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Cianoalerta: estrategia para predecir el desarrollo de cianobacterias téxicas en embalses. La eutrofizacién de los pantanos
destinados al abastecimiento de agua de consumo humano supone un deterioro de la calidad de la misma, e incluso puede afectar a la salud
de los consumidores. Este es el caso de la presencia de la hepatotoxina microcistina, producida fundamentalmente por la cianobacteria
Microcystis aeruginosa. A través de los proyectos Cianoalerta hemos desarrollado métodos para la pronta deteccién de blooms especificos
de cianobacterias, necesarios para llevar a cabo un adecuado tratamiento del agua, evitando el suministro de un producto de baja calidad a
los consumidores. El andlisis de la evolucién estacional de cianopigmentos, y su correlacién con la abundancia y dinamica de las poblaciones
de microorganismos fotosintéticos ha permitido concluir que la evolucién estacional de zeaxantina y beta-caroteno presenta una dinamica
muy similar a la evolucién observada de las poblaciones de las cianobacterias Oscillatoria spp, Anabaena spp. y formas cocoides de
cianobacterias, y diferente a la evolucion de Microcystis spp. De acuerdo con nuestros resultados, estos fotopigmentos podrian emplearse
como indicadores de la proliferacion de estas poblaciones.

Palabras clave: cianotoxinas, microcistina, bloom, carotenoides, zeaxantina

Cianoalerta: a strategy to predict the development of toxic cyanobacterial blooms in water reservoirs. Eutrofization of
reservoirs supplying drinking water deteriorates water quality, and may affect consumer’s health. This is the case of the hepatotoxin
microcystin, which is produced by the cyanobacteria Microcystis aeruginosa. Within the framework of Cianoalerta projects we have
developed methods for the prompt detection of specific cyanobacteria blooms, a crucial step towards efficient water treatment, thus
improving the quality of the product supplied. Seasonal changes in zeaxanthin and beta-carotene paralleled those shown by the
cyanobacteria Oscillatoria spp, Anabaena and cocoid forms of cyanobacteria, but were different from those shown by Microcystis.
According to our results, these photopigments can be used as indicators of the dynamics of these cyanobacterial populations.
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Introduccién

Las cianobacterias comprenden un grupo de microorganismos presentes en ecosistemas terrestres, de agua dulce y salada,
fundamentales como productores primarios. Constituyen aproximadamente 150 géneros que engloban a 2000 especies. La
mayoria presentan un metabolismo fotoautotréfico y aerdbico. Su ciclo vital solo requiere agua, CO,, sustancias inorganicas y

luz, lo que les permite crecer en medios muy simples. Las especies capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico contribuyen a la
fertilizacion del suelo y agua (Rai, 1990). Otras son importantes desde el punto de vista econdémico, al ser fuentes de
compuestos de interés como carotenoides y antibidticos (Falch et al., 1995). Finalmente, algunas especies se utilizan en
alimentacion por su alto contenido en proteinas, vitaminas y otros factores de crecimiento, como es el caso de Spirulina
(Borowitzka et al., 1988).

Sin embargo, las cianobacterias pueden provocar importantes problemas ambientales, con posibles implicaciones en la salud
humana. Asi, en aguas eutrofizadas o ricas en nutrientes, nitrégeno y especialmente fésforo, y cuando la intensidad de luz es
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alta, pueden multiplicarse de forma profusa, originando desarrollos explosivos, floraciones o blooms. Las cianobacterias
presentan gran capacidad para obtener nitrégeno y fésforo del medio (algunas especies pueden utilizar el nitrdgeno gaseoso
disuelto en el agua). Ademas, las cianobacterias muestran una gran capacidad de almacenamiento de P, elemeno limitante
de la produccion en sistemas acuatico continentales (‘estrategia de consumo de lujo’). En algunos casos el P almacenado
les permite llevar a cabo de 2 a 4 divisiones celulares (Scheurs, 1992). Por todo ello, son enormemente competitivas en estos
ambientes.

La eutrofizacion representa un problema ambiental reconocido desde la mitad del siglo XX (Rohde, 1969). Puede provocar el
deterioro del medio acuatico, agotando el oxigeno disuelto, provocando mortalidad de peces y otros organismos, facilitando la
liberacién de sustancias téxicas previamente fijadas en los sedimentos, y contaminando el agua para consumo humano. Este
proceso puede producirse de forma natural e irreversible; pero lo mas frecuente es que su origen sea antrépico, bien por
descargas de aguas residuales, bien por el lixiviado de fertilizantes procedentes de explotaciones agricolas. En este caso, la
tasa es incomparablemente mas rapida, y el proceso puede llegar a ser reversible si se eliminan las condiciones que lo
propiciaron.

Un aumento en la concentracién de nutrientes, junto a factores coadyuvantes como elevadas temperatura e intensidad de luz,
entre otros, pueden originar un desarrollo explosivo de cianobacterias. La temperatura 6ptima para el desarrollo de estos
blooms es de, aproximadamente, 25°C, lo que permite que en climas templados se den con mayor frecuencia a finales de
primavera, verano y principios del otofio (Robarts et al., 1987). Por otro lado, la capacidad de adaptacion que tienen las
cianobacterias para crecer a intensidades de luz bajas y altas favorece la aparicion de carotenoides, fitopigmentos de caracter
fotoprotector. Ademas de la estabilidad de las poblaciones, otro de los factores que incidiran sobre la formaciéon de blooms,
es la capacidad que poseen las cianobacterias para formar vesiculas de gas, (tiles para situarse a distintas alturas en la
columna de agua, asegurandose unas condiciones 6ptimas de crecimiento (Walsby, 1987).

El bloom de especies capaces de producir toxinas en aguas destinadas al consumo 0 uso recreativo, puede generar graves
problemas para la salud. Como se observa en la Tabla 1, existen cianotoxinas de actividad neurotéxica, hepatotéxica o
téxica G-I, producidas por diversidad de géneros, muchos de los cuales estan presentes en los blooms de nuestros
embalses. De todas ellas, las mas importantes son las microcistinas, producidas fundamentalmente por especies de
Microcystis, especialmente Microcystis aeruginosa, y de la cual se conocen mas de 50 variantes.

Tabla 1. Principales toxinas producidas por cianobacterias.

Toxina Actividad Géneros Estructura N° Variantes
Anabaena,
Anatoxina-a Neurotoxina Aphanizomenon, Alcaloide 1
Oscillatoria, Microcystis
TOXInaS.PSP Neurotoxina Aphanizomenon, Alcaloide Al menos 8
(Saxitoxinas) Anabaena
Nodularina Hepatotoxina Nodularia Pent,a peptldo 6
ciclico
Microcistinas Hepatotoxina M|crocyst|_s, An:_albaena, Heptlapepndo Més de 50
Oscillatoria ciclico
Cilindrospermin Hepatotoxina Cylindrospermopsis A::Cii:%ge 1
LPS Toxicidad G-I Muchos géneros Lipopolisacérido Al menos 3

Fuente: OMS (1993). Guidelines for drinking-water quality.

La OMS ha establecido unos niveles de vigilancia y alerta para la presencia de cianobacterias en aguas de consumo, y
niveles guia en aguas de bafio (Fig. 1). En aguas de consumo, la Alerta de Nivel 1 se alcanza con 2000 cél/ml 6 1 ug/l de
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clorofila a; en este caso se tendra que establecer un programa de monitorizacion de la biomasa de cianobacterias y andlisis
de toxinas. La Alerta de Nivel 2 se alcanza cuando ya la captacion esta eutrofizada y con toda seguridad se da una presencia
confirmada de cianotoxinas, lo que requerira unos tratamientos efectivos en las estaciones de tratamiento. En este caso no
se deberan usar algicidas, pues se produciria la destruccion de las cianobacterias y la consiguiente liberacion de toxinas,
debiendo usarse procedimientos como la filtracion por carbén activo y sistemas combinados de coagulacion-floculacién. La
OMS establecié que el valor maximo de Microcistina-LR en aguas susceptibles de ser transformadas en agua potable sea de
1,0 ug/l, y es este valor el que aparece en el Real Decreto 140/2003, actual legislacién vigente en nuestro pais sobre aguas
potables de consumo publico, que indica, ademas, que este parametro analitico debera determinarse cuando se sospeche de
eutrofizacién en la captacion a la salida de la estacion de tratamiento o en el depoésito de cabecera.

Por la importancia de la presencia de cianobacterias en aguas destinadas al uso humano, y la necesidad de desarrollar
indicadores rapidos y fiables que permitan la adopcion eiciente demedidas de control, hemos llevado a cabo un estudio de las
variaciones en los fotopigmentos en aguas de embalses del Algarve (Portugal) y Huelva (Espafia) y de su relacion con la
presencia de diversas cianobacterias representativas.

Biomasa de Cianobacterias

Aguas de Consumo Aguas de Bafio
(Célfml) (ug/ Cl 8)
Vigilancia 200 0.1
Alerta Nivel 1 2.000 1.0
20.000 10 Nivel Guia 1
Alerta Nivel 2 100.000 50 Nivel Guia 2

Figura 1. Niveles de vigilancia y alerta para la presencia de
cianobacterias en aguas de consumo y niveles guia en aguas de
bafio. Fuente: OMS (1993). Guidelines for drinking-water quality.

Metodologia

Se desarroll6 y optimizé la metodologia necesaria para la determinacion cualitativa y cuantitativa de fotopigmentos presentes
en el material biolégico de las muestras de agua de los embalses y canalizaciones, fundamentalmente clorofilas y
carotenoides. El andlisis de los resultados obtenidos, y su correlacion con el contenido en biomasa y abundancia de las
distintas poblaciones de cianobacterias fotosintéticas permitird establecer un método de bioindicaciéon que pueda estimar de
forma indirecta y precisa la presencia de dichas poblaciones.

Filtracion y pretratamiento de muestras

Las muestras de agua fueron filtradas a través de membranas de 0,45 um con objeto de retener el material bioldégico. Los
filtros de membrana se dejaron en presencia de metanol, utilizado como extractante, durante toda la noche y en oscuridad.
Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm vy se filtraron a través de filtros Millex®-HV de 0,22 pm, quedando
dispuestas para el posterior analisis cromatografico.

Determinacion de clorofilas y carotenoides

Las clorofilas a, b, total y carotenoides totales también se cuantificaron siguiendo el procedimiento descrito por Wellburn
(1994). Los carotenoides especificos zeaxantina y B-caroteno se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), segun modificacion del método descrito por Young et al. (1997), que se detalla a continuacion. Los anélisis se
realizaron en un cromatografo HPLC Merck-Hitachi L-7100, provisto de un detector UV-Visible de la misma casa comercial,
modelo L-7420. La columna usada fue una LichroCart® RP18 (5 um), tamafio 250 x 4 mm. Las fases méviles utilizadas en la
separacion fueron una mezcla de acetonitrilo-agua 9:1 (A) y acetato de etilo puro (B). La columna fue previamente equilibrada
con la fase A. El volumen de inyeccion fue de 20 pl. Los carotenoides se eluyeron de la columna a un flujo de 1 ml/min de
acuerdo con el siguiente programa: 0’, 100 % A; 0’-10’ gradiente lineal hasta 50 % A; 10’-15’, gradiente lineal hasta 40 % A,
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15-20’, gradiente lineal hasta 35 % A; 20’-25’, gradiente lineal hasta 24 % A; 32’, 100 % A. La longitud de onda para la
deteccién de los carotenoides se ajusté a 450 nm. Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC, pertenecientes a la

casa comercial Panreac®. Los patrones utilizados en la determinacién y cuantificacion de clorofilas y carotenoides

especificos se adquirieron a DHI® Water and Environment. En la Figura 2 se muestra un cromatrograma obtenido, en el que
se detallan los picos correspondientes a cada uno de los fotopigmentos analizados.
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Figura 2. Cromatrograma ejemplo obtenido en el que se detallan los picos
correspondientes a cada uno de los fotopigmentos identificados. 1: Luteina. 2:
Zeaxantina. 3: Clorofila b. 4: Clorofila a. 5: Beta-Caroteno.

El primer paso en el disefio de un programa de monitorizacién de la presencia de cianobacterias en abastecimientos de agua
de consumo humano ha de ser la identificacion y seleccién adecuada de las areas de estudio en las captaciones. Para ello y
una vez tenidos en cuenta factores como la estratificacion de nutrientes y temperatura, y la direccién del viento (Lindholm et
al., 1989), se seleccionaron entre dos y tres profundidades de muestreo significativas en los distintos embalses estudiados.
Estos embalses, todos préximos entre si, fueron los del Algarve portugués Beliche, Bravura, Chogca Queimada y Funcho, y los
espafioles Piedras y Chanza, situados en la provincia de Huelva. El segundo paso consistio en el estudio de los factores
asociados al crecimiento de cianobacterias, entre los que se encontraban las concentraciones de nitrégeno, fésforo y amonio,
la temperatura, la pluviosidad y la intensidad de luz. La Universidad del Algarve identifico y cuantific los niveles de las
distintas poblaciones de cianobacterias, mientras que la Universidad de Huelva estudié la evolucién cuali-cuantitativa de
fotopigmentos presentes en el agua del pantano que podrian actuar como indicadores.

El andlisis de resultados se planteé desde la base de poder encontrar correlaciones entre los diferentes fotopigmentos, para
cada embalse y profundidad, y los perfiles de las poblaciones de cianobacterias. Ping Li et al. (2002) ya hicieron una
aproximacién al analizar los pigmentos del fitoplancton marino por HPLC y aplicarlo a la investigacion de comunidades de
algas. La existencia de tales correlaciones permitiria proponer la determinaciéon de algunos fotopigmentos como herramienta
para predecir la aparicién de blooms de cianobacterias.

Resultados y discusién

Como ejemplo de los resultados obtenidos en los pantanos estudiados, en las Figuras 3, 4 y 5 se muestran los resultados
para el pantano Choca Queimada, correspondientes al periodo comprendido entre Julio de 2003 y Diciembre de 2004 (desde
Marzo de 2004 para el B-Caroteno), y para el que se establecieron dos puntos de muestreo (superficie y fondo).
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Figura 3. Resultados de los parametros clorofila total, carotenoides totales, zeaxantina y B-caroteno
correspondientes al pantano Choga Queimada. En abscisas se recogen las fechas de muestreo.
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Los valores mas altos de clorofilas y carotenoides totales se obtuvieron en el periodo de Junio a Octubre, meses en los que la
radiacion luminica es Optima. La dinamica en la evolucién de los carotenoides totales fue muy similar a la de clorofila total.
Asi, para el pantano Cho¢a Queimada (Fig. 3) pueden observarse méximos de estas variables durante el mes de Junio de
2004 para el punto de muestreo fondo. Ello se debia a un bloom de Oscillatoria spp. En este periodo se observaron
concentraciones de nitrato bajas (datos no mostrados), en coherencia con el mayor consumo debido al crecimiento de
microalgas. Durante los meses de verano se observd, de forma general y para todos los abastecimientos, una disminucion de
la proporcion de clorofila determinada en superficie y en otras profundidades. La mayor irradiancia luminica y las temperaturas
elevadas en superficie son factores que pueden provocar fotoinhibicidn, y una ralentizacién o inhibicién del crecimiento, que
unido a la capacidad de las cianobacterias de formar vesiculas de gas para disponerse a la altura adecuada en la columna de
agua, hace que se encuentren sus poblaciones a mayores profundidades durante estos periodos. No obstante, se observé un
bloom de Microcystis spp. en el mes de enero en el pantano Bravura (punto de muestreo superficie, datos no mostrados),
cuyo desarrollo podria ser debido a condiciones climatolégicas favorables e inusuales, especialmente temperatura,
alcanzadas durante ese mes.

Se ha descrito por numerosos autores que la zeaxantina es un carotenoide implicado en el ciclo de las xantofilas, involucrado
en las reacciones de respuesta antioxidante de microalgas y sintetizado en situaciones de alta intensidad de luz PAR y UV-A
(Hieber et al., 2000). Durante los meses de verano se observé que los niveles de zeaxantina determinados en los puntos de
muestreo establecidos en las zonas medias y mas profundas de los embalses eran mayores que los determinados en
superficie. Sin embargo, en los meses anteriores al verano, en un periodo que podria abarcar desde Marzo a Mayo, la mayoria
de los pantanos presentaron niveles mas altos de zeaxantina en superficie (Funcho, Beliche, Piedras 6 Bravura), debido
probablemente a que las intensidades luminicas no eran nocivas para el crecimiento y permitian el desarrollo de las
microalgas a esa profundidad. Durante los meses de verano, las cianobacterias se vieron obligadas a migrar hacia
profundidades mayores, en busca de las condiciones 6ptimas de luz y temperatura. En la Figura 3 puede observarse que los
maximos de zeaxantina y - Caroteno para Cho¢a Queimada (punto de muestreo fondo) se produjeron en el mes de Junio,
coincidiendo con el bloom antes referido de Oscillatoria spp.

En Choca Queimada (Fig. 4 y Fig. 5; puntos de muestreo superficie y fondo, respectivamente), puede observarse que los
maximos de zeaxantina y 3-Caroteno se corresponden con los contajes maximos de cianobacterias obtenidos, tendencia
seguida en los demas pantanos. No obstante, se estima que esta correlacion puede depender de las poblaciones de
cianobacterias dominantes. En la Tabla 2 se muestran los valores obtenidos para 13 muestras tomadas en distintos
pantanos y distintos periodos, que tenian en comdn un namero de cianobacterias superior a 20.000 células/ml. Del total de
las muestras, en 4 de ellas predominaba Oscilatoria spp., en 5 Microcystis spp., en 3 formas cocoides de cianobacterias, y
en una de ellas predominaba Microcystis aeruginosa. En estas muestras se pone de manifiesto que los blooms o floraciones
de Oscillatoria eran los que presentaban las mayores razones zeaxantina/n® células y p-Caroteno/n°® células, generalmente
bastante superiores a las obtenidas para Microcystis.
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Figura 4. Perfiles zeaxantina-cianobacterias y S-caroteno-cianobacterias correspondientes al
pantano Chog¢a Queimada, profundidad superficie. En abcisas se recogen las fechas de
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Figura 5. Perfiles zeaxantina-cianobacterias y (-caroteno-cianobacterias correspondientes al
pantano Chogca Queimada, profundidad fondo. En abcisas se recogen las fechas de muestreo.
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Tabla 2. Relaciones entre fotopigmentos y poblaciones dominantes encontrados en las floraciones (desarrollos
explosivos) detectados.

Rat. B-
Punto de Cianobacterias Especie Esp_ecie Rat. Zx/Sp. caart/Sr;.
Muestreo Fecha (Cél/ml) Dominante D?Cr:gllmrl\)te Dom6. Dom.
(x 10°) (x 106)
Bravura superficie | 05/08/2003 45611 Microcystis spp. 41535 0,120 n.d.
Bravura medio 05/08/2003 64957 Microcystis spp. 55802 0,233 n.d.
Bravura superficie | 02/09/2003 54380 Microcystis spp. 45889 1,373 n.d.
Bravura medio 07/10/2003 22725 Outras (cocdides) 12930 2,629 n.d.
Bravura superficie | 14/01/2004 42038 M. aeruginosa 41511 4,770 n.d.
Bravura medio 03/03/2004 20707 Otras (cocoides) 20701 0,773 2,947
C. Queim. Superf.| 10/05/2004 88840 Microcystis spp. 83473 1,821 4,085
Beliche Superficie | 10/05/2004 23982 Otras (cocoides) 22583 0,753 11,646
C. Queim. fondo | 07/06/2004 60128 Oscillatoria spp. 59897 27,681 74,962
Beliche fondo 07/06/2004 29153 Oscillatoria spp. 25852 3,868 5,88
C. Queim. fondo | 17/06/2004 30703 Oscillatoria spp. 29579 13,489 19,372
Beliche fondo 30/06/2004 22285 Oscillatoria spp. 21119 7,576 4,877
Bravura medio 14/09/2004 30774 Microcystis spp. 24728 3,720 2,305

Conclusiones

A partir de nuestros resultados se puede concluir que los valores mas altos de clorofila total y carotenoides totales, indicativos
de una mayor biomasa, se encuentran mayoritariamente en los meses de final de primavera y finales del verano. Los valores
maximos se observaron en los puntos de muestreo medio y fondo, debido al movimiento de las cianobacterias a lo largo de la
columna de agua en busca de las condiciones bioclimaticas Optimas. La dindmica observada en la evolucion de los
carotenoides totales es muy similar a la de la clorofila, aunque en condiciones de proliferacion o dominio de Microcystis, los
valores de carotenoides obtenidos son, en proporcidon al nimero de células, menores de lo que cabria esperar respecto a
otras especies de cianobacterias como Oscillatoria 0 Anabaena.

Los perfiles de zeaxantina y B-caroteno se correlacionan con el nimero de células y la dinamica de las poblaciones de
cianobacterias, por lo que su uso podria ser interesante como bioindicadores. No obstante, y segln lo observado, también se
concluye que las especies de Microcystis tendrian una menor capacidad de produccion de los carotenoides sefialados que
otras especies de cianobacterias, por lo que se considera que la zeaxantina y 3-caroteno se podrian utilizar como indicadores
mucho mas especificos de desarrollos explosivos o0 blooms de especies como Oscillatoria, Anabaena o formas cocoides de

cianobacterias, que de Microcystis.

Lineas futuras de investigacion

Dentro del proyecto CIANOALERTA Il se seguird profundizando en el estudio de la evolucién especifica de las principales
especies de cianobacterias productoras de blooms (Microcystis, Anabaena u Oscillatoria), y su relacién con los niveles de los
pigmentos zeaxantina y B-caroteno, con el objeto de obtener mayor informacion respecto al perfil de produccion de pigmentos
de estas microalgas en ambientes naturales. Por otro lado y junto a la determinacién del contenido de proteinas en las
muestras problema, se procedera a la deteccion, determinacion y estudio de los principales productos de degradacion de la
clorofila (feofitinas) con el objeto de obtener una idea aproximada del grado de viabilidad en el que se encontraban las células
de microalgas. Este hecho presentaria gran importancia en las floraciones de Microcystis aeruginosa, pues la liberacion de la
toxina ocurre cuando la cianobacteria muere y se produce la liberacién del contenido celular al agua.

Agradecimientos

Los autores quieren mostrar su agradecimiento al Fondo Europeo de Desarrollo Regional y a la Direccion General de Fondos
Comunitarios y Financiacion Territorial del Ministerio de Hacienda, asi como a todas las entidades implicadas en el proyecto
junto a las Universidades de Huelva y del Algarve. Estas entidades son: Aguas do Algarve, CCDR y GIAHSA (Gestion Integral
de Aguas de Huelva, S.A)). Los datos incluidos en este articulo corresponden al periodo del proyecto CIANOALERTA | (Julio

44 «



Ecosistemas 17 (1). Enero 2008.
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www.cianoalerta.org.
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