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RESUMEN

Se estudio la variacion de la concentracion de microcistinas y su relacion con algunos
parametros ambientales en el embalse Clavellino, estado Sucre, Venezuela, desde
enero hasta noviembre de 2007. Para tales fines se fijaron cuatro estaciones
georeferenciadas, de las cuales tres se encontraban en el canal central del embalse y
una en la orilla. Se obtuvieron los siguiente valores promedios: 2,2 m de
transparencia, 29 °C de temperatura, 8,06 unidades de pH, 10 ml-1" de O, 0,32
umol-1" de NH4", 0,25 pmol-l" de NO,, 0,70 umol'lI" de NO;s, 28,94 umol'I"' de
nitrogeno total, 0,23 pmol-I"! de PO4>, 0,53 pmol-1" de fosforo total y 15,04 pg-1" de
clorofila a. Ademas, se identificaron dos variantes de microcistinas, la L-R y la R-R.
La primera, con un valor promedio de 0,75 ug-l'l, siendo detectada en 8 muestreos, el
maximo valor (1,81 pg1l") de microcistina L-R fue superior al establecido por la
Organizaron Mundial de la Salud (O.M.S.), como seguro para aguas de consumo
humano y animal. Se determin6 la existencia de una relacion inversa entre la
concentracion de microcistina y el pH. Ademads, se encontrdé que en el embalse el
aumento de la clorofila a depende de las concentracidon de nitrogeno total.

Palabras o Frases Claves: Cianobacteria, microcistina, Toxinas
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INTRODUCCION

El establecimiento y la expansion de las poblaciones humanas estan supeditadas
al abastecimiento de agua dulce, lo que implica que un alto porcentaje de las aguas
interiores del mundo estd sometido al efecto mds o menos intenso de las actividades
antropicas (Infante, 1988). Con frecuencia, los desechos que resultan de las
actividades humanas (domésticas, agricolas e industriales) se incorporan, en ultimo
término, a los cuerpos de agua, resultando en cambios fisicos y quimicos, por
consiguiente, afectando las comunidades que en ellos viven. Aunque el ambiente
acuatico tiene cierta capacidad para asimilar los desperdicios que se vierten en él,
existe un limite para esa capacidad. Cuando los desechos arrojados son excesivos, el
cuerpo de agua no puede asimilarlos y se produce una acumulacion de nutrientes, de
biomasa y un aumento de la produccion del sistema. Todo esto genera desajustes
entre las comunidades existentes, entre ellas el fitoplancton (Gonzalez et al., 2004b),
el cual constituye la base fundamental de las tramas tréficas en las zonas de aguas

abiertas de lagos y embalses (Lacroix, 1992).

La comunidad fitoplactonica esta sometida a una fuerte influencia estacional y
en las zonas tropicales se registran grandes contrastes entre las asociaciones de
especies en las épocas de lluvia y sequia (Horne y Goldman, 1994). La diferencia se
produce por cambios en las condiciones climdticas y fisicoquimicas de una estacion a
otra (Wetzel, 2001). La presencia de nutrientes determina, en primera instancia, la
productividad primaria del sistema, base fundamental de una parte sustancial de la
trama trofica acudtica. La relacion es tan estrecha que otros factores como la luz y la
concentracion de didxido de carbono han sido relegados como posibles limitantes en
este proceso. La carencia o exceso de nutrientes originan severas consecuencias

sobre la biota acudtica. La escasez de nutrientes esta asociada a aguas oligotroficas,



esto es, con areas o sistemas acuaticos completos con una minima produccion
primaria. En el otro extremo, se encuentran las aguas o sistemas distroficos o
hipereutréficos, donde la generacion continua y masiva de biomasa, principalmente
fitoplantonica, genera serios problemas en el flujo energético (Contreras et al., 1995).
Una manera de conocer o estimar el crecimiento y distribucion en las comunidades
fitoplantonicas y de relacionar sus variaciones espaciales y temporales con los
parametros fisicoquimicos en el agua, donde éstas se desarrollan, es el estudio o
cuantificacion de los pigmentos. El mismo responde a variaciones climaticas y
metereologicas del medio ambiente (Zingone y Sarno, 2001). Los anélisis
cuantitativos de la clorofila a (chl a) permiten estimaciones por un método quimico,
el cual es mas exacto y sencillo que otros métodos, como el contaje celular. La
concentracion de chl a esta influenciada por factores como la temperatura, luz, pH y
elementos nutritivos. Se ha comprobado que la concentracion de la misma decrece en
agua de condiciones oligotroficas, es decir, en medios deficientes de fosforo,
nitrégeno, magnesio y hierro, los cuales son necesarios para el optimo crecimiento

del fitoplancton (Ferraz-Reyes, 1988).

Entre las especies fitoplanctonicas, se encuentran las cianobacterias o
cianoficeas (algas verde-azules), las cuales son microorganismos procariontes,
aerobicos y anaerdbicos facultativos, que obtienen su energia a partir de la
fotosintesis. En el grupo se incluyen algunos de los organismos mas primitivos de la
tierra; su origen se estima en unos 3 500 millones de afios (Carmichael, 1994). Las
cianobacterias dominan la comunidad fitoplactonica en ambientes dulce-acuicola, con
pH entre 6 y 9, temperaturas entre 15 y 30°C y prefieren altas concentraciones de
nutrientes, principalmente nitrégeno y fosforo (Roset y Aguayo, 2001). Son fuentes
utiles de clorofila, carotenoides, ficobiliproteinas, exopolisacaridos, proteinas y otros

metabolitos biologicamente activos (Loreto et al., 2003).

Las cianobacterias pueden hallarse suspendidas, flotando libremente o



adheridas a diversos tipos de sustratos. Algunas especies son capaces de sobrevivir
bajo condiciones ambientales extremas, como en desiertos, aguas termales y lagos
alcalinos (Rosales et al., 2005). Bajo ciertas condiciones ambientales, pueden
multiplicarse rapidamente formando colonias claramente visibles, como una capa
espumosa cuyo color varia de azul-verdoso a pardo-amarillento. Estos eventos se
denominan floraciones algales nocivas (FAN) y se estima que mas del 50% de éstas
sean toxicas. Las toxinas presentes producidas por estos organismos son muy

potentes y producen efectos agudos y cronicos en el hombre, en animales y vegetales.

Las primeras intoxicaciones de poblaciones humanas por el consumo de agua
contaminada por cianobacterias se registraron en Australia, Inglaterra, China y Africa
del Sur. En Brasil, se conocen varios casos, pero el mas grave fue el episodio de
Caruaru (Brasil) en 1996. En ese evento, murieron mas de 50 personas sometidos a
hemodidlisis en la que se utilizd6 agua contaminada con toxinas de cianobacterias

(Azevedo et al., 2002).

Se ha determinado que en una misma especie, pueden existir cepas productoras
y no productoras de toxinas. En muchos casos, las toxinas son metabolitos
secundarios en la formacion de los fotopigmentos, que se acumulan en el citoplasma
en determinadas situaciones. La produccion de estas endotoxinas es maxima cuando
las condiciones de crecimiento son Optimas, por este motivo, se observa una
produccion directamente proporcional al aumento de la biomasa (Robillo et al.,
2000). Los compuestos toxicos son de tres tipos (péptidos ciclicos, alcaloides y
lipopolisacaridos). Se ha determinado que: los péptidos ciclicos son hepatotoxicos;
los alcaloides tienen propiedades dermo-neuro y hepatotoxicas; y los
lipopolisacaridos son de tipo irritante (De Leon y Yunes, 2001). Entre los péptidos
ciclicos, se encuentran las microcistinas que son toxinas de bajas masas molares,
producidas por diferentes especies de los géneros Microcystis, Anabaena,
Oscillatoria y Nostoc (Hilborn et al., 2005). Mas del 60% de los casos de



intoxicaciéon en todo el mundo son generadas por las microcistinas, las cuales
bloquean los canales de sodio y en ciertos animales producen pérdida del

movimiento, convulsiones, paralisis respiratoria e, incluso, la muerte.

Estas toxinas son hepatotoxicas en humanos, aunque, también, dan lugar a
alteraciones gastrointestinales, reacciones alérgicas o irritacion y sintomatologia
similar a la de la neumonia, choque hipovolémico dando lugar a la muerte, en un
periodo de 4 a 24 horas o en dias, dependiendo de la cantidad de toxina ingerida.
Diversos estudios epidemioldgicos relacionan la incidencia de cancer hepatico,
mutaciones y malformaciones congénitas, (durante el primer trimestre de embarazo),
con el consumo de aguas contaminadas por microcistinas (Kuiper-Goodman et al.,
1999; Sivonen y Jones, 1999; Azevedo et al., 2002). Los estudios realizados en China
han revelado una alta incidencia de cancer, principalmente de higado, producto de
estas hepatotoxinas ciclicas (Chorus y Bartram, 1999), por lo que estan consideradas

como un problema ambiental, ecotoxicoldgico y principalmente sanitario.

Las microcistinas en su estructura presentan un anillo peptidico de siete
aminoacidos, de los cuales solo dos pertenecen a las proteinas (Fig. 1). Estos dos
aminodcidos permiten reconocer los distintos tipos de moléculas. Cada microcistina
es designada con un nombre dependiendo de los aminodcidos que completan su

estructura (Fischer y Dietrich, 2000).

Ante la presencia de un florecimiento de cianobacterias, debe aplicarse el
principio de precaucion, asumiéndose como toxigénico mientras no se demuestre lo
contrario. Un procedimiento de monitoreo comprenderia: muestreo periodico, analisis
microscOpico para identificar y contar las colonias de cianobacterias y ensayos de
toxicidad aguda por exposicion intraperitoneal en raton. Segin la sintomatologia, se
procede a la confirmacion de presencia de hepatotoxinas o neurotoxinas mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con detector de ultravioleta (HPLC-UV).



Esta es una de las técnicas mas aceptadas por la comunidad cientifica internacional en
la deteccion de estas toxinas. La separacion de los compuestos toxicos se realiza en
una columna C;g utilizando metanol o acetonitrilo como fase movil; una vez
separados, se procede a determinar su absorcion con el detector ultravioleta. La

mayoria absorbe en una longitud de onda especifica de 238 nm.

e

Figura 1. Estructura general de una microcistina, ciclo-(D-Ala'-X*-D-MeAsp>-Y*-
Adda’-D-Glu®~-Mdha’) (McElhiney y Lawron 2005).

Una técnica accesoria es el ensayo inmunoenzimatico ligado a una enzima
(ELISA) el cual es una modificacion del radioimnoensayo (RIA). Este método se
basa en el ataque de anticuerpo a microcistinas. Ademas, esta el ensayo de inhibicion
de la fosfatasa el cual es un método basado en la propiedad de las microcistinas como
inhibidores de ésta. Otra técnica de facil aplicacion es el bioensayo con organismos
acuaticos, como la Artemia salina (bAs), en el cual se colocan larvas en un medio
controlado con una concentracion definida de los extractos y se evalua la tasa de
mortalidad, transcurrido un tiempo determinado. Este ultimo se realiza con un
procedimiento estadistico, en el cual se calcula la concentracion letal media (CLsy).
La CLs indica el nivel de toxicidad en el extracto analizado. Lee y Chou (1997)

evaluaron toxicidades a varias concentraciones de diferentes especies de



microcistinas mediante el bAs (Tabla 1), determinando que la microcistina R-A es la

mas toxica, con una concentracion letal media (CLsg) de 12,7 ug'ml'l.

En caso de determinarse la presencia de una floraciéon nociva, deberia
desplegarse un conjunto de medidas para evitar el acceso de personas y animales a los
cuerpos de agua, asi como limitar los usos de ésta. Finalmente, es importante
estimular la investigacion, el desarrollo y la innovacidon de técnicas de deteccion,
cuantificacion y eliminacion de toxinas y cianobacterias, sistemas de prediccion de
riesgos, e incorporar sistemas de vigilancia y control de la presencia de cianobacterias
y sus toxinas, al menos en las redes de suministro de agua potable, especialmente, en

las épocas mas calurosas del ano (Roset y Aguayo, 2001).

Tabla 1. Porcentaje de muerte en Artemia salina durante 24 h a varias
concentraciones de diferentes tipos de microcistina, tomado de Lee y Chou (1997).

Micraocistina Porcentaje de muerte de Artemia salina en 24 h Cheo
(ng-ml)
30pg'ml  25pg'ml 20pg'ml  10pg'ml  Spg-ml
M. FR 100 84 64 - 0 17,6
M-WR 100 92 - 27 0 13,2
M-LR 100 84 16 - 0 22,3
M-RR 100 90 - 7 0 16,2
M-RA 100 92 91 - 0 12,7
[Dha]M-RR 100 89 54 ; 0 19,6

En vista de los problemas que generan las floraciones de cianobacterias, en las
reservas de agua destinadas al consumo humano y la recreacion, es necesario realizar
una evaluacion para un seguro aprovechamiento de éstas. En este trabajo, se
identifico y cuantificd las microcistinas producidas por las cianobacterias presentes

en el embalse Clavellino, estado Sucre, por medio de la técnica de cromatografia



liquida de alta presion (HPLC). También, se determind la toxicidad mediante la
técnica del bAs y se relaciono la concentracion de la microcistinas con algunos

parametros fisicoquimicos.



METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO

El embalse Clavellino se encuentra ubicado en la ribera del rio homoénimo,
(municipio Ribero, estado Sucre) en 10° 19'y 10° 23' Ny 63° 35"y 63°40' W a 290
msnm (Fig. 2). El embalse abarca un area de 1 050 hectareas con un volumen de agua
de 135 Mm’, una profundidad maxima de 30 m y una profundidad promedio de 19 m
(Gonzalez, 1978 y Benitez, 1984; citados por Ferraz-Reyes y Fernandez, 1988).

10°25'N

1, _ L Pl
L Kio Santa“Vlaria -
o [Estaciones 10°23' N

63° 40'W 63° 35'W 63° 33'W

Figura 2. Embalse Clavellino mostrando la ubicacion de las estaciones fijadas en el
estudio.



El embalse Clavellino fue creado el 11 de julio de 1968, con el propdsito de
suministrar agua potable a las Islas de Margarita, Coche, la poblacion de Cartipano y
las vecinas a Cariaco. El valle del rio Clavellino y, en especial, la parte del cierre de
la represa, consiste en formaciones de lutitas, areniscas y calizas estratificadas casi
verticalmente y muy permeables. Entre otros rios tributarios de importancia, se
encuentra el rio Santa Cruz y el rio Santa Maria. El embalse se encuentra delimitado
por el norte con carretera que une a la poblacion de Muelle de Cariaco con Caripe del
Guacharo y pasa por el aforo de la represa. Por el oeste se encuentran potreros y
sembradios y hacia el sur y el este, pequeias poblaciones y cultivos varios. Segin
Ferraz-Reyes y Fernandez (1988), la variacion de la temperatura en el embalse hace
que este sea monomictico calido. El periodo de estancamiento ocurre
aproximadamente de abril- mayo hasta noviembre. Los vientos alisios provocan la
mezcla del agua a partir de diciembre. Por otra parte, Gomez (2006) observd que
durante mayo, junio y octubre de 2005, presentd un color verde, predominé el viento
del este, y existia un fuerte olor sulfuroso. En ese estudio también se detectaron altas

concentraciones de microcistina L-R (129,1 pg-1™).

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

En el embalse Clavellinos se fijaron tres estaciones ubicadas en el canal central
y una cerca del aforo del embalse. Los muestreos se realizaron quincenalmente
durante la temporada de sequia y transicion (enero - julio), y mensualmente durante el
periodo de lluvia (julio - noviembre de 2007). Por razones de logistica solo se
tomaron muestran en la orilla (estacion 01) los dias: 01/03, 28/03, 11/04, y 06/06. La
transparencia del agua se determind con un disco secchi de 25 cm de didmetro,
mientras que la temperatura y ¢l pH fueron medidos in situ con un medidor de pH
portatil marca Thermo Oridn, modelo 261S. Las muestras de agua superficial fueron
recolectadas manualmente con un recipiente plastico. Para determinar la

concentracién de oxigeno disuelto (mg1™") se tomaron muestras en botellas de DBO,



en las cuales se fijo el oxigeno disuelto, con los reactivos descritos por el método de
Winkler: Se afiadi6 una solucion de manganeso (II) MnSO4.4H,O (reactivo 1) e,
inmediatamente, una solucién de yoduro de potasio alcalinizado KI-NaOH, (reactivo
2). La muestra se mantuvo en la oscuridad hasta el momento de su analisis.
Seguidamente, se tomaron muestras para analisis de nutrientes (nitrito, nitrato y
fosfato) en botellas de polietileno de (250 ml), las cuales se mantuvieron a baja
temperatura, almacenandolas en una cava con hielo durante su transporte en el
laboratorio. Alli se congelaron hasta el momento del andlisis. Para el caso del
amonio, se utilizo botellas de vidrio de (150 ml), y la muestra se fijo in situ con una
solucion de hipoclorito de sodio (reactivo 1) y una solucion de fenol nitroprusiato
(reactivo 2). Para la determinacion de la concentracion de chl a, se tomaron muestras
con un recipiente plastico ambar de 1 1. Ademas, se filtraron 200 litros de agua con
un tamiz de 60 pum. El material retenido en el tamiz se vertid en una botella plastica
ambar y se enrasd a 1 litro con agua filtrada del mismo lugar. Estas muestras se
almacenaron en una cava con hielo para su transporte al laboratorio. De alli, se

tomaron 750 ml para realizar el bAs y 250 ml para los analisis por HPLC.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras fueron concentradas usando una bomba de vacio GAST. Para
esto, se utilizaron filtros de fibra de vidrio (1,5 um de poro, 4,7 cm de diametro).
Posteriormente, las muestras concentradas que se utilizaron para la determinacion de
chl a se protegieron de la luz, cubriéndolas con papel de aluminio, y se congelaron
por un periodo menor a tres semanas antes de su andlisis. Las requeridas para el bAs y
HPLC se concentraron del mismo modo y se almacenaron en un desecador a
temperatura ambiente, hasta el momento del andlisis. Por otra parte, las muestras
para la identificacién y contaje de cianobacterias se procesaron siguiendo el método
de Utermohl (1958) en el Laboratorio de Fitoplancton del Departamento de Biologia
del Instituto Oceanografico de Venezuela (IOV-UDO).
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ANALISIS DE MUESTRAS

Determinacion de la concentracion de oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto se determind por el método de Winkler, descrito por

Strickland y Parsons (1972). Las concentraciones de O, se expresaron en mg-1™.

Principio del método
Al agua a analizar se le afiadi6 una solucion de Mn (II), con la cual precipita el

hidréxido de manganeso por la presencia de una base fuerte (NaOH)
Mn*"+ 20HF —  Mn(OH),

Por una reaccion en medio heterogéneo, con el oxigeno disuelto ocurre una
reaccion de 6xido reduccion, en la cual el manganeso cambia a numeros de oxidacion

mas elevados (Il y IV).

OMn(OH), + % 0, + H,0 —>  2Mn(OH);

MH(OH)2 + 7 0, — MHO(OH)z

Cuando el oxigeno reaccion6d completamente, se acidifico el medio con H,SO4
concentrado; el precipitado se disolvio y el Mn vuelve a su estado de oxidacion (II),
oxidando los iones yoduros a yodo que habian sido previamente introducidos (yoduro

de sodio) junto con la base fuerte

2Mn(OH); +2I" +6H™ —> 2Mn*" + 6H,0 + I,

J’_
Mn(OH), +2I" +4H — Mn*" + 3H,0 + I,

En presencia del exceso de yoduro se establece el equilibrio
L+1 —= I3

El yodo es titulado con tiosulfato de concentracion (0,01 mol-I""), utilizandose
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una solucién de almidon como indicador
28,052 "+ 157 — S40¢ + 31

El tiosulfato de sodio se valord con una solucion patréon de yodato de potasio

(0,01mol-1™).

Determinacion de la concentracion de amonio

La concentracion de amonio (NH;") se determind por el método descrito por
Koroleff (1969). En este método se mide la totalidad del nitrogeno amoniacal, es
decir, N-NH; + NH,". El método colorimétrico utiliza como reactivo una solucion
de hipoclorito, en medio ligeramente bésico que, posteriormente, en presencia de un
exceso de hipoclorito forma un complejo azul de indofenol; ademads, se uso
nitroprusiato que actia como catalizador de la reaccion. El indofenol fue medido a
una longitud de onda de 640 nm en un espectrofotometro de marca Thermo

Spectronic modelo Genesis ™ 8 y los resultados se expresaron en pmol-1".

2C6H50 + NH3 + 3C10 ) — O:C6H4-N:N-C6H50_ + 2H20 + OH + 3CI

Determinacion de la concentracion de nitrito (NO,))

Se determin6 seglin el método de Bendscheider y Robinson (1952), descrito por

Strickland y Parsons (1972).

Principio del método

Los iones nitrito forman un diazdico con la sulfanilamida en medio acido (pH

<2), segun la reaccion:

NH,SO,C¢H,-NH, +NO, +2H"  —>  (NH,S0,C¢H,-N=N) + 2H,0
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Después, el diazoico reacciona con el N-naftil-etilendiamina para formar el

colorante
(NH2502C6H4-NEN) Tt C10H7-NH-(CH2)2 - NH2 —

NH>SO,CsHs-N=N-C; 0H6-NH-(CH2)2_NH2 +H"

Esta solucion rosada fue medida a una longitud de onda de 543 nm en un
espectrofotometro Thermo Spectronic, modelo Genesis™™ 8, y las concentraciones se

-1
expresaron en umol-1™.

Determinacion de la concentracion de nitrato

La determinacion de la concentracion de nitrato (NOs') se realizo por el
método descrito por Tréguer y Le Corre (1975). Este método esta basado en convertir
los iones nitrato en nitrito, para ello se colocd una alicuota de 4 ml de cada muestra
en el auto analizador Technicon II. En el aparato de manera automatica ocurre el
siguiente proceso: se agrega cloruro de amonio (NH4Cl a pH 8,5) a cada muestra.
Seguidamente, la muestra pasa por una columna reductora de cadmio metalico
previamente activada con sulfato de cobre (Wood et al., 1967) para reducir los iones
nitrato a nitrito. Luego, se le afiadio la solucién etilendiamina — 4cido clorhidrico vy,
por ultimo, la N-naftiletilendiamonio, dando a la muestra una coloraciéon purpura.
Finalmente, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 543 nm. Los

resultados de las concentraciones se expresaron en pmol-l”

NO; + Cd + 2NH4Cl +2NH; —> NOy Cd(NH3)4 CL, . H,O
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Determinacion de la concentracion de fosfato

El método colorimétrico de Murphy y Riley (1962), es actualmente uno de los
mas rapidos y simples para la determinacion de los iones ortofosfatos en el agua. La
forma mineral mayoritaria es exactamente la de ortofosfatos, cuyos iones se presentan
en las formas: PO4> (10%), HPO, (90%) y HoPO4™ (< 1). Los iones ortofosfato
reaccionaron con el molibdato de amonio, en presencia de antimonio (II) para
formar un complejo que luego fue reducido por el 4cido ascorbico, esta forma
reducida produce una coloracién azul, la cual fue medida a una longitud de onda de
885 nm en un espectrofotdometro marca Thermo Spectronic, modelo Genesis' ™ 8. Sus

. -1
concentraciones se expresaron en pmol- 1.

Determinacién de la concentracion de nitrogeno total y fosforo total

La concentracion de nitrogeno total y fosforo total se determind segun el
método descrito por Valderrama (1981), con las modificaciones de Senior (1987). Por
este método, se analizaron simultineamente el nitrogeno total y fosforo total en la
misma muestra. El reactivo oxidante, estd formado por una solucion de peroxo-
disulfato de potasio, 4cido bérico e hidréxido de sodio 1 mol1™. En la oxidacion
simultdnea, la reaccion comienza a pH 9,7 y termina a pH 5,6. Estas condiciones se
obtienen utilizando el sistema acido borico-hidroxido de sodio (Valderrama, 1981).

El tiempo de digestion para las muestras no fue mayor de 30 minutos a 110-115°C.

Determinacion de la concentracion de clorofila a

Se determino la concentracién de chla a en pgl' a través del método de
Lorenzen descrito y mejorado por Strickland & Parsons (1972). Se introdujo el filtro
con la muestra concentrada en un tubo de ensayo con 8§ ml de acetona al 90%. La

extraccion de los pigmentos se realizd colocando la muestra protegida de la luz por
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un tiempo no mayor a 24 horas. Seguidamente, el filtro con la muestra se tritur6 con
una varilla de vidrio y se procedi6 a centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos. Se
tomo el sobrenanadante y se midi6 su absorbancia a 665 nm y 750 nm, en un
espectrofotometro (Shimadzu UV-120). Luego, a la solucion se le agregaron dos

gotas de HCI 1 mol'l"" y se midi6 de nuevo su absorbancia a 665 nm y 750 nm,

Clorofila = 26,7 (Asss0— A7500) — (Asssa— A750a) X V1/ Vo,
donde:
Asgss0: Absorbancia medida sin acido. Agssa: Absorbancia medida con acido.
A7500 : Absorbancia medida sin acido.  A7s0.: Absorbancia medida con acido.

V,: Volumen de la muestra filtrada. Vi: Volumen de acetona.

Procedimiento para determinar la toxicidad mediante el bAS

Los extractos obtenidos de las diferentes estaciones fueron procesados usando
el método empleado de Meyer et al. (1982). Cada muestra se extrajo 3 veces con 3
ml de metanol. El extracto se evapor6 al vacio. Posteriormente, se pesaron
aproximadamente 50 mg del extracto seco y se disolvieron en 0,5 ml de metanol y 4,5
ml de agua de mar filtrada, resultando en concentraciones de 10000 pg'ml™” de
material seco-ml”. Seguidamente, se hicieron diluciones con agua de mar filtrada y se
obtuvieron concentraciones de 1000, 100, 10, 1, 0,1y 0,01 p,tg-ml'l para luego tomar
5 ml de cada una y colocar de 10 a 20 nauplios de A. salina. Después de 24 h, se

cuantifico el nimero de organismos muertos en cada vial.

Finalmente, los datos se analizaron utilizando el programa de computacion
CLso de anélisis estadistico disefiado por Stephan (1977). El programa realiza el
calculo directo mediante cuatro diferentes métodos proporciona un estimado de los
limites de confianza de un 95 %. Los métodos utilizados por el programa son:

Moving Average, Probit, Logit y Binomial.

15



El Método Moving Average se basa en una interpolacién numérica de las
concentraciones utilizadas y los resultados de mortandad obtenidos para cada
concentracion. El método Probit es un método paramétrico basado en una
transformacion Probit; esta transformacidon resulta en un ajuste que logra normalizar
los datos, generando una curva sigmoidal, que al ser sometido a una transformacion
logaritmica, logra una linealizacién de la misma. Por otra parte, el método Logit o
Logistico, al igual que el Probit, corresponden a un método parametrico que resulta
en una funcion sigmoidal y el método Binomial es aplicable a distribuciones de datos,
cuyo ajuste es un modelo binomial. Dichas distribucion, en ensayos de toxicidad, se
producen cuando no existen mortandades parciales, si no una serie de
concentraciones bajas con un 0% de mortandad y en el resto de las concentraciones

mas altas, una mortandad total 100% (Escaplés, 1999).

La ventaja del programa de Stephan (1977), que incorpora varios métodos para
calcular el CLs radica en tener disponibles varias opciones que permiten escoger las
que tienen mayor ajuste a la distribucion de datos obtenidos en un bioensayo en
particular. Esto reduce considerablemente el tedioso proceso de repetir varias veces
el bioensayo hasta lograr el ajuste deseado. Segin este programa, la CLsy mas
confiable esta determinada por el método que presenta el intervalo mas estrecho de

limites de confiabilidad (Palacios y Pereira, 2000)

Procedimiento para la identificacion y cuantificacion de microcistinas en extractos de

cianobacterias por HPLC-UV

Las muestras fueron preparadas para la identificacion y cuantificacion de
microcistinas usando una modificacion del método empleado por Lee y Chou (1997)
que consiste en inyectar directamente el extracto obtenido al HPLC, sin tratamiento

de limpieza previa. Se pesaron aproximadamente 50 mg de materia seca de cada
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muestra de cianobacterias. Cada muestra se extrajo 3 veces con 3 ml de acido acético
acuoso al 5% y se agitd por 30 min. El extracto combinado se centrifugd a 3000 rpm
durante 15 min, se colectaron 20 ul del supernadante para inyectarlos al equipo de
HPLC con detector UV. Se utiliz6 una columna Hypersil ODS de 5 um de poro y
4,0x125 mm de didmetro y como fase movil, acetato de amonio (0,01mol-1"):
acetonitrilo (3:1, V/V), con un flujo de Iml'min”'. Las concentraciones de las
toxinas se determinaron por comparacion del area del pico de cada toxina con los de
los patrones calibrados (CALBIOCHEM). Se evalué la metodologia utilizada de
acuerdo con los parametros de control de calidad: selectividad, sensibilidad,

exactitud, precision y limite de deteccion.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias espaciales y temporales de las variables
estudiadas se efectu6 un analisis de variancia no paramétrico propuesto por Kruskall-
Wallace, (Boyer et al., 2000) y para establecer las posibles relaciones entre éstas, se
realizd un Andlisis de Componentes Principales (ACP) a partir de una matriz de

correlacion maltiple (Johnson y Wichern, 1992).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de muestreo, el agua mantuvo un color verde y
predominaron los vientos del este. A medida que el nivel del agua descendid se
observo claramente la presencia de la macroalga Chara sp., la cual al secarse y
descomponerse genero olores caracteristicos de este proceso. Durante el periodo de
lluvia, el cielo estuvo nublado y se observaron objetos flotantes, como troncos y
ramas de arboles, cerca de la cuarta estacion. Ademads, se not6 la presencia de
espumas y plantas acudticas, como el lirio de agua, en el canal central del embalse.

Los estadisticos basicos de las variables estudiadas se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Estadisticos basicos de las variables fisicas-quimicas y bioldgicas medidas
en el embalse Clavellinos, estado Sucre, durante el periodo 17/01/2007 a 01/11/2007.

Variable N  Promedio S Minimo Maximo
Transparencia (m) 27 2,2 0,5 1 3,1
T agua (°C) 44 29 1 28 31
Amonio (umol-I™") 44 0,32 0,26 0,03 1,73
Nitrato (umol-I™") 44 0,70 0,16 0,07 6,71
Nitrito (umol-1™) 44 0,25 0,23 0,03 0,77
Nitrogeno Total (umol-1™) 44 28,9 4,3 21,73 37,04
Fosfato (umol-I"™") 44 0,23 0,05 0,12 0,43
Fésforo Total (umol-1™) 44 0,53 0,11 0,34 0,79
pH 40 8,06 0,23 7,20 8,70
Oxigeno Disuelto (mg-l'l) 44 10 1,5 6,59 12,43
Clorofila a (ug1™) 44 15 13 N.D 55,53
Microcistina R-L (ug1™") 44 0,75 0,45 0,35 1,81
Microcistina R-R (ug-1™) 44 0,14 - 0,14 0,14

N: Tamafio de la muestra; S: Desviacion Estandar; T agua: Temperatura del agua, N.D: No detectable.
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PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Se detectaron diferencias significativas en la transparencia del agua con
respecto a las estaciones (Kw= 4,55; p<0,05; Fig. 3A). Las estaciones se separaron en
dos grupos homogéneos; el primero formado por las estaciones 2 y 3, el cual presentd
los valores mas altos; y el segundo formado por las estaciones 3 y 4, con los valores
mas bajo. En cuanto a la variacion temporal de la transparencia, se detectd una
tendencia al alza. En general, los valores tendieron a aumentar hasta el final del
estudio. Se encontraron diferencias significativas (Kw= 2,96; p<0,05; Fig. 3B). Sin
embargo, no se detectd una clara separacion de grupos. Esto podrian clasificarse de la
siguiente manera, un grupo con las transparencias mas bajas formada por los dias
(38,74, 116 y 172) y otro grupo con transparencias mas altas (172, 194, 129, 243,
262 306).

34 7 Estacion Ne
=l r 7] Canal central 2,34
= 2.6 | % - del embalse
§ 2.2 - - [ T =1
= L + _
E 1.8 L~ L ™
1.4 _ A
1 I —
2 3 4 Dia Fecha
Fstacidn 38 07/02
60 01/03
74 15/03
87 28/03
34 F = 101 11/04
_LL . 116 26/04
g 129 09/05
g e 7 152 06/06
22 - . 172 21/06
g 18 | H — 194 12/07
E L ] 243 30/08
L 1 262 1809
38 74 116 128 172 194 243 262 306 306 01/11
Tietrpo (daz)
B

Figura 3. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la transparencia del agua (m)
medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del 2007.



La temperatura no mostro diferencias espaciales significativa (Kw= 0,11;

p>0,05; Fig.

4A). Sin embargo, si vari6 significativamente con respecto al tiempo

(Kw= 11,65; p<0,05; Fig. 4B). El valor tendi6 a aumentar a medida que avanzo el

estudio. El andlisis permiti6 separar cinco grupos homogéneos, de los cuales, el

primero con las temperaturas mas bajas y esta integrado por los dias (17, 38, 60, 74,

87), el segundo y tercer grupo estdn conformados por los dias con las temperaturas

intermedias (101, 116, 129, 152, 172, 174 y 243, respectivamente) y el Gltimo grupo

con las temperaturas mas altas (243, 262, 306).
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Figura. 4 Variacién espacial (A) y temporal (B) de la temperatura (°C) del agua
medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre de 2007.
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VARIABLES QUIMICAS

No se detectaron diferencias significativas en el pH (Kw= 0,13; p>0,05; Fig.
5A). Sin embargo, se apreciaron diferencias significativas con respecto al tiempo,
(Kw= 3,22; p< 0,05; Fig. 5B). El pH aument6 progresivamente desde el dia 17 hasta
el 116, luego disminuyo entre los dias 129 y 152. Posteriormente, se incrementd el
valor para alcanzar el méximo del estudio (8,70 unidades) el dia 172, a partir de este

muestreo, el pH disminuy6 hasta alcanzar el valor de 7,96 unidades.
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Figura 5. Variacion espacial (A) y temporal (B) de pH del agua medido en el
embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del 2007.
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La variacion espacial de la concentracion de oxigeno disuelto fue similar en
las cuatro estaciones (Kw= 0,11; p>0,05; Fig.6A). Sin embargo, se estableci6 que
esta variable present6 diferencias significativas con respecto al tiempo (Kw =21,45;
p<0,05; Fig. 6B). Se determind un descenso de la concentracion de oxigeno disuelto,
desde el dia 17 hasta el 74; luego, aument6 con ligeras variaciones durante los dias 87
y 101. El valor se mantuvo relativamente estable durante el resto de estudio, a
excepcion del dia 262 cuando aument6 de nuevo hasta alcanzar 12,43 mll"' el valor

mas alto del estudio.

12,5 Estacion Ne°

Orilla 1
Canal central 2,34

del embalse

(Oigenio Disuelto (g I
o 2
[] [)]
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

8.5
7.5 1 A
6.5 — — Dia Fecha
1 2 3 4
17 1701
Etaciin 38 07/02
60 01/03
74 15/03
sk E 101 11/04
= E 3
E 105 f Hg__ﬁ}j 3 116  26/04
o 3 E 129 09/05
g s f H E 152 06/06
q asE — 1, E 172 21/06
] N ]
s E E 1B 14 1207
17 32 60 74 27 101 116129 152 172 194 243 262 306 243 30/08
Tiempo {dias) 262 18/09
306 01/11

Figura 6. Variacion espacial (A) y temporal (B) del oxigeno disuelto en el agua
(mg-1"") medido en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del
2007.
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La distribucion espacial de la concentracion de amonio no presentod
diferencias significativas con respecto a las estaciones (Kw= 1,97; p>0,05; Fig. 7A).
Sin embargo, en la distribucién temporal si hubo diferencias significativas (Kw=
6,85; p<0,05; Fig. 7B). Se observaron valores muy similares durante los dias 17- 38
y 74-172, los cuales no superaron el valor de 0,55 pmol-I"", mientras que el dia 60, se
incremento la concentraciéon de 0,37 a 1,73 ].Lmol-l'l. Ademads, un ligero aumento
durante el dia 194, alcanzando una concentracion de 0,68 pmol-I" para luego

descender este valor hasta el final del estudio.
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Figura 7. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de amonio
(umol-1™") medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y
Noviembre del 2007.
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La concentracidén de nitrito no presentd variaciones espaciales significativas
(Kw= 0,06; p>0,05; Fig. 8A), mientras que la distribucién temporal si vario
significativamente (Kw= 61,92; p<0,05; Fig. 8B). Se encontraron valores similares
durante los dias 17 y 38, incrementandose, hasta alcanzar el maximo de 0,77 p,tmol-l'l
detectado el dia 60. Seguidamente, se observaron valores mas bajos que los iniciales;
es decir, menores a 0,69 pmol‘l”', para los dias 74-101 y 125-306. Para los dias 116 y
129 se detectdé un aumento en los valores registrados, sin superar los maximos

obtenidos previamente.
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Figura 8. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de nitrito
(umol-1-1) medido en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre
del 2007.

24



No se observaron diferencias significativas en cuanto a la variacion espacial
de la concentracion de nitrato (Kw= 1,38; p>0,05; Fig. 9A). Sin embargo, se
registraron diferencias significativas en la variacion temporal (Kw= 3,44; p<0,05;
Fig. 9B). La concentracion de este nutriente estuvo entre 0,07 y 0,81 pmoll”,
excepto los dias 17 y 74 con 3,31 y 6,71 pmol-I", respectivamente, los cuales fueron

valores altos con respecto al resto.
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Figura 9. Variacién espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de nitrato
(].Lmol-l'l) medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del
2007.
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La concentracion de nitrégeno total no vario de forma significativa, con
respecto a las estaciones (Kw= 0,24; p>0,05; Fig. 10A), pero si con respecto al
tiempo (Kw= 11,5; p<0.05; Fig. 10B). Se detecté un aumento sostenido en los
valores, exceptuando los dias 152, 172 y 194, cuando se observaron algunas
fluctuaciones. Los valores maximos fueron 36,34 y 37,04 umol-l" y se detectaron en

los dias 243 y 262, respectivamente, para finalmente disminuir el dia 306 a 32,17

pmol-I™",
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Figura 10. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de nitrogeno
total (umol'I"") medido en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y
noviembre del 2007.

No se detectaron variaciones espaciales significativas en la concentracion de
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fosfato (Kw=0,92; p>0,05; Fig. 11A). Sin embargo, los valores si variaron de manera
significativa con respecto al tiempo (Kw= 11,65; p<0,05; Fig. 11B). El dia 17 se
registr el maximo valor (0,43 umol-1") y luego la concentracién disminuy6 hasta el
dia 60 (0,12 umol-l'l); durante los dias 87-243, los valores fueron similares, a
excepcion de los dos ultimos dias del estudio cuando la concentracion de foésforo
resultd6 aumentar, pero de manera no significativa, sin llegar a superar el maximo

detectado previamente.
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Figura 11. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de fosfato
(umol-l'l) Medido en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y
noviembre del 2007.
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Se registraron diferencias espaciales y temporales en la concentracion de

fosforo total (Kw= 0,09 y Kw= 3,93; p<0,05; Fig. 12). Las concentraciones

aumentaron, con algunas fluctuaciones. El dia 116 alcanza el valor de de 0,79 pmol-1

1 r S 7 . .
el cual result6 ser la méaxima concentracion obtenida durante todo el estudio, para

luego descender los dias 129 y 152, registrando el minimo valor este ultimo dia.

Posteriormente, la concentracion aumentd y se mantuvo alrededor de 0,50 pmol-1™

hasta final del estudio.
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Figura 12 Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de fosforo total
(umol'I'") medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del

2007.
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VARIABLES BIOLOGICAS

No se encontraron diferencias espaciales significativas en la concentracion de
chl a (Kw= 0,21; p>0,05; Fig. 12A). Sin embargo, si se detectaron diferencias
temporales significativas (Kw= 15,55; p<0,05; Fig. 12B). Se observo una
disminucion del valor obtenido entre el dia 17, hasta un valor no detectable el dia 87.
Entre los dias 101 y 172 la concentracion tiende a mantenerse estable.
Posteriormente, se midié el mayor valor del estudio (55, 53 pg1™") el dia 194, a partir

de este dia los valores fueron inferiores a 10 pg-1™.
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Figura 13. Variacion espacial (A) y temporal (B) de la concentracion de clorofila a
(ngl-1) medida en el embalse Clavellino (Edo. Sucre), entre enero y noviembre del
2007
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La abundancia de cianobacteria mostro, en general, una tendencia al alza, con
algunas fluctuaciones durante el estudio, como la observada durante el dia 129
(09/05/07), cuando la abundancia de estos organismos descendié abruptamente
(Figura 14). El valor mas alto (4,98 x10 * cel'ml™") se midié en la estacion 3, durante
la época de lluvia, el dia 262 (18/09/07), mientras que en las muestras restantes los
valores oscilaron entre 0 y 4,41 x10 * cel'ml™". Con respecto a la distribucion espacial,

las mayores concentraciones de cianobacterias se registraron en la estacion 3.
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B Estacion 1 B Estacion 2 B Estacion 3 B Estacion 4

Figura 14. Abundancia de las cianobacterias en el embalse Clavellino.

Se identificaron 21 especies de cianobacterias (tabla 3). De éstas, Anabaena
sp., Chroococcus sp., Merismopedia sp., y Microcystis sp. fueron las microalgas
dominantes en las muestras. Es importante resaltar que Anabaena sp. y Microcystis
sp. son las principales especies productoras de toxinas (Amé et al., 2003). Estas
especies productoras de toxinas presentaron su mayor abundancia el dia 262

(18/09/07), con 76 cel'ml™, para la Anabaena sp. y 38 cel'ml™ para Microcystis sp.

30



Tabla. 3 Cianobacterias identificadas durante el estudio.

Cianobacterias Identificadas

Anabaena sp. Chroococcus turgidus Microcystis sp.
Anabaenopsis sp. Colonia de cianobacteria  Microcystis sp. 2
Artrospira sp. Filamento cianobacteria Oscillatoria sp.
Calothrix sp. Gloeocapsa Raphidiopsis sp.
Cianobacteria unicelular ~ Merismopedia sp. Schizothrix calcicola

Chroococcus sp. pequefio  Microcystis aeruginosa
Chroococcus sp. Microcystis sp. colonia
Chroococcus sp. 2 Microcystis sp. pequefia

Tabla 4. Cianobacterias mas abundantes identificadas durante el estudio.
Organismo Dias
17 38 74 116 129 172 194 243 262 306

Estacion 01

Anabaena sp. X | X | X X | X X | X | X
Chroococcus sp. X X X | X
Chroococcus turgidus X | X

Merismopedia sp. X | X | X X | X | X
Microcystis sp. X | X X | X X | X
Oscillatoria sp. X X X
Estacion 02

Anabaena sp. X | X X | X X | X | X
Chroococcus sp. X X | X | X | X | X
Chroococcus turgidus X | X X

Merismopedia sp. X | X[ X[ X | X | X | X ]| X
Microcystis sp. X | X | X | X X | X X
Oscillatoria sp. X
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Estacion 03

Anabaena sp. X X X | X
Chroococcus sp. X | X | X | X X

Chroococcus turgidus

=
=
=
=
=
=
=
=

Merismopedia sp.

=
=
=

Microcystis sp. X
Oscillatoria sp.

Estacion 04

Anabaena sp. X | X | X | X X | X | X
Chroococcus sp. X X | X | X | X | X
Chroococcus turgidus X | X X
Merismopedia sp. X | X | X | X | X | X
Microcystis sp. X | X | X X X

Oscillatoria sp.

X= cianobacteria presente

La estacion 1 presentod valores constantes, durante el inicio del estudio, los
cuales aumentaron, con algunas fluctuaciones, después del dia 172 (21/06/2007).
Ademas, hubo la mayor presencia de cianobacterias del género Anabaena sp., seguida
de la Microcystis sp. y Merismopedia sp. (tabla 4), las cuales fueron las mas
abundantes durante todo el estudio. Cabe destacar que la misma presentd la mayor
abundancia fitoplactonica durante el estudio. Sin embargo, en la estacion 2 el
crecimiento en la abundancia fue casi sostenido, con algunas excepciones, como el
dia 129 (09/05/2007) cuando la abundancia de las cianobacterias descendidé de
manera abrupta en todas las estaciones. También se observd la superioridad del
género Merismopedia sp., con muy poca diferencia sobre las especies anteriormente
mencionadas, pero, de igual manera, estuvieron presente en casi todo el estudio. La

estacion 3 mostré valores bajos al inicio del estudio. Sin embargo, aumentd de
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manera abrupta en tres ocasiones, alcanzando valores parecidos en las tres
oportunidades, los dia 116 (26/04/2007), 194 (12/07/2007) y 262 (18/09/2007), en
este ultimo se encontr6 la mayor abundancia de cianobacterias durante todo el
estudio, con un méaximo de 498 cel'ml™, de la cual su mayoria pertenecio al genero
Merismopedia sp., detectandose asi una baja significativa de la presencia de los
géneros Anabaena sp. y Microcystis sp. La presencia del genero Merismopedia fue el
doble que las mencionadas anteriormente. La estacion 4 presentd un crecimiento
sostenido, con algunas fluctuaciones, con respecto a la abundancia, mostrando, asi, su
maximo valor el dia 262 (18/09/2007). Estuvo dominada por el genero Anabaena sp.

seguido de la Merismopedia sp y la Microcystis sp.

BIOENSAYO DE TOXICIDAD

Actividad toxica en Artemia salina sp.

Solamente ocho de los extractos resultaron ser toxicos para los nauplios de A.
salina (Tabla 5). Estos extractos provenian de: la estacion 01, los dias 129, 172, 194 y
243; de la estacion 02, solamente el dia 192; de la estaciéon 03, el dia 172 vy,
finalmente, los extractos provenientes de la estacion 04, de los dias 38 y 129. Todos
ellos mostraron una toxicidad del 100%, a una concentracion de 1000 ppm, excepto
el preparado con la muestra proveniente de la estacion 04 del dia 38. Sin embargo,
para la concentracion de 10 ppm los extractos provenientes de las estaciones 01 de
los dias 129, 172 y 243 resultaron toxicos, de igual manera para esta misma
concentracion, el extracto proveniente de la estacion 04 del dia 129. Por ultimo. a la
concentracion de 1 ppm solamente se observo toxicidad en la estacion 01

correspondiente al dia 129.
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Tabla 5. Actividad toxica de los extracto de cianobacterias en metanol en A. salina en
las estaciones ubicadas en el embalse Clavellino desde enero hasta noviembre de
2007.

Numero de nauplios muertos a cada concentracion (ug-ml’l)

Fecha Estacion Replica 1000 100 10 1 01 0,01 Control

38 1 10 0 0 0 0 0 0
07/02 04 2 10 0 0 0 0 0 0
3 10 0 0 0 0 0 0

1 10 8 6 3 0 0 0

01 2 10 9 5 3 0 0 0

129 3 10 8 4 3 0 0 0
09/05 1 10 9 3 0 0 0 0
04 2 10 9 3 0 0 0 0

3 10 9 4 0 0 0 0

1 10 8 5 0 0 0 0

01 2 10 7 8 0 0 0 0

172 3 10 9 7 0 0 0 0
21/06 1 10 6 0 0 0 0 0
03 2 10 5 0 0 0 0 0

3 10 6 0 0 0 0 0

1 10 3 0 0 0 0 0

01 2 10 3 0 0 0 0 0

194 3 10 3 0 0 0 0 0
12/07 1 10 7 0 0 0 0 0
02 2 10 6 0 0 0 0 0

3 10 7 0 0 0 0 0

243 1 10 9 5 0 0 0 0
30/08 01 2 10 9 3 0 0 0 0
3 10 9 5 0 0 0 0
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El valor de la CLsy demostrdé que solamente los extractos provenientes de la
estacion 01, correspondientes a los dias 129, 172 y 243, mientras que la estacion 04,
el dia 129resultaron ser toxicos segin (Meyer, 1982), la cual debe tener una
concentracién <30 pg-l”, el extracto mas toxico fue el obtenido en la estacién 01 el
dia 129 (09/05/07). Esto se logro con un ajuste Probit, el cual a su vez resulto ser el
12,5% de los valores con el intervalo de mayor confianza, el Binomial con un 50% y

Moving Average con 37,5%.

Tabla 6. Valores de CLsy obtenidos a partir del bAs en las estaciones ubicadas en el
embalse Clavellino desde enero hasta noviembre de 2007.

Fecha Estacion Método LCs Inferior Superior
38 Binomial* 316,00 100 1000,00
07/02 04 Moving Average - - -
Probit - - -
Logit 681,26 0,00 0
Binomial 10,00 1,00 1000,00
01 Moving Average 7,77 4,16 15,44
Probit* 7,41 3,93 14,04
129 Logit 6,88 3,25 14,74
09/05 Binomial 18,64 10,00 100,00
04 Moving Average* 17,98 11,57 29,66
Probit 18,76 11,67 30,12
Logit 15,43 3,32 87,14
Binomial 6,44 1,00 100,00
01 Moving Average* 9,70 6,04 15,53
Probit 10,17 6,06 17,10
172 Logit 6,24 0,88 25,72
21/06 Binomial* 100,00 1,00 1000,00
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03 Moving Average - - -

Probit - - -
Logit 93,10 0 o0
Binomial* 166,91 1,00 100,00
01 Moving Average - - -
Probit - - -
194 Logit 333,27 0,00 o0
12/07 Binomial* 64,39 1,00 100,00
02 Moving Average - - -
Probit - - -
Logit 40,61 0,82 3073,30
243 Binomial 13,41 1,00 1000,00
30/08 01 Moving Average* 14,70 9,47 23,73
Probit 15,21 9,34 24,75
Logit 11,57 3,65 36,81

* Valor de CLs, mas confiable
DETERMINACION DE MICROCISTINAS USANDO HPLC-UV

Con las condiciones cromatograficas, seleccionadas para este estudio, se
procedié a hacer las corridas de los patrones. El patron de microcistina R-R, a la
concentracion de 50 pg'ml™’, mostré una sefial cromatografica a un tiempo de
retencion de 8,31 min (Fig. 15A), mientras que las concentraciones de 125 y 50
pgml” se observaron sefiales a 8,40 y 9,05 min. (Apéndice A), respectivamente. El
patron de microcistina L-R mostro una sefial a una concentracion de 250 pg'ml” y a
un tiempo de retencion de 4,13 min (Fig. 16B) y a concentraciones de 125, 62,5 y
15,6 pgrml”" mostro sefiales a 3,44 y 4,77 min, respectivamente (Apéndice B). La

variacion en los tiempos de retencidon para cada uno de los patrones dependio de la
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mezcla de la fase movil la columna y la presion de la bomba.
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Figura 15. Cromatograma obtenido del patron de microcistina R-R (A) y L-R (B) a

una concentracion de 250pg-ml-1.

Se evaluo la linealidad del método empleado para la determinacion de
microcistinas. La curva de calibracion es la mas simple comprobacion de la calidad
de respuesta (Hubert et al., 1999). La curva se realizd con tres patrones de
microcistinas R-R de concentracion 250, 125, 50 ug'ml™ (Figura 16). Se calculd el

. ., 2 ., .y . I
coeficiente de correlacion (R”) y la ecuacidon de regresion lineal, obteniéndose un
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valor de 0,9974, lo que indica que la curva tiene un comportamiento lineal y tiene una

baja dispersion de valores. De igual manera, se realizo la curva de calibracion para la

microcistina L-R usando patrones con concentraciones de 250, 125, 62,5 ug-ml'l,

(Figura 17) obteniéndose un valor de R* de 0,9995 el cual es bastante aceptable.
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Figura 16. Curva de calibracion de la microcistina R-R usando HPLC con detector
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Figura 17. Curva de calibracion de la microcistina L-R usando HPLC con detector

UV.

De las microcistinas medidas, se detectd la presencia de las microcistinas L-R y

R-R. La microcistina R-R solamente se detectd en el extracto correspondiente a la

38



estacion 04 del dia 38 (07/02/07), con una sefial a un tiempo de retencion de 8, 36
min (Fig. 18). Este tiempo coincide con el intervalo obtenido por el patrén de
microcistina R-R. Sin embargo, la microcistina L-R se detectd en siete oportunidades.
Los extractos provenientes de la estaciones 01 y 04 del dia 129 (09/05/07)
presentaron sefiales a 3,04 y 3,04 min (Fig. 19A y B), respectivamente, de igual
manera, los extractos provenientes de la estacion 01 del dia 172 (21/06/07) presentd
una sefal a tiempo de retencion de 3,04 min (Fig. 19C) mientras que la estacion 03
para la misma fecha mostr6 una sefial a 3,52 min (Fig. 20A), asi también, los
cromatogramas resultantes de los extractos obtenidos de las estaciones 01 y 02 del dia
194 (12/07/07), presentaron varias sefiales, de las cuales las obtenidas a tiempos de
3,03 y 3,02 min (Fig. 20B y C), respectivamente, corresponden con los patrones de
microcistina L-R. Sin embargo, para el dia 243 (30/08/07), solamente se detectd la
presencia de microcistinas en la estacion 03, con una sefial a 3,03 min, caracteristico

de esta toxina (Fig. 21).

DAL A, Sig= 135 30 Rt= 00, 100 (EOEE DG D00a3.0)

Figura 18. Cromatograma de microcistina R-R extraida con acido acético al 5%.
Muestra colectada en la estacion 04 ( embalse Clavellino) el 07/02/2007.
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Figura 19. Cromatogramas de microcistina L-R extraidas con acido acético al 5%. A
y B, muestras colectadas en la estaciones 01y 04 el 09/05/2007; y C muestra
colectada en la estacion 01 el 21/06/2007 (embalse Clavellino).
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Figura 20. Cromatogramas de microcistina L-R extraidas con acido acético al 5%. A,
muestra colectada en la estacion 03 el 21/06/2007; B y C, muestras colectadas en las

estaciones 01y 02 el 12/07/2007 (embalse Clavellino).
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Figura 21. Cromatograma de microcistina L-R extraida con acido acético al 5%.
Muestra colectada en la estacion 03 (embalse Clavellino) el 30/08/2007.

Tabla 7. Concentracion de las microcistinas R-R y R-L en muestras de agua del
embalse Clavellino, Edo. Sucre, usando HPLC con detector de UV.

Toxina Fecha Estacion Concentracién pg-1”
R-R 07/02/2007 04 0,140
Toxina Fecha Estacion Concentracién pg-1”
L-R 09/05/2007 01 1,808
09/05/2007 04 0,549
21/06/2007 01 0,630
21/06/2007 03 0,346
12/07/2007 01 0,880
12/07/2007 02 0,542
30/08/2007 03 0,629

Andlisis de componentes principales (ACP)

El ACP de las variables estudiadas mostré una varianza acumulada de 50,76 %
para los dos primeros componentes. En el primer componente se observa una

correlacion positiva entre la variacion de la abundancia de Anabaena sp, y la
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temperaturas ademds, una relacion inversa de la concentracion de nitrogeno total con
la variacion de la concentracion de clorofila a en el mismo componente. La
concentracion de fosfato, ubicada en el segundo componente, presento una
correlacion negativa con respecto a la concentracion de microcistina L-R y la
variacion en la abundancia de Microcistys sp. mientras que las dos ultima mostraron

una correlacion positiva entre si.

Tabla 8. Porcentajes de la variancia total explicada por los tres primeros componentes
del ACP de las variables medidas en el embalse clavellino, enero — noviembre de
2007.

Numero de Valor Variancia Porcentaje
componente
1 2,2541 32,201 32,20
2 1,29962 18,566 50,76
3 1,13178 16,168 66,93
B | PO4 | ]
-.’g - Variables
g ] Chla Clorofila a
cgz. 7 NT Nitrégeno total
S PO4 Fosfato

4 MCLR Microcistina LR

Temp Temperatura

- Acen Anaharna an

3 -1 1 3 5
Componente 1

Figura 22. Proyeccion ortogonal de algunas variables fisico-quimicas y biologicas en
el espacio definido por los dos primeros componentes del ACP en el embalse
Clavellino desde enero a noviembre de 2007.
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La variacion temporal de la transparencia no presentd un patron estacional
definido y los valores son similares a los reportados por Ferraz-Reyes y Ferndndez
(1988), quienes trabajaron el periodo de septiembre 1983- julio 1984. Sin embargo,
difieren de los informados por Ortaz et al. (1999) para los embalses La Mariposa, La
Pereza y Quebrada seca, también de los presentados por Gonzalez et al. (2004b) para
el Pao Cachinche. Estos valores pueden estar influenciados por las continuas
descargas de los rios tributarios. Este fenomeno se puede evidenciar el la estacion 04,
la cual presentd los menores valores de transparencia y es la mas proxima a la
desembocadura del rio Santa Maria, uno de los principales afluentes del embalse. El
ACP no muestra una relacion directa entre la transparencia del agua y la
concentracion de chl a, lo que indica que la misma esta influenciada por solidos en

suspension traidos por los afluentes al embalse.

Las temperaturas mostraron, de manera general, una tendencia de incremento,
registrandose las temperaturas mas bajas entre enero y marzo, para el periodo de
abril hasta julio las temperaturas se incrementaron un poco y, finalmente, los meses
siguientes del estudio el agua mostr6 las temperaturas mas altas. Este
comportamiento, segin Ferraz-Reyes y Ferndndez (1988), es consecuencia de la
estratificacion de la columna de agua, la cual ocurre durante los meses de abril a
noviembre. Luego, por efectos de los vientos, ocurre el mezclado de la columna de
agua, el cual va a durar desde diciembre hasta marzo, disminuyendo asi la
temperatura de las aguas superficiales. Estos valores fueron similares a los

informados por Cova (2003) y Gomez (2006).

Los valores de pH fueron similares a los reportados por Cova (2003) y Gémez
(2006) para el embalse Clavellino, esta caracteristica se debe, principalmente, al
carbonato de calcio disuelto proveniente de las formaciones de lutitas y calizas
presentes en la cuenca del embalse, y se confirma con la presencia de la macroalga

Chara. sp. Este género abunda en aguas con alto contenido en calcio. Cabe destacar
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que los valores de temperaturas y pH registrados son propicios para el crecimiento de

cianobacterias y con ello la produccion de sus toxinas, segun Roset y Aguayo (2001).

Los valores de oxigeno disuelto obtenidos son relativamente superiores a los
informados por Ferraz-Reyes y Fernandez (1988), para el mismo embalse. Este
incremento se debe a una mayor actividad fotosintética y los fuertes vientos. E1 ACP
muestra una relaciéon negativa con el amonio y el pH, lo cual es un indicio de los
procesos de descomposicion de materia organica en la superficie del agua. Los
valores de transparencia, pH y oxigeno disuelto se encuentran dentro de los limites
establecidos en la Gaceta Oficial de la Republica Bolivariana de Venezuela N° 5305,

Decreto N° 3219 para aguas de este tipo.

Las concentraciones de amonio resultaron ser relativamente bajas y estables,
durante todo el estudio, esto es, quizds, por la intensa utilizacién de los organismos
fitoplactonicos como fuente de nitrégeno. Esto se puede evidenciar a través de los
altos niveles de oxigeno disuelto, favoreciendo los procesos bioquimicos de
nitrificacion. Sin embargo, el dia 60, correspondiente a marzo, se observa un
considerable aumento en la concentracion, en la estacion 1, la cual se encuentra en la
orilla, por lo que se puede asumir que este comportamiento se debe a una fuente
puntual de amonio, proveniente de la descomposicion de la macroalga Chara. sp. Los
valores obtenidos son muy bajos en comparacion con los reportados por Gonzalez et
al. (2004b), para el embalse Pao Cachinche y ligeramente mayor que los reportados

por Gonzalez et al. (2004a), para el embalse Agua Fria.

Las concentraciones de nitrito resultaron ser bajas, a excepcion de los 17, 38 y
60, los cuales corresponden de enero a marzo. Estas altas concentraciones se pueden
atribuir al efecto de mezclado en la columna de agua, observado por Ferraz- Reyesy
Fernandez (1988), incorporando asi los nutrientes que se encuentran en las capas mas

profundas. También, se debe tomar el cuenta el efecto del reciclaje del amonio
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(oxidacion del amonio), ya que se detectaron altas concentraciones del mismo en las
mismas fechas. El aumento observado durante los dias 116 y 129, correspondientes a
abril y mayo, pueden ser provenientes de las aguas de escorrentias producidas por las
primeras lluvias, las cuales traen consigo gran cantidad de nutrientes depositados en
las superficies de los suelos. Los valores obtenidos resultaron ser mayores que los
reportados por Gonzalez et al. (2004a) y Gonzalez et al. (2004b) para los embalses

Agua Fria y Pao Cachinche, respectivamente.

La concentracion de nitrato resulto ser relativamente constantes, solamente dos
muestreos resultaron con valores elevados, los cuales son los dias 17 y 74,
correspondientes a enero y marzo, respectivamente. Ambos fueron detectados en la
estacion 3, lo que indica que esta zona esta influenciada por algin agente externo. De
igual manera, las concentraciones resultaron ser mas altas que las reportadas por
Gonzalez et al. (2004a), Gonzalez et al. (2004b) para los embalses Agua Fria y Pao

Cachinche, respectivamente.

El nitrogeno total detectado mostré su mayor concentracion en la estacion 1, en
la cual las muestras fueron tomadas en la orilla. Por lo tanto, pueden estar
influenciadas por las actividades antropogénicas. Los valores muy cercanos al
maximo fueron detectados en la estacion 4, la cual recibe descargas directas del rio
Santa Maria, con un alto contenido en materia organica. En cuanto al
comportamiento, en general, se pueden asociar los primeros aumentos con el periodo
de mezcla que experimenta el embalse hasta los meses de marzo y abril, segliin
Ferraz-Reyes y Fernandez (1988) y, para los meses siguientes del estudio, la
contribucion de los rios y su alto contenido de materia organica. Estos valores son
menores que los detectados por Gonzélez et al. (2004a), para el embalse Agua Fria y
Ortaz et al. (1999) para los embalses La Mariposa, La Pereza, Quebrada Seca y
Lagartijo.
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Las concentraciones de fosfatos fueron relativamente bajas y constantes, a
excepcion de los dos primeros muestreos, de los dias 17 y 38, cuando se encontraron
los valores mas altos. Esto es debido, quizas, al continuo mezclado en la columna de
agua, la cual trae consigo a las capas superiores cantidades de fosfatos atrapadas en el
fondo, las cuales son liberadas en condiciones de anoxia (Wetzel, 2001). Sin
embargo, cabe destacar que la geologia del embalse apunta hacia una respuesta sobre
las bajas concentraciones de fosfato. El embalse esta formado por lutitas y calizas que
son carbonato de calcio por lo que esta agua son ricas en calcio, esto se puede
evidenciar a través de la presencia de la macroalga Chara. sp, los iones fosfato son
atrapados rédpidamente por los iones calcio y se produce su precipitacion (Margalef,
1983). De esta manera, es controlada la cantidad fosfato libre o disponible en las
aguas. A pesar de lo anterior, estos valores resultaron ser mayores que los reportados

por Gonzalez et al. (2004a) y menores que Gonzalez et al. (2004b)

Las concentraciones de fosforo total no muestran un patréon definido. Los
niveles se van incrementando desde el inicio del estudio hasta abril, cuando los
valores bajan rapidamente y se mantienen estables, durante el resto del estudio. Estos
valores resultaron menores a los reportados por Ortaz et al. (1999) y mayores que los
encontrados por Gonzalez et al. (2004a) para el embalse Agua Fria, embalse

ultraoligotrofico, segtn el criterio de Salas y Martind (1991).

La clorofila a present6 una fuerte variacion temporal, este comportamiento
resultd ser similar al reportados por Ferraz-Reyes y Fernandez (1988), quienes
encontraron la menor concentracion de clorofila a en la misma época, atribuyendo
este comportamiento a la estabilidad de la columna de agua y al cambio en la
composicion floristica en el agua. El resto del tiempo de estudio mostrd valores
relativamente estables, a excepcion del dia 194, correspondiente al mes de julio, el
cual gener6 un aumento significativo. Este aumento, posiblemente, se debe a la

estabilidad de las aguas superficiales y a la entrada de nutrientes a través de las agua
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de escorrentia y aporte de los rios tributarios. Los valores reportados son menores que
los reportados por Gonzalez et al. (2004b) para el embalse Pao Cachinche. Sin
embargo, supera el maximo establecido por las normas venezolanas, segin Gaceta
Oficial N 5305 Decreto N 3219, que establece que para aguas de este tipo el maximo
de clorofila aes de 12 pg1™.

El analisis de componentes principales (ACP) demuestra una relacioén inversa
entre la concentracion de Clorofila a y la de fosfatos, como se ha observado en
muchos estudios. El fosfato soluble o disponible es esencial para el desarrollo del
fitoplancton, el cual es la fuente de clorofila a (Roldan, 1992). El nitrégeno total
también muestra una relacion inversa con la concentracion de clorofila a, pero en
mayor proporcion, lo que es un indicativo de la gran utilizacion de de este elemento
para el crecimiento del fitoplancton. En el embalse, aunque las concentraciones de
nitrégeno son altas, el crecimiento de las microalgas estd limitado por Ia
concentracion de fosforo, debido a que la relacion Nig/Piotal €8 mayor a 9, segun Sas

(1989).

Las concentraciones de nutrientes no superan el limite establecido por en la
Gaceta Oficia de la Republica Bolivariana de Venezuela N° 5305, Decreto N° 3219,
para aguas de este tipo. Sin embargo, la concentracion de clorofila a si, lo que sugiere
que los nutrientes que entran al embalse son atrapados rapidamente por los
organismos fitoplactonicos. Los resultados indican que la variacion de la biomasa en
el embalse no dependen solamente de la entrada de nutrientes si no de otros factores.
Ademas, la ausencia de diferencias significativas en la casi la totalidad de los

parametros estudiados indica la buena circulacion de las agua superficiales.
Los resultados obtenidos con HPLC-UV concuerdan con la presencia y

abundancia de cianobacterias determinadas en este estudio (Fig. 14). La mayor

concentracion de microcistinas L-R se obtuvo en el muestreo realizado el dia 129,
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correspondiente a mayo en la estacion 1. Las especies de cianobacterias dominantes
fueron Anabaena sp. y Microcystis sp. Estos organismos han sido sefialados por Amé
et al. (2003) como los principales productores de microcistinas en cuerpos de agua

dulce.

Los resultados obtenidos de la flora fitoplactonica, para la época de sequia y
transicion, coinciden con lo sefialado por Ferraz-Reyes y Fernandez (1988), quienes
determinaron que las cianobacterias, en particular la Microcistys aeruginosa, tienden
a predominar en desde marzo a julio. Mez et al. (1997) han establecido que los
miembros toxigénicos del género Microcystis florecen en los periodos de temperatura

calida (30 y 32 °C) y en areas tropicales.

Las microcistinas fueron detectadas tanto en los periodos de lluvia como en
transicion y sequia, encontrandose solamente la microcistina R-R durante el periodo
de sequia. Sin embargo, para los periodos de transiciéon y lluvia se registro la
presencia de la microcistina L-R, la cual es la mas comun y toxica (Carmichael,
1994). Estos resultados difieren en los reportados por Goémez (2006) quien detectd
una sola variante de microcistinas, inicamente en el periodo de transicion. Esto pudo
deberse a que durante nuestro estudio el embalse tardo unos meses mas alcanzar su
cota méaxima, permitiendo asi que las cianobacterias que se encontraron presentes
durante el periodo de transicion todavia pudieran permanecer, hasta colmatado la
capacidad del mismo, y el agua comenzara a fluir, lo cual impediria el crecimiento y

floracion de las cianobacterias.

La toxicidad de los extractos en los nauplios de A. salina coincidié con los
resultados de los andlisis de HPLC-UV. Sin embargo, solamente cuatro de los
extractos que presentaron mortandad resultaron ser toxicos, segun el criterio de
Meyer (1982). El extracto que mayor toxicidad present6 fue el obtenido en la estacion

1 del dia 129 correspondiente al 09/05/07, el cual resultd contener la concentracion
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mas elevada de microcistina L-R.

La concentracion de microcistina R-R resulto ser bastante baja 0,140 pg-1™". Sin
embargo, las concentraciones de la microcistina L-R encontradas si fueron altas, de
acuerdo con el valor (1 pg1™") limite establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS; Chorus y Mur, 1999) como seguro para consumo humano. Si embargo

estas concentraciones resultaron ser mas bajas que las reportadas por Gémez (2006).
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CONCLUSIONES

La temperatura, el pH y las condiciones climaticas, durante los periodos sequia

y transicion, son propicios para el crecimiento de las cianobacterias.

La presencia de microcistinas en las épocas de sequia, transicion y lluvia no
solamente estd supeditada a la concentracién de nutrientes, si no a otros factores

ambientales como las estaciones.

A pesar que los valores de pH, transparencia, oxigeno disuelto, nitrito y nitrato
cumplen con los limites establecidos por el Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente (MPPA) para cuerpos de agua de este tipo, se detectd la presencia de dos
variantes de las microcistinas R-R y L-R de las cuales, la ultima supero6 el limite

establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.).
La ausencia de diferencias espaciales significativas de casi todos los

parametros medidos es un indicativo del buen mezclado de las aguas superficiales en

el embalse.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, es necesario sugerir lo siguiente:

Implementar un programa de monitoreo, a través de la creacion de un equipo
multidisciplinario que incluya la deteccion y cuantificacion de cianobacterias, ademas
de un estudio profundo de los factores locales activadores del crecimiento de estos
organismos. La eliminacion de la actividad ganadera en las orillas del embalse, evitar
el uso de alguicidas ante la presencia de floraciones algales y concientizar a las
poblaciones aledafas a los principales rios tributarios del embalse a fin de evitar la

contaminacion de los mismos.
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Apéndice A
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Figura A1. Patron de microcistina L-R a una concentracion de 125 pg-ml.
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Figura A2. Patron de microcistina L-R a una concentracion de 62,5 pg-ml.
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Apéndice B
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Figura B1. Patrén de microcistina R-R a una concentracion de 125 ug-ml.
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Figura B2. Patron de microcistina R-R a una concentracion de 25 pg-ml.
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Apéndice C
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Figura C1.Blanco de acido acético al 5%
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Apéndice D

Tabla D.1 Areas obtenidas para los patrones de microcistina L-R y R-R a distintas

concentraciones.
Patron Concentracion (ng'ml™)  Area
250,0 4186,3
125,0 2066,1
Microcistina L-R 62,5 9579
250,0 7297,7
Microcistina R-R 125,0 3300
50 1300

Tabla D.2 Areas obtenidas en las muestras de agua en las distintas estaciones

muestreadas del embalse clavellino.

Fecha Estacion Area
07/02/2007 04 10,6
09/05/2007 01 147.,4
04 30,2
21/06/2007 01 12,6
03 11,3
12/07/2007 02 61,8
03 29,5
30/08/2007 03 37,6
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