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Resumen

Las cianotoxinas son contaminantes cada vez mas frecuentes a nivel mundial en el agua potable
procedente de aguas superficiales, debido a que las condiciones del cambio climatico pueden
aumentar la proliferaciéon de las cianobacterias. La presencia de estas toxinas en el agua potable
puede generar diferentes problemas a la salud como: dafio hepatico y dafio a nivel neurolégico. En
Costa Rica, los analisis de cianobacterias en agua potable se realizan en casos excepcionales como
cuando ocurren intoxicaciones masivas, por lo tanto, actualmente son escasos los datos que se
tienen sobre las cianobacterias y sus toxinas: En 1994, Peinador aislé tres especies de
cianobacterias de la Planta Potabilizadora de Tres Rios, y en el afio 2006 Avendafo y Arguedas
encontraron en el agua cruda de la Planta Potabilizadora de Tres Rios concentraciones superiores

a lo establecido en la normativa.

En este estudio se analizaron los datos suministrados por el ICE (Instituto Costarricense de
Electricidad) sobre el embalse El Llano (fuente de la planta potabilizadora de Cartago) de los
parametros de temperatura, pH, fésforo total y amonio de las épocas entre 2016-2018, para
determinar si con las caracteristicas histéricas del embalse, se podrian desarrollar las cianobacterias;
ademas se empled la técnica de espectrofotometria con el kit comercial Mycrocistest® para
determinar la concentracién de microcistinas téxicas en el agua cruda y tratada de la planta
potabilizadora de Cartago. Tras el andlisis de los datos histéricos se encontr6 que, con las
caracteristicas histéricas de los parametros analizados, si era posible el crecimiento de las
cianobacterias y por ende de la produccién de toxinas. Al realizar los ensayos, no se detectaron
microcistinas (Mcs) en concentraciones iguales o superiores a 0,25 pg/L, lo que podria deberse a
algunos factores como la presencia de sedimentos en el embalse, la biodegradacion de las Mcs por
parte de los microorganismos que crecen en el embalse, el corto tiempo de retencién del embalse,
entre otros. No obstante, no se descarta en el futuro, la presencia de cianobacterias, ni de
cianotoxinas, por lo que se recomienda establecer un monitoreo de vigilancia de las densidades de
cianobacterias presentes en el agua cruda de la planta y en caso de detectar densidades

importantes, realizar una prueba de toxidad.

Palabras clave: cianobacterias, cianobacterias benténicas, cianotoxinas, microcistinas L-
R (Mc-LR), embalse El LIano, Mycrocistest®



Abstract

Cyanotoxins are an increasingly frequent pollutant worldwide in drinking water from surface waters,
as the conditions of climate change can increase the proliferation of cyanobacteria. The presence of
these toxins in drinking water can generate different health problems, such as liver damage and
neurological damage. In Costa Rica, the analysis of cyanobacteria in drinking water is carried out in
exceptional cases such as when massive intoxications occur, therefore, currently there is little data
on cyanobacteria and their toxins: In 1994, Peinador isolated three species of cyanobacteria of the
Tres Rios drinking water treatment Plant, and in 2006 Avendaiio and Arguedas found in the raw water

of the same plant concentrations higher than that established in the regulations.

In this study, the data provided by the ICE (Instituto Costarricense de Electricidad) on the EIl Llano
reservoir (source of the Cartago drinking water treatment plant) of the parameters of temperature,
pH, total phosphorus and ammonium of the periods between 2016-2018 were analyzed, to determine
if with the historical characteristics of the reservoir, cyanobacteria could be developed. In addition,
the spectrophotometric technique was used with the commercial Mycrocistest® kit to determine the
concentration of toxic microcystins in the raw and treated water of the Cartago drinking water
treatment plant. After analyzing the historical data, it was found that with the historical characteristics
of the analyzed parameters, there is the possible for the growth of cyanobacteria and therefore the
production of toxins. When performing the tests, no microcystins (Mcs) were detected in
concentrations equal to or greater than 0.25 ug / L, which could be due to some factors such as the
presence of sediments in the reservoir, the biodegradation of the Mcs by the microorganisms that
grow in the reservoir, the short retention time of the reservoir, among others. However, the presence
of cyanobacteria or cyanotoxins is not ruled out in the future, so it is recommended to establish
surveillance monitoring of the densities of cyanobacteria present in the raw water of the plant and in

case of detecting significant densities, perform a toxicity test.

Key words: cyanobacterias, bentich cyanobacterias, cyanotoxins , microcystins L-R (Mc-LR), El

Llano reservoir, Mycrocistest®.
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Introduccion

El abastecimiento de agua potable con calidad para el consumo humano es fundamental
para prevenir diversos tipos de enfermedades, tanto del tracto digestivo como otras

asociadas a la ingesta de aguas contaminadas.

Entre los contaminantes del agua se puede mencionar las cianobacterias. Estas son
procariontes que comparten caracteristicas de las algas y de las bacterias. No poseen
membrana nuclear y poseen un sistema que les permite realizar fotosintesis, ademas de
producir oxigeno (American water Works association, 2015; Quesada et al., 2006; Madigan
et al, 2000). Algunas cianobacterias pueden producir unas toxinas denominadas
cianotoxinas, las cuales provocan enfermedades en humanos y afectan las caracteristicas

organolépticas del agua (Meichtry et al.,2009).

Los principales grupos de cianotoxinas de acuerdo a su composicion quimica son las
microcistinas y nodularinas que son hepatotoxicas, otro grupo importante son las
anatoxinas las cuales son neurotoxicas (Sivonen y Jones 1999). Entre los efectos
reportados por la literatura al ingerir agua contaminada con estas toxinas, se tienen
sintomas agudos como la gastroenteritis, fiebre e irritacion de la garganta y sistema
respiratorio; también se reportan efectos cronicos que incluyen la formaciéon de tumores y
la cirrosis no alcohdlica (WHO, 2015).

A través del tiempo, las normas internacionales de calidad de agua se han basado en ciertos
parametros para determinar la calidad del agua, en Costa Rica no es la excepcion. Por
ejemplo, en Costa Rica, estos parametros estan regulados en el Reglamento 38924-S
(2015) y su modificacion el 41499-S (2019).

En estos, se establecen una serie de niveles de monitoreo para controlar la calidad, por
ejemplo, el nivel 1 o basico (N1) regula la presencia de indicadores de contaminacion como
E.coli y coliformes fecales, asi como, los parametros basicos: pH, turbidez y conductividad.
El nivel 2 y 3 (N2 y N3) regula la concentracion de metales y otros compuestos quimicos.
El nivel 4 (N4) regula todos los otros parametros que no estan presentes en los niveles
previos y soOlo en casos de una situacion de emergencia, estableciéndose en este ultimo
nivel que las cianobacterias téxicas deben estar ausentes en el agua potable. Es por lo
anterior, que en Costa Rica se tienen escasos datos sobre la presencia y concentracion de

cianotoxinas en el agua potable, no obstante, Peinador (1994) logré aislar de la Planta

1



Potabilizadora de Tres Rios, tres especies de cianobacterias con potencial de producir
toxinas, ademas en un estudio realizado por Avendafio y Arguedas (2006) se encontro
concentraciones de microcistinas en el agua cruda entre (0,5 - 3,0) ppb en la Planta
potabilizadora de Tres Rios, la cual también posee como una de las fuentes el embalse el
Llano, no obstante, a la fecha no existe ningun estudio en la Planta Potabilizadora de

Cartago.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar los datos histéricos suministrados por el
ICE de pH, temperatura, amonio y fosforo total del Embalse El Llano, para determinar si
con las caracteristicas de estos parametros se podrian desarrollar las cianobacterias,
ademas de cuantificar la concentracién de cianotoxinas L-R en el agua cruda y tratada de
la planta potabilizadora de Cartago en diferentes momentos del afio 2019, para lo cual se
empled un kit comercial avalado por la EPA (Environmental Protection Agency) de la marca
Mycrocistest®, todo lo anterior con el fin de identificar si es necesario un tratamiento

adicional al realizado actualmente en la planta potabilizadora.



Revision de Literatura

Generalidades de las cianobacterias

Las cianobacterias pertenecen al dominio Bacteria, no obstante, comparten caracteristicas
estructurales y funcionales con las bacterias heterétrofas y algas, respectivamente. Estas
ultimas, organismos eucariotas (Bonilla y Aubriot, 2009). En el Cuadro 1 se presenta una

comparacion entre las algas, bacterias y cianobacterias.

Cuadro 1: Caracteristicas de las cianobacterias y su relacion con las algas-bacterias

Algas Cianobacterias Bacterias
Eucariotas Procariotas
Fotosintéticas No fotosintéticas
Unicelular y multicelular Unicelular, colonial y filamentoso
No producen toxinas Cianotoxinas Pueden producir toxinas
Ambientes acuaticos Diferentes habitats

Son los organismos fotosintetizadores aerobios mas antiguos del planeta, con
aproximadamente mas de 2700 millones de afios, fueron los organismos responsables de
crear la atmosfera oxidante mediante la liberacién de oxigeno en la fotosintesis (Bonilla y
Aubriot, 2009).

La mayoria son de vida libre, se encuentran en ambientes acuaticos de agua dulce y salada.
Tienen capacidad para establecerse en ambientes extremos, habitando sistemas
hipersalinos, aguas termales e incluso regiones en los polos (Chorus y Bartram, 1999;
Bonilla y Aubriot, 2009, Meichtry et al., 2009, Cantoral et al., 2017).

La cantidad de especies de cianobacterias no esta claramente definida, Rivera (2008)
menciona que pueden ascender a 2000 especies, sin embargo, datos mas recientes,
indican alrededor de 2698 especies identificadas y mas de 6000 por describir (Nabout et
al., 2013)

Las cianobacterias o también llamadas algas cianoficeas (algas verdes-azuladas) son
procariontes por lo que no poseen un nucleo rodeado por una membrana ni organulos
subcelulares (caracteristica de las bacterias), ademas son autétrofos oxigénicos similares

a otras algas y a las plantas. Sélo poseen una forma de clorofila, la llamada clorofila a,



ademas, todas presentan compuestos biliproteicos llamados ficobilinas que son las que dan

el color verde-azulado (Madigan et al., 2000; Quesada et al., 2006).

Las cianobacterias presentan diversidad de formas y estructuras. Existen las unicelulares
las cuales tienen formas esféricas, ovoides o cilindricas; también pueden estar en forma de
cédulas aisladas o unidas en colonias irregulares y las filamentosas, las cuales son tipicas

de un cierto nimero de cianobacterias (Giannuzzi et al.,2017). En la Figura 1 se presentan

algunas fotografias de cianobacterias y las formas que pueden presentar.

Figura 1: A) Coelosphaerium sp. (10 um); B) Leptolyngbya sp. (10 um); C) Anabaena sp.
(20 um); D) Komvophoro sp. ((20 um)

Tomado de Guarman y Gonzalez, 2016.



Floraciones de cianobacterias

El crecimiento exponencial de las cianobacterias genera un aumento de biomasa,
generandose lo que se conoce como floracion o blooms, este crecimiento puede darse en
unas horas o dias, asi mismo, puede desaparecer facilmente o permanecer por periodos
prolongados. Estas floraciones pueden ser de una o varias especies de cianobacterias y
ocurre en un periodo de tiempo corto, no obstante, pueden permanecer por meses si las

condiciones son favorables (Bonilla y Aubriot, 2009, Lepillanca et al., 2018)

Las floraciones se pueden reconocer facilmente por la coloracion del agua, no obstante,
existen floraciones incoloras debido a que las poblaciones pueden presentarse dispersas
en toda la masa de agua o concentrarse a ciertas profundidades (Aguilera y Echenique,
2011).

La aparicion de las floraciones de cianobacterias se favore por las actividades
antropogénicas como actividad ganadera, industrial, las urbanizaciones, agricultura, vertido
de aguas residuales, debido principalmente al aporte que hacen estas actividades de

nutrientes a los cuerpos de agua y favoreciendo la eutrofizacion (Lepillanca et al.,2018).

Ademas, el crecimiento exponencial se ve influenciado por factores como altas
temperaturas, alta concentracién de nutrientes (concentraciones de fésforo total mayor a
25 ug/L), pH alcalino y bajo caudal, asi como, tiempos de retencién superiores a un mes
(WHO, 2015; Meichtry et al., 2009). Tiempos de retencién inferiores a cinco dias no
permitirian la formacion de blooms o crecimientos masivos de cianobacterias planctonicas
(Chorus y Bartram, 1999; Kruk, et al., 2019). Rangel et al.,(2012) indican que en siete de
ocho embalses hidroeléctricos evaluados, el tiempo de residencia fue la variable que mejor
explicd la variacion del crecimiento del fitoplancton entre otras variables ambientales. El
aumento en el tiempo de retencién en un 45% generd que las poblaciones de Microcystis

aeruginosa fueran de uno a dos érdenes de magnitud (Romo et al., 2013).

A estas caracteristicas Aguilera y Echenique (2011) agregan la buena disponibilidad
luminica y ausencia de vientos. Sobre este ultimo punto Meichtry et al., (2009) indican que
el viento persistente, condiciones de turbulencia y aumento de caudales provocan la
destruccién rapida de la floracién formada, por lo tanto, en momentos donde se presentan

estas condiciones se espera menor concentracion de cianobacterias.



Las floraciones de cianobacterias pueden afectar el desempeno de las plantas
potabilizadoras, la presencia de células, colonias o filamentos podrian interferir en la

formacion de fléculos y generar la rapida obstruccion de los filtros (Sens et al., 2013).

Factores que influyen en el crecimiento de las cianobacterias

Temperatura

La temperatura es un factor que afecta no sélo el crecimiento de las cianobacterias sino la
acumulacion de las toxinas producidas por éstas (Sivonen y Jones (1999); Walls et al,,
2018). No obstante, actualmente existen diferencias de criterio entre diferentes autores

sobre las temperaturas y los rangos de crecimiento.

Por ejemplo, existen autores (Paerl y Huisman, 2008) y Glibert (2020) que indican que las
cianobacterias crecen mejor a elevadas temperaturas (por encima de los 25 °C), sin
embargo, otros indican que al aumentar la temperatura sobre los 20 °C, se favorece la
liberacion de las toxinas de las cianobacterias, pero no el crecimiento de las mismas, las
cuales mas bien detuvieron su crecimiento a los 30 °C (Walls et al., 2018). Por otro lado,
Davis et al., (2009) indican en su estudio que al aumentar la temperatura se favoreci6 el
crecimiento de las cepas toxicas de Microcystis sp en el 83% de los ensayos realizados,
pero no las cepas no toxicas del mismo género, lo cual podria sugerir que ante un eventual

calentamiento global debido al cambio climatico las cepas toxicas se favorecerian.

pH (potencial de hidrégeno)

El pH para el desarrollo de las cianobacterias es un factor critico, favoreciéndose el
crecimiento a pH neutro y alcalino, por el contrario, el pH acido afecta en forma negativa el
crecimiento de las mismas. Segun indican Giraldez et al., (1997) en un ensayo realizado,
las cianobacterias fueron incapaces de mantener el pH interno constante a pH 6 o menor,
indicando una acidificacion del citoplasma, al respecto Fuenmayor et al., (2009) mencionan
que por debajo de seis unidades de pH se inhiben hasta el 60% de la fotosintesis de
diversas cianobacterias, lo que se interpreta como estrés para las cianobacterias y la
producciéon mayor de toxinas. Por el contrario, Gao et al., 2014 reportan el crecimiento

denso de cianobacterias en pH de 9-10.5 en el Rio Sassafras en EEUU.



Sobre el aumento de pH, Gao et al.,, 2014 mencionan que al elevar el pH se acelera la
liberacion de nitrogeno y fosforo de los sedimentos, lo que daria soporte a los

requerimientos nutricionales de las cianobacterias.

Fésforo

El fésforo es un elemento esencial para la vida debido a que es un componente de los
acidos nucleicos que rigen la sintesis de proteinas y de la transformacién de la adenosina
fosfatasa que impulsan el transporte intracelular. El origen del fésforo en forma natural en
cuerpos de agua procede principalmente de la meteorizacion de minerales, (Reynolds,
2006) y de ahi se transporta por la cadena alimentaria; no obstante, las actividades

humanas también incorporan fésforo.

A menudo se menciona que el fosforo es el nutriente mas importante en el control de
fitoplancton en los lagos, y por ende de las cianobacterias (Shindler et al., 2016), sin
embargo, esto se reporta principalmente en estudios realizados en las regiones templadas
de Norte América y Europa (Wurtsbaugh et al.,1990), no obstante, algunos estudios indican
que en lagos y embalses tropicales, el nitrégeno limitaria en mayor medida el crecimiento
de las cianobacterias dependientes de nitrégeno en lugar del fosforo (Gonzalez y Ortaz,
1998).

Sobre el tema de si el fésforo es limitante o no en el crecimiento de cianobacterias en
cuerpos de agua, Wan et al., (2019) indican que las diferentes especies de cianobacterias
poseen distintas formas de responder a la disponibilidad de fésforo, por lo que el control de
las floraciones de cianobacterias por la reduccion de este nutriente, dependera de las
especies dominantes; por ejemplo, en el estudio de ellos, la reduccion de fésforo fue mas
efectiva en controlar las cianobacterias diazotroficas que las cianobacterias no

diazotroficas.

Los nutrientes en un lago o embalse estaran afectados por la biogeoquimica de la cuenca,
asi como, por los contaminantes antropogénicos y procesos que se desarrollan alrededor
del cuerpo de agua, por lo tanto, cada lago no estara limitado por los mismos nutrientes
(Wan et al., 2019).



La produccion de cianotoxinas por parte de las cianobacterias, tendria algun tipo de relacion
con la concentracion de fosforo, como indican Zurawell et al.,2005; la liberacion de las

microcistinas L-R se asocia a un ambiente limitado en fésforo.

Nitrégeno

El nitrégeno al igual que el fésforo también es un constituyente de los aminoacidos y por lo
tanto necesario para algunas proteinas (Reynolds, 2006). En los ecosistemas acuaticos las
formas idnicas de nitrégeno inorganico mas comunes son el amonio (NH4*), nitrito (NO2) y
nitrato (NO3z"), los cuales pueden estar en forma natural en el agua debido a la deposicion
atmosférica, escorrentia superficial y subterranea, disolucién de depdsitos geoldgicos ricos
en nitrdgeno, descomposicién de materia organica y la fijacion de nitrégeno por ciertos

procariontes (Camargo y Alonso, 2007).

Algunas cianobacterias son capaces de fijar el nitrégeno (N2) gaseoso, de esta manera las
floraciones pueden mejorar la captura de nitrégeno, fomentando su propagacion en aguas
limitadas de nitrégeno, alterando asi las proporciones de nutrientes en ecosistemas
acuaticos (O’ Neil et al.,2012).

El nitrgeno como amonio (NH4") es la forma mas reactiva del nitrégeno presente en los
ecosistemas acuaticos, y preferida por las algas y plantas para crecer. Este se adhiere al
suelo y sedimentos, pero cuando el oxigeno disuelto esta disponible, las bacterias
transforman rapidamente por medio de la oxidacion, el amonio a nitrito y de ahi a nitrato a
través del proceso llamado nitrificacion. Existen bacterias que producen amonio producto

de la descomposicion de plantas y animales (Addy et al.,2005).

Efecto de las actividades humanas sobre las cianobacterias

El aumento de la eutrofizacion de los cuerpos de agua debido a las actividades humanas,
se considera una de las principales causas del aumento de floraciones a nivel mundial
(Mrdjen et al.,2018; Glibert, 2020).

El cambio climatico también puede afectar el crecimiento de las cianobacterias debido al

calentamiento de las aguas y eventos de precipitacion. Las lluvias intensas pueden



incrementar la descarga de nutrientes hacia los cuerpos de agua, promoviendo asi la
formacion de floraciones. Por otro lado, los lugares donde mas bien se presenten
condiciones de sequia, los tiempos de retencién de cuerpos de agua aumentan por lo que

los nutrientes se concentran favoreciendo la floracién de cianobacterias (WHO, 2015).

Qin et al., (2010) indican que el cambio climatico, especialmente el calentamiento jugara un
rol en el establecimiento, duracion y severidad de los afloramientos. Por lo tanto, el manejo
a largo plazo de lagos o embalses, que sirven para el abastecimiento de agua potable a

diferentes poblaciones, debera contemplar el factor humano vy el climatico.

Toxinas de las cianobacterias: cianotoxinas

Las toxinas producidas por las cianobacterias se llaman cianotoxinas y pueden provocar
intoxicaciones agudas en personas y animales, no obstante, para este tipo de
intoxicaciones se requiere una ingesta elevada que ocurre raramente o bajo condiciones
extraordinarias. La ingesta de bajas concentraciones (subletales) en un tiempo prolongado,
puede provocar efectos téxicos en personas y animales, sin embargo, aun no ha sido
determinado el periodo de exposicion necesario y la concentracion de microcistina para que

se manifieste un cuadro patoldgico (Rivera, 2008).

Estas toxinas se pueden acumular en peces, almejas, cangrejos, entre otros, incluyendo el
ser humano. La mortandad de peces y animales provocadas por floraciones de
cianobacterias son recurrentes en varias partes del mundo (Prieto et al., 2008; Meichtry et
al., 2009; Vargas y Freer, 2004).

La estructura quimica de las cianotoxinas puede ser de tres tipos: péptidos ciclicos,

alcaloides vy lipopolisacaridos.

Efecto de las cianotoxinas sobre la salud

Existen varios estudios que demuestran el efecto de las cianotoxinas sobre la salud. Se
tiene evidencia de intoxicaciones por microcistinas en 50 pacientes con dialisis en Brasil,
ademas de la hospitalizacion de mas de 140 nifios que ingirieron agua conteniendo
Cylindrospermopsis raciborskki en Australia. También se reporta gastroenteritis después de

floraciones de cianobacterias en fuentes de agua para consumo en Norteamérica,



Suramérica y Europa (Kuiper y Falconer, 1999). En el Cuadro 2, se presenta informacion

importante, donde relaciona el tipo de estructura quimica, el érgano al que afecta y el género

de cianobacteria involucrado con el grupo de cianotoxinas. En la Figura 2 se presentan los

principales érganos y el efecto.

Cuadro 2: Informacion de las cianotoxinas y su efecto en la salud

Grupo de cianotoxinas

Organo blanco en
Efecto en la salud

Género de Cianobacterias

mamiferos
Péptidos ciclicos

Dolor abdominal Mycrocistis, Anabaena,
Microcistinas Higado Voémito Oscilatoria, Nostoc,

Diarrea Hapalosiphon, Anabaenopsis

Inflamacion del higado
Nodularinas Higado Dafio hepatico Nodularia

Dafio de rifiones

Alcaloides
Quemaduras Anabaena, Oscilatoria,

Anatoxinas-a

Anatoxinas-a(s)

Aplysiatoxinas

Cilindrospermopsinas

Lyngbyatoxina-a

Saxitoxinas

Lipopolisacaridos (LPS)

Sinapsis nerviosa )
Incoherencia

Salivacion

Sinapsis nerviosa Paralisis respiratoria

Piel
Dolor abdominal
Voémito

Higado Diarrea
Inflamacion del higado
Dafio hepatico
Dafio de rifiones

Piel, tracto

gastrointestinal
Sistema nervioso

Lipopolisacaridos
Irritante potencial,
afecta cualquier tejido

expuesto.

Adaptado de Sivonen y Jones (1999); EPA (2014).

Aphanizomenon

Anabaena

Lyngbya, Schizothrix, Oscilatoria

Cylindrospermopsis,

Aphanizomenon, Umezakia

Lyngbya

Anabaena, Aphanizomenon,

Lyngbya, Cylindrospermopsis

Todas las especies
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Zhang et al., (2015) concluyeron en su estudio una asociacion estadisticamente significativa
entre floraciones de cianobacterias y enfermedad del higado no alcohdlica en Estados

Unidos, segun datos recolectados desde 1999 hasta 2010.

Las cianotoxinas pueden ser neurotoxicas (anatoxina-a, anatoxinas, saxitoxinas) o
hepatotoxicas (microcistinas, nodularina y cilindroespermopsina) inclusive se mencionan
liposacaridos con efecto gastroenteritico e irritaciones en la piel y alergias (aplisianotoxinas
y lingbiatoxinas) (Sens et al.,2013). Las microcistinas son las hepatoxinas mas frecuentes,
afectan el higado y pueden en pocas horas o dias generar necrosis en este érgano cuando
se administra en dosis letales, en dosis bajas su efecto es cronico y acumulativo
(Carmichael, 1994).

Figura 2: Efectos de las cianotoxinas sobre la salud. Elaboracion propia a partir de
informacion consultada.
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Presencia de cianobacterias y sus toxinas en las reservas de agua dulce

En el inicio del siglo 21 son varios los estudios que evidencian la presencia de las

cianobacterias y sus toxinas en reservorios de agua para consumo de la poblacién, no

limitAndose Unicamente a reservorios de electricidad o de recreacion.

Por ejemplo, la presencia de cianobacterias en el afio 2002 en fuentes de agua en la ciudad

de Tolhuin (Tierra del fuego), generd el reemplazo del agua que abastecia a la ciudad,

también en el ano 2000 en la Bahia Blanca en Buenos Aires, Argentina, se detectaron

alteraciones organolépticas del agua (olor y sabor desagradables), producto de la liberacion

de geosmina por floracién de Dolichospermum circinale, coincidiendo con la aparicién de

problemas dérmicos y respiratorios de la poblacion (Giannuzzi et al., 2017). En el Cuadro 3

se presentan algunos de los lugares en Latinoamérica y Europa donde se han presentado

problemas por cianobacterias y sus toxinas.

Cuadro 3: Cianobacterias y cianotoxinas en diferentes embalses

Lugar reportado

Resultado de los estudios

Autor

Embalse
Paraiba, Brasil

Campina grande,

Se
nodularinas en concentraciones de hasta
0,5 uglL,
concentraciones se detectaron defectos

detectaron microcistinas y

no obstante, con estas
en el desarrollo del pez cebra; por lo que
los autores recomiendan la necesidad de
un programa de monitoreo del agua de

este embalse.

Walter et al., 2018

Se encontraron varias especies con

potencial toxicoldgico por lo que sugieren

Embalse Limon, Salta, Vidaurre et al,
_ el monitoreo permanente del embalse.
Argentina. 2018.
No se determind la concentracion de las
cianotoxinas.
Se obtuvieron concentraciones de hasta
Embalse Las Forcadas, | 1,40 ug/L de microcistina-LR disuelta,
. . s o Lago et al., 2015.
Galicia, Espana. superior a lo indicado por la Organizacion
Mundial de la Salud.
Embalse Salto Grande, | La concentracion de microcistina-LR se | Lepillanca et al.,
Uruguay detectd Unicamente en verano, con | 2018
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Lugar reportado Resultado de los estudios Autor

variaciones entre (5,5 — 96) ug/L en una
zona del embalse; en otra se encontro
entre (0 - 5,5) ug/L. Encontraron que las
poblaciones de cianobacterias toxicas
que florecen en verano son diferentes a

las que se mantienen en invierno.

En tres ocasiones se produjeron

mortandades masivas de aves y peces,

Parque Nacional de Dofia Ana, | Costas y Lopez,
. siendo la responsable de estas, la
Huelva, Espania. ) . . ) .| 2006
cianobacteria toxica Microcystis
aeruginosa.

Fuente: Elaboracion propia a partir de la lectura de varios articulos

En anos recientes, las cianobacterias sobresalen en términos de investigacion debido a las
cianotoxinas y a los problemas de salud que estas causan, ademas de que afectan las
caracteristicas organolépticas del agua (Meichtry et al., 2009). Sobre este ultimo punto, la
American Water Works Association (2015), menciona ademas que las cianobacterias

modifican en muchos casos el tratamiento del agua en las plantas potabilizadoras.

La presencia de cianobacterias en agua contribuye con sus propiedades organolépticas
afectando su color y olor, debido a la liberacién de compuestos no téxicos como son la
geosmina y el 2-metilisoborneol (Sens et al., 2013). Segun indica Meichtry et al., (2009),
estos compuestos le dan al agua un olor a tierra, moho o a un conocido insecticida

gamexane.

Las floraciones de cianobacterias se reportan como un importante problema en la calidad
del agua en muchos paises del mundo (Park y Watanabe, 1996), debido a la produccién de
hepatotoxinas y neurotoxinas que las convierten en un riesgo para la salud, tanto para

humanos como en animales.
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Microcistinas

Las microcistinas (MCs) de naturaleza peptidica e hidrosolubles son las cianotoxinas que
mayor numero de intoxicaciones registran, de alta peligrosidad tanto para humanos como
animales. La estructura quimica se presenta en la Figura 3, donde puede apreciarse que
es un heptapéptido ciclico, ademas posee un aminoacido hidrofébico caracteristico
denominado ADDA (acido 3 amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico)
responsable de las caracteristicas toxicas de la molécula. La isoforma de las microcistinas
mas estudiada es la LR (MC-LR), que se diferencia por tener una leucina en la posicion X

y una arginina en la posicion Y. (Gianuzzi et al.,2017).

: 2 PH ™
MCAR  MCRR  MCYR 8 \'I‘f; ) o
R:Arg FR:Arg  R:Arg l\._.z
Ri:lew R:éng  RiTyr o COOH

Figura 3: Estructura de la molécula de MC-LR.

Tomado de Gianuzzi et al., 2017
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Regulacion sanitaria de las microcistinas

La concentracion maxima aceptada de microcistinas para agua potable es de 1,0 ppb,
segun indica la OMS (2006). Paises como Polonia y Canada tienen normativa similar, de
1,0 ppb y 1,5 ppb respectivamente. La legislacion brasilefa indica 1,0 ppb para las
microcistinas y 3,0 ppb para las saxitoxinas, ademas de un control semanal o mensual del

numero de células/mL (Sens et al., 2013).

La evaluacion de la relacién entre las cianotoxinas y la concentracién de células es
actualmente inadecuada, debido a la falta de métodos estandares para el muestreo
ambiental, procesamiento y técnicas analiticas empleadas, lo que hace que las
comparaciones no sean confiables, por lo tanto, hasta que no se tengan mas datos se
recomienda la medicién de cianotoxinas, si las densidades celulares son superiores a 2000

células por mL (Otten y Paerl, 2015).

Remocion de cianotoxinas

Debido a que las cianotoxinas se encuentran en el interior de las cianobacterias, es
necesario que la remocién de las cianobacterias se realice sin destruir las células, con el fin
de que no haya liberacién de toxinas al agua. Las cianotoxinas son muy solubles, lo que

genera que se requieran otras técnicas de post tratamiento. (Sens et al., 2013).

La EPA (2015) indica que entre las estrategias de tratamiento para aguas con
cianobacterias y generalmente empleadas en plantas se tienen: a) la remocion de las
cianobacterias intactas, b) minimizacién de la preoxidacion del agua cruda, ¢) uso de carbon
activado, d) incremento de la post cloracién. La post cloracion, presenta el inconveniente

de que se da la formacién de sustancias toxicas como los trihalometanos.
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Cianotoxinas en Costa Rica

El monitoreo de la presencia de cianobacterias en fuentes de agua en Costa Rica no es
algo que se realice habitualmente. Como se indicd anteriormente y segun Reglamento de
Calidad de Agua 38924-S y su modificacion 41499-S, el monitoreo de estas sélo se realiza

en casos de emergencia.

No existen registros de intoxicaciones por cianobacterias, los unicos datos registrados,
corresponden a dos investigaciones. La primera investigacion publicada data del afio 1994,
realizada por Peinador (1994) en siete plantas potabilizadoras de agua del Gran Area
Metropolitana (GAM), en esta se aislaron 50 especies, de las cuales 25 se identificaron

como productoras de cianotoxinas.

La segunda, fue realizada por Avendafio y Arguedas (2006), cuyo objetivo fue determinar
la presencia de microcistinas en el agua cruda y tratada de cinco plantas potabilizadoras de
agua del Gran Area Metropolitana (Tres Rios, Guadalupe, Los Sitios, Alajuelita y San Juan
de Dios de Desamparados), esto se realizé en época seca y lluviosa. En la época lluviosa
se detectd microcistinas con concentraciones inferiores a los 0,5 ppb en el agua cruda, no
obstante, en la época seca se detectd microcistinas en concentraciones mayores a 3,0 ppb
en el agua cruda que ingresa a la planta de Tres Rios, esta concentracién disminuyé a 0,5
ppb tras el tratamiento que se realiza al agua cruda. Los autores atribuyen esta disminucion
en la concentracién, al tratamiento quimico que se realiza al agua, indicando una accién

degradativa de los compuestos sobre la microcistina.
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Métodos de deteccion de cianobacterias y cianotoxinas en agua

La deteccion de cianobacterias y cianotoxinas se puede realizar mediante una diversa
variedad de pruebas y métodos de laboratorio, los cuales varian en complejidad e
informacion que proporcionan. Entre estos métodos de identificaciéon se pueden mencionar

los siguientes:

e Microscopio:

El analisis al microscopio ha sido empleado tradicionalmente para el monitoreo de
comunidades de cianobacterias en cuerpos de agua. Es de bajo costo, no obstante, se
requiere un importante entrenamiento en la identificacion y disponer de bibliografia
amplia y actualizada. El analisis de las caracteristicas morfolégicas permite identificar
los géneros, sin embargo, no permite discriminar entre cepas toxicas y no toxicas

(Giannuzzi et al., 2017; Sanseverino et al., 2017).

e Métodos fisico quimicos:

Incluyen la disponibilidad de nutrientes, o presencia de foto-pigmentos que pueden ser
empleados para evaluar la condicion de crecimiento del fitoplancton en los cuerpos de

agua.

o Medicién de clorofila a: es un pigmento que se analiza frecuentemente en
limnologia, esta presente en muchos organismos y por lo tanto, es un buen
indicador del total del fitoplancton autotréfico. Puede ser extraido por medio
de metanol o acetona y cuantificado por fluorometria (Sanseverino et al.,
2017).

o Otros parametros fisico quimicos: otros parametros como radiacion,
temperatura del agua, pH, salinidad, concentracion de nutrientes como
fésforo y nitrégeno, son parametros empleados para evaluar las condiciones
de crecimiento de las cianobacterias en cuerpos de agua Sanseverino et al.,
2017).
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e Métodos basados en anticuerpos y actividad enzimatica:

Los métodos bioquimicos representan una forma facil y un enfoque efectivo para el

rapido monitoreo de la concentracion de cianotoxinas. Entre estas técnicas se pueden

mencionar el ensayo ELISA y PPIA (ensayo de la inhibicidn de las enzimas fosfatasas).

Su aplicacion en la deteccién de cianotoxinas es complementaria con otros enfoques,

como por ejemplo los moleculares que proveen la confirmacion de la presencia de estas

en los cuerpos de agua (Sanseverino et al., 2017).

O

ELISA: del acrénimo Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, es un ensayo
basado en anticuerpos los cuales pueden ser monoclonales, especificos
para ciertas moléculas variantes o policlonales, los cuales reconocen varios
tipos de moléculas. Este tipo de ensayo es rapido, sensible y no se requiere
alto nivel de experiencia. Son utiles como pruebas preliminares para
tamizaje; los limites de deteccidon son de alrededor 0,1 ug/L, sin embargo,
son susceptibles a interferencias que limitan su uso en ensayos cuantitativos

(Sanseverino et al., 2017).

PPIA: Las microcistinas y nodularinas son potentes inhibidores de las
enzimas fosfatasas, por lo tanto, pueden ser detectadas empleando un
ensayo de inhibicion de las fosfatasas. Este es un método colorimétrico
simple, rapido, sensible y reproducible. La inhibicion de las enzimas
fosfatasas de eucariotas es un ensayo establecido como indicador de la
concentracion de la toxicidad (Sanseverino et al.,, 2017). Si la microcistina
esta presente, se produce la inhibiciéon de la enzima fosfatasa, la cual no
podra hidrolizar el sustrato cromogénico que se agrega, determinandose

este cambio por la lectura de absorbancia.
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e Métodos quimicos:

Los métodos quimicos empleados para determinar las cianotoxinas en agua, son

principalmente separaciones basadas en liquidos, como por ejemplo el HPLC

(cromatografia liquida de alta resolucién) combinada con ultravioleta (UV), fluorescencia

o detector de masas (Sanseverino et al., 2017).

O

HPLC: es uno de los procedimientos mas sensibles que permiten identificar
las microcistinas y nodularinas. Es un método rapido y ampliamente
utilizado, no obstante, no es especifico, por el contario se basa en el
reconocimiento de espectros de absorcién y tiempo de retencion
determinados, por lo tanto, requiere de técnicas accesorias como el
bioensayo o los test enzimaticos para confirmar la presencia y toxicidad de

las toxinas (Chorus y Bartran, 1999).

Debido a la gran diversidad de formas moleculares de las microcistinas, no
es posible conseguir u obtener todos los estandares requeridos para la
completa identificacién y cuantificacion de variantes de microcistinas, otro
aspecto es que las cianobacterias poseen péptidos no toxicos que generan
cromatogramas de compleja interpretacién (Chorus y Bartran, 1999; Rivera,
2008; Sanseverino et a.,2017).
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Objetivos

Objetivo general

Analizar si las condiciones fisico quimicas del Embalse El Llano, Cartago favorecen

el crecimiento de cianobacterias potenciales productoras de microcistinas.

Objetivos especificos

Evaluar los datos historicos entre los afos 2016-2018 de las condiciones de pH,
temperatura, concentracién de amonio y concentracion de fésforo total del agua del
embalse El Llano, para establecer relaciones potenciales de acumulacion de

microcistinas.
Determinar la concentracién de microcistinas en el afluente y efluente de la planta

potabilizadora de Cartago, en la época seca y lluviosa de 2019, para verificar las

relaciones potenciales con las condiciones fisicoquimicas del agua.
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Materiales y métodos

Analisis historico de datos disponibles de las épocas secas y lluviosas del periodo

(2016-2018) de pH, temperatura, amonio y féosforo total en el embalse El Llano

Parametros fisico quimicos analizados

Se analizaron los datos de pH, temperatura, amonio y fésforo total de las épocas seca,
transicion y lluviosa entre los afos 2016 — 2018. Los datos sin procesar fueron facilitados
por el Instituto Costarricense de Electricidad (ICE). Se empled el programa Minitab 19 para

realizar los analisis.
Analisis estadisticos realizados

Estadistica descriptiva: Se obtuvo los estadisticos descriptivos (numero de campafias
realizadas o N, promedio o media, mediana, desviacién estandar, maximo, minimo, el cuartil

1y cuartil 3) de cada uno de los parametros analizados.

Analisis de varianza:

Se realizé la prueba Anderson Darling para determinar la normalidad de las variables. En
los casos donde no se cumplié la normalidad, se realizé6 analisis no paramétrico para
determinar diferencias entre las épocas, para lo cual se empled la prueba de la mediana de
Mood. En los casos donde se cumplié la normalidad se aplico la prueba de Tukey. El nivel

de significancia empleado fue de 95%.
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Concentracion de microcistinas en las muestras de la planta potabilizadora de
Cartago

Sitio de estudio para la determinaciéon de microcistinas

Las muestras analizadas para determinar la presencia de microcistinas se recolectaron en
la Planta Potabilizadora de Cartago ubicada 200 metros oeste de la entrada sur oeste del
Tec, en las coordenadas CRTMO05 509186 y1089711; el agua empleada en dicha planta
proviene del Embalse El Llano de Orosi, propiedad del ICE. Dicha planta es operada por el

AyA. En la Figura 4 se presenta la ubicacion espacial de la planta.

Figura 4: Ubicacion de la Planta Potabilizadora de Cartago
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Recoleccidon de muestras para determinaciéon de microcistinas

La recoleccion de las muestras se realizo entre los meses de marzo y agosto del afio 2019.
En el cuadro 4 se presentan las fechas de muestreo y los sitios en donde se recolectaron

las muestras.

Cuadro 4 : Datos de los muestreos realizados en la Planta Potabilizadora de Cartago.

Fecha de muestreo
Ano 2019

13 de marzo

Puntos de muestreo

20 de marzo
03 de abril
25 de abril
08 de mayo

Afluente de la planta (agua cruda) (E)

Efluente sin clorar (agua tratada sin clorar) (S)

Efluente clorada (agua tratada clorada) (SC)

15 de mayo

08 de agosto

09 de agosto

Las muestras se recolectaron en los diferentes puntos indicados en el cuadro 3, se rotularon
y almacenaron en contenedores de vidrio en congelacion a 20 °C hasta el momento de su

analisis.

Cuantificacion de las microcistinas presentes en las muestras

La determinacién de la concentracion de microcistinas se realizé empleando el kit de
Microcystest® del laboratorio espafiol Zeulab, el cual se basa en la capacidad inhibitoria

que tienen las microcistinas sobre la enzima fosfatasa.

Para realizar el ensayo se us6 50 pL de cada patron de Microcistina_LR (0,25 ug, 0,5 ug,
1,0 ug y 2,5 ug) y se colocaron por duplicado en los pocillos de microtitulacion, se colocé
también por duplicado cada una de las muestras, asi como, un control positivo (Microcystin-

RR) y un control negativo (agua destilada).

Posteriormente se agregd a cada uno de los pocillos (patrones, muestras y controles), la

enzima fosfatasa y el sustrato cromogénico. Seguidamente se incub6 a 37 °C durante 30
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minutos; luego se agrego la solucion para detener la reaccion y por ultimo se realizé la
lectura a una longitud de onda de 405 nm. EIl andlisis que se realizé a las microcistinas
presentes se determiné de forma total, debido a que al congelar las muestras, las toxinas
son liberadas, por lo tanto, se determinaron las que estaban dentro como fuera de la célula.

En el anexo 1 se presentan los detalles del procedimiento descrito.

Para relacionar la absorbancia de las muestras con la concentracién de la sustancia de
interés (microcistina-LR), se realizd una curva de calibracién con los patrones del mismo kit
(0,25 pg; 0,50 pg; 1,0 ug y 2,5 pg). Se elabord un grafico con los datos de absorbancia de
cada patron a 405 nm en el eje Y, con la concentracién de Microcistina L-R en escala
logaritmica en el eje X, esto de acuerdo a las recomendaciones del fabricante del kit. De

esta manera se obtuvo la ecuacion de la curva y el valor R2.
o Estacion seca

La curva de calibracion obtenida en la primera corrida realizada para evaluar las muestras
recolectadas en la estacion se seca, se presenta en la Figura 5. Con esta curva de
calibracion, se obtuvo la ecuacion que permitié obtener las concentraciones encontradas

de microcistinas en las muestras en la época seca.

3 y =-0,885In(x) + 1,2362
R?=0,9989

2,5

1,5

Absorbancia a 405 nm

0,5

0,1 1 10

Concentracioén de la microcistina LR

Figura 5: Curva de calibracion obtenida en corrida de muestras de estacion seca
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e Estacion lluviosa

La curva de calibracién obtenida de la segunda corrida realizada para las muestras de la
estacion lluviosa, se presenta en la Figura 6. Mediante esta curva de calibracion, se obtuvo
la ecuacion que permitié obtener las concentraciones encontradas de microcistinas en las

muestras en la época lluviosa.

2,50
y = -0,799In(x) + 1,1224

R?=0,994
2,00

1,50
1,00

0,50

Absorbancia a 405 nm

0,00
0,1 1 10
Concentracion de microcistina LR

Figura 6: Curva de calibracion obtenida en corrida de muestras de estacién lluviosa
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Resultados y Discusiéon

Analisis histérico de datos disponibles de las épocas secas y lluviosas del periodo

(2016-2018) de pH, temperatura, amonio y fésforo total en el embalse El Llano

El analisis de estadistica descriptiva de las variables fisico-quimicas, por periodo

climatoldgico o época, se presenta en el Cuadro 5. El pH y la temperatura se comportaron

como variables con distribucién de probabilidad normales, a diferencia de la concentracion

de fosforo y amonio, lo anterior de acuerdo a la prueba de Anderson Darling (Apéndice 1).

Por lo tanto, se empled estadistica paramétrica (prueba de Tukey) para el pH y temperatura;

y no paramétrica (mediana de Mood) para la concentracion de amonio y fosforo, y

determinar si existieron diferencias de sus valores entre las épocas de muestreo.

Cuadro 5: Estadisticos basicos de los parametros analizados

) Significancia
Variable Epoca N | Media | Mediana D.E* | Maximo | Minimo Q1** | Q3*** estadistica (p-
value)****
. Lluviosa 15 6,90 7,0 0,36 7,40 6,20 6,60 717
p
Seca o| 706| 69| 045 7.80| 60| 675 745 e
Transicién | 12 7,38 7,30 0,55 8,80 6,70 7,03 7,64
Temperatura | Lluviosa 15| 15,59 15,20 1,11 17,90 | 14,40| 14,90 | 16,20
(C) 0,16
Seca 9| 15,06 14,50 1,35 17,50 13,50 | 13,95| 16,30 ’
Transiciéon | 12| 15,98 15,90 0,73 17,20 14,90 | 15,30 | 16,60
Fésforo Total | Lluviosa |15 5,68 3,19 5,94 19,86 0,50 1,60 9,40
(mglL) 0,011
Seca 8 1,90 2,21 0,93 3,04 0,56 0,92 2,66
Transicion | 12 0,59 0 0,91 2,93 0,00 0,00 1,20
Lluviosa 12 198,80 37,8 299,10 | 821,00 18,80 | 31,60 | 435,10
Amonio(ug/L) 0.002
Seca 6 | 674,00 703,0| 99,60 | 766,00 | 538,00 | 568,00 | 758,50
Transicién | 12 | 610,60 527,91 314,50 | 1182,00 | 96,00 | 400,10 | 895,80

*D.E=Desviacion Estandar/ **Q1=cuartil 1/ ***cuartil 3. **** Valores de p inferiores al nivel Alpha
(5%, 0.05) indican diferencia estadistica significativa para la variable en evaluacion.
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pH

El pH encontrado en las diferentes épocas del periodo (2016-2018) permite inferir que son
aguas que tienden a la neutralidad, aunque existen momentos en los que tienden a ser
ligeramente acidas o ligeramente alcalinas. Estas condiciones permitirian el desarrollo de
las cianobacterias, las cuales pueden desarrollarse bien en ambientes neutros y alcalinos
(Okechukwu y Ugwumba, 2009; Gao et al., 2014). Se encontraron diferencias entre las

épocas transicién y lluviosa, sin embargo, no se encontraron diferencias entre la época seca
y transicion, ni entre la seca y lluviosa (a=0,05).

En la Figura 7 se presenta el comportamiento del pH en las diferentes épocas; se observé
que en la época lluviosa, el pH en algunos de los muestreos presentaba tendencia a ser
ligeramente acida, lo que podria deberse a que al ser agua superficial, en época de lluvia

arrastra mas suelo y por lo tanto, mayor presencia de acidos humicos ( Camargo y Cruz
(1999)
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Figura 7: Comportamiento del pH en las diferentes épocas entre el ano 2016-2018.
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Temperatura

El agua del embalse El Llano procede del Parque Nacional Tapanti, lugar que posee
extensa vegetacion y con influencia de zonas altas, lo que provoca que esta posea

temperaturas bajas, no superando las maximas los 18 °C, cémo se observa en el Cuadro 5

y Figura 8.

Al aplicar la prueba de Tukey no se encontraron diferencias significativas entre las épocas
de los afnos 2016-2018 (a=0,05), aunque si se observa que, en la época seca, algunas de
las mediciones realizadas reportan temperaturas inferiores a los 15 °C. Sin embargo, estas
temperaturas no serian un impedimento para el crecimiento de cianobacterias, ya que,
aunque las temperaturas éptimas de crecimiento son superiores a los a los 25 °C (Paerl y
Huisman, 2008; Mour et al., 2011; Glibert, 2020); la gran capacidad adaptativa que poseen,
les permite que también puedan crecer a temperaturas entre 11-15 °C (Fabre et al., 2010;
Cantoral et al., 2017).
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Figura 8: Comportamiento de la temperatura en las diferentes épocas entre el afio 2016-
2018.
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Amonio

Las concentraciones de amonio en el Embalse El LIano en diferentes épocas entre los afios
(2016-2018) fueron mas elevadas en la época seca y transicién, que en la época lluviosa
(Ver Cuadro 5 y Figura 9), debido probablemente al factor de concentracion por mayor
evaporacion en la época seca y transicion; por el contrario en la época lluviosa, la
concentraciéon fue inferior debido probablemente al factor de dilucién al existir mayor
cantidad de lluvias. No se encontraron diferencias significativas entre la época seca y
transicion, sin embargo, si se encontraron diferencias entre la época lluviosa y seca; y
lluviosa y transiciéon (a=0,05).
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Figura 9: Comportamiento del amonio en las diferentes épocas entre los afios 2016-2018.

Carrasco (2007) indica que en concentraciones superiores de 70 ug/L de amonio, se
pueden desarrollar cianobacterias toxicas por lo tanto, las concentraciones encontradas en
el Embalse El Llano en las diferentes épocas en el periodo analizado, si permitirian el
crecimiento de cianobacterias no fijadoras de nitrégeno, ya que en el caso de las fijadoras,

no seria un impedimento.
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Fésforo total

La mayor cantidad de fésforo total encontrada en la época lluviosa (Ver Cuadro 5 y Figura
10), se podria deber a que en la época lluviosa debido a las precipitaciones y al mayor
ingreso de agua al embalse, se da la suspension de sedimentos del fondo del embalse, lo
que favorece la liberacién del fosforo acumulado en los sedimentos (Cobo, 2015), ademas
que en época lluviosa el agua transita por rocas que podrian aportar fésforo (Beita y
Barahona, 2010). Se encontré diferencias estadisticamente significativas entre la época

lluviosa y seca, y lluviosa y transicidén, pero no entre seca y transicién (con un nivel de

significancia del 95%).
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Figura 10: Comportamiento del fosforo total en las diferentes épocas entre el afio 2016-
2018.

Estas concentraciones reportadas por el Instituto Costarricense de Electricidad (ICE) en
mg/L y analizadas en este estudio son elevadas. Segun indican varios autores, para que un
embalse se considere eutréfico y se favorezcan las floraciones de cianobacterias, se
requieren concentraciones entre 25-100 pg/L (WHO, 2015; Meichtry et al., 2009; Ledesma

et al., 2013). Por lo tanto, las concentraciones presentadas favorecerian el crecimiento de

las cianobacterias.

Las condiciones de pH, temperatura, fosforo y amonio presentadas en el embalse en las
épocas seca, transicién y lluviosa entre los afios 2016-2018 y mostradas anteriormente,

indican que bajo esas condiciones las cianobacterias si pueden crecer, por lo tanto, y con
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el antecedente de que en el afo 1994 Peinador, aislé del agua de la Planta potabilizadora
de Tres Rios, tres cianobacterias que pueden producir toxinas, ademas que en el afio 2006,
Avendano y Arguedas encontraron cianotoxinas en concentraciones superiores a las
normadas en la legislacion nacional en el agua cruda de la Planta Potabilizadora de Tres
Rios. Debido a lo anterior se realizé un ensayo en el afio 2019 para determinar la presencia
de microcistinas L-R, en el agua de la planta potabilizadora de Cartago, la cual tiene el

mismo origen que la Planta Potabilizadora de Tres Rios.
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Concentracion de microcistinas en las muestras de la planta potabilizadora de
Cartago

Los resultados obtenidos del andlisis realizado al agua de la Planta Potabilizadora de
Cartago en la estacién seca y lluviosa se presentan en los Cuadros 5 y 6, respectivamente.
De acuerdo a los resultados obtenidos, no se detectaron en el agua microcistinas (MCs)

en una concentracion superior a 0,25 pg/L, en los dias en que se realizaron los muestreos.

Cuadro 6: Resultados obtenidos de la estacion seca

Fecha de
Punto de : Codigo de | Absorbanciaa | Concentracién Concentracién
recoleccion . Resultado
muestreo muestra 405 nm (ng/L) corregida
de muestra

E M1 2,53 0,23 0,01 No detectable
13 de marzo M2 2,26 0,33 0,11 No detectable
Sc M3 2,55 0,23 0,01 No detectable
E M4 2,52 0,23 0,01 No detectable
S 20 de marzo M5 2,60 0,22 0 No detectable
Sc M6 2,46 0,25 0,03 No detectable
E M7 2,62 0,20 -0,02 No detectable
3 de abril M8 2,56 0,22 0 No detectable
Sc M9 2,55 0,23 0,01 No detectable
E M10 2,61 0,23 0,01 No detectable
S 25 de abril M11 2,57 0,22 0 No detectable
Sc M12 2,30 0,30 0,08 No detectable

Control positivo Control 0,29 2,92 NA Detectable

Agua NA
Control negativo 2,58 0,22 No detectable
destilada
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Cuadro 7: Resultados obtenidos de la estacion lluviosa
Fecha de Cadigo
Punto de Absorbancia a Concentracion | Concentracion
recoleccion de Resultado
muestreo 405 nm (ng/L) corregida
de muestra muestra
E M13 2,48 0,18 0,02 No detectable
S 8 de mayo M14 2,53 0,18 0,02 No detectable
Sc M15 2,63 0,17 0,01 No detectable
E M16 2,51 0,17 0,01 No detectable
15 de mayo M17 2,43 0,19 0,03 No detectable
Sc M18 2,39 0,20 0,04 No detectable
E M19 2,23 0,24 0,08 No detectable
8 agosto M20 2,43 0,20 0,04 No detectable
Sc M21 2,46 0,19 0,03 No detectable
E M22 2,71 0,16 0,00 No detectable
9 agosto
M23 2,58 0,17 0,01 No detectable
Control positivo Control 0,28 2,83 NA Detectable
Agua
Control negativo 2,58 0,22 NA No detectable
destilada

33



La no deteccién de MCs en el agua cruda de la planta Potabilizadora de Cartago en
concentraciones superiores a 0,25 pg/L (limite de deteccion del método empleado), aun
cuando las condiciones fisico quimicas analizadas en el historial en el periodo 2016-2018
(pH, temperatura, fosforo y amonio), eran favorables para el crecimiento de las
cianobacterias, genero¢ la interrogante ¢Qué otras variables podrian estar influyendo en el
crecimiento de éstas y la generacion de toxinas?, determinandose algunos factores que
podrian estar influyendo en este resultado, entre ellas, tiempo de retencion, concentracion

de fésforo, presencia de sedimentos, entre otros.

En la literatura se menciona que la presencia de sedimentos en los embalses influye en la
disminucion de la concentraciéon de toxinas. Al respecto, Herrera et al., (2015), indican en
su estudio, que en las muestras donde se tenia sedimento, la concentracién de MC-LR
disminuyd hasta niveles inferiores al limite de deteccion, por el contrario en muestras con
agua sin sedimento, la concentracion de MC-LR se mantuvo constante en concentraciones
del orden de 5 ug/mL. El efecto del sedimento sobre la concentracion de MC-LR también
fue investigado por Song et al., (2014), encontrando que la presencia de la MC-LR
disminuyd significativamente en forma exponencial en presencia de sedimentos. La
cantidad de sedimentos del embalse El Llano segun datos suministrados por el ICE (L.
Rodriguez, comunicacion personal correo electrénico, 2 de marzo de 2020), es de
aproximadamente 136.130 m®, cantidad importante que podria estar ayudando en la
disminucion de MCs, lo que podria explicar por qué no se detectaron con el método

empleado.

Ademas, existen bacterias capaces de degradar MCs, las cuales se han encontrado en
varios ecosistemas acuaticos (Chorus y Bartram, 1999). Lezcano (2017), detecto actividad
de biodegradacion de microcistinas en el embalse San Juan en Espafia, ademas, aislo
bacterias de las familias Sphingomonadaceae y Xanthomonadaceae, las cuales lograron
disminuir la concentracién de MC en el orden de entre 90 - 2.230 veces su concentracion
inicial. No se descarta, que la no deteccion de MC en el agua del embalse El Llano, esté
asociada a la biodegradacion de estas de parte de otros microorganismos que crecen en el

agua del embalse.
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Con respecto al tiempo de retencion del embalse, este podria no favorecer el crecimiento
masivo de cianobacterias y por ende la produccién de las cianotoxinas. Después de realizar
la consulta respectiva al personal del ICE sobre caudales y volumenes utiles, se determiné
que el tiempo de retencién es de escasos 2 dias (L. Rodriguez, comunicacién personal
correo electrénico, 2 de marzo de 2020); el cual es un tiempo corto, lo que podria explicar
por qué no se detectaron las MC-LR en concentraciones superiores al limite de deteccion.
Como se ha mencionado anteriormente, la produccion de cianotoxinas esta asociado al
crecimiento masivo de cianobacterias conocidos como blooms o floraciones, sin embargo,
como mencionan Bartram, 1999; Kruk, et al., 2019, tiempos inferiores a 5 dias parece que
no favorecen la formacion de estos crecimientos masivos y por ende de las cianotoxinas en
concentraciones elevadas, lo cual podria explicar la no deteccién de cianotoxinas por el

método empleado.

Otra razon que podria explicar la ausencia de MCs en concentraciones superiores al limite
de deteccion, es la alta concentracién de fosforo en el agua del embalse. Hay
investigaciones que indican que a altas concentraciones de este elemento, la produccion
de toxinas se ve disminuida (Chen et al., 2008; Kameyama et al., 2010). No obstante, se
desconoce la razon de esta situacién, ya que se podria pensar que al favorecerse el
crecimiento de las cianobacterias con la alta concentracién de nutrientes, se favoreceria
también la produccién de toxinas, sin embargo, como menciona Quiblier et al., (2013), los
datos sobre las variables que regulan el crecimiento y produccion de toxinas, no son claros

y aun existe la necesidad de investigacion para elucidar o esclarecer esta informacion.

La concentracién baja de cianotoxinas no significa que las productoras de estas no estan
presentes, por ejemplo, Aboal y Puig (2005), encontraron en el Rio Cenajo concentraciones
de microcistinas en el orden de entre 0,032-0,078 ug/L en el afo de estudio, mientras que
para el rio Ojos solo las detectaron en la época de verano en concentraciones de 0,170
Mg/L, asociadas al crecimiento de cianobacterias bentonicas como Rivularia blasolettiana,
Tolypothrix distoria y Phormidium sp. Por lo tanto, el hecho de que en este estudio no se
detectaron MCs-LR en concentraciones superiores a 0,25 pg/L, no significa que las toxinas
no estan presentes en concentraciones menores, 0 que las cianobacterias no estan
creciendo. Al respecto del estudio de Aboal y Puig (2005), llama la atencidon que la
producciéon de cianotoxinas en bajas concentraciones estuviese asociada solo a

cianobacterias benténicas y no planctonicas.
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Sobre las primeras, como su nombre lo indica, poseen unas estructuras que les permite
fijarse o adherirse; el desarrollo de estos tapetes de cianobacterias puede ocurrir en una
variedad de sustratos como rocas, arena, sedimentos o inclusive estructuras artificiales, lo
que evita que sean arrastradas por la velocidad de la corriente (Quiblier et al.,2013; Bojorge
y Uriza, 2016). También existen cianobacterias que poseen ciclos de vida pelagico y
béntico, lo que significa que puede crecer en la columna de agua y también adheridas a

piedras o sedimentos, como por ejemplo Microcystis sp (Brunbergy Blomqvist; 2002)

El crecimiento de este tipo de cianobacterias bentdnicas o las que poseen dobles ciclos
como la Microcystis sp, podria verse favorecido en el embalse El Llano, ya que podrian
adherirse a las piedras de los rios que alimentan el embalse, al sedimento, a estructuras
como la toma de aguas, tanques o inclusive a algunas tuberias de conduccién que
dependiendo de su estado podrian favorecer su adherencia, crecimiento y produccién de
toxinas. No obstante, esto debera de corroborarse con mas investigacion al respecto, ya
que existe poca informacion sobre las cianobacterias en el pais, y lo poco que existe hace

referencia a las cianobacterias planctonicas.

La temperatura promedio de acuerdo al historial del agua del embalse El Llano (2016- 2018)
fue de 15,50 °C; no superando las maximas los 18,0 °C. Ante el cambio climatico, estas
temperaturas podrian aumentar; segun indica Glibert (2020), las proyecciones del
calentamiento global, indican un calentamiento > 1,5 °C. Este calentamiento jugara un rol
en el establecimiento, duracion y severidad de los afloramientos de cianobacterias y de la
produccion de las cianotoxinas (Qin et al., (2010). Por lo tanto, el manejo a largo plazo de
lagos y embalses que sirven para el abastecimiento de agua potable, debera contemplar el
factor humano y el climatico, asi como el manejo de las cuencas y subcuencas que

alimentan estos.

Ante estos escenarios de cambio climatico, y con la gran capacidad adaptativa que poseen
las cianobacterias (Cantoral et al., 2017), no se descarta que las cianobacterias
plancténicas y/o benténicas crezcan en concentraciones importantes en los rios que
alimentan el embalse o en el propio embalse El Llano, liberando toxinas y afectando la
calidad del agua potable, por lo tanto, es importante considerar un monitoreo periodico. Al
respecto, Chorus y Bartram (1999); Bonilla y Aubriot (2009) mencionan la importancia de
establecer niveles de vigilancia y alerta temprana, realizando monitoreos en las plantas de
potabilizacidon y estableciendo arboles de decision que permitan ademas de generar

informacion sobre el crecimiento de las cianobacterias en reservorios de agua potable,
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establecer medidas correctivas en caso de presentarse en concentraciones que puedan
afectar la salud de las personas.

Las posibles causas de la no deteccidén de las MCs en el agua de la planta potabilizadora
de Cartago, el posible crecimiento de las cianobacterias plancténicas y bentonicas y los
efectos del cambio climatico sobre los afloramientos en embalses, abre lineas de
investigacion necesarias y muy interesantes para el pais, que permitiran determinar las
causas locales de la liberacién, produccion y biodegradacion de toxinas, asi como la
identificacion de las cianobacterias que pueden estar creciendo, y las medidas que deben

considerarse ante el cambio climatico.
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Conclusiones

El historial de las caracteristicas fisico quimicas (pH, temperatura, amonio y fésforo
total), del agua del embalse El Llano en los muestreos realizados por el ICE en las
diferentes épocas entre 2016-2018, indican que son favorables para el crecimiento
de las cianobacterias, no obstante, la no deteccién de las MCs por medio del test
Mycrocistest®, podria deberse a la presencia de sedimentos, aireacion,
biodegradacion de las toxinas por otros microorganismos e inclusive, por el tiempo

de retencion del embalse, todo esto debera investigarse con mayor detalle.

El test Mycrocistest® aplicado para determinar la concentracion de microcistinas en
el agua de la planta potabilizadora de Cartago, procedente del embalse El Llano,
demostro que no se detectaron MCs en concentraciones iguales o superiores a 0,25
Mg/L, en las campanas de muestreo realizadas en época seca y lluviosa del afo
2019, cumpliendo con el valor limite de 1 pg/L, establecido por la OMS para este
tipo de toxina. No obstante, esto no significa que no existan en concentraciones

inferiores.

No se descarta la presencia de cianobacterias en el agua del embalse, ya que con
el test aplicado lo que se determiné fue la presencia de microcistinas. Se requieren
estudios adicionales que permitan determinar tipos y densidades de cianobacterias

en el agua del embalse en estudio.

El cambio climatico, y especialmente el calentamiento del planeta podria favorecer
el crecimiento de las cianobacterias en los cuerpos de agua para consumo humano
y para recreacion, de ahi la importancia de mas investigacion para conocer sobre

las cianobacterias y sus toxinas en ambientes tropicales.

38



Recomendaciones

Debido a lo elevado de las concentraciones de fosforo total reportadas por el ICE,
se recomienda realizar mas muestreos en el embalse y por mas tiempo, para
determinar si este comportamiento se mantiene; también se recomienda incluir este
parametro en el monitoreo para el agua cruda que ingresa a la Planta Potabilizadora
de Cartago, ya que actualmente no se realiza, porque no es un parametro normado
en el Reglamento de la Calidad del Agua 38924-S y su modificacion el 41499-S, sin
embargo, podria a futuro dar informacién importante sobre la fluctuacion de este

parametro, que es clave para el desarrollo de las cianobacterias.

Se recomienda establecer un monitoreo y vigilancia inicial, el cual se puede realizar
por medio del analisis al microscopio, para determinar las densidades de las
cianobacterias. La literatura menciona que en caso de detectar densidades
superiores a 2000 células/mL (Otten y Paerl, 2015), es necesario determinar su
toxicidad por algun método, como el test empleado en este estudio u otro que se

tenga disponible en el mercado, que ofrezca alta especificidad y sensibilidad.

En el pais existe poca investigacion sobre las cianobacterias y sus toxinas en
fuentes de agua potable y de recreacion. Por lo tanto, es necesario que se amplien
las investigaciones sobre este tipo de seres vivos, con el fin de tener mas
informacion que permita visualizar posibles afectaciones en un futuro préximo,

debido al cambio climatico.
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Anexo 1: Pasos empleados a la hora de utilizar el kit Microcystest®

Pasos empleados a la hora de utilizar el kit Microcystest® y la determinacion de las

microcistinas en agua. Tomado del fabricante del Test (Zeulab, 2019).

50 yL de cada patrén de Microcistina_LR (0,25, 0,5, 1y

[
& \ 2,5 ug) por duplicado

e 50 pL de cada una de las muestras por duplicado en el
resto de los pocillos
e 70 pL de disolucidon de fosfatasa a cada pocillo que

contiene la muestra
J‘L J-( J‘L l J e 90 pL del sustrato cromogénico y agitar suavemente

e colocar la tira adhesiva y cubrir todos los pocillos.

e Incubar a 37 °C durante 30 minutos

e Transcurrido este tiempo se debe afadir 70 pL de
disolucion “stop” y agitar suavemente y leer la
absorbancia a 405 nm.

Representar los datos de absorbancia de cada

2,000 .
T 1,500 0,25 y =-0,46Ln(x) +0,88; R*=1,00 patrén a 405 nm, frente a la concentracion de
ucw 1.000 Microcistina L-R en escala logaritmica, y obtener la
o ’ .
= curva de calibrado.
%  0.500 2,5
Q
< 0,000 4 . 1

0,10 1,00 10,00

[MC-LR] ug/ L
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Apéndice 1: Prueba de Anderson Darling realizadas las diferentes variables
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