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RESUMEN

En Chile se ha detectado la presencia de algunos
géneros de cianobacterias que pueden producir potentes
hepatotoxinas y neurotoxinas, las que pueden ser letales
para humanos y animales. En el presente trabajo se
determind la presencia de dos géneros de cianobacterias
no toxicos: Chroococcus y Spirulina; y cuatro géneros
de cianobacterias productores de toxina, Anabaena,
Anabaenopsis, Microcystis y Oscillatoria en tres
diferentes cuerpos de agua de la VV Regién: Lago Pefiuelas
(Valparaiso), Tranque Recreo (Villa Alemana) y Embalse
Los Aromos (Limache). Ademas se detect6 la presencia
de hepatotoxinas por MALDI-TOF MS encontrandose
microcistina-RR, -LA, -YR y nodularina en Embalse Los
Aromos, microcistina-LA en Tranque Recreo y microcis-
tina-RR y LA en Lago Pefiuelas. Adicionalmente en
algunas de las muestras se detecto la presencia de
péptidos no tdxicos, que presentan actividad biologica
tales como aeruginosinas, cianopeptolinas y
microgininas. Como estos cuerpos de agua dulce son
utilizados para abastecimiento publico y para la
recreacion, es importante disefiar planes de tratamiento
y monitoreo para detectar y evitar los riesgos a la salud
humana y animal provocado por estos microorganismos.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos
procariotas, fotosintéticos de amplia distribucién, que
pueden encontrarse en gran variedad de ambientes, ya sea
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ABSTRACT

In Chile the presence of some genera of cyano-
bacteria that may cause potent hepatoxins and neurotoxis
has been detected, which may become lethal for man and
animal. In this paper the occurrence of two non toxic
genera of cyanobacteria: Chroococcus and Spirulina was
established along with four genera of toxin-producing
cyanobacteria, Anabaena, Anabaenopsis, Microcystis and
Oscillatoria in three different masses of water from the V
Region: Lago Pefiuelas (Valparaiso), Tranque Recreo
(Villa Alemana) and Embalse Los Aromos (Limache).
Likewise the presence of hepatoxins by MALDI-TOF MS
was detected which resulted in the occurrence of
microcystina-RR, _LA, -YR and nodularina in Embalse
Los Aromos, microcystina —LA in Tranque Recreo and
microcystina -RR and LA in Lago Pefiuelas. Moreover,
the presence of non toxic peptides developing biological
activities such as aeruginosinas, cianopeptolins and
microgininines was detected. Considering that these
freshwater bodies are intended for public supply and
recreational purposes, it is of utmost importance to design
treatment and supervising plans in order to detect and
prevent risks for human and animal health caused by these
microorganisms.

acudticos o terrestres, 0 como simbiontes de plantas y
hongos (Metcalf & Codd, 2004). En cuerpos de agua dulce,
dependiendo de las condiciones de temperatura, luz y
concentracién de nutrientes (principalmente N y P), estos
microorganismos son capaces de proliferar rapidamente
formando lo que se conoce como florecimiento o «bloom»
(Bartram et al., 1999). La eutrofizacidn de los cuerpos de
agua ha llevado en los Gltimos afios a un aumento en la
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aparicion de floraciones, las cuales se han reportado en
Asia, América, Africa, Australia, Antartica y Europa,
estimandose que la mitad de ellas son téxicas (Neumann
et al., 2000).

Las principales toxinas de las cianobacterias
corresponden a neurotoxinas y hepatotoxinas. Las
neurotoxinas actdan inhibiendo la transmision del impulso
nervioso; a través del bloqueo de los canales de sodio,
uniéndose a los receptores de la acetilcolina, o impidiendo
la degradacion de la acetilcolina. Son producidas
principalmente por los géneros Anabaena, Microcystis,
Oscillatoria, Aphanizomenon y Lyngbya (Carmichael,
1994; Roset, 2001).

Las hepatotoxinas son producidas principalmente
por los géneros Anabaena, Nostoc, Oscillatoria,
Anabaenopsis, Nodularia, Cilindrospermopsis y
Microcystis, y son las méas frecuentemente encontradas en
los cuerpos de agua dulce (Paerl,1996; Campos et al.,
1999). Estas cianotoxinas se unen a las proteinas fosfatasas
1y 2 Ade los hepatocitos, lo que provoca un colapso en
la estructura del citoesqueleto, produciendo hemorragias
internas (Carmichael, 1994).

El caso més grave de intoxicacion humana,
ocurrié en la ciudad de Caruaru, Brasil, el afio 1994, donde
50 pacientes murieron después de un tratamiento de
hemodialisis de rutina con agua contaminada con toxinas
de los géneros Microcystis y Cilindrospermopsis
(Carmichel et al., 2001; Jochimsen et al., 2004).

Ademas de la toxicidad aguda de las hepatotoxi-
nas, diversos estudios han demostrado que el consumo de
pequefias dosis de microcistina-LR puede promover el
desarrollo de carcinoma al higado (Ueno et al., 1996).

En Chile se ha detectado la presencia de cianobac-
terias que son capaces de producir toxinas en las regiones
I, V, VI, VIII, IX, X yen laregién Metropolitana, ademas
se ha podido detectar la presencia de las hepatotoxinas:
microcistina-RR, -LR, -FR e -YR en la VIII Regién, y la
presencia de microcistina-RR en la V Regién (Campos et
al., 2005; Neumann et al., 2000; Campos et al., 1999,
\era, 2005).

En el presente estudio se determiné la presencia
de cianobacterias y hepatotoxinas presentes en tres cuerpos
de agua dulce de la V Regién, Chile: Lago Pefiuelas,
ubicado en la Ciudad de Valparaiso y el Embalse los
Aromos, ubicado en la ciudad de Limache que son
empleados tanto como fuente de agua de abastecimiento
como recreacional; y el Tranque Recreo, ubicado en la
ciudad de Villa Alemana, que es utilizado s6lo para uso
recreacional.

Las muestras colectadas en cada cuerpo de agua
desde Marzo del 2005 a Enero del 2006, fueron analizados
por espectrometria de masas (MALDI-TOF), para
determinar la presencia de hepatotoxinas.
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MATERIALES Y METODOS

Lugares de estudio: Los tres cuerpos de agua dulce
seleccionados para el muestreo corresponden a lugares
con importancia para la comunidad debido a que son
utilizados para diferentes propésitos: Lago Pefiuelas,
ubicado en Valparaiso y Tranque Los Aromos, ubicado en
Limache, son empleados como fuente agua tanto para
abastecimiento publico como recreacional; Tranque
Recreo, ubicado en Villa Alemana, presenta sélo uso
recreacional. Cada cuerpo de agua fue muestreado
mensualmente durante un periodo de 11 meses, siendo el
1° muestreo realizado en el mes de Marzo 2005 y el Gltimo
en el mes de Enero del 2006.

Recoleccién de muestras: En cada cuerpo de agua
se realizé un muestreo de superficie con una red
planctonica con tamafio de poro de 55im (Hydro-Bios,
Kiel-Holtenau). Cada muestra de agua fue concentrada
en botellas de borosilicato estériles de 250mL y
transportadas en cajas refrigeradas con hielo a temperatura
controlada.

Determinacion de parametros abioticos: En cada
cuerpo de agua se realiz6 la medicion de temperatura y
conductividad utilizando un coductimetro YSI modelo 33
portatil.

Identificacion taxondmica: Cada muestra fue
analizada utilizando un microscopio de luz (Zeiss Standard
25) a través de un montaje humedo. La identificacion a
nivel de género fue realizada de acuerdo a Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, edicion 2001.

Deteccion de cianotoxinas: Las muestras fueron
filtradas con la misma malla de muestreo con el propésito
de extraer el agua. Los concentrados fueron puestos en
tubos eppendorf y refrigerados a — 20°C, para su posterior
liofilizacion con un liofilizador Lyovac GT2. Las muestras
liofilizadas fueron analizadas por espectrometria de masas
MALDI-TOF MS.

RESULTADOS

La temperatura y conductividad presentaron una
variacion estacional, registrandose los valores mas altos
en los periodos de primavera-verano, sin embargo, estas
variaciones no presentaron mayor importancia para la
formacidn de florecimientos, ya que éstos fueron
encontrados durante todo el periodo de muestreo.

Morfoldgicamente se identificaron géneros de
cianobacterias en todos los cuerpos de agua seleccionados.
En las muestras de Lago Pefiuelas se identificaron tres
géneros productores de toxinas: Anabaena, Microcystis
(Fig. 1-e) y Oscillatoria, y un género no productor de
toxinas el cual correspondié a Chroococcus. En las
muestras del Tranque Los Aromos se identificaron cuatro
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géneros productores de toxinas: Anabaena (Fig 1-e),
Anabaenopsis, Microcystis y Oscillatoria, y un género no
productor de toxinas: Spirulina. Por Gltimo en las muestras
del Tranque Recreo, se identificaron tres géneros
productores de toxina los cuales correspondieron a
Anabaena, Microcystis y Oscillatoria (Fig 1-f) y un género
no productor de toxinas (Spirulina).

También se detectaron florecimientos de
cianobacterias en los tres cuerpos de agua. En el Lago
Pefiuelas (Fig.1-a) se detect6 florecimientos de Microcystis
en Diciembre de 2005 y Enero de 2006. En Embalse Los
Aromos (Fig. 1-b) se detecté un florecimiento de
Microcystis en el mes de Junio de 2005. Finalmente en el
Tranque Recreo (Fig. 1-c) se detectaron florecimientos
de Oscillatoria, en Marzo, Mayo, Agosto, Septiembre y
Noviembre del afio 2005; y de Anabaena en Enero del
2006.

Por Gltimo en los meses de Octubre y Diciembre
del afio 2005 se detectaron dos florecimientos dominados
por ambos géneros, Anabaena y Oscillatoria (Tabla 1).

Por espectrometria de masas MALDI-TOF, se
determind cualitativamente la presencia de: microcistina
-LA, -LR, -RR, -YR y nodularina (Tabla 2), ademés de la
presencia de péptidos no toxicos (Tabla 3).

DISCUSION

En el presente trabajo se pudo confirmar que los
cuerpos de agua dulce de laV Regidn en estudio contienen
géneros de cianobacterias que pueden producir péptidos

téxicos y/o no téxicos, y ademas se detect6 en todos ellos
la presencia de hepatotoxinas. En Tranque Recreo y Lago
Pefiuelas se detectd la presencia de microcistina-LA en
una muestra de Mayo del afio 2005 y la presencia de
microcistina-RR y -LA en Julio del afio 2005 respecti-
vamente (Tabla 2). En ambos casos el género productor
de cianotoxinas que se observd en la muestra fue
Oscillatoria, sin embargo, a diferencia de la muestra del
Tranque Recreo, a la cual se le puede adjudicar la
produccién de la toxina Gnicamente a este género debido
a la presencia de un florecimiento, la muestra del Lago
Pefiuelas, en esta fecha, presentaba una gran diversidad
de microalgas con bajas densidades, por lo que la
existencia de otro género productor de toxinas podria estar
presente.

Vera (2005), realizé un estudio en cuerpos de
agua de la V regién donde identificé la presencia de los
géneros Microcystis y Anabaena conjuntamente con
microcistina-RR en una muestra del Lago Pefiuelas, sin
embargo, no detectd cianotoxinas en muestras que
contenian Oscillatoria, como ocurrio en este estudio. Esto
puede deberse en primer lugar, a que en un mismo género
puede encontrarse cepas tdxicas como no toxicas (Vezie
etal., 1998) y que la presencia de una u otra puede variar
en el tiempo dependiendo de las condiciones de cada
cuerpo de agua (Vezie et al., 2002); y en segundo lugar
puede que simplemente la densidad de Oscillatoria haya
sido mayor durante el periodo de estudio de este trabajo,
lo que permitié detectar las cianotoxinas con mayor
facilidad.

Tabla 1: Géneros de cianobacterias encontrados durante el periodo de muestreo. X: presencia /f: florecimiento

Géneros Eses

Mar | Ab [May|Jun|Jul[Ag] s o] N[ D | E
Lago Pefiuelas
Anabaena X
Chroococcus X
Microcystis X X xf | xf
Oscillatoria X X
Embalse Los Aromos
Anabaena X X
Anabaenopsis X X
Microcystis X X X f X X X X
Oscillatoria X X X X X X
Spirulina X
Tranque Recreo
Anabaena X X x f X f X f
Microcystis X
Oscillatoria x f xf xf | xf | xf | xf X f X
Spirulina X X
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Tabla 2: Cianotoxinas presentes en las muestras

Tabla 3: Péptidos no téxicos presentes en la muestra

Lugares de | Cianobacterias Cianotoxinas
muestreo presentes presentes
Anabaena, . -
Embalse | Anabaenopsis, II\?/Illqcr\c;gstma-LR,
Los Microcystis, Noaularina
Aromos Oscillatoria,
Spirulina
Tranque Oscillatoria Microcistina-LA
Recreo
Lago Chroococcus, . .
Pefiuelas | Oscillatoria Microcistina-RR, LA

e

Lugar de | Cianobacterias Cianotoxinas
muestreo presentes presentes
Anabaena, . .
Embalse Anabaenopsis, m:g:gcm?n?:éff ’o
Los Microcystis, Fr3 g
Aromos Oscillatoria,
Spirulina
Tranaue Aeruginosina,
q Oscillatoria Cianopeptolina,
Recreo -
Anabaenopeptina B
Abaenopeptina B,
Lago Chroococcus, Clgnop_eptolma,
N . - Microcina SF608,
Pefiuelas Oscillatoria - .
Cianopeptolina SS,
Aeruginosina

Florecimientos de Cianobacterias encontrados en los cuerpos de agua: a, Microcystis, Lago Pefiuelas; b,
Microcystis, Embalse Los Aromos; c, Oscillatoria, Tranque Recreo d, Microcystis sp. (2000x), Lago Pefiuelas;
e, Anabaena sp. (1300x), Embalse Los Aromos; f, Oscillatoria sp. (800 x), Tranque Recreo

En el Tranque Recreo se detectd la presencia de
florecimientos de Oscillatoria durante cuatro meses
seguidos (Tabla 1), donde la mayor concentracion de
filamentos no se encontraba en la superficie, sino mas bien
en las capas subsuperficiales. Esto coincide con estudios
que indican que este género es capaz de formar
florecimientos en las capas mas profundas de la columna
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de agua, debido a su preferencia a bajas temperaturas e
intensidades de luz, ademas de la presencia de vesiculas
de gas capaces de soportar altas presiones (Konopka,
1981; Mur et al., 1999; Bright & Walsby, 1999).

En el caso de este cuerpo de agua en particular,
esto es importante debido a que la mayoria de los bafiistas
que lo utilizan no se percatan de la alta densidad de
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cianobacterias presentes y realizan sus actividades
recreativas sin ningin reparo. A pesar de que es poco
probable una intoxicacion aguda sélo mediante la natacion,
la capacidad de las hepatotoxinas de promover la aparicién
de tumores a largo plazo, presupone igualmente un riesgo
para aquellas personas que consumen pequefias dosis de
agua involuntariamente durante el bafio (Sivonen et al.,
1999).

El Embalse Los Aromos fue el cuerpo de agua
donde se encontr6 la mayor diversidad de hepatotoxinas.
En Abril del 2005 se detecté microcistina-LR, -RR, -YR
y nodularina, esto coincide con la gran cantidad de géneros
toxicos existentes en la muestra (Anabaena, Anabaenopsis,
Microcystis y Oscillatoria), lo que impide atribuir la
produccién de estos péptidos a un género en particular
(Tabla 2), en especial en el caso de la nodularina, ya que
segun la literatura el Gnico género conocido que produce
esta toxina es Nodularia; este péptido es muy estable y
puede llegar a durar libre en el medio acuatico por mas de
nueve dias (Mazur & Plinski, 2001; Metcalf & Codd,
2004).

Los parametros abi6ticos medidos durante el
periodo de estudio, temperatura y conductividad, no
presentaron una mayor importancia para la formacion de
florecimientos, debido a que: i) se detectaron floreci-
mientos de cianobacterias tanto a temperaturas cercanas
a la minima como a la maxima registrada vy, ii) la
conductividad en cada cuerpo de agua no presento
variaciones significativas durante el periodo de muestreo.

El Lago Pefiuelas abastece de agua para consumo
a la ciudad de Valparaiso, mientras que el Embalse Los
Aromos es utilizado para abastecer a la regién en
situaciones de emergencia por déficit de agua del rio
Aconcagua.

El hecho de que en ambos cuerpos de agua se haya
detectado florecimientos de cianobacteria que producen
péptidos toxicos y no téxicos, metabolitos que son
quimicamente muy estables en el ambiente, revela el riesgo
en el cual se encuentra la poblacién que consume el agua
(Lawton & Raobertson, 1999), més aln cuando las plantas
de tratamiento no presentan un protocolo especifico para
la eliminacion de éstos péptidos en los reservorios.

En el afio 1997 la Organizacion Mundial de la
Salud estableci6 un valor provisional para Consumo Diario
Tolerable (CDT) de 1,0 g/l de microcistina-LR para aguas
de abastecimiento publico (citado en Weckesser et al.,
1999; Roset et al., 2001), por lo que en Chile, es ne-
cesario promover normativas para la calidad del agua
respecto a la presencia de cianotoxinas y planes de
monitoreo que permitan detectar y/o evitar la formacién
de florecimientos.

CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de géneros de
cianobacterias toxicas y no tdxicas en los tres cuerpos de
agua muestreados.

Se registra en este estudio la presencia de
florecimientos de Microcystis sp. en Lago Pefiuelas y en
el Embalse Los Aromos y de Anabaena y Oscillatoria
en el Tranque Recreo.

Se detecto la produccion de las hepatotoxinas
microcistina-LA 'y -RR en el Lago Pefiuelas, microcistina-
LAen Tranque Recreo y microcistina-LR, -RR, -YR y
nodularina en Embalse Los Aromos, siendo este el primer
reporte de nodularina en Chile.

Se determind, adicionalmente la produccién de
péptidos no toxicos bioldgicamente activos en los tres
cuerpos de agua dulce muestreados.
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