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Resumen

La contaminaciéon antropogénica y el cambio climéatico global han ocasionado condiciones ambien-
tales favorables para el aumento de la frecuencia y duraciéon de las floraciones de cianobacterias
en los sistemas acuéticos. Las cianobacterias tienen la capacidad de producir metabolitos toxicos
denominados cianotoxinas, que se han convertido en una preocupacion a nivel mundial por repre-
sentar una amenaza para la salud humana y animal. En este trabajo se evalué la presencia de
cianobacterias y cuatro cianotoxinas en el embalse tropical de agua dulce Topocoro en Santan-
der, Colombia. Para ello se monitore6 el embalse durante un ano entre junio de 2017 y marzo de
2018, con campanas de muestreo cada tres meses en siete estaciones, en las que se recolectaron
muestras de agua para analizar en el laboratorio la concentracion de nutrientes, cianotoxinas y
cianobacterias. Para la identificacién y cuantificacion de cianotoxinas se utilizo la técnica de cro-
matografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas triple cuadrupolo
(UHPLC-QqQ-MS/MS), y la cuantificacion de cianobacterias se hizo por medio del gen 16S rARN
por la técnica reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Ademaés, se realizé una
caracterizacion de la composicién de la comunidad bacteriana en dos estaciones del embalse me-
diante secuenciacion de nueva generacion (NGS), con el fin de identificar la presencia de géneros
de cianobacterias potencialmente téxicos. Se obtuvieron concentraciones de cianobacterias en un
rango entre 4.02(£0.18) x 10* y 2.72(40.28) x 107 copias de Cyan 16S/uL, donde el valor mini-
mo corresponde a la estacion ubicada en la zona central y, el maximo a la estacion localizada en
el ingreso de uno de los rios tributarios al embalse. Se detectd la presencia de microcistina-RR,
microcistina-LR, microcistina-YR y nodularina en al menos seis de las siete estaciones de mues-
treo en distintas épocas del ano. En todos los casos la concentracion de las toxinas detectadas se
encontr6 por debajo de 0.05 ug/L, por lo que no se excedi6 el valor guia establecido por la Orga-
nizacion Mundial de la Salud para microcistina-LR. Se identificaron 1652 variantes de secuencia
de amplicones (ASVs) bacterianos correspondientes a 20 filos, 48 clases, 106 ¢rdenes, 174 familias
y 287 géneros. El filo Proteobacteria tuvo la mayor abundancia relativa, seguido de Cianobacteria
y Bacteroidetes. Se identificaron 4 géneros de cianobacterias potencialmente toxicas: Cyanobium
PCC-6307, Merismopedia 0BB395S01, Microcystis PCC-7914 y Chrysosporum KA1.1; destacando
la importancia de monitorear la presencia de cianobacterias y cianotoxinas en el agua considerando
el riesgo asociado a su exposicion a través de los usos previstos del embalse.

Palabras clave: cianobacterias, cianotoxinas, comunidad bacteriana, embalse tropical, nu-
trientes.
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Abstract

Anthropogenic pollution and global climate change have resulted in favorable environmental condi-
tions for increased frequency and duration of cyanobacterial blooms in aquatic systems. Cyanobac-
teria can produce toxic metabolites called cyanotoxins, which have become a global concern as they
pose a threat to human and animal health. In this work, the presence of cyanobacteria and four
cyanotoxins was evaluated in the tropical freshwater reservoir Topocoro in Santander, Colombia.
The reservoir was monitored for a year between June 2017 and March 2018, with sampling cam-
paigns every three months in seven stations, in which water samples were collected to analyze the
concentration of nutrients, cyanotoxins and cyanobacteria. For the identification and quantification
of cyanotoxins, the Ultra-High-Performance Liquid Chromatography coupled with triple Quadru-
pole Mass Spectrometry (UHPLC-QqQ-MS/MS) technique was used, and the quantification of
cyanobacteria was done by a quantitative real-time PCR (qPCR) assay using a cyanobacterial-
specific 16S TRNA gene fragment as a target. In addition, a characterization of the composition
of the bacterial community was carried out in two stations of the reservoir using new generation
sequencing (NGS), to identify the presence of potentially toxic cyanobacterial genera. Cyanobacte-
ria concentrations were obtained in a range between 4.02(40.18) x 10* y 2.72(£0.28) x 107 copies
of Cyan 16S/uL, where the minimum value corresponds to the station located in the central zo-
ne and the maximum to the station located at the entrance of one of the tributary rivers to the
reservoir. The presence of microcystin-RR, microcystin-LR, microcystin-YR and nodularin was de-
tected in at least six of the seven sampling stations at different times of the year. In all cases, the
concentration of the toxins detected was below 0.05 pg/L, and so the guideline value established
by the World Health Organization for microcystin-LR was not exceeded. 1652 bacterial amplicon
sequence variants (ASVs) corresponding to 20 phyla, 48 classes, 106 orders, 174 families and 287
genera were identified. The phylum Proteobacteria had the highest relative abundance, followed
by Cyanobacteria and Bacteroidetes. Four potentially toxic cyanobacterial genera were identified:
Cyanobium PCC-6307, Merismopedia 0BB39S01, Microcystis PCC-7914 vy Chrysosporum KA1.1;
highlighting the importance of monitoring the presence of cyanobacteria and cyanotoxins in the
water considering the risk associated with their exposure to through the intended uses of the
reservoir.

Keywords: bacterial community, cyanobacteria, cyanotoxin, tropical reservoir, nutrients.

v



Indice general

Agradecimientos IT
Resumen 11

1. Introduccién 1
2. Planteamiento del problema 4
3. Objetivos 6
4. Marco teérico 7
4.1. Cianobacterias. . . . . . . . . . . . 7
4.2. Nutrientes . . . . . . . . . e e e 8
4.3. ClanotoxXinas . . . . . . . . . ... 9
4.4. Analisis de la abundancia de cianobacterias . . . . . . . . . ... ... ... ... 13
4.5. Analisis de composicion y diversidad bacteriana . . . . . . . .. ... 14
4.6. Deteccion y cuantificacion de cianotoxinas . . . . . . . .. ..o L 15

5. Metodologia 16
5.1. Zona deestudio . . . . . . . . .. 16
5.1.1. Precipitacion . . . . . . .o 18

5.2. Toma de muestra . . . . . . . . . e 18
5.3. Analisis de variables in situ y pardmetros fisicoquimicos . . . . . . . . . ... . ... 20
5.4. Cianobacterias. . . . . . . . . . . . e 22
5.5. Clanotoxinas . . . . . . . . ... e 23
5.6. Composicion y diversidad bacteriana . . . . . . . . .. ..o 25
5.7. Analisis estadistico . . . . . . . .. 26

6. Resultados 28
6.1. Variables in situ y pardmetros fisicoquimicos . . . . . . . . . ... ... ... ... 28
6.2. Cianobacterias. . . . . . . . . . . . .. 31
6.3. Variables in situ, parametros fisicoquimicos y concentracion de cianobacterias . . . . 35
6.4. Estado trofico . . . . . . ... 35
6.5. CilanotoXinas . . . . . . . . . . . . e 38



Indice general

6.6. Comunidades microbianas . . . . . . . . . ..o, 39
6.6.1. Barras de composicion . . . . . ... 40

6.6.2. Alfa diversidad y Beta diversidad . . . . . . . . ... ... ... ... 41

6.6.3. Analisis de abundancia diferencial . . . . . . . .. ... ... 44

7. Discusion 46
7.1. Cianobacterias, cianotoxinas y variables ambientales . . . . . . . . . .. .. ... .. 46
7.2. Comunidad bacteriana . . . . . . . . .. 49

8. Conclusiones 52
9. Recomendaciones 54
Referencias 55

VI



Indice de figuras

4.1.
4.2.

5.1
0.2.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Estructura genérica de las microcistinas. . . . . . . ... ..o 11
Estructura de la nodularina. . . . . . . . ... ... oL 12
Ubicacién del embalse Topocoro. . . . . . . . . . . ... .. ... ... ... .. 17
Red de plancton empleada en la toma de muestra para la cuantificaciéon de ciano-

bacterias planctonicas. . . . . . . . ... 21

Dinamica de las variables in situ en el embalse Topocoro entre junio de 2017 y marzo
de 2018; limite de la zona fotica (A), temperatura (B), conductividad eléctrica (C)
y oxigeno disuelto (D). . . . . ... 30
Dinamica de los parametros fisicoquimicos en el embalse Topocoro entre junio de
2017 y marzo de 2018; carbono organico disuelto (A), carbono organico total (B) y

clorofila-a (C). . . . . . . . o 32
Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de cianobacterias por campana de
muestreo. . ... L 34
Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de cianobacterias por estacion de
MUEStIEO. . . . . . L o 34

Ordenacion bidimensional de ACP de las muestras de agua tomadas en el embalse
Topocoro entre junio de 2017 y marzo de 2018. Las variables in situ, pardmetros
fisicoquimicos y cianobacterias aparecen como vectores. Los puntos estan identifi-
cados por la campana de muestreo, seguidos de dos letras que abrevian la estacion
de muestreo. Las formas indican la campana de muestreo (circulo: M1, triangulo:
M2, cuadrado: M3 y cruz: M4.). Abreviaturas: CH: Chucuri, ER: El Ramo, LE: La

Estrella, MI: Mirabel, PR: Presa, TB: Tablazo y TR: Trigueros. . . . .. . . .. .. 36
Matriz de correlaciones para las variables in situ, parametros fisicoquimicos y la
concentracion de cianobacterias en el embalse. . . . . . .. ... 0000 37

Barras de abundancia relativa de los filos en las estaciones Chucuri y El Ramo, para
cada réplica. En el caso de Proteobacteria se muestran sus clases Alphaproteobac-

teria, Deltaproteobacteria y Gammaproteobacteria. . . . . . . . . .. ... ... .. 41
Barras de abundancia relativa de los géneros de Cianobacteria en las estaciones
Chucuri y El Ramo, para cada réplica. . . . . . . . .. .. ... ... ... ..... 42
Riqueza observada e indice de Shannon de la comunidad microbiana para las esta-
ciones Chucuri y El1 Ramo. . . . . . . . ... ... 43

VII



Indice de figuras

6.10.

6.11.

6.12.

6.13.

Riqueza observada e indice de Shannon del filo Cianobacteria para las estaciones

Chucuriy E1 Ramo. . . . . . . . ..o 43
Anélisis de coordenadas principales sobre las distancias Bray-curtis de la comunidad
microbiana para las estaciones Chucuri y El Ramo. . . . . . . ... ... ... ... 44
Anélisis de coordenadas principales sobre las distancias Bray-curtis del filo Ciano-
bacteria para las estaciones Chucuri y El Ramo. . . . . . ... ... ... ... ... 44
Géneros con abundancia diferencial entre las estaciones Chucuri y El Ramo. En el
caso del filo Proteobacteria se muestra la clase en vez del género. . . . . . . . .. .. 45

VIII



Indice de cuadros

4.1.

o.1.
0.2.
5.3.
5.4.
2.5.
0.6.
5.7.
0.8.
5.9.
5.10.

6.1.
6.2.

6.3.

6.4.
6.5.

6.6.

Caracteristicas toxicoldgicas de las cianotoxinas. . . . . . . . . . . . ... ... ...

Caracteristicas del embalse Topocoro. . . . . . . . . .. .. ... ...
Caracteristicas importantes tributarios. . . . . . . . . . . . ... ... ... ... ..
Campanas de muestreo. . . . . . . . . ... e
Métodos de analisis de variables in situ y parametros fisicoquimicos. . . . . . . . . .
Anélisis de laboratorio y preservacion de las muestras. . . . . . . . . .. ... .. ..
Clasificacion de los indices de estado trofico. . . . . . . . .. ... ... ...
Conjunto de cebadores de PCR y sonda de ensayo Taq nucleasa. . . . . ... .. ..
Cianotoxinas analizadas. . . . . . . . . . . . . ..
Condiciones gradiente método de separacion de cianotoxinas. . . . . . . . . . . . ..
Primers empleados en la secuenciacion de nueva generacion. . . . . . . . . . .. ..

Medidas descriptivas de las variables in situ y pardmetros fisicoquimicos. . . . . . .
Diferencias en las variables in situ y parametros fisicoquimicos, respecto a la cam-
pana y la estacion de muestreo. . . . . . ...
Abundancia de cianobacterias en ntiimero de copias del gen Cyan 16S rARN de cia-
nobacterias por L (copias de Cyan 16S/uL), en las distintas estaciones de muestreo
en el embalse Topocoro, por campana de muestreo. . . . . . ... .. ... .....
Indices de estado trofico de variables individuales. . . . . . .. ... ... ... ...
Variables in situ y parametros fisicoquimicos correspondientes a las muestras pa-
ra analisis de la composicion y diversidad de las comunidades microbianas, en las
estaciones Chucuri y E1 Ramo. . . . . . . .. . ... ... ... ... ... ... .
Abundancia de cianobacterias en niimero de copias de Cyan 16S/uL, correspondien-
tes a las muestras para anélisis de la composiciéon y diversidad de las comunidades
microbianas, en las estaciones Chucuri y El Ramo. . . . . . . . ... ... ... ...

IX



1. Introduccion

En las ultimas décadas se ha evidenciado un aumento en la frecuencia, intensidad, duracion y dis-
tribucion de las floraciones o “blooms” de cianobacterias, fenémeno que se ha asociado a actividades
antropogénicas y al cambio climéatico global [1-9]. Son multiples los factores ambientales que deter-
minan la presencia de cianobacterias en el agua [10], siendo el de mayor atencion entre la comunidad
cientifica mundial la contaminacion antropogénica por nutrientes [6], ya que las investigaciones in-
dican que el sobre-enriquecimiento de nutrientes por el desarrollo urbano, agricola e industrial ha
promovido el crecimiento de cianobacterias como floraciones nocivas [11]. Adicionalmente, los esce-
narios de cambio climéatico predicen que los rios, lagos y embalses experimentaran un aumento de
las temperaturas, periodos més intensos y largos de estratificacion térmica, hidrologia modificada
y carga de nutrientes alterada, lo que tendra efectos en la composicion y biomasa de las especies
de fitoplancton de agua dulce, y podria favorecer a las cianobacterias sobre otros fitoplanctones [3].

Las cianobacterias son bacterias fotosintéticas aerobias que comparten algunas propiedades con
las algas, poseen clorofila-a y liberan oxigeno durante la fotosintesis [12-14|. Estan presentes en
una amplia gama de ecosistemas acuéticos, tales como los ecosistemas lénticos, especialmente en
zonas tropicales donde su crecimiento es promovido por las altas temperaturas y la abundancia
de nutrientes [15]. Se puede considerar que hay una floracion de cianobacterias cuando su niimero
de células excede un milléon por litro [16]. Las cianobacterias tienen la capacidad de producir me-
tabolitos toxicos denominados cianotoxinas, que pueden ser perjudiciales para una gran cantidad
de organismos acuéticos, animales silvestres y domésticos, y la poblaciéon humana [5, 7, 17-22].
Algunos de los sintomas agudos reportados después de la exposicién incluyen trastornos gastro-
intestinales, fiebre e irritaciones de la piel, los oidos, los ojos, la garganta y el tracto respiratorio
[14, 23|. Las cianotoxinas se clasifican segtin sus efectos bioldgicos en hepatotoxinas, neurotoxi-
nas, citotoxinas, dermatotoxinas y toxinas irritantes [20|. Estas se producen en las células durante
el crecimiento de las cianobacterias y se liberan en el agua durante la lisis celular (por ejemplo,
por senescencia o muerte) (24, 25|, y en los mecanismos de defensa quimica que otorgan ventajas
de supervivencia a las cianobacterias sobre otros microorganismos [26]. De acuerdo al resumen
presentado por Wood [25], de los casos de envenenamientos agudos de animales y humanos por
exposicion a cianotoxinas, entre 1800 y 2010 ocurrieron en el mundo 406 incidentes en animales y
115 en humanos, datos que demuestran que las toxinas cianobacteriales presentan un riesgo per-
manente para la salud humana y el bienestar animal.

Se han detectado muchas cianotoxinas extracelulares durante las floraciones, pero las mas comunes
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son las microcistinas [2, 27|. Se han registrado al menos 246 variantes de microcistina que difie-
ren en la composicion de aminoacidos y la toxicidad [4], sin embargo, debido a su alta toxicidad
y prevalencia, la microcistina-LR (MC-LR) es la méas estudiada. La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) estableci6 un valor guia provisional para la MC-LR de 1 ug/L en el agua potable
[14], teniendo en cuenta sus efectos nocivos sobre la salud; mientras que la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (US EPA) incluy6 las cianotoxinas: anatoxina-a, cilindrospermopsi-
na, microcistinas y saxitoxina, en la Lista de Candidatos Contaminantes mas reciente [23]. Muchos
paises han adoptado medidas para regular las cianotoxinas en agua potable y recreativa, asi como
para implementar medidas de manejo frente a los blooms [13]. Sin embargo, la presencia de estas
sustancias en las aguas ain no es tenida en cuenta en la legislacion ambiental colombiana [5], como
tampoco existe un registro sistematico de las floraciones de cianobacterias, a pesar de la gran diver-
sidad de ecosistemas acuaticos [10]. De acuerdo a revisiones sobre floraciones de cianobacterias, en
Colombia existen pocos registros, publicaciones cientificas y estudios relacionados con su toxicidad
[5, 10, 28]. Los estudios publicados estan enfocados en la composicion taxonémica y abundancia de
las cianobacterias, senalando la identificacién de especies que son potencialmente toxicas, ya sea
por medio de observacion en el microscopio [29-32| o por técnicas moleculares [33-36], asociados a
sistemas lagunares, ciénagas, rios y embalses. Recientemente se publicé un estudio de deteccion y
cuantificacion de cianotoxinas en embalses del noreste de Colombia, utilizando la técnica analitica
UHPLC MS/MS [37].

Las floraciones de cianobacterias pueden producir una variedad de problemas de calidad del agua
en sistemas utilizados para actividades humanas, generando pérdida de biodiversidad y espacios
recreativos, cambios en las redes troficas y efectos en la salud de humanos y animales como resul-
tado de la produccion de toxinas [38]. Estos compuestos toxicos presentan una naturaleza quimica
muy diversa y muestran diferentes grados de toxicidad, por lo que su presencia y la de las cia-
nobacterias, puede afectar potencialmente todos los usos del agua como actividades recreativas,
riego y muy especialmente el suministro de agua potable 3, 5, 8, 39]. De esta forma, la aparicién
de floraciones de algas nocivas por cianobacterias no solo esté relacionada con efectos adversos
en los ecosistemas afectados, sino también con impactos econémicos y sociales [40, 41]. Investi-
gaciones y modelos recientes, estudios de laboratorio y observaciones de campo muestran que la
combinacion de la carga de nutrientes antropogénica, el aumento de las temperaturas, la estrati-
ficacion vertical aumentada y el aumento de los suministros de C'Oy atmosférico, favoreceran el
dominio de las cianobacterias en una amplia gama de ecosistemas acuaticos [8]|. Especificamen-
te en los tropicos, la temperatura alta y uniforme ofrece condiciones climéticas 6éptimas para el
crecimiento sostenido de cianobacterias [42]. En Colombia, los escenarios de cambio climético in-
dican un incremento gradual de la temperatura media anual para el final del Siglo XXI (ano 2100)
en 2.14 °C, si los niveles de emisiones globales de gases de efecto invernadero aumentan [43], lo
que propiciaria condiciones para albergar floraciones de cianobacterias en cuerpos de agua del pais.

A medida que aumenta la frecuencia de las floraciones de cianobacterias toxicas en el agua dulce,
la proteccion del recurso hidrico se vuelve mas desafiante [44]. Actualmente, se estan utilizando
varios métodos/enfoques biolégicos, bioquimicos y fisicoquimicos para monitorear las floraciones
de cianobacterias y detectar cianotoxinas, entre ellas las microcistinas, en cuerpos de agua dulce
[41]. En Colombia el problema de las cianobacterias se identifico con el primer articulo que docu-
menta la presencia de cianotoxinas en cuerpos de agua del pais publicado en 2010; por lo tanto,
aun queda por desarrollar la conciencia del problema entre las autoridades del agua y el publico
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en general [5|. En el presente trabajo se evalud la presencia de cianobacterias y cianotoxinas en
el embalse tropical de agua dulce Topocoro, ubicado en Santander al nordeste Colombia, y se
estudio su relacion con las variables ambientales empleando un enfoque multidisciplinario. EI uso
principal de este embalse es la generacion de energia y la conservacion de la biodiversidad, pero
existen algunos usos complementarios propuestos en su Plan de Ordenamiento como: pesca, uso
de agua para consumo humano y agricola, ecoturismo y actividades recreativas, deportes nauticos
y transporte fluvial [45], que pueden significar vias de exposicion a las toxinas de cianobacterias.
El cuerpo de agua se monitore6 durante un ano, entre junio de 2017 y marzo de 2018, mediante
cuatro campanas de muestreo en las que se midieron variables in situ y se recolectaron muestras
para analizar en el laboratorio la concentraciéon de nutrientes, cianotoxinas y cianobacterias. Pa-
ra la identificaciéon y cuantificacion de cianotoxinas se utilizo la técnica de cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas triple cuadrupolo (UHPLC-QqQ-
MS/MS), y la cuantificacion de cianobacterias se hizo por medio del gen 16S rARN por la técnica
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR). Ademaés, se realizd una caracterizacion
de la composicion de la comunidad bacteriana en dos estaciones del embalse mediante secuencia-
cion de nueva generacion (NGS), con el fin de identificar la presencia de géneros de cianobacterias
potencialmente toéxicos.




2. Planteamiento del problema

Las cianotoxinas son compuestos toxicos producidos por las cianobacterias, que pueden causar
varios efectos nocivos en seres humanos o animales debido a su potencial para producir dano he-
péatico, neurotoxicidad y promociéon tumoral, y en ciertos casos incluso la muerte. Algunos de los
sintomas agudos reportados después de la exposiciéon incluyen trastornos gastrointestinales, fiebre
e irritaciones de la piel, los oidos, los ojos, la garganta y el tracto respiratorio [14, 22, 23|. Estos
metabolitos han estado relacionados durante mas de un siglo con muchos casos de envenenamiento
de animales en todo el mundo, pero también son una amenaza para la salud humana [12, 18, 21, 25].
De hecho Chen et al. [12] afirma que la apariciéon masiva de cianobacterias o blooms se producen
en casi todas las partes del mundo, pero especialmente en las regiones tropicales y subtropicales,
y entre el 25 y el 75 % de estos se estima que son toxicos. Del mismo modo Wood [25] present6é un
resumen del ntiimero de incidentes ocurridos entre 1800 y 2010, que incluye 406 y 115 incidentes
reportados para animales y humanos respectivamente, informaciéon que demuestra que los blooms
toxicos de cianobacterias presentan un riesgo permanente para la salud humana y el bienestar
animal. El caso mas destacado de exposicion humana ocurrié en 1996 en Caruaru, Brasil, cuando
131 personas fueron expuestas a través de didlisis a microcistina, la cianotoxina mas comun en el
agua dulce, 116 resultaron enfermas y 52 fallecieron [14, 46, 47]. Por lo anterior, el uso de aguas
superficiales para riego, agua potable y fines recreativos con frecuencia se ve limitado por la pre-
sencia de cianobacterias, toxinas cianobacterianas u otros metabolitos secundarios [22]; generando
a su vez impactos econémicos para el tratamiento del agua y pérdidas en el turismo, la recreacion,
la pesca comercial, el valor de las propiedades y los negocios [3, 8, 39|.

El enriquecimiento de nutrientes en los cuerpos de agua, junto con el cambio climatico en curso,
parecen estimular la dominancia de las cianobacterias en la comunidad de fitoplancton en cuerpos
de agua dulce, lo que conduce a la formacion de blooms potencialmente toxicos [6, 17, 20, 39, 48].
Aunque los factores que contribuyen a la aparicion mundial de blooms de cianobacterias son to-
davia discutibles, la eutrofizacion ocasionada por los desechos domésticos, industriales y agricolas
puede desempenar un papel importante en la expansion global de los blooms de cianobacterias
nocivas y la produccion de toxinas [20]. Otros factores asociados con los blooms de cianobacterias
y la producciéon de toxinas son la intensidad de la luz en la columna de agua, la temperatura
y el pH [12]; sin embargo, es dificil predecir todas las variables ambientales requeridas por una
especie individual para proliferar debido a la diversidad de cianobacterias y habitat en las que han
evolucionado [18].



Planteamiento del problema

El uso principal del embalse Topocoro es la generacion de energia y la conservacion de la bio-
diversidad, pero existen algunos usos complementarios propuestos en el Plan de Ordenamiento
del Embalse que incluyen: pesca, uso de agua para consumo humano y agricola, ecoturismo y
actividades recreativas, deportes nauticos y transporte fluvial [45]. La mayoria de esas activida-
des constituyen posibles vias de exposicion humana a las cianotoxinas, ya que implican contacto
directo por via cutanea mediante actividades recreativas o ingestion de agua potable y consumo
de toxinas que previamente se han bioacumulado en la cadena alimenticia [17, 18, 20, 25, 49].
Sumado a esto, los blooms nocivos de cianobacterias amenazan la integridad ecologica y la sosteni-
bilidad de los ecosistemas acuaticos utilizados para el consumo de agua, la agricultura, la pesca y
la recreacion, ya que causan aumento de la turbiedad, agotamiento de oxigeno y alteran las redes
alimenticias [11, 19, 50, 51]. En consecuencia, el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de
cianotoxinas y cianobacterias en el agua, y examinar que caracteristicas particulares del embalse
Topocoro podrian favorecer la presencia de las cianobacterias y la produccién de toxinas, con el
fin de generar informacién técnica tutil para facilitar la formulacion de estrategias de gestion del
sistema acuatico.




3. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la presencia de cianobacterias y cianotoxinas en el embalse de agua dulce Topocoro en
Santander, Colombia.

Objetivos especificos:

» Cuantificar la presencia de cianotoxinas en el embalse Topocoro, en diferentes épocas del ano
y en distintos puntos del embalse.

= Relacionar la presencia de cianotoxinas en el embalse con las variables fisicoquimicas medidas
en el embalse, como temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, pH y concentraciéon de
nutrientes.

= Determinar la concentracion de cianobacterias en el agua por qPCR en diferentes puntos del
embalse durante un ano de monitoreo.



4. Marco tedrico

4.1. Cianobacterias

Las cianobacterias, antes conocidas como algas verde-azules, son en su mayoria bacterias fotosinté-
ticas aerobias que comparten algunas propiedades con las algas, poseen clorofila-a y liberan oxigeno
durante la fotosintesis [12-14, 52]. Son un grupo diverso, que varian en tamano desde picoplancton
unicelular hasta colonias macroscopicas multicelulares [3|. Sus procesos vitales requieren agua, dio-
xido de carbono, sustancias inorganicas y luz. La fotosintesis es su principal modo de metabolismo
energético |18, 24, 48|. Las cianobacterias poseen una variedad de rasgos ecofisiologicos tnicos y
altamente adaptables, que pueden ser especificos a nivel de género, e incluyen: la capacidad de
crecer en temperaturas més céalidas; flotabilidad, debido a la producciéon de vesiculas de gas que
les permiten regular su posicion en la columna de agua; alta afinidad y capacidad para almacenar
fosforo; fijacion de nitrogeno, produciendo compuestos nitrogenados inorganicos para la sintesis de
acidos nucleicos y de proteinas; produccion de acinetos y caracteristicas asociadas del ciclo de vida;
y captura de luz a bajas intensidades y en un rango de longitudes de onda [3, 14, 19, 52, 53|. La
caracteristica mas notable de las cianobacterias, en cuanto a los impactos sobre la salud publica,
es que una serie de especies pueden producir metabolitos téxicos para los seres vivos denominadas
cianotoxinas |2, 14, 18, 19, 25].

Las cianobacterias disfrutan de una distribucion geografica notablemente amplia, que va desde
las regiones polares a las tropicales en los hemisferios norte y sur, donde son capaces de dominar
la produccion primaria planctonica y bentoénica en diversos hébitats [8]. A pesar de que se en-
cuentran en muchos entornos diferentes, las cianobacterias estan presentes principalmente en los
ecosistemas acuaticos como parte del fitoplancton y el perifiton [31]. Cuando las condiciones de
temperatura, luz y estado de nutrientes son favorables, las aguas superficiales (tanto de agua dulce
como marinas) pueden albergar un aumento en el crecimiento de algas o cianobacterias conocido
como floraciones o blooms [13, 18, 24, 25, 53]; cuando las floraciones de algas tienen el potencial de
causar efectos nocivos, se las conoce como floraciones de algas nocivas [54]. No obstante, existen
otros factores ambientales como la salinidad, el movimiento del agua, tiempo de residencia y estan-
camiento que influyen en dicho proceso. En general, las cianobacterias florecen en los ecosistemas
acuéticos lénticos con concentraciones relativamente altas de nutrientes primarios (nitrogeno, fos-
foro y carbono). En algunos lagos y embalses con tiempos de residencia largos, la acumulacion de
nutrientes y el estado trofico creciente favorecen las floraciones (a veces casi mono-especificas) de
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cianobacterias [18]. Como parte de la comunidad del fitoplancton, las cianobacterias son esenciales
para los ciclos biogeoquimicos y constituyen la base de las redes alimentarias acuaticas, jugando
un papel fundamental como productores primarios [9, 31]. Sin embargo, su crecimiento excesivo
implica una alteracién significativa de la funcién del ecosistema, especialmente cuando las ciano-
bacterias productoras de toxinas dominan las floraciones [9].

Las floraciones de cianobacterias de agua dulce son fenémenos naturales comunes [9], pero tie-
nen impactos ambientales negativos que abarcan un aumento en la turbiedad y la consecuente
disminuciéon en la cantidad de luz que logra penetrar en la columna de agua, concentraciones re-
ducidas de oxigeno disuelto que afectan intensamente la existencia de plancton, y disminucion en
la diversidad de la biota acuatica como consecuencia del predominio de una, o como mucho, de
unas pocas especies [8, 55-57|. Adicionalmente, las altas densidades de floracion de cianobacterias
también pueden crear problemas asociados con la estética y el olor, disminuir la calidad del agua,
e interrumpir la transferencia de energia en las redes alimentarias acuaticas, ya que la mayoria de
las cianobacterias no son apetecibles para los consumidores primarios [58]. De esta forma, el desa-
rrollo masivo de cianobacterias suprime el establecimiento y el crecimiento de macroéfitos acuaticos
y microalgas bentoénicas y, por lo tanto, afecta negativamente el hébitat submarino de la flora y
fauna bentonicas [8]. Ademas, muchas floraciones nocivas de cianobacterias producen metabolitos
secundarios toxicos que pueden causar intoxicacion aguda grave en mamiferos (incluidos los seres
humanos) que afectan los sistemas hepatopancreatico, digestivo, endocrino, dérmico y nervioso [19].

4.2. Nutrientes

Entre la combinacion de factores ambientales que regulan la apariciéon de los blooms de cianobac-
terias ha llamado la atencion el estado trofico del sistema acuatico, debido a que se ha identificado
que el aumento de nutrientes en los cuerpos de agua contribuye a la expansion global de los blooms
nocivos de cianobacterias [6], aumentando la frecuencia, duracion y la intensidad de dichos flore-
cimientos [18, 48, 59, 60|. La eutrofizacion es el realce del proceso natural de produccion biologica
en sistemas leniticos, causado por aumentos en los niveles de nutrientes, usualmente compuestos
de nitrogeno y fosforo [24, 60]. Este proceso ha sido acelerado por la contaminacion antrépica de
las cuencas que rodean los lagos y embalses, asi como sus afluentes [12, 18|.

Existe un acuerdo en que el aumento de la incidencia de floraciones de cianobacterias se debe
en gran medida al aumento de las concentraciones de fésforo y nitrogeno de fuentes puntuales y
difusas. Sin embargo, no esté claro como la relacion estequiométrica entre estos nutrientes y/o sus
concentraciones absolutas promueven la proliferacion de cianobacterias [61]. El enriquecimiento de
fosforo controla la aparicion de blooms debido a que muchos géneros de cianobacterias disponen
de nitrégeno porque tienen la capacidad de convertir enzimaticamente el nitrogeno atmosférico en
amonio disponible biologicamente [19]. A pesar de esto, no todas las cianobacterias que forman
bloom son diazotrofas (que fijan el nitrogeno), por lo que los compuestos de nitrogeno son también
relevantes determinando la cantidad de células presentes en un bloom [6]. Es importante senialar
que existe un consenso de que los blooms nocivos de cianobacterias son eventos complejos, gene-
ralmente no causados por un tinico controlador ambiental, sino por multiples factores que ocurren
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simultaneamente [62|. Teniendo en cuenta lo anterior, los cuerpos de agua enriquecidos en nutrien-
tes son especialmente propensos a las cianobacterias daninas si tienen periodos de residencia largos
y temperaturas del agua que periédicamente exceden los 20 °C [19].

4.3. Cianotoxinas

Muchos géneros de cianobacterias producen y liberan compuestos toxicos llamados cianotoxinas,
que pueden traer efectos nocivos sobre los organismos acuaticos, la vida silvestre, los animales
domeésticos y los seres humanos al beber o ponerse en contacto con el agua que contiene estos
compuestos [17, 19-21, 63|. La funcién ecoldgica de las cianotoxinas atin no esta clara y requiere
una investigacion extensa, asi como las condiciones que causan que las cianobacterias produzcan
cianotoxinas |13, 20, 24]. Una razoén para la biosintesis de cianotoxinas puede ser una adaptacion
que permite que las cianobacterias en ambientes limitantes de recursos mejoren la competencia
con otros fotoautotrofos e inhiban su crecimiento, y también el de bacterias heterotrofas, y hongos.
Datos recientes sugieren que, ademas de conferir una ventaja competitiva, algunas cianotoxinas
pueden desempenar funciones como auxiliares fisiologicos de las cianobacterias, por ejemplo, ayu-
dando a la absorciéon de nutrientes, captacion de hierro, proteccion contra el estrés oxidativo y/o
metabolismo del carbono-nitrégeno, mantenimiento de la homeostasis y otros roles como infoqui-
micos |7, 64]. Aunque la toxicidad de las cianobacterias esta relacionada con la produccion de estos
metabolitos, no todas los blooms de cianobacterias estan asociados con la apariciéon de toxinas ya
que no todas las cepas son toxicas [12]. De hecho, las cianotoxinas son producidas sélo por cepas
que tienen los genes apropiados [18, 65].

Las cianotoxinas pertenecen a un grupo diverso de compuestos quimicos, cada uno de los cuales
exhibe mecanismos toxicos especificos en vertebrados (Tabla 4.1) [24]. Dependiendo de la estruc-
tura del cuerpo humano afectada, las cianotoxinas se clasifican en: hepatotoxinas, neurotoxinas,
citotoxinas, dermatotoxinas y toxinas irritantes [18, 20, 25]. Alternativamente, pueden clasificar-
se con base en su estructura quimica en péptidos ciclicos, alcaloides y lipopolisacaridos (LPS)
[12, 20]. En la mayoria de los casos, las cianotoxinas existen naturalmente intracelularmente (en
el citoplasma) y se mantienen dentro de la célula. Para estas especies, cuando la célula muere o la
membrana celular se descompone, las toxinas son liberadas al agua (toxinas extracelulares) [13, 48].
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Tabla 4.1: Caracteristicas toxicologicas de las cianotoxinas [18].

Toxina Modo de accion Principal efecto DLsy (pg/kg)?
Microcistinas Inhibe la proteina fosfa- Insuficiencia hepatica y 25-150 (parala
tasa hemorragia hepatica mas toxica)
Nodularinas Inhibe la proteina fosfa- Insuficiencia hepatica y 30-70
tasa hemorragia hepatica

Cilindrospermopsina Inhibe la sintesis de pro- Insuficiencia hepatica y 2100

teinas renal

Anatoxina-a Se une a los receptores Paralisis muscular 375
nicotanicos de la acetil-
colina

Anatoxina-a(s) Inhibe la acetilcolineste- Debilidad muscular, dis- 31
rasa nea y convulsiones

Saxitoxinas Se une a los canales de Ataxia, convulsiones y 10 (para la
sodio parélisis mas toxica)

B-N-metilamino-I.- Se une a los receptores Sindrome neurodegene- No especifica-

alanina de glutamato rativo do

Aplisiatoxinas Activan la proteina qui- Promociéon tumoral e No especifica-
nasa C irritacion de la piel do

Lingbiatoxinas Activan la proteina qui- Promociéon tumoral e 25 (ratones in-
nasa C irritacion de la piel maduros)

& Después de la inyeccion intraperitoneal en ratones.

Las hepatotoxinas son el grupo de cianotoxinas que se presentan con mayor frecuencia. Las micro-
cistinas y nodularinas se clasifican en este grupo |57|. Las microcistinas son heptapéptidos ciclicos
y sin duda son las cianotoxinas més importantes en términos de su impacto mundial en la salud y
la calidad del agua [54]. Estan formados no ribosémicamente en el citoplasma con pesos molecula-
res de 900 a 1100 Da y cuya estructura comun es ciclo (D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha)
en la que X y Z representan aminoacidos variables, D-MeAsp es D-eritro--acido metilasparti-
co, Mdha es N-metildehidroalanina y Adda es (25,3S,85,95)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-acido dienoico [40, 57|. La Figura 4.1 proporciona la estructura de la microcistina.
Aunque las sustituciones ocurren principalmente en las posiciones X e Y, se han reportado otras
modificaciones para todos los aminoécidos [52, 66]. Los congéneres mas comunes son MC-LR, MC-
RR y MC-YR, resultantes de la presencia de la forma L de leucina (L), arginina (R) o tirosina
(Y) en las posiciones 2 y 4 (las letras son los que se utilizan como abreviatura para identificar los
aminoacidos que se encuentran en las proteinas) [2]. La dosis letal media (LDsy) de MC-LR por
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via intraperitoneal es de 25 a 150 pg kg~' de peso corporal en ratones [67].

Figura 4.1: Estructura genérica de las microcistinas [68].

Las microcistinas son solubles en agua. En ambientes acuaticos, tienden a permanecer contenidas
dentro de la célula cianobacteriana y se liberan en cantidades sustanciales solo después de la lisis
celular |24, 64]. Microcystis spp., en particular Microcystis aeruginosa, son productores comunes y
generalizados de microcistinas, pero también pueden ser producidas por otros géneros de cianobac-
terias de agua dulce, incluyendo Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Planktothriz, Nostoc,
Oscillatoria, Rivularia y Fisherella |39, 54]. Las microcistinas son potentes inhibidores de las pro-
teinas fosfatasas, con una amplia gama de efectos toxicos. Pueden causar dano hepético severo
pero también afectar a otros tejidos de mamiferos, y pueden tener efectos pulmonares, neurologi-
cos y reproductivos, asi como promotores de tumores. Las microcistinas han sido implicadas en
la muerte de diversas aves, peces y mamiferos, incluyendo ovejas, perros, ganado e incluso nutrias
marinas. También se conocen algunas muertes humanas. Se han registrado al menos 246 variantes
de microcistina que difieren en la composicion de aminoacidos y toxicidad [4].

Como se muestra en la Figura 4.2, las nodularinas son pentapéptidos ciclicos con la estructura
ciclo (D-MeAsp-L-arginina-Adda-D-glutamato-Mdhb) donde Mdhb es 2-(metilamino)-2-4cido des-
hidrobutirico [18, 69]. Estas son producidas por la especie de agua salobre Nodularia spumigena
y una especie Unica de Nodularia harveyana, actualmente se conocen 10 variantes estructurales
[4, 68, 69]. Tanto la microcistina como la nodularina inhiben las proteinas eucariotas fosfatasas 1
y 2A y son reconocidas como potenciales promotores tumorales y carcindgenos, por lo que es im-
portante identificar la produccién o sintesis potencial de estas toxinas en el ambiente para eliminar
incluso una exposicion de bajo nivel a los seres humanos [69].

Las microcistinas y nodularinas son sintetizados por complejos multienzimaticos gigantes com-
puestos de péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), policétido sintasas (PKS) y enzimas de
adaptacion adicionales. Las cianobacterias que son capaces de producir microcistinas contienen el
grupo de genes denominados mcy que en Microcystis aeruginosa PCC 7806 abarca 55 kb y 10 mar-
cos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) (mcyA-J), mientras que las cianobaterias
que producen nodularinas contienen el grupo de genes nda que en Nodularia spumigena NSOR10
abarca 48 kb y codifica 9 ORFs [40]. Numerosos factores bidticos y abidticos pueden influir no
solo en el predominio de las cianobacterias dentro de la comunidad de fitoplancton en general,
sino también en la proporciéon de cianobacterias toxigénicas en relacion con las cianobacterias no
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Figura 4.2: Estructura de la nodularina [68|.

productoras de toxinas [64]. El porcentaje de células que contienen genes de toxinas puede variar
significativamente tanto en el espacio como en el tiempo y hay poca comprension de qué factores
ambientales controlan los cambios en la fraccion de células capaces de producir toxinas [70]. Los
dos factores principales que se ha demostrado que afectan la produccion de toxinas son la luz y
la temperatura. La temperatura 6ptima para la producciéon de toxinas en las cianobacterias esta
entre 20 y 25 °C, lo que sugiere que las cianobacterias son mas téxicas durante los periodos de
clima calido y en areas con climas calidos. Sin embargo, la temperatura éptima puede cambiar de
un pais a otro. La toxicidad de las cianobacterias aumenta con un aumento en la intensidad de la
luz por debajo de 40 microeinsteins/m? por segundo y, por lo tanto, disminuye con la profundidad
del agua [71]. Dado que la producciéon de toxinas varia mucho entre diferentes cepas de la misma
especie, las diferencias genéticas y los procesos metabdlicos también pueden ser importantes en
la produccion de estas toxinas. Los estudios han demostrado que la capacidad de producir toxi-
nas puede variar temporal y espacialmente en un sitio particular o dentro de la propia floracion [71].

Los seres humanos pueden estar expuestos por via oral a las cianotoxinas al beber agua contamina-
da, a través del consumo de peces de agua dulce, cultivos, verduras y suplementos alimenticios que
contienen cianotoxinas, o al ingerir agua durante las actividades recreativas [2|. El riesgo para la
salud humana de la exposicion a las cianobacterias y sus toxinas durante el uso recreativo del agua
surge a través de tres vias de exposicion: 1) el contacto directo de las partes expuestas del cuerpo,
incluidas las areas sensibles como los oidos, los ojos, la boca y la garganta, y las areas cubiertas
por un traje de bano (que puede acumular material celular); 2) absorcion accidental de agua que
contiene células por ingestion; y 3) absorcion de células que contienen agua por aspiracion (inhala-
cion) [71]. En mayo de 2019 la US EPA emiti6 nuevas recomendaciones para los criterios de calidad
del agua recreativa y los valores de advertencia de natacion para las cianotoxinas [72|. Establecio
concentraciones recomendadas, iguales o inferiores a las que protegen la salud publica, para las
cianotoxinas, microcistinas de 8 pg/L y cilindrospermopsina de 15 pg/L [64]. De forma similar la
OMS publicé una serie de valores de referencia para la exposicion recreativa a las cianobacterias,
donde se considera una probabilidad relativa baja de efectos adversos para la salud cuando se tiene
<20000 células/ml, correspondiente a <10 pg/L de clorofila si dominan las cianobacterias y niveles
de microcistina estimados de <10 ug/L de microcistinas [73].

La OMS estableci6é un valor guia provisional para la MC-LR, uno de los congéneres de microcistina
mas frecuente, de 1 pug/L en el agua potable basado en una ingesta diaria de agua de 2 L. por un
adulto de 60 kg [14], teniendo en cuenta sus efectos nocivos sobre la salud; mientras que la US
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EPA incluyo6 las cianotoxinas: anatoxina-a, cilindrospermopsina, microcistinas y saxitoxina, en la
Lista de Candidatos Contaminantes mas reciente (CCL, por sus siglas en inglés) [23]. Con base
en estas directrices muchos paises han adoptado medidas para regular las cianotoxinas en agua
potable y recreativa, asi como para implementar medidas de manejo frente a los blooms [13]. Sin
embargo, la presencia de estas sustancias en las aguas atn no es tenida en cuenta en la legislacion
ambiental colombiana [5], como tampoco existe un registro sisteméatico de las floraciones de cia-
nobacterias, a pesar de la gran diversidad de ecosistemas acuaticos [10]. De acuerdo a revisiones
sobre floraciones de cianobacterias, en Colombia existen pocos registros, publicaciones cientificas
y estudios relacionados con su toxicidad [5, 10, 28]. Los estudios publicados estan enfocados en la
composicion taxondémica y abundancia de las cianobacterias, senalando la identificacion de especies
que son potencialmente toxicas, ya sea por medio de observacion en el microscopio [29-32] o por
técnicas moleculares [33-36|, asociados a sistemas lagunares, ciénagas, rios y embalses. Reciente-
mente se publicd un estudio de detecciéon y cuantificacion de cianotoxinas en embalses del noreste
de Colombia, utilizando la técnica analitica UHPLC MS/MS [37].

4.4. Analisis de la abundancia de cianobacterias

Las cianobacterias se enumeran e identifican con mayor frecuencia mediante recuentos microscopi-
cos y concentraciones de pigmentos (por ejemplo, clorofila y ficocianina) 70|, y tradicionalmente
se han estudiado sobre la base de su morfologia microscopica |74]. El método convencional para
determinar la composiciéon taxonémica de cianobacterias basado en técnicas de microscopia, asi
como su enumeracion, presenta varias desventajas: requiere de mucho tiempo y conduce a una alta
frecuencia de errores, demanda personal con un alto grado de experiencia en el tema y, taxones
que no sean muy abundantes en la muestra pueden no lograrse observar [41, 56, 75|. En los ultimos
anos se han realizado avances en los métodos moleculares utilizados para evaluar la diversidad
microbiana en entornos naturales que han permitido desarrollar nuevas técnicas de identificacion
y cuantificaciéon de microorganismos. Las ventajas de los métodos filogenéticos en comparacion
con los métodos tradicionales de identificacion y cuantificacion son las siguientes. i) Los métodos
moleculares son més precisos: a diferencia de la morfologia, fisiologia y caracteristicas de tincion, la
identidad filogenética conservada no cambia con el tiempo o bajo diferentes condiciones. ii) Estos
métodos pueden producir datos cuantitativos especificos del objetivo [75|. Técnicas moleculares
como la PCR cuantitativa (qPCR) se utilizan ampliamente para cuantificar el nimero de copias
de genes especificos o de interés y, por tanto, cuantificar las propiedades estructurales y funcionales
de las comunidades de cianobacterias en campo y en condiciones de laboratorio. De esta forma, se
han desarrollado ensayos de qPCR dirigidos a regiones conservadas del gen 16S rARN para deter-
minar el ntimero total de cianobacterias [50], dando una idea de la abundancia de las poblaciones
en una muestra. En el caso del presente trabajo se realiz6 la amplificacion y cuantificaciéon del gen
16S rARN de cianobacterias por qPCR empleando los cebadores especificos para cianobacterias
CYAN 108F y CYAN 377R, y la sonda CYAN 328R (Taq).

La qPCR es un potente avance de la técnica basica de PCR, que permite monitorear el progreso de
la amplificacion del ADN en tiempo real y visualizar la fase de amplificacion exponencial [50, 76].
Asi en la qPCR la cantidad de ADN se mide después de cada ciclo mediante el uso de marcadores
fluorescentes que se incorporan en el producto de PCR. El aumento de la senal fluorescente es
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directamente proporcional al nimero de amplicones (moléculas de producto de PCR) generados
en la fase exponencial de la reaccion [50]. Entre los diversos sistemas reporteros de fluorescencia
que existen, los ensayos SYBR Green [ y TagMan son los métodos mas utilizados en los estudios
actuales de ecologia microbiana ambiental |76, 77|. En ambos métodos de ensayo, la cuantificacion
del ntmero de copias de genes mediante qPCR se determina durante la fase exponencial de la
amplificacién, cuando la cantidad de gen objetivo amplificado es proporcional a la plantilla inicial.
Esto asegura una determinaciéon mas precisa de la cantidad inicial de ADN objetivo. La cuantifi-
cacion de la cantidad inicial de secuencias objetivo (nimeros de copias de genes) se extrapola de
los valores de C (ciclo umbral). El C; es el namero de ciclo en el que la senal fluorescente muestra
un aumento estadisticamente significativo sobre el nivel de fondo calculado. Cuanto mayor sea la
concentracion inicial de la plantilla objetivo, menor sera el C; [50].

4.5. Analisis de composicion y diversidad bacteriana

Los blooms nocivos de cianobacterias son fenémenos complejos que implican un riesgo asociado con
la produccién de toxinas, por lo que se hace indispensable contar con herramientas que posibiliten
realizar seguimiento a las cianobacterias y a la dinamica de las toxinas, con el objetivo de prevenir
impactos y costos relacionados con su presencia en el agua |78, 79|. Teniendo en cuenta que las
floraciones a menudo estan compuestas por cepas toxicas y no toxicas coexistentes dentro de cada
especie (a menudo morfologicamente idénticas), y que no todas las cianobacterias se pueden cul-
tivar en el laboratorio con el fin de rastrear especificamente a los productores de cianotoxinas, el
uso de herramientas moleculares independientes de cultivo se vuelve esencial para revelar patrones
subespecificos in situ |78]. Las tecnologias de secuenciacion de ADN de nueva generacion (NGS)
han permitido un anélisis més completo de las comunidades bacterianas en muchos entornos y
han promovido significativamente la comprension de la distribucion ecoldgica y el papel funcional
de estas comunidades [80]. En los ultimos anos, varios estudios han estado utilizando enfoques de
secuenciacion de alto rendimiento, incluida la NGS, proporcionando una comprension més comple-
ta y de alta resoluciéon de las comunidades bacterianas. Dichos estudios han identificado distintos
ensamblajes microbianos asociados con diferentes géneros de cianobacterias, especies y cepas pre-
sentes, asi como las variaciones de la comunidad durante las diferentes etapas de floracion [81].

En la secuenciacion de nueva generacion, la ADN polimerasa cataliza la incorporacién de des-
oxirribonucleotidos trifosfato (ANTP) marcados con fluorescencia en una hebra de plantilla de
ADN durante los ciclos secuenciales de sintesis de ADN. Durante cada ciclo, en el punto de in-
corporacion, los nucledtidos se identifican mediante la excitacion del fluoréforo. Los métodos de
NGS se han utilizado con éxito para caracterizar comunidades bacterianas en aguas marinas, sue-
los, aguas residuales y varios microbiomas humanos [82]. Méas recientemente, la difusion de la
secuenciacion de alto rendimiento/nueva generacion ha impulsado la investigacion sobre cianobac-
terias/metagenomica de microalgas en aguas dulces en todo el mundo. En cianobacterias de agua
dulce, la NGS se ha utilizado para evaluar la diversidad general basada principalmente en Unida-
des de Taxonomia Operativa (OTU) derivadas de amplicones de rARN 16S (también conocidos
como metabarcoding) [78|. Aunque los métodos de base molecular combinados con la secuenciacion
ofrecen la capacidad no solo de identificar posibles productores de toxinas, sino también de toxinas
especificas de especies especificas, validando la presencia o ausencia de vias relacionadas con las
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toxinas, estos no pueden predecir si se estan produciendo y liberando toxinas al medio ambiente
[79]. Se tiene registro de que en Colombia se realiz6 una investigacion utilizando NGS basado
en amplicones del gen 16S- y 18S-rRNA, para identificar comunidades bacterianas y eucariotas
en cuatro lagos recreativos urbanos en parques metropolitanos y un arroyo en Bogota [83]. Para
nuestro conocimiento, el presente trabajo es uno de los primeros estudios en los que se realiza la ca-
racterizacion de la comunidad bacteriana en un embalse colombiano empleando NGS utilizando la
plataforma Illumina Miseq, enfocados en la identificaciéon de cianobacterias potencialmente toxicas.

4.6. Deteccion y cuantificacion de cianotoxinas

La deteccién, cuantificacion y seguimiento de cianotoxinas es fundamental para garantizar la segu-
ridad publica [67]. Existen numerosos métodos analiticos para la determinacion de varias toxinas
de cianobacterias [21], que abarcan métodos con enfoque biolégico (ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas -ELISA-, técnicas basadas en anticuerpos, ensayos basados en la inhibicion de la
enzima proteina fosfatasa, enfoques moleculares y biosensores) y los basados en quimica analitica
(técnicas cromatograficas) [39]. Segun el método analitico, las muestras requieren una preparacion
especifica antes del analisis. Las técnicas de separaciéon se utilizan cominmente porque permiten
la discriminacion de las diversas toxinas que coexisten dentro de un solo analisis, incluso con un
detector no especifico [18|. En el presente trabajo la técnica analitica seleccionada es la croma-
tografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas triple cuadrupolo
(UHPLC-QqQ-MS/MS). Esta técnica ha demostrado los parametros de calidad indispensables pa-
ra bajos limites de cuantificaciéon y permite la deteccidon inequivoca de las moléculas deseadas en
las muestras de agua [37].

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem es una técnica para el
analisis de varios analitos en una amplia variedad de matrices debido a su sensibilidad y selectivi-
dad [39, 47]. Por una parte, la cromatografia liquida (LC) normalmente con una columna C18 fase
inversa o HILIC y metanol/agua o agua/acetonitrilo como fase movil, es el método de separacion
mas comin para las cianotoxinas porque permite la flexibilidad, la velocidad y la adaptabilidad a
una amplia gama de detectores basados en la absorbancia UV, la fluorescencia o la espectrometria
de masas [47, 63, 84]. Ademés, la espectrometria de masas (MS) detecta compuestos en funcion
de su masa y carga mejorando la selectividad. Del mismo modo, el desarrollo de la espectrometria
de masas en tandem (MS/MS) ha mejorado la especificidad para los compuestos mas exigentes
con masa y carga similares a través de su patron de fragmentacion especifica cuando chocan con
las moléculas de gas inerte. Como consecuencia las cianotoxinas se detectan principalmente por
LC-MS o LC-MS/MS, lo que permite la deteccion simultanea de una mayor cantidad de toxinas
con un procedimiento de preparacién de muestra méas sencillo [18, 46]. Hasta la fecha, la precon-
centracion de toxinas por medio de SPE acoplada a la separacién cromatografica con deteccion de
MS sigue siendo una de las herramientas analiticas mas poderosas para la identificacion y cuantifi-
cacion de cianotoxinas de agua dulce individualmente y como mezclas [67]. Sin embargo, también
se observan limitaciones similares observadas para los métodos de HPLC relacionadas con el costo,
la disponibilidad de estandares y la experiencia técnica especifica [85].
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5. Metodologia

5.1. Zona de estudio

La Central Hidroeléctrica Sogamoso estéd ubicada en el departamento de Santander, al norocci-
dente de Colombia, en el canén donde el rio Sogamoso atraviesa la cordillera de La Paz, 75 km
aguas arriba de su desembocadura en el rio Magdalena y 62 km aguas abajo de la confluencia de
los rios Suarez y Chicamocha. El area de influencia estda conformada por 9 municipios: Betulia,
Zapatoca, Girén, Lebrija, Los Santos, San Vicente de Chucuri, Sabana de Torres, Puerto Wilches
y Barrancabermeja [86] (Figura 5.1).

El embalse Topocoro almacena el agua que se utiliza para la generacion de la energia eléctrica en
la central Sogamoso. Su extension es de 6960 hectareas y tiene un volumen de 4800 millones de
m3, siendo el de mayor capacidad del pais [86]. Algunas caracteristicas del embalse se presentan en
la Tabla 5.1. El uso principal del embalse Topocoro es la generacion de energia y la conservacion
de la biodiversidad, pero existen algunos usos complementarios propuestos en el Plan de Ordena-
miento del Embalse que incluyen: pesca, uso de agua para consumo humano y agricola, ecoturismo

y actividades recreativas, deportes nauticos y transporte fluvial [45].

Como tributarios del embalse se tienen los rios Chicamocha, Suérez, Chucuri y la Quebrada Aguas
Blancas. El rio Sogamoso se forma por la confluencia de los rios Suarez y Chicamocha, que después
de la presa retoma su nombre y desemboca en el rio Magdalena. Algunas caracteristicas de estos
rios se observan en la Tabla 5.2. Cerca a estos rios se encuentran principalmente agrocultivos como
el cacao, café, lulo, entre otros, e industrias como la de explotacién de lechos para extracciéon de
material para la construccion [87].

Tabla 5.1: Caracteristicas del embalse Topocoro [86, 87].

Caracteristicas Valor
Caudal promedio 474.6 m?/s
Area de la cuenca tributaria 2117800 ha
Superficie del espejo de agua 6960 ha
Volumen de almacenamiento 4800 Mm?
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Figura 5.1: Ubicaciéon del embalse Topocoro.

Tabla 5.2: Caracteristicas importantes tributarios

1255000

T
1100000

87.

Tributario Departamento Desembocadura Descarga Area de la Temperatura Precipitacion
nacimiento multianual cuenca (ha) promedio
(m/s) (°C)

Rio Chicamocha Boyaca Rio Sogamoso 135 133200 25.5 945.35
Rio Suéarez Cundinamarca Rio Sogamoso 195 982300 25.9 2328.70
Rio Chucuri Santander Rio Sogamoso 8.7 No disponi- 26 1814.05

ble
Quebrada Aguas  Santander Rio Sogamoso 0.88 No disponi- 30.9 1627.90
Blancas ble
Rio Sogamoso Santander Rio Magdalena 540 111944 32.2 2883.50
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5.1.1. Precipitacion

En el area de influencia del Proyecto Hidroeléctrico Sogamoso se observa un comportamiento bi-
modal de la precipitacion, originado por el doble paso de la Zona de Confluencia Intertropical por
el territorio Colombiano. Este régimen bimodal se caracteriza por la presencia de dos periodos
secos o de menor intensidad de lluvias alternado con dos periodos invernales de fuertes lluvias.
La precipitacion promedio anual en la zona de obras principales es de 3432 mm. En el area se
presenta un periodo de lluvias de septiembre a diciembre en el cual se registra el 44.7 % de la lluvia
anual y un segundo periodo lluvioso durante abril y mayo con 22.7 % de la precipitacion. Estas
dos temporadas lluviosas, estan separadas por un veranillo entre junio y agosto, el cual presenta
el 17.3 % de la precipitacion. La temporada seca més importante corresponde a los meses de enero
a marzo, durante los cuales se registra el 15.31 % de la lluvia anual [88].

5.2. Toma de muestra

Inicialmente se realiz6 una visita de reconocimiento en el embalse Topocoro el 24 de octubre de
2016, con el objetivo de hacer un recorrido por varios sitios, observar sus condiciones e identificar
la presencia de células de cianobacterias en el agua. Se seleccionaron seis estaciones de muestreo
considerando la entrada de los afluentes al embalse, la zona central del cuerpo de agua y el area
cercana a la presa. Para la segunda campana de monitoreo se incluyé una séptima estacion, El
Ramo, por las caracteristicas morfologicas particulares del sitio (Figura 5.1).

Se llevaron a cabo cuatro campanas de monitoreo durante un ano entre junio 2017 y marzo de
2018, cada tres meses aproximadamente para incluir las variaciones entre la época de lluvias,
la época seca, y el periodo de transicion entre ellas (Tabla 5.3). En cada campana se midi6 la
transparencia del agua (Disco Secchi) y las variables in situ en la superficie de la columna de
agua, usando un medidor portatil con diferentes sondas (Tabla 5.4). Se recogieron muestras pa-
ra el analisis de variables fisicoquimicas, cianobacterias y cianotoxinas en el laboratorio (Tabla 5.5).

Tabla 5.3: Campanas de muestreo.

Campana Fecha Epoca Volumen (Mm?) Volumen (%)
M1 5-7/06/2017 Transicion 4776.96 98.50
M2 20-21/09/2017 Seca 3469.95 71.00
M3 97.28/11/2017 Lluvia 4735.96 96.70
M4 12-13/03/2018  Seca 2184.34 50.70

Para recolectar la muestra de carbono organico total y disuelto se utiliz6 un recipiente de vidrio
ambar, y para los demas parametros fisicoquimicos botellas de plastico. Las muestras de cianoto-
xinas se recogieron por triplicado en botellas de plastico o vidrio ambar (ver Seccion 5.5). Para
la cuantificacion de cianobacterias planctonicas se recolectaron muestras de agua con una red de
plancton (marca Enthos, tamafnio de poro de 20 um, ver Figura 5.2) en arrastres horizontales a
una velocidad promedio de 6.4 km/h durante aproximadamente 3 minutos, las muestras se alma-
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cenaron en envases plasticos. Todas las muestras fueron transportadas al laboratorio Diagnoéstico
y Control de la Contaminaciéon - GDCON- de la Universidad de Antioquia, en neveras a una tem-
peratura entre 0 y 4 °C en un lapso de 24 horas. En la Tabla 5.5 se encuentra la descripcion de los
parametros, el volumen de muestra y la preservacion.

Tabla 5.4: Métodos de anélisis de variables in situ y parametros fisicoquimicos.

Parametro Unidades Método de referencia
pH Unidades de pH SM 4500-H+ B
Temperatura °C Parametro asociado a las
otras medidas directas
Conductividad wS/em SM 2510 B
eléctrica
Oxigeno disuelto mg/L SM 4500-O H
Limite de la zona m Disco Secchi
fotica
Nitratos mg/L SM 4110 B
Hierro disuelto mg/L Método interno
Fosforo total mg/L P Kit analitico NANOCOLOR
orto Fosfato y Fosfato total 1.
REF 985076.
Amonio mg/L NH, Kit analitico Spectroquant
Test Amonio. REF 114752.
Nitrogeno total mg/L N Kit analitico NANOCOLOR
Nitrogeno total TNb 22. REF
985083.
Carbono  orgénico mg/L SM 5310 B
disuelto
Carbono organico mg/L SM 5310 B
total
Clorofila-a mg/cm? SM 10200 H

Ademés de las campanas de muestreo descritas anteriormente, fue necesario realizar un muestreo
adicional en septiembre de 2019, con el fin de realizar un estudio de la composicién y diversidad
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de la comunidad bacteriana en el embalse. Para ello se recolectaron 5 réplicas de muestra en las
estaciones Chucuri y El Ramo, cada una con un volumen de 5 L, mediante arrastres horizontales
con una red de plancton; en condiciones similares a las mencionadas para las muestras empleadas
en la cuantificacion de cianobacterias planctonicas. En este caso, el tiempo total estimado durante
el arrastre fue de 2 horas en cada punto. También se midi6 la transparencia del agua y las variables
in situ en la superficie, y se recogieron las muestras para el analisis de parametros fisicoquimicos
y cianotoxinas en el laboratorio.

Tabla 5.5: Analisis de laboratorio y preservacion de las muestras.

Parametro Preservacion Volumen
Nitratos Refrigeracion 500 mL
Hierro disuelto Acidificar a pH 1-2 con 200 mL

HNOjs y refrigeracion

Foésforo total Acidificar a pH 1-2 con

Amonio . . 500 mL

Nitrégeno total HyS0, y refrigeracion

Carbono organico disuelto Acidificar a pH 1-2 con 100 mL

Carbono organico total H>PO, y refrigeracion

Clorofila-a Congelar a -20 °C 500 mL

Cianotoxinas Congelar a -20 °C o 500 o 100 mL
refrigeracion

Cianobacterias (QPCR) Congelar a -20 °C 750 L

Composicion y  diversidad Refrigeracion 5L

bacteriana (NGS)

5.3. Andlisis de variables in situ y pardmetros fisicoquimi-
CoS

Para el anélisis de los parametros in situ se utilizé6 un conductimetro WTWT™ Cond 3210™ para
medir la conductividad eléctrica (CE), un equipo multiparametro HACH HQ40d para la medi-
cion del oxigeno disuelto (OD) y, un pH metro WTW™ pH 7110™ para la lectura del pH y la
temperatura (Tabla 5.4). Los analisis de nitratos, carbono orgénico total (COT), carbono orga-
nico disuelto (COD), hierro disuelto y clorofila-a se realizaron siguiendo métodos estandarizados
[89]. Para los analisis de nitrogeno total (NT), amonio y fosforo total se emplearon kits de ensayo
comercial (Tabla 5.4). Todos los anélisis fueron realizados en el laboratorio del grupo GDCON,
laboratorio acreditado para el analisis de aguas por el IDEAM bajo la norma técnica colombiana
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NTC-ISO/IEC 17025, Resolucion 1665 del 12 de julio de 2011.

Figura 5.2: Red de plancton empleada en la toma de muestra para la cuantificaciéon de cianobac-
terias planctonicas.

El limite de la zona fotica (LZF) se calcul6 mediante el producto del promedio de las 4 mediciones
realizadas de la transparencia del agua (d) y 2.7, como se presenta en la siguiente ecuacion:

LZF =27 xd (5.1)

Para realizar una estimacion del estado trofico de las estaciones del embalse, se estimaron los in-
dices de estado trofico (IET) segin Carlson [90] y Toledo en Klippel et al. [91], empleando las
variables individuales profundidad del disco Secchi (DS) y clorofila-a (Cla).

Para el IET de Carlson (IET-Ca) se utilizaron las siguientes ecuaciones [90]:

InDS
[ETps =10 (6— 5.2
bs ( In2 ) (5:2)
2.04 — 0.681nCl
[ETe, = 10 <6 _20 ?fs nt “) (5.3)




Cianobacterias

Para el IET de Toledo (IET-To) se utilizaron las siguientes ecuaciones [91]:

0.64+ In DS
[ETps = 10 (6 - i) (5.4)
In2
2.04 — 0.695 In C1
[ETey, = 10 (6 _20 %625 nc “) (5.5)
n

En la tabla 5.6 se presentan los umbrales y la clasificaciéon de los indices de estado trofico por
niveles [91].

Tabla 5.6: Clasificacion de los indices de estado trofico.

Indice Categoria Umbral
Oligotrofico IET < 40

Mesotrofico 40-50

IET-Ca Eutréfico 50-60
Hipereutroéfico IET > 60
ultra-oligotrofico IET <24

Oligotrofico 24-44

IET-To Mesotrofico 44-54

Eutrofico 54-74
Hipereutroéfico IET > 74

5.4. Cianobacterias

Las muestras se descongelaron, homogenizaron y concentraron empleando una centrifuga para lle-
varlas desde un volumen de 750 mL a 50 pL aproximadamente. Para ello se centrifugaron en tubos
conicos de 50 mL en la centrifuga 5810 R (Eppendorf) a 10000 rpm y 4 °C, durante 15 minutos;
seguidamente se pasaron a microtubos de 1.5 mL para centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos
en centrifuga MiniSpin@®)(Eppendorf). De esta forma se recolect6 la biomasa o el pellet que con-
tenia la materia prima para llevar a cabo las extracciones de ADN. Las extracciones se realizaron
usando el protocolo para muestra de plantas frescas o congeladas del kit comercial E.Z.N.A.®)Plant
DNA kit (Omega bio-tek), siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando el volumen final
de elucion de ADN a 75 pL. La concentracion (ABS260) y pureza del ADN (ABS260/ABS280) se
cuantificacion en un NanoDrop™ 2000 UV-Vis espectrofotometro (Thermo Scientific).

La amplificacion y cuantificacién del gen 16S rRNA de cianobacterias por qPCR se hizo en un
termociclador LightCycler 1.5 y software version LCS4 4.1.1.21 (Roche) utilizando el kit LightCy-
cler®FastStart DNA Master HybProbe (Roche), empleando los cebadores especificos para ciano-
bacterias CYAN 108F y CYAN 377R, y la sonda CYAN 328R (Tabla 5.7). La mezcla de ¢PCR se
prepar6 de acuerdo con Munera [35], con un volumen final de 20 pL. La reaccion contenia Master
Mix 1X, M gCly 2.5 mM, cebadores 0.5 pM (una mezcla equimolar de CYAN 108F y CYAN 377R),
sonda CYAN 328R 0.25 M y alrededor de 20 ng de ADN extraido de las muestras. El programa
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para la PCR incluy6 un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 25 segundos. Por ultimo, una
extension final a 40 °C por 30 segundos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en capilares
de vidrio de 20 pL (Roche), se incluyé un control negativo libre de ADN (agua grado molecular)
y cepa de cianobacterias toxicas como control positivo.

Tabla 5.7: Conjunto de cebadores de PCR y sonda de ensayo Taq nucleasa.

Primer Secuencia (5’-3’) Referencia
CYAN 108F ACG GGT GAG TAA CRC GTR A
CYAN 377R CCA TGG CGG AAA ATT CCC C [92]

CYAN 328R (Taq)* CTC AGT CCC AGT GTG GCT GNT C

& La sonda estaba marcada en el extremo 5” con FAM y en el extremo 3’ con TAMRA.

Los célculos del punto de cruce o “crossing point” (Cp) se realizaron para cada ensayo de qPCR
mediante el software LightCycler@®)version LCS4 4.1.1.21, empleando el método Auto. Las copias
de genes por muestra se calcularon utilizando una curva estandar (nimero de copias de gen objeti-
vo vs Cp), desarrollada previamente en el laboratorio GDCON [35]. La curva se elaboré utilizando
ADN genémico de la cianobacteria Microcystis aeruginosa cepa NIES - 843 provista por el La-
boratorio de ecofisiologia y toxicologia de cianobacterias, Universidad Rio de Janeiro, Brasil. A
partir de este ADN de concentracién conocida, se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta 1076
utilizando como diluyente agua de PCR.

5.5. Cianotoxinas

Para el analisis de cianotoxinas en las muestras de agua, se emple6 una metodologia desarrollada
en el laboratorio GDCON, que consiste en la extraccion en fase sélida (SPE) y deteccion de cua-
tro cianotoxinas, tres microcistinas (MCs), microcistina-RR (MC-RR), microcistina-LR (MC-LR),
microcistina-YR (MC-YR), y una nodularina (NOD), por UHPLC-QqQ-MS/MS (Tabla 5.8). En
las campanas de monitoreo uno y dos, se tomaron 500 mL de muestra de agua cruda en un reci-
piente plastico de 1 L, para evitar ruptura de los envases, debido a que éstas se sometieron a tres
ciclos de congelado/descongelado. Las muestras se almacenaron a -20 °C, hasta procesamiento y
analisis. Durante la segunda y tercera campana de muestreo se adoptaron las recomendaciones del
método EPA 544 (93], por lo que las muestras se recolectaron en un recipiente de vidrio &mbar de
100 mL, que contenia los siguientes reactivos de preservacion: cristales de trizma pre-establecidos
pH 7.0 (7.75 g/L), 2-cloroacetamida (2 g/L), y acido etilendiaminotetraacético, sal trisodica (0.35
g/L). Las muestras se almacenaron a una temperatura entre 0 y 4 °C, hasta procesamiento y
analisis en el laboratorio.
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Tabla 5.8: Cianotoxinas analizadas.

Cianotoxina Foérmula molecular Sigla
Microcistina-RR C49H75N13012 MC-RR
Microcistina-LR C49H74N10012 MC-LR
Microcistina-YR Cs590H79N19O13 MC-YR
Nodularina Cy1HgoNgOq NOD

Inicialmente se llevaron a cabo tres ciclos de congelado/descongelado para provocar la lisis celular,
con la consiguiente liberacion de cianotoxinas intracelulares. Luego, cada muestra se pasé a través
de filtros de membrana de éster de celulosa estériles (tamano de poro de 0.45 pm). El filtrado
fue sometido a SPE para su limpieza y concentracion de las cianotoxinas. Para la extraccion se
emplearon cartuchos de extraccion Oasis HLB 6 cc 200 mg (Waters). El volumen de la elucion se
recogié en un vial de 25 mL, para luego ser reducido a sequedad con corriente suave de nitrégeno
(N2 99.995 %). Se adicion6 al vial 1 mL de agua metanol grado LC/MS 1:1. Finalmente la solucion
fue llevada a un vial certificado para LC-MS/MS.

Los analisis de todas las muestras se realizaron por UHPLC-QqQ-MS/MS con un equipo Waters
Acquity H-Class, con las siguientes condiciones:

Columna: UPLC EC-C18 POROSHELL Agilent 2.7 um de tamano de particula, 2.1 mm x 100
mm

Temperatura de la columna: 30 °C

Flujo: 0.25 mL/min

Tiempo de corrido: 7 minutos

Temperatura de las muestras (compartimiento de viales): 10 °C

Volumen de inyecciéon: 20 pL

En la Tabla 5.9 se describen las condiciones de gradiente para el método de separacion de ciano-
toxinas.

Tabla 5.9: Condiciones gradiente método de separaciéon de cianotoxinas.

Tiempo (min) Fasgm(’)vil A2 Faaarmc')vil B:P

cuosa ganica
1.3 20 80
3.2 0 100
3.85 10 90
4.5 50 50

) 90 10

7 90 10

# Fase movil A: Aguas: Metanol (95:5) 5 mM formiato de amo-
nio.

b Fase movil B: Agua:Metanol (5:95) 5 mM formiato de amo-
nio.

24



Composicion y diversidad bacteriana

Los parametros del espectrometro de masas se describen a continuacion:

Temperatura de la fuente: 150 °C
Temperatura de desolvatacion: 350 °C
Flujo gas de desolvatacion: 650 L/h
Flujo gas del cono: 50 L/h

Ionizacion: ESI (+)

Voltaje de capilaridad: 3.7 kV

Por tltimo, se realizo la curva de calibraciéon para cada cianotoxina. El rango de trabajo fue de 5
- 50 pg/L. Para preparar los puntos, se empled un mix de cianotoxinas de 200 ug/L en metanol
grado LC/MS. Se prepararon 6 puntos a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40, y 50 pg/L. El limite
de cuantificacion se determindé como el menor valor al que se le calculd precision y exactitud, en
este caso 5 pg/L. El menor valor cuantificado en las muestras con un factor de concentracion de
100, es 0.05 pg/L. Valores detectados en las muestras por debajo a este valor, fueron reportados
como menor al limite de cuantificacion (<LC). Las muestras fueron cuantificadas con las regresio-
nes lineales obtenidas de cada curva de calibracion.

5.6. Composiciéon y diversidad bacteriana

El estudio de las comunidades microbianas se realizé con el objeto de indagar sobre las la presencia
de géneros de cianobacterias potencialmente téxicos en el embalse. Este se hizo en 5 réplicas de
muestras tomadas en las estaciones Chucuri y El Ramo, en el mes de septiembre de 2019. Se selec-
cionaron estas dos estaciones teniendo en cuenta los resultados de abundancia de cianobacterias
obtenidos en los muestreos anteriores y las actividades contempladas para realizarse en estas zonas,
segun el Plan de Ordenamiento del Embalse.

Inicialmente, cada réplica de muestra se homegeniz6 y centrifugé en tubos coénicos de 500 mL en
la centrifuga 5810 R (Eppendorf) a 3500 rpm y 4 °C, durante 20 minutos, para llevarlas de un
volumen de 5 L. a 250 mL. El agua se recuper6 para luego filtrarla a través de filtros de membrana
de éster de celulosa estériles (tamano de poro de 0.45 um), y recoger el material suspendido. Para
extraer la biomasa de los filtros, se colocaron los filtros con perlas de vidrio en frascos de 200 mL,
a los cuales se adicionaron 6 mL de NaCl 0.85 %, y se llevaron al vortex durante 5 minutos apro-
ximadamente. La solucién resultante se mezcld con la porciéon de la muestra centrifugada. Luego,
toda la muestra se centrifugé en tubos conicos de 50 mL en la centrifuga 5810 R (Eppendorf) a
10000 rpm y 4 °C durante 15 minutos; seguidamente se pasé a microtubos de 1.5 mL para cen-
trifugar a 13000 rpm durante 10 minutos en centrifuga MiniSpin@®)(Eppendorf). De esta forma se
recolectd la biomasa o el pellet que contenia la materia prima para llevar a cabo las extracciones
de ADN. Las extracciones se realizaron usando el protocolo para muestras de 100-200 mg suelo del
kit comercial E.Z.N.A.®Soil DNA kit (Omega bio-tek), siguiendo las instrucciones del fabricante,
modificando el volumen final de eluciéon de ADN a 50 pL. La integridad del material genético se
verifico mediante electroforesis, ademés, se cuantificé la concentracion (ABS260) y pureza del ADN
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(ABS260/ABS280) en un NanoDrop™ 2000 UV-Vis espectrofotémetro (Thermo Scientific).

La construccion de la libreria y la secuenciacion de las muestras se llevo a cabo en Macrogen Inc.
(Seul, Corea del Sur) utilizando la plataforma Illumina Miseq. La libreria se construy6 mediante
la fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN seguida de la ligadura de los adaptadores 3’ y
5, la amplificacion por PCR y la purificacion en gel. La secuenciacion de Illumina MiSeq (300 pb,
lecturas de extremos emparejados) se realizé utilizando cebadores dirigidos a la region V3-V4 del
gen 165 rARN (Tabla 5.10). Los datos crudos se procesaron en el entorno Qiime2 (v2019.10) [94].
Después de la demultiplexacion se obtuvieron tablas de variantes de secuencia de amplicones (ASV)
implementando DADAZ2 [95]. Las secuencias forward se recortaron en la posicion 18 y se truncaron
en 275, y las lecturas reverse se recortaron en la posicién 25 y se truncaron en 220. Se asigno la
taxonomia a cada secuencia representativa utilizando la base de datos SILVA [96] entrenada con las
secuencias de cebadores de Macrogen. El arbol enraizado se gener6é en QIIME2 y se import6 junto
con la tabla ASV y la taxonomia a R v3.6.1 (https://www.r-project.org/) como un objeto ‘phylo-
seq’ [97] para un analisis més detallado. Se eliminaron las secuencias sin clasificacion a nivel de filo o
pertenecientes a Archaea, Cloroplastos y Mitocondrias. Teniendo en cuenta el analisis de McKnight
et al. [98] y McMurdie and Holmes [99], se utilizaron diferentes procedimientos de normalizacion
de acuerdo con cada analisis: abundancias relativas para graficos de composicion, para los analisis
de alfa y beta diversidad se utiliz6 la mediana de la profundidad de secuenciacion, y para el analisis
de abundancia diferencial se normaliz6 por la estabilizacion de varianza del paquete ‘DeSeq2’ [100].

Tabla 5.10: Primers empleados en la secuenciaciéon de nueva generacion.

Primer Secuencia (5’-3’)
Bakt 341F CCTACGGGNGGCWGCAG
Bakt 80bR  GACTACHVGGGTATCTAATCC

5.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo en el software libre R version 3.6.3 (https://www.r-project.org/),
implementando varios paquetes. Se empled el ANOVA de una via para comparar las medias de las
variables in situ, pardmetros fisicoquimicos y la concentraciéon de cianobacterias entre las distin-
tas estaciones de muestreo y entre campanas de muestreo. La normalidad y la homogeneidad de
varianzas de las variables se evaluaron por medio de las pruebas de Shapiro-Wilks y de Levene,
respectivamente. En los casos donde no se cumpli6 el supuesto de normalidad se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, y en los casos donde no se cumplié la suposicion de homoge-
neidad de varianzas se empled el ANOVA con correcciéon de Welch. Se determiné la existencia de
diferencias entre las categorias de las variables cuando al comparar el valor — p con el nivel de
significancia «a, se cumplié que valor — p < «, con a = 0.05. Fue necesario transformar las va-
riables que no cumplieron con los supuestos mediante transformaciones de potencia, para aplicar
los anéalisis mencionados. Las comparaciones post hoc se hicieron mediante la prueba de Tukey o
Holm. Adicionalmente, se calcularon las correlaciones de Spearman, y se realizé un anélisis de com-
ponentes principales (ACP) estandarizado, para examinar la relacion entre las variables de estudio.
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Para los anélisis diversidad de la comunidad bacteriana y dentro del grupo Cianobacteria, se calcu-
laron los indices de riqueza observada y de Shannon utilizando la funciéon ‘estimate richness’ del
paquete ‘phyloseq’. Posteriormente, se verificd que estos indices cumplieran con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad con las pruebas de Shapiro-Wilks y Barlett, respectivamente, y se
realizo un ANOVA para observar las diferencias entre las estaciones de muestreo. Por otro parte,
se calcul6 el indice de disimilitud de Bray-Curtis y sobre este se realizé un anélisis de coordenadas
principales (ACoP), utilizando la funcién ‘ordinate’, y se probé la influencia de cada estacion de
muestreo con la funcion ‘Adonis’ (999 permutaciones) del paquete ‘vegan’ [101|. La abundancia
diferencial se prob6 con el paquete ‘DeSeq2’ y los resultados se filtraron para aquellos con un valor
de p ajustado igual o inferior a 0.05 [100].

27



6. Resultados

6.1. Variables n situ y parametros fisicoquimicos

En la Tabla 6.1 se muestran las medidas descriptivas de las variables in situ y parametros fisico-
quimicos. En la Tabla 6.2 se presenta un resumen de los resultados de la ANOVA, con un 95 %
de confianza, donde se indica en negrilla la variable que tuvo cambios por campana o por esta-
cion. En los casos donde no se cumplieron los supuestos se aplicé una prueba alternativa. De las
variables medidas en laboratorio se muestran los resultados para el COD, COT y clorofila-a, las
demés variables (nitrogeno total, amonio, nitratos, fosforo total y hierro disuelto) presentaron, en
su mayoria, valores por debajo del limite de cuantificacién de los métodos.

Tabla 6.1: Medidas descriptivas de las variables in situ y pardametros fisicoquimicos.

Variable Media Varianza Desviaciéon Coeficiente Minimo Maximo

estandar de

variacion

LZF (m) 4.05 0.80 0.90 22 % 1.50 5.46
pH 8.72 0.09 0.31 4% 8.22 9.26
T (°C) 29.84 1.26 1.12 4% 27.30 32.10
CE 185.67 489.87 22.13 12% 140.20 228.00
(uS/cm)
OD 7.76 0.21 0.45 6 % 7.06 8.92
(mg/L)
COD 291 0.32 0.57 19% 2.03 3.68
(mg/L)
CcOoT 3.18 0.41 0.64 20 % 2.31 4.08
(mg/L)
Clorofila-a 10.8 478.60 21.88 202 % 0.00 90.78
(mg/L)

La dindmica de las variables in situ en el embalse se muestra en la Figura 6.1, donde el LZF estuvo
en un intervalo entre 1.50 y 5.46 m. Se encontrd que en la estacion Trigueros el LZF permaneci6
por debajo de la media (4.05 £ 0.80 m) en todos los muestreos, sin embargo, el valor minimo
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corresponde a la estacion Chucuri, que presentd una disminucién notable en esta variable a partir
del muestreo M2. El promedio de la temperatura superficial del agua durante el periodo de estudio
fue de 29.84 £1.26 °C (Tabla 6.1). En general, la temperatura del agua en Presa fue menor que en
las demas estaciones y se mantuvo por debajo del promedio en los 4 muestreos; posiblemente por
la hora en la que se realiz6 la toma de muestra en este punto, que normalmente fue en las primeras
horas de la manana o finalizando el dia, mientras que las demas estaciones se muestrearon cerca
del mediodia. A pesar de ello, no se encontraron diferencias significativas en la temperatura por
estaciones de acuerdo con los resultados de la ANOVA (F(6,20) = 1.95, p > 0.05). Adicionalmen-
te, se aprecia que hay una disminucién generalizada en la temperatura superficial del agua en el
embalse durante el muestreo M2. El pH del agua fue basico en los 4 muestreos, con un promedio
de 8.72 + 0.31.

Tabla 6.2: Diferencias en las variables in situ y parametros fisicoquimicos, respecto a la campana
y la estacion de muestreo.

Variable Campana Estaciéon

valor-p valor-p
LZF 0.12 0.23
T 0.12 0.12
CE 0.00017* 0.92
OD 0.057 0.74P
CcoT 0.0028* 0.68*
COD 0.012* 0.40?

Clorofila-a  0.00022P 0.84

p <0.05, ANOVA para la campana y la
estacion de muestreo.
En negrilla, factor significativo.

& Prueba de Kruskal-Wallis.

b ANOVA con correccion de Welch.

En cuanto a la CE, esta fue similar en las estaciones Chucuri, El Ramo, La Estrella, Mirabel y
Tablazo, mostrando una disminuciéon gradual en el transcurso de las campanas de muestreo, hasta
alcanzar el minimo en el muestreo M4. De hecho hubo una diferencia significativa en la CE entre
las campanas de muestreo (H(3) = 19.98, p = 0.00017), y las comparaciones entre las campanas
indicaron que la CE fue significativamente mayor en el M1. Se observa que, en general, la CE en
Chucuri fue superior al resto de las estaciones. Esto no se cumple para la estacion Presa donde hubo
un pico en la CE en el muestreo M2, y para la estacion Trigueros, que mostré un comportamiento
contrario al resto del embalse en el muestreo M4. Finalmente, se puede identificar una tendencia
de incremento en el OD durante el periodo de estudio. Dicho patrén no ocurrié en la estacion
Chucuri, donde el OD aument6é durante el muestreo M1 y M3, y disminuyé en los muestreos M2
y M4.

Algunos de los parametros fisicoquimicos monitoreados, presentaron valores por debajo del limite
de cuantificacion de los métodos, entre ellos, las distintas formas de nitrégeno, el fosforo total y
el hierro disuelto. Para los nitratos hubo tres observaciones por encima del limite de cuantifica-
cion (LC' = 0.200 mg/L), en la estacion Mirabel en la campana M1 (0.244 mg/L) y M2 (0.217
mg/L), v en la estacion La Estrella en la campana M2 (0.244 mg/L). En el caso del nitrogeno
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Figura 6.1: Dinamica de las variables n situ en el embalse Topocoro entre junio de 2017 y marzo de
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(D).
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total Kjeldahl, se encontraron nueve resultados dentro del rango de trabajo del método (0.5 —22.0
mg/L N) a partir del muestreo M2 en distintas estaciones; se destacan los resultados de la estacion
Chucuri en el muestreo M2 (1.0 mg/L N) y M4 (1.1 mg/L N) ya que superaron 1.0 mg/L N. Asi
mismo, se observaron ocho resultados dentro del rango de trabajo establecido por el método del
amonio (0.06 — 3.86 mg/L. NH;") especialmente en la campaiia de muestreo M4, donde todas las
estaciones a excepcion de Tablazo y Mirabel, tuvieron concentraciones por encima de 0.06 mg/L
N H}"; nuevamente se distingue el resultado de Chucurf por ser el mas elevado con un valor de 0.14
mg/L NH, . Por tltimo, en la campania de muestreo M1 todas las estaciones mostraron valores
dentro del rango de trabajo del fosforo total (0.05 — 1.50 mg/L P), mientras que para el hierro
disuelto (LC = 0.050 mg/L Fe) se hallaron valores cuantificables en cuatro de las seis estaciones
monitoreadas, estas son: Chucuri (0.076 mg/L Fe), Mirabel (0.050 mg/L Fe), Presa (0.101 mg/L
Fe), y Tablazo (0.069 mg/L Fe).

En la Figura 6.2 se muestra la dinamica de los parametros fisiquimicos. Tanto el COD como
el COT, en general, tuvieron valores inferiores en los muestreos M3 y M4, siendo menor en el
muestreo M3. De hecho hubo una diferencia significativa del COT (H(3) = 14.11, p = 0.0028)
y COD (H(3) = 10.90, p = 0.012) por muestreo. Para el COT se encontré diferencia entre los
muestreos M1 y M2, con el M3 y M4; mientras que para el COD se encontr6 diferencia entre
los muestreos M1 y M2, con el M4. Las estaciones Chucuri y Tablazo no siguieron este patron,
ya que la concentracion de ambas variables se mantuvo en el mismo nivel durante los primeros 3
muestreos, y luego disminuy6 en la campana M4. En promedio, la relacion entre el COT y COD
en el embalse fue de 0.91 4+ 0.08, por lo que predomina la forma disuelta del carbono. Finalmen-
te, se destaca el comportamiento de la clorofila-a en el muestreo M2, donde todas las estaciones
exhibieron concentraciones mayores al resto de las campanas de muestreo; especialmente en las
estaciones Chucuri, El Ramo y Presa, donde se alcanzaron valores de 61.94, 52.96 y 90.78 mg/L,
respectivamente. Para el resto de los muestreos, la clorofila-a se mantuvo por debajo de 5.00 mg/L.

6.2. Cianobacterias

Para el periodo de estudio, se obtuvieron concentraciones de cianobacterias en un rango entre
4.02(40.18) x 10* y 2.72(+0.28) x 107 copias de Cyan 16S/uL, el minimo corresponde a la estacion
Mirabel en M1 y el maximo a la estacién Chucuri en la campana M4. En la Tabla 6.3 se muestra
un resumen de los resultados de la cuantificacion basada en qPCR de la abundancia del gen 16S
rARN de cianobacterias en el embalse Topocoro.
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Tabla 6.3: Abundancia de cianobacterias en niimero de copias del gen Cyan 16S rARN de ciano-
bacterias por uL (copias de Cyan 16S/uL), en las distintas estaciones de muestreo en el embalse
Topocoro, por campana de muestreo.?

.. Campana de muestreo
Estacion

M1 M2 M3 M4
Chucuri 1.05(£0.08) x 10°  2.68(£0.10)x 107 9.11(£2.00) x 10° 2.72(+0.28) x 107
El Ramo NA 9.35(£0.59) x 10°  3.25(£0.13) x 105 3.10(%1.04) x 10¢

La Estrella
Mirabel
Presa
Tablazo

Trigueros

8.18(=£0.18) x 10°
4.02(+0.11) x 10*
2.43(£1.11) x 10°
8.15(=£0.56) x 10°

1.79(40.12) x 106

2.24(+0.13) x 10°
3.89(£2.26) x 10°
5.08(2£0.16) x 10°
6.70(=£0.27) x 10°

6.40(40.36) x 106

3.08(0.63) x 10°
4.43(40.06) x 10°
2.44(£0.17) x 10°
8.55(0.48) x 10°

2.88(+1.73) x 10°

2.87(£0.37) x 10°
9.20(0.70) x 10*
9.80(=£3.06) x 10*
4.19(+0.78) x 10*

7.28(40.58) x 10*

& Promedio de las réplicas de laboratorio n = 3 (4 desviacién estandar), a excepcion de la estaciéon Mirabel en el

muestreo M2 donde n = 2.

NA: Dato no disponible, debido a que en el muestreo M1 no se monitoreé la estacion El Ramo.
En la Figura 6.3 se muestra la concentracion de cianobacterias en el embalse en relaciéon con las
campanas de muestreo. En términos generales, se evidencia que la concentracion de cianobacterias
en el agua es mayor en el muestreo M2 durante la época seca, que en las otras tres campanas de
muestreo; hecho que coincide con el aumento de la clorofila-a (ver Figura 6.3). Ademas, se destaca
para cada campana de muestreo un valor extremo, que corresponde a las estaciones La Estrella
(8.18(40.18) x 108 copias de Cyan 16S/uL) en el M1 y Chucuri del M2 al M4 (2.68(=+0.10) x 107,
9.11(42.00) x 108, y 2.72(4-0.28) x 107 copias de Cyan 16S/uL, respectivamente). Los resultados de
la ANOVA no mostraron diferencias significativas en la abundancia de cianobacterias por campana
de muestreo (F(3,23) = 2.56, p > 0.05).

En cuanto a las diferencias observadas de la concentracion de cianobacterias entre las estaciones
de muestreo (Figura 6.4), resalta el comportamiento de la estacion Chucuri, ya que esta presenta
una variabilidad mayor con respecto a las demas estaciones y, en general, valores més elevados
de la concentracion de cianobacterias. Contintian en el orden de concentracién de cianobacterias,
las estaciones El Ramo y La Estrella. Estas tres estaciones (Chucuri, El Ramo y La Estrella) se
encuentran ubicadas en el margen izquierdo del embalse por la zona donde ingresan las aguas del
Rio Chucuri; Chucuri se localiza en el drea mas proxima al ingreso del tributario y El Ramo en un
sitio con caracteristicas morfologicas especiales, donde se forma una concavidad en la linea costera,
por lo que se esperan aguas mas quietas (Figura 5.1). Las demés estaciones, con menor concentra-
cion de cianobacterias, se encuentran en la zona central y cerca de la presa. En las estaciones La
Estrella, Mirabel, Presa y Tablazo, se observa un valor extremo correspondiente a la concentracion
de cianobacterias en el muestreo M1 para La Estrella, y M2 para las demés estaciones. Como se
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Figura 6.3: Diagrama de cajas y bigotes de la concentraciéon de cianobacterias por campana de
muestreo.

habia mencionado anteriormente el muestreo M2, fue donde se encontré mayor concentracion de
cianobacterias y clorofila-a. Segun los resultados de la ANOVA (F(6,20) = 2.74, p < 0.05), existen
diferencias significativas en la concentracion de cianobacterias por estacion, y el analisis de Tukey
revel6 una diferencia significativa entre Chucuri y Mirabel (t = —3.57, p < 0.03).
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Figura 6.4: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de cianobacterias por estaciéon de
muestreo.
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6.3. Variables n situ, pardmetros fisicoquimicos y concen-
tracion de cianobacterias

Se realiz6 un analisis de componentes principales para evaluar la relaciéon entre las variables in
situ, parametros fisicoquimicos y la concentracion de cianobacterias en el embalse. La regla de
Kaiser y la prueba Scree sugieren que se deben retener 3 componentes principales (CP), estas
resumen el 71.94% (CP1 = 38.68 %, CP2 = 18.72%, CP3 = 14.53%) de la variabilidad de los
datos. En la Figura 6.5 se aprecia que hay un agrupamiento de las observaciones por campana de
muestreo y, que la CP1 senala un patréon temporal que separa las observaciones de las campanas
de muestreo M2 y M4. Las muestras de agua recolectadas durante el muestreo M2 presentaron
altos valores de CE, COT y COD, asi como altas concentraciones de clorofila-a y cianobacterias,
pero concentraciones bajas de OD; lo contrario ocurrié durante el muestreo M4. Precisamente, en
la estacion Chucuri donde se evidencié un comportamiento distinto, se presentaron en promedio
valores mas elevados de dichas variables durante el periodo de estudio (CE: 194.98 4+ 14.84 pu.S/cem,
COT: 3.52 £ 0.69 mg/L, COD: 3.23 + 0.63 mg/L, y cianobacterias: 1.62(£1.27) x 107 copias de
Cyan 16S/uL); e incluso concentraciones de nitrégeno total por encima de 0.5 mg/L N a partir del
muestreo M2, mientras que en las demés estaciones los resultados estuvieron en su mayoria por
debajo del limite de cuantificacion del método. A pesar de esto, la concentracion de cianobacterias
no mostr6 una correlacion significativa con el resto de las variables ambientales a excepcion de la
clorofila-a (p = 0.66, p = 0.0002). La CP2 sittia la variable cianobacterias con oxigeno disuelto en
sentidos opuestos, con una correlacién negativa entre ellas (p = —0.31, p > 0.05). La matriz de
correlaciones se muestra en la Figura 6.6.

6.4. Estado troéfico

Con el fin de determinar el estado trofico del embalse, se estimaron los indices de estado trofico
de acuerdo con Carlson [90] y Toledo en Klippel et al. [91], empleando las variables individuales
profundidad del disco Secchi y clorofila-a. Los resultados se muestran promediados por estacién
de muestreo en la Tabla 6.4. Se observa que hay discrepancia entre el indice calculado a partir
de la profundidad del disco Secchi y la clorofila-a en el IET-Ca, donde todas las estaciones del
embalse resultaron clasificadas como eutréficas segin el IET DS, mientras que mediante el IET
Cla solo la estacion El Ramo se clasifico como eutréfica. Los resultados del ITET-To mostraron
mayor correspondencia entre las dos variables, indicando condiciones oligotroficas y mesotroficas
en el embalse. En el IET-To solo se presentaron diferencias en las estaciones El Ramo y Trigueros.
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Figura 6.5: Ordenacion bidimensional de ACP de las muestras de agua tomadas en el embalse
Topocoro entre junio de 2017 y marzo de 2018. Las variables in situ, parametros fisicoquimicos y
cianobacterias aparecen como vectores. Los puntos estan identificados por la campana de muestreo,
seguidos de dos letras que abrevian la estacion de muestreo. Las formas indican la campana de
muestreo (circulo: M1, triangulo: M2, cuadrado: M3 y cruz: M4.). Abreviaturas: CH: Chucuri, ER:

El Ramo, LE: La Estrella, MI: Mirabel, PR: Presa, TB: Tablazo y TR: Trigueros.
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Figura 6.6: Matriz de correlaciones para las variables in situ, parametros fisicoquimicos y la con-
centracion de cianobacterias en el embalse.
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Tabla 6.4: Indices de estado trofico de variables individuales.

IET-Ca

Estacion IET DS Clasificacion IET Cla Clasificaciéon
Chucuri 57.39 £ 7.85 Eutroéfico 46.73 £7.85 Mesotrofico
El Ramo 52.96 £ 2.58 Eutrofico 51.16 & 2.58 Eutroéfico

La Estrella 52.95+ 1.85 Eutroéfico 39.60 = 1.85 Oligotrofico
Mirabel 54.52 &+ 2.56 Eutroéfico 44.35 + 2.56  Mesotroéfico
Presa 52.28 +2.59 Eutroéfico 43.45 £ 2.59 Mesotrofico
Tablazo 53.97 £ 2.07 Eutroéfico 46.51 £ 2.07 Mesotrofico
Trigueros  57.55 £ 1.19 Eutroéfico 39.14 £1.19 Oligotrofico
IET-To

Estacion IET DS Clasificacion IET Cla Clasificacién
Chucuri 48.16 £ 7.85 Mesotrofico 47.09 £ 7.85 Mesotrofico
El Ramo 43.73 £2.58 Oligotrofico 51.62 + 2.58 Mesotrofico
La Estrella 43.72 4+ 1.85 Oligotrofico 39.80 & 1.85 Oligotrofico
Mirabel 45.28 +2.56 Mesotroéfico 44.66 + 2.56 Mesotroéfico
Presa 43.05 + 2.59 Oligotrofico 43.73 +£2.59 Oligotrofico
Tablazo 44.74 £ 2.08 Mesotrofico 46.87 £ 2.08 Mesotrofico
Trigueros  48.33 £1.19 Mesotrofico 39.33 £1.19 Oligotrofico

Abreviaturas: IET-Ca, indice del estado trofico de Carlson; IET-To, indice del estado
trofico de Toledo; IET DS, promedio del indice del estado trofico de la profundidad
del disco secchi 4 desviacion estandar; IET Cla, promedio del indice del estado trofico
de la clorofila-a + desviaciéon estandar.

6.5. Cianotoxinas

Los resultados del analisis de cianotoxinas estuvieron por debajo del limite de cuantificacion del
método de 0.05 pug/ L, para todas las estaciones de muestreo en todas las campanas; a pesar de ello,
se detecto la presencia de cianotoxinas en al menos seis de las siete estaciones monitoreadas en las
distintas campanas de muestreo. En el muestreo M1 se detecté6 MC-RR en la estacion La Estrella
y Mirabel, y MC-LR en la estaciéon Mirabel. De forma similar, se detecté MC-LR en la estacion
La Estrella durante el muestreo M2, y MC-YR en el muestreo M3. Por ultimo, en el muestreo M4
se detect6 MC-LR en las estaciones Presa y Trigueros, MC-YR en El Ramo, y NOD en la estacion
Tablazo. La toxina NOD solo se detect6 en la estacion Tablazo. Se destaca el hecho de que en la
estacion Chucuri, que fue la estaciéon con mayor concentraciéon de cianobacterias en el embalse,
no se reporto la presencia de cianotoxinas. Por el contrario, en la estacion Mirabel que mostré el
valor minimo de cianobacterias, se detecté la presencia de dos variantes de MC en el M1. Esto
puede asociarse con el hecho de que las poblaciones de cianobacterias pueden estar dominadas por
una sola especie o estar compuestas por una variedad de especies, algunas de las cuales pueden no
ser toxicas. Incluso dentro de una floracion de una sola especie puede haber una mezcla de cepas
toxicas y no toxicas [24].
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Es importante resaltar que en todas las estaciones de muestreo y en todas las campanas, la con-
centracion de las toxinas detectadas se encontré por debajo de 0.05 ug/L, que es el limite de
cuantificacion del método, por lo que en el embalse no se super6 el valor guia establecido por la
OMS para agua potable de 1.0 pg/L de MC-LR [14], ni el valor guia para el nivel de riesgo bajo de
exposicion en cuerpos de agua para uso recreativo (< 10ug/L de MC-LR equivalente) [27, 73]. De
lo anterior, es posible afirmar que es seguro realizar las actividades complementarias propuestas en
el Plan de Ordenamiento del Embalse como: pesca, uso de agua para consumo humano y agricola,
ecoturismo y actividades recreativas, deportes nauticos y transporte fluvial [45], en términos de
exposicion a las toxinas de cianobacterias.

6.6. Comunidades microbianas

Se realiz6 un analisis de la composicion y diversidad de las comunidades microbianas en las muestras
recolectadas en las estaciones Chucuri y EI Ramo, el 03 y 04 de septiembre de 2019, con el fin
de identificar la presencia de cianobacterias potencialmente productoras de cianotoxinas en el
embalse. Estos puntos fueron seleccionados debido a que presentaron los valores mas elevados de
la concentracion de cianobacterias dentro del embalse. Aunque las muestras se recopilaron con 5
réplicas en ambas estaciones, se presentaron dificultades en el procesamiento de una de las réplicas
de la estacion El Ramo, por lo que no se presentan sus resultados. En la Tabla 6.5 se encuentran los
resultados de las variables in situ y parametros fisicoquimicos para estas muestras. En general los
resultados fueron similares en ambas estaciones, a excepcion del nitrégeno total y el amonio, que
para Chucuri estuvieron por debajo del limite de cuantificacion de los métodos, y para la clorofila-
a que fue mayor en Chucuri. Esta campana de monitoreo se desarrollé durante la época seca, el
volumen de llenado del embalse Topocoro era de 3822.05 Mm?, con un porcentaje de llenado de
88.60 %.

Tabla 6.5: Variables in situ y parametros fisicoquimicos correspondientes a las muestras para
analisis de la composicion y diversidad de las comunidades microbianas, en las estaciones Chucuri
y El Ramo.

Variable Chucuri El Ramo
LZF (m) 3.00 4.00
pH 8.09 8.30
T (°C) 29.90 31.70
CE (uS/em) 201.00  198.90
OD (mg/L) 7.18 7.86
Protar (mg/L) 0.07 0.05
Nrotar (mg/L) <0.50 0.90
Amonio (mg/L NH})  <0.06 0.09
Nitratos (mg/L NOj3) 0.45 0.37
COD (mg/L) 4.16 4.72
Fepisuetto (mg/L) <0.05 <0.05
Clorofila-a (mg/L) 1.83 0.04

En la Tabla 6.6 se muestran los resultados del anélisis de abundancia de cianobacterias en las dos
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estaciones. Los resultados del analisis de las 4 cianotoxinas estuvieron por debajo del limite de
cuantificacion del método de 0.05 pg/L, para ambas estaciones de muestreo.

Tabla 6.6: Abundancia de cianobacterias en nimero de copias de Cyan 16S/uL, correspondientes
a las muestras para analisis de la composicion y diversidad de las comunidades microbianas, en las
estaciones Chucuri y El Ramo.?

Réplica Chucuri El Ramo
1 2.61(£0.59) x 107 1.33(40.10) x 107
2 5.28(4£0.74) x 107  6.48(+0.82) x 10°
3 2.36(£0.16) x 10" 1.66(=+0.53) x 107
4 1.97(40.22) x 107 1.14(+0.32) x 107

5 5.85(+0.80) x 107 NA

& Promedio de las réplicas de laboratorio n = 2 (+ desvia-
cion estandar).
NA: Dato no disponible.

6.6.1. Barras de composicién

En las muestras analizadas se identificaron 1652 ASVs bacterianos correspondientes a 20 filos, 48
clases, 106 6rdenes, 174 familias y 287 géneros. En la Figura 6.7 se muestran los filos que contenian
ASVs con una abundancia mayor al 1%, los demés se agruparon en la categoria “Otros”. Los filos
con mayor abundancia relativa en ambas estaciones fueron Proteobacteria y Cianobacteria, con un
promedio de 40.81+2.41 % y de 31.29+4.71 %, respectivamente; seguido del filo Bacteriodetes con
un promedio de 11.83 +4.45 %. Los filos Firmicutes, Planctomycetes y Verrucomicrobia mostraron
una abundancia relativa promedio entre 2.13 y 6.41 %. En la categoria Otros se encontraron 14
filos, entre los que se destacan Actinobacteria y Deinococcus-Thermus, porque fueron los de mayor
abundancia relativa dentro de este grupo.

A nivel de filo, no se apreciaron diferencias entre la abundancia relativa de las categorias Proteo-
bacteria y Cianobacteria de las dos estaciones. Sin embargo, al observar en detalle las clases de
Proteobacteria, se encontré que la abundancia de Alphaproteobacteria y Deltaproteobacteria fue
mayor en la estacion Chucuri, mientras que la abundancia de Gammaproteobacteria fue superior en
la estacion El Ramo. Tanto en Chucuri como en El Ramo, la presencia de Deltaproteobacteria fue
menor con respecto a la abundancia relativa de las otras clases de Proteobacteria. Adicionalmente,
se evidenci6 que las abundancias relativas de los filos Bateriodetes y Firmicutes fueron mayor en
la estacion El Ramo, mientras que las abundancias relativas de Planctomycetes y Verrucomicrobia
fueron mayor en Chucuri.

En la Figura 6.8 se presenta la abundancia relativa de los géneros dentro del grupo Cianobacteria
identificados en la zona de estudio. En promedio el género que predomind en ambas estaciones
de muestreo fue Cyanobium PCC-6307, con el 98.36 & 2.79 % en Chucuri y el 71.44 + 29.47%
en El Ramo. El siguiente género con mayor abundancia relativa fue Microcystis PCC-7914, cuya
abundancia es superior en la estaciéon El Ramo, especialmente en la réplica 1 con un porcentaje
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Figura 6.7: Barras de abundancia relativa de los filos en las estaciones Chucuri y El Ramo, para
cada réplica. En el caso de Proteobacteria se muestran sus clases Alphaproteobacteria, Deltapro-
teobacteria y Gammaproteobacteria.

de 71.22 % dentro del filo Cianobacteria. La presencia de Microcystis PCC-791/ en Chucuri, solo
fue apreciable en la réplica 1 con un porcentaje de 2.31 %. El género Microcystis PCC-7914 esta
ampliamente documentado como productor de hepatotoxinas y neurotoxinas en ambientes de agua
dulce [2, 13, 18, 19, 40, 68]. En menor proporcién se encontr6é en las muestras el género Meris-
mopedia 0BB39S01, que fue méas abundante en El Ramo y, Nodosilinea PCC-7104 que fue més
abundante en Chucuri. Los géneros Cyanobium y Merismopedia han sido asociados con la produc-
cion de hepatotoxinas [57, 102|. El género Chrysosporum KA1.1 fue hallado con una abundancia
relativa minima en la réplica 1 de El Ramo (0.03 %), correspondiente a un tinico ASV. De acuerdo
con varios estudios [4, 7, 10, 103], la toxina Cilindrospermopsina ha sido detectada en la especie
Chrysosporum ovalisporum. De la categoria Uncultured cyanobacterium solo se encontr6 un ASV
en la réplica 5 de Chucuri y, la categoria N/A estuvo presente en proporciones reducidas en todas
las réplicas de la estacion Chucuri y en la réplica 2 de El Ramo.

6.6.2. Alfa diversidad y Beta diversidad
Alfa-diversidad

En la Figura 6.9 se muestra la riqueza observada (ntumero de ASVs encontrados) y el indice de
Shannon para ambas estaciones. El intervalo de la riqueza observada para Chucuri estd compren-
dido entre 439 y 599, mientras que para El Ramo esta entre 389 y 540. En promedio la riqueza
observada es menor en El Ramo (462.20 &+ 62) que en Chucuri (501.60 + 61.55), pero segtn los
resultados de la ANOVA (F(1,7) = 0.91, p > 0.05), no se encontraron diferencias significativas
entre las estaciones de muestreo. De forma similar, el indice de Shannon en promedio es menor en
El Ramo (4.25 4 0.46) que en Chucuri (4.65 4 0.21), aunque tampoco se encontraron diferencias
significativas de acuerdo con la ANOVA (F(1,7) = 2.94, p > 0.05).
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Figura 6.8: Barras de abundancia relativa de los géneros de Cianobacteria en las estaciones Chucuri
y El Ramo, para cada réplica.

También se calcul6 la riqueza observada y el indice de Shannon especificamente del filo Ciano-
bacteria (Figura 6.10). En la estacion Chucuri el promedio del la riqueza observada y el indice de
Shannon es de 25.60+5.03 y 1.79+0.20, respectivamente; en la estacion El Ramo es de 22.004+3.16
y 1.69 £ 0.41, respectivamente. Se aprecia que la riqueza observada es ligeramente menor en la
estacion El Ramo, en cambio, el indice de Shannon es similar en ambas estaciones. Se destaca el
hecho de que, en El Ramo una de las réplicas presenta un resultado menor del indice de Shannon
con respecto al resto del grupo, esta corresponde a la réplica 1. Dicho comportamiento coincide
con lo que se habia mencionado anteriormente, sobre la diferencia entre las réplicas asociadas al
muestreo. Sin embargo, los resultados de la ANOVA no indican diferencias significativas entre
las estaciones para la riqueza observada (F(1,7) = 1.54, p > 0.05) ni para el indice de Shannon
(F(1,7) =0.21, p > 0.05).

Beta-diversidad

Para visualizar el indice de Bray-Curtis de toda la comunidad microbiana se realiz6 un analisis
de coordenadas principales (Figura 6.11). Se distinguen claramente dos grupos que corresponden
a las estaciones de muestreo, cuya diferencia en el indice de Bray-curtis es significativa segin los
resultados del Adonis (R? = 0.44, p = 0.005). Adicionalmente, en el grupo de El Ramo se observo
que la réplica 1 se encuentra distanciada del resto del cluster, lo que expone nuevamente las dife-
rencias subyacentes entre las réplicas por su forma de recoleccion.

Aunque también se logré identificar dos grupos en el analisis de coordenadas principales sobre las
distancias de Bray-Curtis dentro del filo Cianobacteria (Figura 6.12), la separacion entre estos es
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Figura 6.9: Riqueza observada e indice de Shannon de la comunidad microbiana para las estaciones

Chucuri y El Ramo.
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Figura 6.10: Riqueza observada e indice de Shannon del filo Cianobacteria para las estaciones

Chucuri y El Ramo.

menor comparado con el caso de toda la comunidad microbiana; de hecho, se superponen en el eje
1 la réplica 1 de Chucuri y la réplica 4 de El Ramo. Aun asi, los resultados del Adonis indican
que hay una diferencia significativa (R? = 0.34, p = 0.015) entre el indice de Bray-Curtis de las
estaciones de muestreo. Para la estacion El Ramo sigue apareciendo la réplica 1 distanciada del

resto del grupo.
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Figura 6.11: Analisis de coordenadas principales sobre las distancias Bray-curtis de la comunidad
microbiana para las estaciones Chucuri y El Ramo.
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Figura 6.12: Analisis de coordenadas principales sobre las distancias Bray-curtis del filo Cianobac-
teria para las estaciones Chucuri y El Ramo.

6.6.3. Analisis de abundancia diferencial

En la Figura 6.13 se muestran los resultados del anélisis de abundancia diferencial para las estacio-
nes objeto de estudio. Se encontr6é que hay un mayor nimero de ASVs con abundancia diferencial
en la estacion El Ramo (66) que en Chucuri (53), y estos pertenecian en su mayoria al filo Pro-
teobacteria (59.09 %), donde predominé la contribucion de la clase Gammaproteobacteria. En la
estacion Chucuri también los ASVs con mayor abundancia diferencial forman parte del filo Pro-
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teobacteria (81.13 %), pero en este caso la participaciéon mas importante corresponde a la clase
Alphaproteobacteria. Resalta el hecho de que en la estacion Chucuri hubo ASVs con abundancia
diferencial en las tres clases de Proteobacteria, mientras que en El Ramo solo hubo ASVs con
abundancia diferencial en las clases Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria.

Entre los filos con menor nimero de ASVs con abundancia diferencial, se destacan Deinococcus-
Thermus y Firmicutes, que se encontraron exclusivamente en la estacion El Ramo; y los filos
Actinobacteria y Planctomycetes que exhibieron abundancia diferencial solamente en la estacion
Chucuri. Tanto en El Ramo como en Chucuri hubo un tnico ASV con abundancia diferencial en
el filo Cianobacteria, dicho ASV corresponde al género Microcystis PCC-791} en el Ramo y a
Cyanobium PCC-6307 en Chucuri. Indicando que hay una diferencia significativa en la presencia
del género Microcystis PCC-791/ entre las estaciones.

Chucuri El Ramo

O
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Figura 6.13: Géneros con abundancia diferencial entre las estaciones Chucuri y El Ramo. En el
caso del filo Proteobacteria se muestra la clase en vez del género.
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7. Discusion

7.1. Cianobacterias, cianotoxinas y variables ambientales

En zonas tropicales y subtropicales productivas, las condiciones ambientales que favorecen la do-
minancia de las cianobacterias tienden a ocurrir durante todo el ano, e incluyen: aguas calidas, una
columna de agua estable, altas concentraciones de nutrientes limitantes para el crecimiento como
nitrogeno y fosforo, y pH alto [12, 18]. Se ha reportado que la mayoria de cianobacterias alcanzan
tasas maximas de crecimiento a temperaturas superiores a 25 °C [4, 8, 19, 24, 104]. También, se
conoce que el pH alto favorece el crecimiento de cianobacterias porque pueden realizar la fotosin-
tesis cuando los niveles de dioxido de carbono disuelto son muy bajos [64]. Durante el tiempo de
estudio la temperatura en el embalse estuvo en un rango entre 27.30 y 32.10 °C, y el pH entre 8.22
y 9.26, condiciones adecuadas para el crecimiento de las cianobacterias.

El aumento de la frecuencia y extension de los blooms de cianobacterias en los sistemas acuaticos
estéa estrechamente relacionado con las actividades humanas y el cambio climéatico [2], debido a que
producen condiciones ambientales que promueven el crecimiento de estos organismos [12, 18, 58|.
La construccion de presas en los rios aumenta el tiempo de retenciéon y reduce la mezcla de la
columna de agua [11, 12]; en el caso del embalse Topocoro el tiempo de residencia es de 165 dias,
lo que puede clasificarse como un tiempo de residencia largo [105]. La contaminacién antropogé-
nica derivada de las actividades desarrolladas en las areas de captacion que rodean los lagos y
las cuencas de los rios que desembocan en los lagos, aceleran el enriquecimiento de nutrientes en
el agua [12|. En el embalse Topocoro se encontraron mayores concentraciones de cianobacterias
en la margen izquierda, por la zona donde ingresan las aguas del rio Chucuri. La sub-cuenca del
rio Chucuri se encuentra en jurisdiccion del municipio de San Vicente de Chucuri, que segtun el
Censo Nacional de Poblacion y Vivienda - CNPV [106] cuenta con una poblacion ajustada total
de 33133 habitantes. El municipio de San Vicente de Chucuri no cuenta con tratamiento previo
al vertimiento de sus aguas residuales en fuentes hidricas de la zona [107]. Ademés, la economia
del municipio se sustenta en el sector primario, basado histéricamente en el sistema productivo del
cacao y en menor proporcion del café [108]. Por lo que se entiende que las actividades desarrolladas
en el area de drenaje de este tributario podrian propiciar la presencia abundante de cianobacterias
en esta zona del embalse.

En otros estudios se reportaron comportamientos similares a las de este trabajo, con respecto a
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la dinamica espacial de la abundancia de cianobacterias en el agua. Por ejemplo en el lago Erie,
se reportdé que la mayor abundancia de los genes 16S rADN de cianobacterias se detecté en la
desembocadura de uno de los tributarios del lago, el rio Maumee [92]. Asimismo, en investigacion
realizada en embalses colombianos se encontré que la concentracion de cianobacterias en copias de
ADN/pL mostréd diferencias significativas para uno de los puntos de muestreo, asociado al hecho
de que las condiciones fisicoquimicas del agua en dicho punto se vieron influenciadas por la mezcla
con el agua que recibe del mayor tributario [35]. De forma similar, se identificé un desarrollo masivo
de cianobacterias en la primera estaciéon de muestreo ubicada en el ingreso de aguas del Rio Nare
al embalse El Penol- Guatapé, estacion que presentd altas concentraciones de nitroégeno y fosforo
[29]. Ademas en el embalse tropical Kranji en Singapure, una de las tres estaciones monitoreadas
mostro una variabilidad mayor en la poblacion de Microcystis y Anabaena con respecto a las otras,
posiblemente relacionado con que dicha estacion se ubicaba en un brazo tributario mientras que
las otras se encontraban en aguas “abiertas” [42]; semejante a lo que ocurrio6 en la estacion Chucuri,
que exhibi6 una variabilidad mayor en la abundancia de cianobacterias que el resto de las estaciones.

En el embalse Topocoro se encontré que las distintas formas de nitrégeno (nitrégeno total, amonio
y nitratos) y el fosforo total estuvieron, en su mayoria, por debajo de los limites de cuantificacion
de los métodos. A pesar de que los blooms de cianobacterias estan tipicamente asociados con el
enriquecimiento de nutrientes, su apariciéon se ha relacionado con varios factores, como la capaci-
dad para almacenar fosforo y limitacion de nitrogeno [58]. Las cianobacterias exhiben mecanismos
de absorcion y almacenamiento de nutrientes altamente eficientes [8], y algunas especies son capa-
ces de utilizar dinitrogeno atmosférico (/N2) como fuente de nitrogeno para apoyar el crecimiento
mediante fijacion de Ny [3, 8, 10]. De hecho, la expansion de algunos géneros de blooms perjudi-
ciales de cianobacterias ha ocurrido incluso en algunos lagos que no han experimentado ningin
aumento reciente en la carga de nutrientes (N y P), lo que indica que en ciertos casos el aumento
de la temperatura puede desempenar un papel independiente en la promocion de la expansion
geogréfica de algunos blooms perjudiciales de cianobacterias [8]. De forma similar, en Kosten et al.
citado en Giani et al. [109], reportaron que temperaturas mas altas pueden reducir el umbral de
concentracion de nutrientes necesario para el inicio de un bloom. Por lo que se explica que a bajas
concentraciones de estos nutrientes se haya identificado la presencia de cianobacterias en todas las
estaciones a las que se les realizé seguimiento en el embalse.

El ACP permiti6 identificar un patron temporal que distancia las observaciones de las campanas
de muestreo M2 y M4, ambas realizadas durante la época seca. En el M2 se obtuvieron valores
altos de CE, COT, y COD, asi como altas concentraciones de clorofila-a y cianobacterias, pe-
ro concentraciones bajas de OD. Sin embargo, no se encontré una relacion significativa entre la
concentracion de cianobacterias y las deméas variables ambientales, a excepciéon de la clorofila-a.
Aunque las altas temperatura en la zona ecuatorial favorecen el crecimiento de las cianobacterias
en el agua, esta variable mostré menor variabilidad en comparacion con las deméas (Tabla 6.1), por
lo que probablemente no se observd una correlacion significativa, tal y como lo reportaron Te and
Gin [42]. Ademés, en el ACP no se incluyeron las variables relacionadas con la carga de nutrientes
en el embalse, debido a que estas se hallaron con valores por debajo del limite de cuantificacion de
los métodos. En contraste, en otros cuerpos de agua como en Taihu (lago Tai) en China [60], lago
Lo Galindo en Chile [38], o el embalse Kranji en Singapur [42], se identificé una relacion positiva
entre la abundancia de cianobacterias y los principales nutrientes (nitrogeno y fosforo). La corre-
lacion positiva entre la abundancia de cianobacterias y la clorofila-a, demuestran que este tltimo
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parametro puede ser empleado como indicador de la biomasa en el embalse, siendo este un enfoque
cominmente usado para detectar y monitorear la presencia de blooms de cianobacterias [18|. Los
fotopigmentos, asi como la microscopia y los anélisis fisicoquimicos, se utilizan para detectar y mo-
nitorear cianobacterias toxigénicas/no toxicas y toxinas en muestras naturales [41]. Pero, debido
a que la clorofila-a representa la biomasa de algas en general, es una herramienta de monitoreo de
primer nivel y se necesitan pruebas adicionales para confirmar la presencia de cianobacterias [110].

Los resultados del analisis de las cianotoxinas en el embalse se encontraron por debajo del limite
de cuantificacion del método de 0.05 pug/L, para todas las estaciones de muestreo en todas las
campanas. Sin embargo, se detect6 la presencia de tres variantes de MC, que son las toxinas de
cianobacterias que se encuentran con mayor frecuencia y estan més extendidas alrededor del mun-
do [2, 12, 18, 37, 71] y, la presencia de la toxina NOD, unicamente en la estaciéon Tablazo durante
el muestreo M4. Las MCs y las NODs, son hepatotoxinas que actiian mediante la inhibicién de
la proteina fosfatasa 1 y 2A, y son potenciales promotores de tumores [18, 69]. En Colombia, se
reportd la presencia de MCs en tres embalses del oriente antioquenio monitoreados entre mayo de
2015 y octubre de 2016, las cianotoxinas encontradas con mayor frecuencia tanto en las muestras

integradas de la zona fotica como en las muestras de agua superficial de los tres embalses fueron
MC-LR, MC-YR, [D — Asp®,(E) — Dh']-MC-RR y MC-LF [37].

En la estacion Chucuri, que fue la estacién con mayor concentracion de cianobacterias en el embal-
se, no se reportd la presencia de cianotoxinas. Por el contrario, en la estacion Mirabel que mostré
el valor minimo de cianobacterias, se detectd la presencia de dos variantes de MC en el M1. La
biomasa de cianobacterias a menudo se correlaciona con los niveles de cianotoxinas, sin embargo,
varios autores destacan que las toxinas no siempre pueden estar directamente relacionadas con la
cantidad total de células cianobacterianas, y que se debe considerar la variacion en la proporcion
entre genotipos toxicos y no toxicos [39]. Lo anterior teniendo en cuenta que no todas las cepas
de cianobacterias son toxicas, dado que las cianotoxinas son producidas solo por las cepas que
tienen los genes apropiados; incluso las cepas toxicas no producen automaticamente toxinas, ya
que varias de ellas parecen tener la capacidad de activar o desactivar ciertos genes dependiendo de
las condiciones ambientales [18]. Mas atin, en un cuerpo de agua pueden coexistir las cepas toxicas
y no toxicas (24, 111].

En el embalse no se excedi6 el valor guia establecido por la OMS para agua potable de 1.0 pg/L
de MC-LR [14], ni el valor guia para el nivel de riesgo bajo de exposicion en cuerpos de agua para
uso recreativo (< 10ug/L de MC-LR equivalente) [27, 73]. A pesar de ello, es aconsejable seguir
monitoreando las cianotoxinas en el cuerpo de agua debido a que fue posible detectar la presencia
de estos compuestos en varias estaciones, asi como la presencia de cianobacterias, teniendo en
cuenta el potencial riesgo a su exposicion con las actividades previstas en el Plan de Ordenamiento
del Embalse [45]. De hecho, la OMS indica que es prudente suponer potencial toxico en cualquier
poblacion de cianobacterias [71].
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7.2. Comunidad bacteriana

Se realiz6 una caracterizacion de la comunidad bacteriana del embalse Topocoro en muestras reco-
lectadas en las estaciones Chucuri y El Ramo en septiembre de 2019, con el proposito de identificar
la presencia de cianobacterias potencialmente productoras de cianotoxinas. En estas dos estaciones
se encontrd la mayor concentracion de cianobacterias en el embalse. Ademés, se contempla dentro
del Plan de Ordenamiento, el funcionamiento de embarcaderos de transporte publico y actividades
recreativas; en Chucuri actividades como turismo de naturaleza y una zona de manejo especial
para la pesca, mientras que El Ramo esta incluida dentro de las zonas de recreacion [45|. Estas
actividades podrian ser eventuales vias de exposicién a las cianotoxinas. El filo Proteobacteria fue
el més abundante en ambas estaciones de muestreo seguido del filo Cianobacteria, resultados con-
sistentes con otros estudios donde se senala que la presencia de estos grupos es comun en sistemas
de agua dulce [83, 112, 113|. En el embalse durante este muestreo se presentaron condiciones de
temperatura (30.8£1.27°C) y pH (8.20£0.15) adecuadas para el crecimiento de las cianobacterias
[12, 18, 83]. Su abundancia se encontré en un rango entre 6.48(+0.82) x 105 y 5.85(40.80) x 107
copias de Cyan 16S/uL, con valores ligeramente menores en la estacion El Ramo. Los resultados
del anélisis de las 4 cianotoxinas (MC-RR, MC-LR, MC-YR y NOD) evaluadas estuvieron por
debajo del limite de cuantificacion del método de 0.05 pg/L para ambas estaciones de muestreo,
por lo que no se super6 el valor guia establecido por la OMS para agua potable de 1.0 ug/L de
MC-LR [14], ni el valor guia para el nivel de riesgo bajo de exposicion en cuerpos de agua para uso
recreativo (< 10ug/L de MC-LR equivalente) [27, 73]. De acuerdo a Pineda-Mendoza et al. [80],
estos resultados indican una toxicidad potencial baja en el embalse en términos de riesgos para la
salud humana y animal por exposicion aguda.

A pesar de que no se detect6 la presencia de cianotoxinas en el embalse, dentro del grupo Cia-
nobacteria se identificaron 4 géneros potencialmente toxicos: Chrysosporum KA1.1, Cyanobium
PCC-6307, Merismopedia 0BB39S01, y Microcystis PCC-7914. El género Microcystis esta am-
pliamente documentado como productor de hepatotoxinas y neurotoxinas en ambientes de agua
dulee [2, 13, 18, 19, 40, 68|, y es conocido por su capacidad para producir la hepatotoxina mi-
crocistina [66]. Las microcistinas son potentes inhibidores de las proteinas fosfatasas, que causan
dano hepatico, promueven la actividad tumoral y suponen un dano grave para un amplio grupo
de organismos del ecosistema [9]. Se han reportado proliferaciones de Microcystis en todos los
continentes a excepcion de Antartica [66], en cuerpos de agua de distintos tamanos distribuidos
geograficamente desde regiones templadas-frias hasta los tropicos [114]. En otros trabajos reali-
zados en Colombia se ha determinado la presencia del género Microcystis, como es el caso de los
embalses Abreo - Malpaso, El Pefol - Guatapé y Playas en el oriente antioqueno [29], el embal-
se Riogrande II al norte de Antioquia [31], el antiguo delta del rio Sint en el departamento de
Cordoba [30], y en la curva de Salguero del rio Cesar, al nororiente del departamento del Cesar [32].

El género Chrysosporum ha sido identificado como uno de los productores de la toxina cilindros-
permopsina [4, 7, 10, 103|. La cianobacteria Chrysosporum ovalisporum se encuentra en areas
tropicales, subtropicales y mediterraneas, es un mejor competidor a temperaturas superiores a los
30 °C o incluso cercanas a los 35 °C, y junto con Cylindrospermopsis raciborskii, se considera uno
de los productores de Cilindrospermopsina mas ampliamente distribuidos [22]. La toxina cilin-
drospermopsina es un alcaloide derivado de policétidos con efectos hepatotdxicos, nefrotoxicos y
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citotoxicos generales [40], y es considerada una seria amenaza para los organismos que viven en ni-
chos ecologicos similares a las cianobacterias y para las personas que utilizan reservorios acuéticos
en los que se producen floraciones de algas nocivas [51]. De acuerdo con la revision presentada por
Munoz et al. [5] sobre cianobacterias y cianotoxinas en aguas dulces de paises iberoamericanos, en
Colombia no hay reportes de la presencia del género Crysosporum.

Los géneros Microcystis PCC-791/ y Chrysosporum KA1.1 no fueron los mas abundantes dentro
del filo Cianobacteria, hecho que se asemeja con los resultados hallados en el embalse Rosarito (Es-
pana) durante floracion presentada en el 2013, donde la mayoria de las cianobacterias toxigénicas
pertenecian a taxones de baja abundancia, entre ellas Microcystis aeruginosa [78|. En contraste,
en estudio realizado en tres lagos urbanos de Ciudad de México se determiné que dentro del filo
Cyanobacteria, Microcystis fue el género dominante en todos los lagos en las dos épocas del ano
evaluadas (seca y humeda) [80]. Al igual que el caso del embalse San Juan en Madrid con flora-
ciones periddicas de cianobacterias toxicas, donde el analisis mostr6é la dominancia de dos OTU
en todas las muestras de agua, las cuales fueron asignadas a Microcystis sp. [9]. Estos resulta-
dos demuestran la utilidad de emplear herramientas como NGS en el estudio de las comunidades
bacterianas, y en la identificacion de géneros de cianobacterias potencialmente téxicos que no nece-
sariamente destacan por su abundancia, como un insumo valioso para la gestion del recurso hidrico.

En el embalse se identifico la presencia de los géneros de cianobacterias picoplancténicas Cyanobium
y Merismopedia. Las picocianobacterias son un grupo de organismos comunes de los ecosistemas
marinos y de agua dulce que han sido relacionados con la produccion de toxinas [57|. Estas desem-
penan un papel fundamental en la produccion primaria y su dominio en la biomasa del fitoplancton
es comun tanto en aguas oligotroficas como eutroficas, a pesar de ello son raros los estudios del
potencial de las picocianobacterias como productoras de compuestos bioactivos [102]. Mediante
pruebas ELISA se identificaron seis aislados de cianobacterias productoras de microcistina prove-
nientes de una laguna de estabilizacion de residuos en Cajati, Estado de Sao Paulo, entre ellas la
cepa Merismopedia CENA 106 [115]. También, se determiné la producciéon de la neurotoxina [-
N-metilamino-L-alanina (BMAA) mediante el método HPLC-FD en la cepa picocianobacteriana
Cyanobium sp. LEGE 06068 aislada del estuario portugués Duero [116]. Recientemente en otro
estudio realizado en Colombia en cuatro lagos recreativos urbanos y una quebrada en Bogoté, se
report6 la presencia del género Cyanobium con abundancias relativas entre 1 y 6 % [83], mientras
que en el embalse fue el género més abundante del grupo de las cianobacterias con una abundancia
relativa promedio de 26.85 + 8.32 % dentro de la comunidad. Lo anterior resalta la importancia de
ampliar las investigaciones sobre el potencial de toxicidad de las picocianobacterias en los sistemas
acuaticos colombianos.

Se ha reportado que muchas bacterias tienen diferentes tipos de interacciéon con las cianobacterias,
como parasitismo, comensalismo y mutualismo [9]; y que existen otras interacciones ecoldgicas mas
cripticas entre cianobacterias y bacterias heterétrofas como, por ejemplo, la guerra quimica utili-
zando sustancias alelopaticas y competencia por nutrientes y oligoelementos [112]. En el ambiente
natural de agua dulce, las cianobacterias siempre estdn asociadas con bacterias heterotrofas que
se incrustan en su mucilago. Este habitat, en el que se producen interacciones intensas entre cia-
nobacterias y bacterias, se denomina “ficosfera” por analogia con la rizosfera de las plantas [117].
Los grupos Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria se han asociado con floraciones de cia-
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nobacterias, a pesar de las diferencias en las especies de fitoplancton, la geografia y el clima [113].
Algunas Proteobacterias como Achromobacter, Acinetobacter, Aquimonas, Brevundimonas, Delfia,
Hydrogenophaga, Porphyrobacter, Pseudomonas, Rhodobacter y Sphingomonas parecen tener capa-
cidades para degradar cianotoxinas y formar espumas de cianobacterias que podrian actuar como
una especie de control biologico de las floraciones [80|. La mayoria de los géneros de Proteobacteria
mencionados anteriormente fueron identificados en el embalse a excepcion de Aquimonas y Delfia.
En la revision presentada por Kormas and Lymperopoulou [118| sobre la diversidad molecular
de cepas bacterianas que poseen algin tipo de caracteristica de degradaciéon de cianotoxinas, se
encuentran miembros del filo Actinobacteria y Firmicutes, y de la clase Alpha y Gammaproteo-
bacteria entre las bacterias degradantes de microcistina aisladas; de los cuales algunos géneros
también fueron identificados en el embalse, como es el caso de Microbacterium, Bacillus, Sphingo-
monas, Sphingopyxis v Pseudomonas. Lo anterior podria ser un indicio del motivo por el cual no se
hallaron concentraciones mayores de cianotoxinas en el embalse, a pesar de la presencia de géneros
potencialmente toxicos. Sin embargo, son necesarios estudios adicionales como la cuantificacion
de genes asociados con la produccion de cianotoxinas, el analisis de otros tipos de cianotoxinas o
descartar la inhibicién de la produccion de toxinas por factores ambientales, para validar dicha
hipotesis.
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8. Conclusiones

En el presente estudio se evalu6 la presencia de cianobacterias y cianotoxinas en el embalse tropical
de agua dulce Topocoro. Se realizd seguimiento a la concentracién de cianobacterias y cianotoxi-
nas en el cuerpo de agua, asi como a las variables ambientales, y se realiz6 un analisis de la
composicion de la comunidad bacteriana, empleando un enfoque multidisciplinario; mediante el
uso de parametros fisicoquimicos en combinacién con la cromatografia liquida de alta eficiencia

(UHPLC-QqQ-MS/MS), y técnicas moleculares (qPCR y NGS).

= Se evidencio la complejidad para establecer una relacion entre las variables ambientales y la
presencia de cianobacterias y cianotoxinas en los sistemas acuaticos. Como se ha reportado
previamente, cada cuerpo de agua exhibe unas interacciones especificas entre los distintos
factores que pueden determinar la presencia de estos organismos y la produccién de sus
metabolitos toxicos. En el embalse Topocoro, en el tiempo donde hubo mayor abundancia
de cianobacterias en el agua se presentaron altos valores de conductividad eléctrica, carbono
orgénico total y disuelto, y clorofila-a, pero concentraciones bajas de oxigeno disuelto. Sin
embargo, la correlacion entre dichas variables y la concentracion de cianobacterias no fue
significativa.

= Se determiné la presencia de cianobacterias en el embalse en todas las estaciones monitoreadas
durante todo el periodo de estudio. Se encontré que la mayor abundancia de cianobacterias
ocurri6 en la zona donde ingresa uno de los rios tributarios al cuerpo de agua. Por lo tanto, la
dindmica espacial de la presencia de cianobacterias en el embalse estuvo influenciada por las
actividades humanas realizadas en el area de drenaje de uno de los tributarios al embalse. Lo
que expone las actividades antropogénicas como uno de los factores que favorecen el aumento
en la distribucion y abundancia de las cianobacterias alrededor del mundo, en concordancia
con lo reportado en la literatura. Ademaés, con este hallazgo se manifiesta la necesidad de
realizar seguimiento continuo a la carga de nutrientes que ingresan al embalse, como una
medida de manejo para prevenir la aparicion de blooms nocivos de cianobacterias.

= La concentracion de las formas de nitrogeno y fosforo a las que se hizo seguimiento en
el embalse se mantuvieron en su mayoria por debajo del limite de cuantificacion de los
métodos, resaltando el papel de la temperatura en la expansion geografica de la presencia
de cianobacterias en el agua, junto con la capacidad de estos microorganismos para absorber
y almacenar nutrientes. Por lo que se deduce que, el aumento de la temperatura bajos los
escenarios de cambio climatico en Colombia, podrian jugar un papel importante en el aumento
de la abundancia de cianobacterias no solo en el caso concreto del embalse Topocoro, sino en la
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gran diversidad de ecosistemas acuaticos del pais. Los anterior, considerando las adaptaciones
eco-fisiologicas de las cianobacterias que les pueden conferir ventajas competitivas frente a
otros miembros de la comunidad de fitoplancton, bajo las condiciones de un clima cambiante.

Se detecto la presencia de las cianotoxinas MC-RR, MC-LR, MC-YR y NOD en al menos seis
de las siete estaciones monitoreadas en las distintas campanas de muestreo. La concentracion
de dichas toxinas no excedi6 el valor guia establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud de 1.0 pg/L de MC-LR, de lo que se concluye que es seguro realizar las actividades
propuestas en el Plan de Ordenamiento del Embalse, en términos de exposicién a las toxinas
de cianobacterias por ingestion de agua. Sin embargo, es aconsejable seguir monitoreando
el sistema teniendo en cuenta que existe un riesgo latente, ya que se ha identificado en este
estudio la presencia de cianobacterias potencialmente téxicas en el embalse.

En este estudio se describi6 la composicion de la comunidad bacteriana en el embalse Topoco
mediante secuenciacion de nueva generacion, haciendo énfasis en el grupo de las cianobacte-
rias. Aunque no se determiné la presencia de cianotoxinas en el agua, fue posible identificar
cuatro géneros de cianobacterias potencialmente toxicos, destacando la importancia de con-
tinuar el monitoreo de cianobacterias y cianotoxinas en el embalse e implementarlo en otros
cuerpos de agua en distintas regiones del pais, con el fin de ampliar la informacién que se tiene
en este campo, considerando que su presencia se ha extendido gracias a fenémenos como el
cambio climatico. Adicionalmente, surge la necesidad de ampliar el uso técnicas moleculares
como la secuenciaciéon de nueva generaciéon para evaluar la composicion de las comunidades
bacterianas, determinar los riesgos asociados a la presencia de cianobacterias potencialmente
toxicas en los ecosistemas acuaticos y determinar su relaciéon con otros miembros de la co-
munidad, permitiendo la formulacién y adopciéon de medidas de manejo apropiadas para la
gestion del recurso hidrico.
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9. Recomendaciones

Es importante dar continuidad al monitoreo de cianobacterias, cianotoxinas y parametros fisicoqui-
micos en el embalse, teniendo en cuenta que se registraron condiciones adecuadas de temperatura
y pH para el crecimiento de cianobacterias, y considerando los escenarios de cambio climético a
los que se enfrenta el pais, en el contexto de la variabilidad climética global que puede favorecer la
proliferacion de cianobacterias potencialmente toxicas. Se recomienda dar prioridad al seguimiento
de las caracteristicas del agua en la zona de ingreso del Rio Chucuri al embalse, dado que esta
zona reportd la mayor abundancia de cianobacterias relacionado con actividades desarrolladas en
la cuenca. Ademas, se sugiere emplear métodos analiticos con menor limite de cuantificacién para
observar el comportamiento de las variables ambientales con el paso del tiempo, y su influencia en
la presencia de cianobacterias y la producciéon de cianotoxinas, sobretodo los parametros referentes
a la carga de nutrientes. Del mismo modo, es conveniente abordar el estudio de otros factores abio-
ticos que pueden influenciar el proceso de floracion de cianobacterias y la producciéon de toxinas,
como el perfil de temperatura y nutrientes en la columna de agua, hidrodindmica del embalse, e
incluso analisis de variables meteorologicas como precipitaciéon y radiaciéon solar.

Se recomienda realizar andlisis para la identificacion y cuantificaciéon de genes involucrados en la
produccion de cianotoxinas empleando cebadores especificos para este fin, con el objeto de deter-
minar la proporcién de cianobacterias con potencial toxico en el embalse. También, es necesario
realizar anélisis de otros tipos de cianotoxinas que no fueron evaluadas en este trabajo, ya que como
resultado del estudio de la comunidad bacteriana se identifico la presencia de géneros con potencial
de produccién de toxinas como cilindrospermopsina y [-N-metilamino-L-alanina. Finalmente, se
destaca la utilidad de emplear métodos moleculares como la secuenciacion de nueva generaciéon en
la identificacion de géneros potencialmente toxicos, haciendo énfasis en las picocianobacterias y/o
grupos que no destacan por su abundancia. De esta manera, se alienta a extender su implemen-
tacion en otros puntos del embalse, e incluso en otros cuerpos de agua del pais, lo que permitira
generar informacién para la formulacion de medidas de manejo apropiadas para la gestion del
recurso hidrico, en cuanto a los riesgos asociados con la toxicidad de las cianobacterias.
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