0.11 491
8.54 17.97 3.33 0.4 0.76 0.05 4.54
8.53 17.99 4.06 0.23 0.35 0.25 4.88
8.55 18.03 4.34 0.24 0.34 0.27 5.19
8.53 18.05 3.95 0.32 0.73 0.08 5.08
8.54 18.05 3.78 0.22 0.78 0.12 4.9
8.52 18.04 4.09 0.37 0.65 0.16 5.27
8.53 18.03 3.57 0.34 0.87 0.06 4.85
8.62 17.99 3.75 0.28 0.7 0.12 4.84
8.64 17.92 3.56 0.25 0.85 0.09 4.75
8.65 17.96 4.09 0.35 0.71 0.07 5.23
8.67 18 3.88 0.26 0.71 0.16 5.01
8.71 18.03 3.51 0.57 1.11 0.02 5.21
8.73 18.05 2.85 0.71 1.96 0 5.52

Estacion 2 - Abril 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total

m °C ng/l pg/l ng/l pg/l ng/l
0.23 20.1 38.99 0 0 7.95 46.93
0.7 20.14 52.31 0 0 7.38 59.69
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0.89 20.15 52.75 0 0 10.14 62.89
1.24 20.16 55.63 0 0 10.06 65.68
1.47 20.14 52.19 0 0 9.2 61.39
1.68 20.12 45.22 0 0 13.36 58.58
2.35 20.08 49.2 0 0 12.04 61.23
2.74 20.06 47 0 0 11.78 58.78
3.09 20.03 46.05 0 0 12.56 58.61
3.49 19.99 43.07 0 0 12.78 55.85
3.86 19.98 39.37 0 0 12.56 51.93
4.23 19.94 39.83 0 0 12.28 52.1
4.73 19.85 4591 0 0 11.46 57.37
5.13 19.58 35.25 0 0 14.04 49.3
5.37 19.26 32.64 0 0 14.59 47.23
5.56 19.1 28.86 0 0 13.4 42.26
5.95 18.92 14.37 0 0 12.73 27.1
6.68 18.57 2.43 0 0 8.61 11.05
7.09 18.22 0 0 0 5.92 5.92
7.59 17.97 0 0 0 5.14 5.14
8.05 17.79 0 0 0 3.46 3.46
8.56 17.65 0 0.07 0 3.2 3.27
9.14 17.53 0 0.09 0 2.79 2.88
9.49 17.44 0 0.05 0 2.57 2.62
10.1 17.36 0 0.49 0 2.01 2.5

10.63 17.24 0 0 0 2.5 2.5

11.1 17.15 0 0 0 2.35 2.35
11.62 17.1 0 0.02 0 2.14 2.16
12.24 17.04 0 0.72 0 1.64 2.35
12.78 16.96 0 0.17 0 2.28 2.45
13.18 16.92 0 0.24 0 2.35 2.59
13.7 16.92 0 0.37 0 2.18 2.54
14.2 16.85 0 0.51 0 2.07 2.58
14.58 16.78 0 0.34 0 2.38 2.72
15.18 16.72 0 0.33 0 2.13 2.46
15.57 16.69 0 1.21 0 1.22 2.43
16.16 16.66 0 0.95 0 1.53 2.47
16.72 16.61 0 1.31 0 1.38 2.7

17.28 16.55 0 1.01 0 1.59 2.6

17.68 16.51 0 1.01 0 1.73 2.74
18.19 16.48 0 1.23 0 0.9 2.13
18.67 16.45 0 1.34 0 1.06 2.4

19.27 16.41 0 1.82 0 0.12 1.93
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19.71 16.38 0 1.19 0 0.67 1.86
20.26 16.36 0 1.1 0 0.89 2
20.78 16.35 0 0.98 0 1.19 2.17
21.16 16.34 0 0.63 0 1.44 2.07
21.55 16.31 0 1.06 0 0.53 1.59
21.99 16.3 0 1.32 0 0.2 1.52
22.73 16.27 0 1.16 0 0.37 1.53
23.06 16.27 0 1.1 0 0.36 1.45
23.52 16.28 0 0.47 0 1.15 1.62
24.1 16.26 0 0 0 1.6 1.6
24.6 16.24 0 0.21 0 1.44 1.65
25.03 16.24 0 0 0.45 1.51 1.97
25.52 16.22 0 0.29 0 1.24 1.53
26.09 16.19 0 0.48 0 1.01 1.49
26.38 16.2 0 0.14 0 1.3 1.44
26.79 16.2 0 0 0.94 1.4 2.34
Estacion 2 - Mayo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ng/l pg/l ng/l pg/l ng/l
0.42 20.16 22.24 0 2.7 10.99 35.93
0.58 20.16 23.73 0 0 12.79 36.51
0.73 20.17 30.48 0 0 9.44 39.92
0.87 20.15 26.57 0 0 10.58 37.15
1.18 20.22 29.23 0 0 10.96 40.19
1.39 20.28 25.95 0 2.84 10.03 38.82
1.55 20.29 33.04 0 0 9.5 42.54
1.81 20.26 30.1 0 0 14.79 44.9
2 20.29 38.35 0 0 14.11 52.46
2.27 20.28 42.24 0 0 15.29 57.54
2.43 20.25 41.23 0 0 16.17 57.41
2.63 20.23 46.41 0 0 15.93 62.34
2.82 20.19 44 .41 0 0 15.48 59.88
3 20.15 42.2 0 0 15.27 57.47
3.21 20.1 42.13 0 0 16.61 58.74
3.27 20.07 38.55 0 0 16.38 54.92
3.4 20.05 36.1 0.4 0 18.8 55.31
3.47 20.04 28.33 0 0 21.08 49.41
3.52 20.02 32.25 0 0 21.97 54.22
3.6 20.02 34.58 0 0 22 56.57
3.68 20.02 27.77 0 0 22.69 50.47
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3.73 19.99 21.01 0 0 22.99 43.99
3.78 19.98 23.61 0 0 20.74 44.35
3.9 19.99 25.62 0 0 22.74 48.36
3.99 19.97 19.8 0.29 0 25 45.09
4.04 19.96 23.35 0 0 21.45 44.8
4.15 19.92 17.62 0 0 20.62 38.25
4.29 19.86 11.85 0 0 19.78 31.62
4.45 19.83 13.89 0 0 20.54 34.43
4.63 19.8 21.07 0 0 19.5 40.57
4.78 19.78 13.61 0 0 23.04 36.65
4.92 19.73 17 0 0 24.49 41.49
5.14 19.62 16.36 0 0 23.32 39.68
5.37 19.49 10.56 0 0 27.2 37.75
5.52 19.39 5.08 0 0 27.58 32.66
5.79 19.32 14.23 0 0 22.54 36.78
5.9 19.2 17.77 0 0 21.11 38.88
6.12 19.07 14.24 0 0 20.39 34.63
6.36 18.91 8.49 0 0 17.61 26.1
6.53 18.75 0 0 0 16.85 16.85
6.81 18.52 0 0 0 11.32 11.32
7.01 18.33 0 0 0 10.69 10.69
7.22 18.19 0 1.43 0 7.78 9.2
7.43 18.06 0 4.63 0 5.91 10.53
7.69 17.85 0 2.48 0 6.3 8.78
7.85 17.71 0 1.65 0 4.01 5.67
8.07 17.68 0 2.19 0 2.53 4.71
8.29 17.63 0 2.46 0 1.64 4.1
8.57 17.53 0 2.31 0 1.67 3.99
8.83 17.47 0 1.99 0 1.52 3.51
8.98 17.44 0 1.6 0 1.26 2.86
9.27 17.4 0 1.08 0 2.06 3.15
9.54 17.32 0 1.42 0 1.55 2.97
9.78 17.28 0 1.92 0 0.8 2.72
10.04 17.23 0 1.84 0 0.86 2.69
10.29 17.19 0 2.28 0 1.18 3.46
10.51 17.17 0 2.45 0 0.43 2.88
10.76 17.12 0 2.45 0 0.51 2.96
10.98 17.08 0 242 0 0.02 2.43
11.34 17.04 0 1.8 0 1.12 2.92
11.59 16.99 0 2.81 0 0 2.81
11.86 16.92 0 2.03 0 0.42 2.44
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12.17 16.88 0 1.94 0 0.64 2.58
12.41 16.85 0 1.98 0 0.11 2.09
12.8 16.81 0 1.89 0 0 1.89
12.99 16.8 0 2.11 0 0 2.11
13.21 16.77 0 2.36 0 0 2.36
13.57 16.72 0 2.23 0 0 2.23
13.92 16.7 0 2.23 0 0 2.23
14.31 16.67 0 2.45 0 0 2.45
14.55 16.65 0 2.51 0 0 2.51
14.92 16.62 0 2.82 0 0 2.82
15.11 16.62 0 2.31 0 0.59 2.9
15.38 16.62 0 1.51 0 2.99 4.5
15.66 16.58 0 3.25 0 0.51 3.76
15.95 16.52 0 2.07 0 1.48 3.56
16.4 16.48 0 3.04 0 0 3.04
16.94 16.45 0 3.15 0 0 3.15
17.33 16.39 0 2.99 0 0 2.99
17.9 16.37 0 2.64 0 2.01 4.66
18.2 16.35 0 3.77 0 0.03 3.8
18.25 16.35 0 1.92 0 2.94 4.86
18.27 16.39 0 0.66 0 12.14 12.8
Estacion 3 - Diciembre 2014
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ng/l ug/l ng/l ng/l ng/l
0.16 19.2 0 5.12 0 29.51 34.63
0.2 19.19 2.8 3.7 0 27.86 34.36
0.37 19.18 1.87 7.95 0 28.34 38.15
0.59 19.1 0 5.71 0 26.27 31.98
0.73 19.08 0 7.2 0 23.48 30.69
0.87 19.05 0 6.3 0 22.08 28.38
1.05 19.03 0 9.24 0 20.34 29.59
1.21 19.01 0 5.88 0 19.53 25.41
1.44 19.01 0 8.81 0 17.27 26.08
1.59 18.98 0 8.35 0 18.1 26.45
1.88 18.84 0 8.98 0 16.09 25.07
2.08 18.62 0 5.94 0 15.66 21.6
2.36 18.51 0 3.34 0 16.35 19.7
2.5 18.4 0 2.02 0 14.38 16.4
2.65 18.34 0 3.47 0 14.14 17.61
2.79 18.34 0 2.69 0 14.56 17.25
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3.03 18.22 0 3.29 0 12.6 15.89
3.32 18.08 0 2.72 0 11.5 14.21
3.62 17.98 0 2.34 0 11.37 13.71
3.96 17.8 0 2.76 0 9.61 12.37
4.22 17.64 0 2.85 0 8.98 11.83
4.52 17.5 0 2.12 0 8.07 10.19
4.66 17.38 0 3.05 0 8.66 11.71
4.9 17.31 0 2.35 0 7.09 9.44
5.12 17.19 0 2.24 0 6.9 9.14
5.38 17.08 0 1.97 0 6.31 8.27
5.56 17.02 0 2.08 0 5.11 7.19
5.78 17.01 0 3.17 0 4.47 7.64
5.96 16.96 0 2.73 0 4.89 7.62
6.21 16.94 0 2.36 0 4.92 7.29
6.41 16.93 0 2.8 0 4.39 7.19
6.58 16.92 0 3.32 0 4.94 8.25
6.73 16.91 0 3.04 0 4.06 7.1
6.85 16.9 0 3.66 0 5.51 9.16
7.04 16.88 0 4.11 0 3.89 8
7.21 16.85 0 2.79 0 4.59 7.38
7.43 16.85 0 3.2 0 4.2 7.39
7.58 16.83 0 3.9 0 3.95 7.86
7.86 16.75 0 2.64 0 4.08 6.72
7.97 16.69 0 2.3 0 3.92 6.21
Estacion 3 - Marzo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ng/l ug/l ng/l ng/l ng/l
0.1 19.74 0 0 0 0 0
0.26 19.75 0 0 0 0 0
0.35 19.75 1.4 0 0 0 1.4
0.56 19.75 14.2 1.89 0 0.29 16.38
0.72 19.75 23.58 2.69 0 0 26.28
1.13 19.67 25.7 3.13 5.05 0 33.88
1.28 19.62 29.96 2.12 0.61 2.89 35.58
1.5 19.59 41.53 0.73 3.74 0 46.01
1.66 19.49 37.14 0 0 5.07 42.21
1.77 19.47 39.87 0.26 0 4.97 45.1
23 19.37 34.91 0.84 5.22 2.91 43.87
2.56 19.13 37.4 0.64 0 3.22 41.26
2.67 19.02 35.8 0.99 3.94 2.55 43.29
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2.88 18.97 38.39 1.02 0 3.24 42.65
3.12 18.93 29.9 0.93 2.64 2.09 35.56
3.32 18.7 25.53 0.12 0.21 2.34 28.2
3.78 18.54 22.18 0.18 0.49 1.79 24.64
4.15 18.4 18.11 0.59 1.87 0.81 21.39
4.29 18.32 16.56 0.32 1.24 1.17 19.29
4.44 18.31 16.95 0.52 0.65 1.45 19.57
4.91 18.24 15.76 0.65 1.47 0.9 18.78
5.17 18.21 15.03 0.72 0.98 1.12 17.84
5.71 18.18 14.66 0.81 1.62 0.84 17.93
6.03 18.15 14.33 0.71 1.86 0.73 17.62
6.29 18.1 14.9 1.02 1.51 0.92 18.36
6.57 18 14.37 0.84 1.84 0.59 17.63
6.98 17.88 14.72 0.9 1.76 0.75 18.13
7.1 17.8 15.7 0.87 1.57 0.85 18.98
7.43 17.78 15.84 1.25 1.78 0.56 19.42
8.07 17.71 15.3 1 1.78 0.73 18.82
8.6 17.65 17.17 1.14 1.55 0.77 20.63
8.96 17.61 17.13 1.04 1.57 0.54 20.28
9.47 17.58 17.29 1.1 2.24 0.39 21.03
9.65 17.55 18.13 0.88 1.35 0.82 21.18
9.67 17.54 18.25 1.11 1.07 0.76 21.2
9.94 17.54 17.82 1.04 1.42 0.61 20.88
10.27 17.5 18.88 1.21 1.13 0.85 22.07
10.42 17.45 19.59 0.85 1.39 0.81 22.64
10.58 17.47 20.57 1.22 1.24 0.65 23.67
10.99 17.4 16.94 0.89 1.63 0.64 20.1
11.14 17.37 19.89 0.87 0 1.46 22.23
11.31 17.37 18.71 1.21 2.38 0.3 22.61
11.34 17.38 20.83 1.16 1.08 0.88 23.95
11.51 17.36 18.44 0.98 1.34 0.56 21.33
11.91 17.31 18.17 0.85 1.62 0.8 21.44
12.17 17.29 19.23 1.17 1.85 0.53 22.78
12.21 17.31 19.26 1.1 0.57 1.18 22.1
12.31 17.34 20.33 1.05 1.34 0.62 23.34
12.65 17.29 17.15 0.93 1.38 0.78 20.24
13.53 17.21 16.25 1 1.83 0.64 19.72
14.25 17.13 16.61 1.02 1.78 0.52 19.93
14.77 17.07 15.09 0.72 1.68 0.75 18.25
15.2 17.03 14.24 0.85 1.73 0.33 17.16
15.6 16.99 15.35 0.78 1.56 0.46 18.14

88




16.1 16.94 15 1.01 1.85 0.21 18.07
16.35 16.9 14.59 0.72 1.12 0.64 17.07
16.85 16.88 13.28 0.68 1.55 0.34 15.85
17.47 16.79 12.08 0.69 1.41 0.36 14.54
18.25 16.68 10.11 0.95 1.54 0.22 12.82
18.93 16.55 7.74 1.08 0.72 0.48 10.03
19.58 16.48 5.03 0.83 1.15 0.01 7.01
20.16 16.39 3.64 0.68 0.88 0 5.21
20.71 16.36 3.09 0.61 0.71 0.02 4.43
21.37 16.31 2.28 0.34 0.58 0.1 3.31
21.72 16.29 1.92 0.32 0.59 0 2.83
21.79 16.29 1.93 0.18 0.35 0.15 2.62

Estacion 3 - Abril 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ng/l ug/l ng/l ng/l ng/l

0.23 18.26 0 5.76 0 41.39 47.15
0.24 18.24 0 8.19 0 39.14 47.33
0.25 18.4 0 7.35 0 38.85 46.2

0.6 18.73 0 6.42 0 41.19 47.61
0.96 18.94 0 6.85 0 41.89 48.74
1.24 19.07 0 5.99 0 35.62 41.61
1.41 19.11 0 7.7 0 35.38 43.07
1.59 19.14 0 3.92 0 38.2 42.12
1.86 19.15 0 5.22 0 32.53 37.75
2.06 19.15 0 7.59 0 28.21 35.8
2.35 19.16 0 7.79 0 27.48 35.27
2.59 19.15 0 7.63 0 2491 32.54
2.76 19.14 0 7.17 0 25.04 32.21
3.05 19.16 0 7.42 0 20.66 28.08
3.19 19.15 0 6.64 0 18.88 25.52
3.43 19.13 0 7.24 0 15.37 22.61
3.61 19.07 0 8.8 0 11.78 20.58
3.85 18.93 0 7.16 0 11.15 18.31
4.11 18.72 0 6.27 0 7.8 14.07
4.19 18.58 0 5.61 0 10.34 15.95
4.52 18.51 0 3.8 0 8.12 11.92
4.81 18.34 0 3.85 0 4.7 8.55
4.92 18.19 0 4.75 0 2.35 7.11
5.05 18.12 0 4.73 0 2.64 7.37
5.15 18.08 0 4.51 0 2.93 7.44
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5.46 18.03 0 4.38 0 2.94 7.32
5.79 17.95 0 4.69 0 1.83 6.52
6.1 17.82 0 5.21 0 1.84 7.06
6.42 17.71 0 4.81 0 1.86 6.67
6.76 17.58 0 4.47 0 1.96 6.44
7.13 17.48 0 4.9 0 0.79 5.7
7.47 17.4 0 4.94 0 0.24 5.19
7.7 17.36 0 4.94 0 0.23 5.17
8.06 17.3 0 4.97 0 0.23 5.2
8.31 17.26 0 4.74 0 0.44 5.18
8.7 17.24 0 4.37 0 0.37 4.74
9.08 17.21 0 4.18 0 0 4.18
9.51 17.19 0 4.14 0 0 4.14
9.66 17.14 0 3.92 0 0 3.92
9.95 17.12 0 3.68 0 0 3.68
10.26 17.08 0 3.28 0 0 3.28
10.41 17.03 0 3.36 0 0 3.36
11.04 16.99 0 3.23 0 0 3.23
11.24 16.95 0 3.14 0 0 3.14
11.59 16.92 0 2.92 0 0 2.92
11.95 16.87 0 2.65 0 0 2.65
12.3 16.79 0 2.48 0 0 2.48
12.72 16.74 0 2.97 0 0 297
12.98 16.72 0 2.57 0 0 2.57
13.55 16.68 0 3 0 0 3
14.09 16.65 0 2.68 0 0 2.68
14.46 16.63 0 2.8 0 0 2.8
14.8 16.61 0 2.83 0 0 2.83
15.26 16.57 0 2.92 0 0 2.92
15.67 16.53 0 2.86 0 0 2.86
16.16 16.49 0 2.94 0 0 2.94
16.74 16.45 0 2.9 0 0 2.9
17.29 16.41 0 1.96 0 0.67 2.63
17.87 16.38 0 2.66 0 0 2.66
18.47 16.35 0 2.62 0 0.04 2.67
Estacion 3 - Mayo 2015
Profundiad | Temperatura Algas Cianobacterias | Diatomeas | Cryptofitas Clorofila
Verdes total
m °C ng/l ug/l ng/l ng/l ng/l
0.16 20.1 25.88 0 0 10.39 36.27
0.49 20.12 26.73 0 0 9.15 35.88
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1.01 20.1 33.01 0 0 8.98 41.99
1.69 19.94 40.95 0 0 10.8 51.75
2.28 19.71 42.54 0 0 9.61 52.15
2.72 19.58 41.21 0 0 8.91 50.12
3.43 19.45 36.37 0 0 8.27 44.64
3.82 19.23 26.53 0 0 6.16 32.68
4.02 19.19 31.89 0 0 7.45 39.34
4.4 19.21 25.13 0 0 4.77 29.89
4.79 18.97 16.16 0 0 4.76 20.92
5.13 18.67 13.43 0 0 6.19 19.62
5.52 18.53 12.33 0 0 4.92 17.26
6.01 18.39 14.18 0.35 0 3.73 18.27
6.29 18.32 15.42 0.46 0 2.79 18.67
6.5 18.3 15.72 0.5 0 2.77 18.99
6.9 18.25 15.34 0.12 0 4.23 19.68
7.35 18.17 13.89 0 0 4.94 18.82
7.65 18.09 14.19 0 0 4.67 18.86
7.99 18.01 13.3 0 0 4.34 17.64
8.54 17.88 11.53 0.16 0 4.3 15.99
9.18 17.73 10.49 0.11 0 4.3 14.9
9.3 17.61 11.95 0.1 0 3.89 15.95
9.57 17.58 12.54 0.15 0 3.49 16.18
9.94 17.52 10.43 0.11 0 3.03 13.57
10.37 17.47 10.81 0 0 3.52 14.33
11.04 17.37 9.84 0.06 0 3.25 13.15
11.6 17.26 8.27 0.09 0 3.2 11.56
11.91 17.17 7.22 0.14 0 3.2 10.56
12.43 17.1 4.74 0 0 2.75 7.48
13.01 17 2.39 0 0 2.51 4.9

13.8 16.91 1.04 0 0 2.29 3.32
14.35 16.84 1.08 0 0 2.25 3.33
15.03 16.77 1.04 0 0 2.23 3.27
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