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Resumen

Las floraciones de cianobacterias en cuerpos de agua dulce constituyen un problema mundial, asociado a la eutro-
fizacion (enriquecimiento de nutrientes) y cambios hidrolégicos de los ecosistemas. En este estudio se generd una
base de datos historicos (n= 3061 para 64 ecosistemas, de 1980 a 2014), elaborada por un grupo de trabajo interins-
titucional (OSE, DINAMA, IM, Universidad de la Republica e IIBCE), y se analiz6 la distribucion de cianobacterias
planctoénicas y de cianotoxinas (microcistina, saxitoxina y cilindrospermopsina) en Uruguay. Los valores de clorofila
ay nutrientes totales indicaron procesos de eutrofizacion en diversos ecosistemas. En dos mapas georreferenciados
se visualiza la distribucién de cianobacterias en el pais, segtin indicadores cuantitativos globales, y de la microcistina
(cianotoxina mas frecuente). En estos mapas se destacan los embalses (Rio Uruguay y Rio Negro) y las playas del Rio
de la Plata como las zonas de mayor riesgo de exposicion a cianobacterias segtin las categorias de la Organizacion
Mundial de la Salud para aguas recreacionales. Ademas, se analizaron muestras de floraciones (espuma) y se cuan-
tificd 20 mg L de microcistinas totales y la presencia de genes que sugieren diferentes variedades de microcistinas.
Se gener6 informacion basica que podra ser util para programas de monitoreo nacionales e investigacion.
Palabras clave: Calidad de agua, fitoplancton, eutrofizacion, floraciones, toxicidad, monitoreo ambiental.

Abstract

Cyanobacterial blooms are a worldwide environmental problem. This phenomenon is typically associated with
eutrophication (nutrient enrichment) and changes in hydrology. In this study we analysed the distribution of plank-
tonic cyanobacteria in Uruguay and their toxins (microcystin, saxitoxin and cylindrospermopsin), working with
a interagency team (OSE, DINAMA, IM, University of the Republic and IIBCE). A historical data base (n = 3061
for 64 ecosystems, years 1980-2014) was generated. Differences between lotic and lentic ecosystems were found in
terms of chlorophyll a and nutrient concentrations, usually indicating eutrophication. Two geo-referenced maps
for the country were generated with cyanobacteria biomass indicators and the most relevant toxin (microcystin),
according to risk levels suggested by the World Health Organization for recreational waters. The areas of greatest
risk of exposure were the reservoirs of large rivers (Uruguay and Rio Negro) and Rio de la Plata beaches. In the
second part of the study, up to 20 mg L of microcystin was quantified in bloom (scum) samples, as well as the
presence of genes that suggest more microcystin varieties, potentially with greater toxicity. This study provides
basic information about the distribution of cyanobacteria in Uruguayan freshwaters that will be useful for national
monitoring programs and scientific research.

Keywords: Water quality, phytoplankton, eutrophication, blooms, toxicity, monitoring.

Introduccion Estos organismos procariotas pueden crecer rapidamente

acumulando altas biomasas y dominando el fitoplancton,

Las floraciones de cianobacterias plancténicas constituyen fendémeno conocido como floracion, lo que interfiere con
una problemidtica que afecta la calidad de agua de los eco- el uso del agua como recurso. En particular se destacan las
sistemas limnicos en el mundo entero (Paerl y Otten, 2013).  cianotoxinas, metabolitos que pueden provocar la muerte en
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mamiferos y/o ser cancerigenos y teratogénicos debido a la
exposicion a bajas dosis por periodos prolongados (Chorus y
Bartram, 1999). Las toxinas mds comunes son las microcisti-
nas (potentes hepatotoxinas) que pueden presentarse en mas
de 90 variantes quimicas de diferente toxicidad (Niedermeyer,
2013). La exposicion de la poblacion humana a cianotoxinas
puede darse de diversas formas, siendo las mas comunes la
via oral y el contacto directo.

Las floraciones de cianobacterias se generan por factores
asociados a caracteristicas regionales, como la ubicacién
geografica del cuerpo del agua y los impactos del cambio
climatico, factores locales, como el tipo y uso del suelo en
la cuenca, y alteraciones hidroldgicas de los cursos de agua
(Paerly Otten, 2012). El incremento en la carga de nutrientes,
como consecuencia de la agricultura y de diversas actividades
industriales en la cuenca, constituye la principal causa de
eutrofizacion de los ecosistemas limnicos (Moss, 1998). El
aumento en el aporte del nitrégeno y fésforo promueven el
desarrollo de las floraciones de cianobacterias. Los impactos
antrdpicos en la hidrologia de los ambientes 1ticos, como
por ejemplo la construccién de embalses, también puede
favorecer el crecimiento de cianobacterias al aumentar el
tiempo de residencia del agua (Moss, 1998).

Los programas de monitoreo ambiental para dar aler-
tas tempranas sobre el aumento de cianobacterias utilizan
indicadores bioldgicos indirectos (clorofila fitoplancténica)
o directos (células o biovolumen de cianobacterias), e indi-
cadores ambientales como cambios en la temperatura o el
pH, entre otros (Chorus y Bartram, 1999; Chorus, 2012). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado guias
y recomendaciones basadas en niveles de riesgo de efectos
adversos para la salud (riesgo bajo o improbable, moderadoy
alto) para agua potable y agua recreacional, segtin se traspasen
diferentes umbrales de los indicadores biologicos (Chorus y
Bartram, 1999).

La clorofila a ha sido el indicador histéricamente mas uti-
lizado en programas de monitoreo como indicador de la bio-
masa de fitoplancton, ya que es robusto, relativamente sencillo
de estimar y porque existen numerosos modelos predictivos
disponibles basados en esta variable (Moss, 1998; Chorus y
Bartram, 1999). Sin embargo, al ser un indicador global de
la biomasa fitoplanctonica, tiene baja precision a la hora de
predecir cianobacterias. Por el contrario, el biovolumen de las
cianobacterias es el indicador mas preciso de la biomasa, si
bien requiere personal altamente capacitado e insume mucho
tiempo de andlisis (Sournia, 1978). Mds recientemente se
han comenzado a incorporar otros indicadores de medicién
simple y répida que puedan brindar informacion en tiempo
real, como los pigmentos in vivo, o de potencial peligrosidad,
como los genes de cianotoxinas (Chorus, 2012).

No obstante, la OMS recomienda que la seleccion de las
variables indicadoras y los niveles de accién respondan a la
situacion de cada pais en cuanto a su ubicacion geogrifica,
red hidrografica, uso del suelo y niveles naturales de produc-
tividad fitoplancténica (Chorus, 2012). Esto requiere el cono-
cimiento exhaustivo de la situacion local sobre la magnitud
de la distribucion de las cianobacterias y de las cianotoxinas
y el tipo de ecosistema que afectan con mayor frecuencia.

Los sistemas de informacion geogréfica (SIG) son una
herramienta versatil que permite resumir y visualizar espa-
cialmente gran cantidad de informacién. Ademads, permiten
integrar la complejidad de distintos componentes (cuencas
hidrograficas, suelo, actividades humanas) que afectan la
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calidad del agua y condicionan su gestién. Por lo tanto, un
estudio exhaustivo y global sobre la distribucion de las flora-
ciones de cianobacterias a nivel pais es un punto de partida
necesario que puede contribuir a establecer zonas de riesgo y
adeterminar valores gufa validos para las condiciones locales.

Situacion actual en Uruguay

Las floraciones de cianobacterias son frecuentes en cuerpos
de agua superficiales del pais, como lagos artificiales (Bonilla,
etal., 1995; Vidal y Kruk, 2008; Fabre, et al., 2010; Aubriot y
Bonilla, 2012), lagunas costeras (Pérez, et al., 1999; Bonilla
y Conde, 2000; Bonilla, et al., 2006; Vidal y Kruk, 2008;
Conde, et al., 2009; Vidal, et al., 2009; Pacheco, et al., 2010),
rios y embalses (Quirds y Luchini, 1982, Ferrari, et al., 2011;
O Farrell, et al., 2012; Chalar, et al., 2014) y costas del Rio de
la Plata (revisado en: Ferrari y Vidal, 2006; Sienra y Ferrari,
2006). En la compilacién realizada por Bonilla (2009) se
registraron 26 especies de cianobacterias formadoras de flo-
raciones en diversos tipos de ecosistemas limnicos del pais. Se
han detectado microcistinas en floraciones de cianobacterias
del complejo Microcystis aeruginosa en playas del Rio de la
Plata (De Ledn y Yunes, 2001; Sienra y Ferrari, 2006; Pirez,
et al., 2013), en embalses del Rio Negro (Gonzélez-Piana,
et al., 2011), muestras del Rio Uruguay (Bella Union) con
diversas especies de cianobacterias (Gravier, et al., 2009) y
diversos cuerpos de agua (microcistina-LR) (Simoens, 2009).
También se han reportado saxitoxinas (neurotoxinas) en
cepas de Cylindrospermopsis raciborskii aisladas de diversos
lagos (Piccini, et al., 2011). La informacién disponible sobre
floraciones de cianobacterias en diversos cuerpos de agua
de Uruguay se encuentra dispersa y ain no existe un estudio
integrado de la situacion general a nivel pais. Ademas, atin no
se ha clasificado la informacion segtin las categorias de la OMS
alos efectos de evaluar el riesgo potencial de esta problematica
anivel pais. Tampoco se cuenta con una evaluacion exhaustiva
de los tipos de cianotoxinas (senaladas anteriormente) de las
floraciones del pais. Un analisis con herramientas SIG podria
ser un insumo inicial clave para evaluar la distribucién de las
floraciones de cianobacterias en forma sindptica e identificar
necesidades de gestion.

En Uruguay actualmente varias entidades llevan adelante
programas de monitoreo sobre la calidad de agua y la presen-
cia de cianobacterias en cuerpos de agua destinados a diversos
fines (potabilizacion, recreacion, industria). Se destacan los
programas de OSE (agua a potabilizar), DINAMA (aguas
recreacionales), Comision Administradora del Rio Uruguay
(CARU), LATU-UPM y DINAMA (calidad de agua del Rio
Uruguay) y diversos monitoreos con fines cientificos que
lleva adelante la Universidad de la Republica. Sin embargo, en
Uruguay no existe reglamentacion ambiental nacional para el
monitoreo de las cianobacterias en aguas recreacionales (Vidal
y Britos, 2012), aunque estd en revision el Decreto ministerial
253/79 (Uruguay, 1979) y sus modificativos. En aguas para
consumo humano, OSE considera un valor méximo permitido
(VMP) de 1 pgL-! de microcistina — LR de acuerdo ala norma
UNIT 833:2008 (Instituto Uruguayo de Normas Técnicas,
2008), normativa nacional a partir del Decreto del Poder
Ejecutivo 375/11 (Uruguay, 2011) (Britos, et al., 2009; Vidal y
Britos, 2012) y de acuerdo a las recomendaciones de la OMS.

El primer objetivo de este trabajo fue realizar un analisis
sinoptico de la presencia de las cianobacterias planctonicas y
de cianotoxinas en los cuerpos de agua superficiales del pais,
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en funcion de indicadores globales que utilizan estimadores de
biomasa de cianobacterias y concentracion de cianotoxinas,
para ser categorizados segtin los niveles guia propuestos por
la OMS para aguas recreacionales. El segundo objetivo fue
analizar la presencia de microcistinas en muestras puntuales
y la presencia de genes de esta toxina, para explorar nuevos
métodos rapidos de deteccion de cianobacterias toxicas. Para
ello se trabajo con un abordaje interdisciplinario e interins-
titucional (OSE, Intendencia de Montevideo, DINAMA,
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable y
Universidad de la Republica).

Materiales y Métodos

Se gener6 una matriz con indicadores cuantitativos de cia-
nobacterias (células de cianobacterias totales y biovolumen
de cianobacterias totales, abreviado como: cél-C y BV-C,
respectivamente) y fitoplancton total (concentracién de
clorofila a, clo a), presencia de “espuma” (concentracion de
clo a > 200 pug L), cianotoxinas (microcistinas, saxitoxinas y
cilindrospermopsina), temperatura del agua, nitrégeno total
y fosforo total. Las fuentes bibliograficas utilizadas fueron
articulos cientificos, tesis, informes técnicos de DINAMA,
UPM, IM, CTM, UTE, Seccién Limnologia de la Facultad
de Ciencias (Chalar, et al., 1993; Conde, et al., 1995; Gorga,
etal., 1996a; Gorga, et al., 1996b; Gorga, et al., 1996¢; Gorga,
et al., 1997; Conde, et al., 1998; Gorga, et al., 1998; Scasso,
et al., 2001; Bonilla, 2002; Kruk, et al., 2002; Bonilla, et al.,
2005; Chalar, 2006; Feola, et al., 2006a; Feola, et al., 2006b;
Kruk, et al., 2006; Boccardi, et al., 2007; Feola, et al., 2007a;
Feola, et al., 2007b; Aubriot, 2008; Feola, et al., 2008a; Feo-
la, et al., 2008b; Vidal, 2008; Bonilla, 2009; Bordet, 2009;
Clemente, et al., 2009; Kruk, et al., 2009; Feola, et al., 2010;
Rodriguez-Gallego, 2010; Steffen e Inda, 2010; Aubriot, et al.,
2011; Chalar, et al., 2011a; Chalar, et al., 2011b; Delbene, et
al., 2011; DINAMA-JICA, 2011; Feola, et al.,2011a; Feola, et
al., 2011b; Ferrari, et al., 2011b; Ferrari, et al., 2011c; Feola,
etal, 2012; Somma, 2014) y datos histéricos no publicados
de OSE, Seccién Limnologia de la Facultad de Ciencias y de
Facultad de Quimica. Se obtuvo una matriz de 3061 datos
georreferenciados para 64 cuerpos de agua superficiales del
pais (arroyos: 16, rios: 13, lagos: 11, lagunas: 15, embalses:
8 y playas del Rio de la Plata). Los mismos se clasificaron
como ambientes lénticos, ecosistema lago, laguna, embalse y
remansos de playas (costa), y ambientes l6ticos (ecosistema
arroyo y rio).

Cada dato fue verificado y se relevé el método utilizado
con los niveles de deteccion y cuantificacion correspondientes.
Se recopild informacion disponible de analisis de cianotoxinas
(microcistinas desde 1997 y saxitoxinas y cilindrospermopsi-
na desde 2008) realizados ante la presencia de cianobacterias
potencialmente téxicas. En todos los casos se determinaron
las toxinas “totales” (intracelular + extracelular), luego del
tratamiento de las muestras con tres ciclos de congelado y
descongelado. Las microcistinas se analizaron mediante cua-
tro métodos diferentes: kits de ELISA en placa de produccién
nacional (limite de cuantificacién, LC = 0,3 pgL-!) (Pirez, et
al., 2013) y de Envirologix (LC = 0,16 ugL-1), kits de ELISA en
tubos Envirologix (deteccion en rangos de <0,5 pgL-!, entre
0,5y 3,0 ugL'y > 3,0 ugLt) y HPLC para variedad MC-LR
(LC=0,35 pgLt) (método ISO 20179:2005). Los analisis de
saxitoxinas y cilindrospermopsina fueron realizados mediante
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kits de ELISA en placa de Abraxis (LC= 0,02 pgL-y 0,05 ugL-1,
saxitoxina y cilindrospermopsina, respectivamente).

Los datos de concentracién de clorofila a utilizados
provienen de diferentes métodos analiticos de rutina en
limnologia utilizados por las diferentes instituciones, LATU y
Facultad de Ciencias (ISO 10260, International Organization
for Standarization, 1992) y DINAMA (7004 UY: DINA-
MA, 2009; APHA, 10200H, APHA et al., 2005). Si bien los
métodos presentan diferencias en el limite de deteccidn, se
seleccionaron las concentraciones > 1 pg Lt de clo a parala
elaboracion de los mapas y los andlisis estadisticos, ya que es
un valor de cuantificacién comun a todos los métodos. Los
valores de células y biovolumen disponibles provenian en
todos los casos de andlisis que habian seguido procedimientos
de rutina en limnologia (Sournia, 1978) y, por lo tanto, se
consideraron comparables. Los datos no cumplieron con los
supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad, por lo
que se realizaron correlaciones no paramétricas (Spearman)
entre las variables y se hicieron andlisis no paramétricos
(Mann-Whitney y Kruskal - Wallis) para explorar diferencias
significativas entre ecosistemas o épocas del afio, utilizando
el programa SigmaPlot 11 y STATISTICA 8.0. Para probar
las relaciones entre la concentracion de fésforo total como
indicador de estado trofico, la temperatura (efectos fijos e
interaccion) y la clorofila a como indicador de fitoplancton
y cianobacterias (variable bioldgica con el mayor numero de
datos) se aplicé un modelo lineal generalizado GLM (con
variable de respuesta transformada, Log) para los ecosiste-
mas lénticos y para l6ticos. A partir del modelo inicial de
efectos fijos e interacciones se eliminaron los términos no
significativos comparando el valor del criterio de informa-
cion de Akaike (AIC). Para este analisis se utilizo el paquete
estadistico glm2, programa R (3.0.3.6). Para la elaboracién
de los mapas, se exportd la matriz de datos a un sistema de
informacion geografica (ArcGIS 10) donde los sitios estdn
superponderados con una capa de las cuencas hidrograficas
y otra de los cursos hidricos del pais. Para realizar el primer
mapa, cada dato fue clasificado en una categoria segtn su
nivel de riesgo de acuerdo a uno de los tres indicadores glo-
bales cuantitativos, cél-C, BV-C o clo g, siguiendo las guias
de la OMS para aguas recreacionales. Estos tres niveles guia
se definen en funcién de dos valores: baja probabilidad de
riesgo, cuando se presentan valores menores al nivel Guia 1
(Guia 1, 20.000 cel mL-1, 2 mm3 L-1y 10 pg L1; cél-C, BV-Cy
clo a, respectivamente); riesgo moderado, para datos mayores
al nivel Guia 1 y menores al nivel Guia 2 (100.000 cel mL-, 10
mm3 L1y 50 pg L3; ¢él-C, BV-C y clo g, respectivamente) y
riesgo alto, cuando los datos son mayores al nivel Guia 2. Se
elabord un segundo mapa para microcistinas, dado que fue
la toxina con mayor nimero de datos y la nica para la que
existen valores guia de la OMS. Estos datos se categorizaron
segun los niveles de la OMS (Chorus y Bartram, 1999) con
pequenas modificaciones (riesgo bajo: 2 a 5 ug L' de microcis-
tina < valor Guia 1; moderado: 5 a 20 pug L-! entre los valores
Guia 1y 2, y alto > 20 pg L, valor Guia 2).

Complementariamente a la recopilacion de datos histdri-
cos, se analizaron muestras de agua utilizada como abrevade-
ro para el ganado, con presencia de espuma de cianobacterias
en zonas costeras del embalse de Baygorria (15/3/2013). Se
determind la concentracion de microcistina en altas biomasas
y su correspondencia con genes involucrados en la sintesis de
dichas cianotoxinas. Se tomaron con recipiente de boca ancha
tres muestras de orilla con densa espuma de cianobacterias,
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para su observaciéon en microscopio y analisis de toxinas.
Las muestras para toxinas se congelaron (-20 °C) hasta su
analisis. Se determinaron las microcistinas totales (ELISA,
kit de Facultad de Quimica) en dos muestras, procediendo
al congelado y descongelado de la muestra en tres ciclos
consecutivos para la liberacion de la toxina de la célula. Para
la extraccion de ADN se filtraron 250-300 mL de una muestra
con filtros de acetato de celulosa de 0,2 pm de tamaio de
poro (Zhou, et al., 1996). La calidad del ADN extraido se
confirmé por espectrofotometria y luego se almacené a -20
°C hasta su empleo en el qPCR. Para detectar la presencia
de genes que codifican para la sintesis de microcistina (mcy)
se usaron primers dirigidos a los genes mcyB (Hautala, et al.,
2013) y mcy] (Kim, et al., 2010). Se emple6 el kit Power SYBR
Green PCR (Invitrogen) con un volumen final de reaccién
de 20 p L y un termociclador TouchTM Real-Time PCR
Detection System (BIO RAD), con las siguientes condicio-
nes de ciclado: 2 min a 50 °C, 15 min a 95 °C y 40 ciclos de
15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C y 30 segundos a
72 °C. Se realizaron curvas de calibracion y cuantificacién
del numero de copias génicas empleando los genes blanco
clonados en vectores. Para determinar el nimero de copias
se hicieron diluciones seriadas de los genes clonados y se
realizo el ajuste de la curva.

Resultados

Indicadores cuantitativos
de cianobacterias

Se recopilaron datos de ambientes 1énticos y 16ticos distribui-
dos irregularmente en las principales cuencas hidrograficas
del pais desde 1980 hasta 2014 (n=3061), mayormente para
el periodo 2007 a 2012 (2275 datos). La mayoria correspon-
dieron a costas y playas del Rio de la Plata o de grandes rios
(n = 993), seguidos de rios (822), embalses (779), lagunas
(288), arroyos (114) y lagos (64). La mayor cantidad de datos
correspondi6 a ambientes 1énticos (n = 2121) y a periodos
estivales (n = 1439).

Del total de datos con al menos un indicador bioldgico
de fitoplancton, la mayoria correspondio a la concentracién
declo a (n=2387), seguida de BV-C (472) y cél-C (356). Los
tres indicadores estuvieron altamente correlacionados entre
si(cloa- cél-C,p=0,44,p < 0,001, cloa - BV-C,p=0,54, p
< 0,001 y cél-C - BV-C, p = 0,91, p < 0,001) y co-ocurrieron
solamente en 88 casos. Las cél-C variaron ampliamente des-
de valores bajos (2,6 x104+ 10,7 x104 cél mL-!) hasta valores
correspondientes a espuma de cianobacterias, usualmente
acumuladas en las orillas de playas con cél-C hasta cinco
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ordenes de magnitud mas altos (1407 x106 + 4419 x106 cél
mL1), mientras que el valor promedio de BV-C fue de 8,37
mm3 L1 (+ 20,84 mm3 L1) y solo se registr6 un valor de BV-C
en presencia de espuma (35,4 mm?3 L-1). La concentracién de
la clo a tuvo un valor promedio de 13 pg L1 (£ 22 ug L1) en
ausencia de espuma.

Factores ambientales

La temperatura del agua, para la cual se registro la presencia
de cianobacterias, varié en un amplio rango, desde 7 °C
a 36 °C y los ambientes lénticos alcanzaron en general las
mayores temperaturas (Tabla 1). La clo a como indicador
cuantitativo a valores de riesgo moderado (10 - 50 ug L-1)
y alto (>50 pg L-1) de exposicion a cianobacterias se regis-
tré en un amplio rango de temperaturas (7a36°Cy 1l a
35 °C, para riesgo moderado y alto, respectivamente). La
concentracion de los nutrientes totales (nitrégeno y fosforo
totales) fue significativamente mas alta en los ambientes
l6ticos con respecto a los lénticos (Kruskall-Wallis, p<
0,05) (Tabla 1). Por el contrario, la concentracién de clo
a, cél-C y BV-C fue significativamente mayor en los am-
bientes lénticos con respecto a los 18ticos (Kruskall-Wallis,
p< 0,05) (Tabla 1). En los ecosistemas lénticos el PT y la
temperatura y la interaccién de ambas, explicaron el 22 %
de la deviancia de la clo a (GLM). Sin embargo, para los
ecosistemas 16ticos el PT y la temperatura (sin interaccién)
solamente explicaron el 5% de la deviancia de la clo a.
Los ecosistemas que registraron mayores valores de clo a
fueron los lagos y los remansos de costa de embalses, rios
y arroyos (ej. playas) (Figura 1). En los lagos, la mayoria
de los valores estuvieron por encima del nivel Guia 2 de
la OMS. En el resto de los ecosistemas, se registraron ge-
neralmente valores por debajo del nivel Guia 1 (Figura 1).
Las concentraciones de clo a fueron significativamente mas
altas en el verano en comparacidn con las otras épocas del
aflo (p< 0,05), aunque se observaron valores por encima
de los niveles Guia 1 y 2 en todo el afo (Figura 1). En los
ambientes 1énticos se registraron espumas, con valores de
clo a mayores al miligramo por litro en playas de Monte-
video (2006 y 2008: de 12,0 a 37,8 mg L-1) y del embalse
de Baygorria, Rio Negro (2014: 51 mg L-1).

Concentracion de cianotoxinas

Los registros de cianotoxinas comienzan en 1997 y del total
de datos se analizaron cianotoxinas en 651 muestras. La cia-
notoxina reportada con mayor frecuencia fue la microcistina
(n=342). Las concentraciones de cianotoxinas mas elevadas
fueron registradas para las microcistinas y las mas bajas para
cilindrospermopsinas (Tabla 2).

Ambiente Temperatura (°C) Nitrdgeno total (mg L) Fosforo total (ug L) Clo a (ugL1)
. 22 (7 - 29) 1(0,1 - 54) 75 (11 - 5490) 3,5 (1 -185)
Lotico 420 358 383 421
_ 24 (9 - 36) 0,6 (0,005 - 53) 69 (5 - 1077) 7 (1 - 50.912)
Léntico 1244 465 520 1946

Tabla 1. Valores de temperatura, nitrogeno y fosforo totales y clorofila a fitoplancténica (clo a) por tipo de ambiente

(l6tico y léntico). Se indica mediana, minimos y maximos entre paréntesis y numero de datos (cursiva) para cada variable.
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Figura 1. A: Concentracion de clo a segin tipo de ecosistema y B: época del afo, discriminado en periodo estival (verano)
y el resto del afio (no verano). Limite superior e inferior de las cajas: percentil 75 y 25, respectivamente, linea continua
horizontal: mediana, lineas verticales arriba y abajo: percentil 90 y 10, respectivamente, y circulos azules: valores atipicos. Las
lineas punteadas horizontales indican los limites de los niveles Guia 1y 2 (G1 y G2, respectivamente) de la OMS para aguas
recreacionales. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05). C: relacién entre la clo a (1 a 500 ug L) y el
fosforo total (PT) discriminado segun tipo de ecosistema (léntico, circulos azules y lético, circulos rojos). La linea vertical
indica el limite de PT de estandar de calidad de agua segtin la legislacion uruguaya (25 ug L1).

El valor méximo de microcistinas totales (38 mg L-1) se
registré en condiciones de concentracion de clo a > 200 pg L+
(Tabla 2), proveniente de una muestra de espuma de cianobac-
terias en el embalse Baygorria (Rio Negro) de 2014. Los mayores
valores de microcistinas se registraron en lagos (Kruskall Wallis,
p< 0,05), seguido de embalses y costas, muchas veces superan-
do los niveles Guia 1 y 2 (Tabla 2, Figura 3). Por otro lado, los
valores mas altos para saxitoxina (STX) se reportaron en lagos
(p <0,05) y para cilindrospermopsina (CIL) no se encontraron
diferencias significativas en la concentracion entre los distintos
tipos de ecosistema.

Se registraron concentraciones significativamente mas altas
de microcistinas en el periodo estival en comparacion con el
resto del aflo (no verano) (p<0,05), mientras que no se registra-
ron diferencias entre épocas del afo para las otras cianotoxinas.

Cianotoxinas Mediana (Minimo - Maximo), n

MYC (< 200 pg L1) 0,6 (<0,16 - 25), 314

MYC (> 200 pg L1) 1478 (250 - 38.000), 31
STX (ug L1) 1,74 (<0,02 - 14,62), I8

0,08 (<0,05 - 0,12), 13

CIL (ug L)

Tabla 2. Concentraciones de cianotoxinas determinadas
(mediante ELISA y HPLC) en cuerpos de agua
continentales del pais: microcistinas (MYC), saxitoxinas
(STX) y cilindrospermopsina (CIL). Se indica la mediana,
minimos y maximos entre paréntesis y nimero de datos (n).
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Figura 2. Mapa de Uruguay con los sitios georreferenciados donde se han detectado cianobacterias (1980-2014), categorizados
segun los niveles gufa de la OMS para aguas recreacionales en base a los indicadores globales (BV-C, cél-C o clo a) y datos
cualitativos. Circulos amarillos = riesgo bajo, circulos verdes = riesgo moderado, circulos rojos = riesgo alto (por encima del
nivel Guia 2), triangulos verde oscuro = sin eventos de cianobacterias (2008 — 2012, datos cualitativos OSE).

Evaluacion del riesgo para
aguas recreativas

La distribucién de cianobacterias en el mapa del pais permitié
visualizar regiones con peligrosidad moderada de exposicién a
cianobacterias (entre los niveles Guia 1 y 2) y alta (por encima
del nivel Guia 2), generalmente asociado a zonas embalsadas
de los grandes rios (Uruguay y Rio Negro), zonas costeras
(Rio de la Plata) y lagos o lagunas (Figura 2). La mayoria de
los sitios tienen actividades recreativas, particularmente en las
costas de Rio de la Plata, Rio Negro y Rio Uruguay. El mapa
permiti6 ademads identificar vacios de informacion, en particu-
lar en la zona noroeste del pais (Figura 2). Se destacan ademas
algunos puntos con riesgo moderado o alto en ecosistemas
lé6ticos (Figura 2). El mapa de distribuciéon de microcistinas
(Figura 3) fue coherente con el mapa basado en indicadores

cuantitativos en la mayoria de los casos (Figura 2), indicando
zonas de mayor riesgo (Alto) en embalses de Rio Negro y en
zonas costeras del Rio de la Plata (Figura 3).

Estudio de caso: microcistinas
en embalse Baygorria

De los analisis realizados en este trabajo con muestras del em-
balse de Baygorria, con presencia de espuma (15/3/2013), se
determiné la dominancia de Microcystis spp. y se registraron
20,04 mg L1 (£ 1,6 mg L) de microcistinas totales (ELISA).
La presencia y abundancia relativa de dos genes pertenecien-
tes al cluster mcy se determin6 por qPCR y se encontraron
altas abundancias tanto de mcyB (1,98 x104 copias/ng ADN)
como de mcy] (1,40 x105 copias/ng ADN), pero con dife-
rencias significativas entre ambos (mcyB < mcy], p < 0,05).
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Figura 3. Mapa de Uruguay con los sitios georreferenciados donde se han detectado microcistinas (1997 - 2014),
categorizados segun los niveles guia de la OMS para aguas recreacionales. Triangulos verdes y circulos amarillos =
riesgo bajo < nivel Guia 1, circulos amarillos con punto negro = riesgo moderado, entre el nivel Guia 1 y 2 y circulos

rojos = riesgo alto >nivel Guia 2.

Discusion

En este trabajo se resume y analiza informacién de cuer-
pos de agua del pais sobre la presencia y riesgo potencial
de exposicién a cianobacterias y las principales cianotoxi-
nas. Incluye informacioén técnica y cientifica y cuenta con
la participacién de cuatro instituciones publicas, lo que
permitié generar una base de datos sobre cianobacterias
e indicadores de calidad de agua a nivel pais, con mas de
30 afos de informacién disponible. Se elaboraron mapas
georreferenciados que permiten visualizar claramente
regiones con mayor o menor riesgo de presencia de cia-
nobacterias. Ademds, estos mapas pueden servir como
punto de partida para otros estudios mas profundos o
para evaluar posibles cambios de la situacién a lo largo
del tiempo.

Distribucion espacial de floraciones
de cianobacterias en el pais

El mapa de categorizacion de los cuerpos de agua del pais per-
mitié identificar zonas de mayor peligrosidad de exposicién a
las cianobacterias. En particular las zonas embalsadas de los
grandes rios como el Rio Uruguay y el Rio Negro y las costas
del Rio de la Plata fueron los ecosistemas con mayores regis-
tros de riesgo de exposicion alto, con acumulacién de espuma
de cianobacterias, en concordancia con trabajos anteriores
publicados para estos ecosistemas (De Le6n y Yunes, 2001;
Gonzalez-Piana, et al., 2011; O Farrell, et al., 2012; Pirez, et
al., 2013). Los primeros registros de floraciones de cianobac-
terias para el pais fueron en el embalse de Salto Grande, Rio
Uruguay, en 1980 (Quirds y Luchini, 1982), ambiente que ha
tenido recurrentes registros de floraciones de cianobacterias
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a lo largo de décadas (Chalar, et al., 2002; Giannuzzi, et al.,
2011). En Baygorria (2014), con presencia de espuma de cia-
nobacterias, se reportaron los valores de clo a fitoplancténica
mas altos registrados hasta la fecha para el pais. Las floraciones
de cianobacterias acumulativas generalmente forman gruesas
capas en la superficie del agua (espuma) gracias a la regulacion
de la flotacién via las vacuolas de gas intracelulares (Oliver
y Ganf, 2000) y la acumulacion en playas o zonas someras
por el viento (Chorus y Bartram, 1999). Las espumas que se
acumulan en las orillas de playas y remansos configuran un
riesgo maximo de exposicion a cianotoxinas u otros proble-
mas sanitarios para los potenciales usuarios del cuerpo de
agua, principalmente en el periodo estival.

Indicadores de alto riesgo de exposicion a cianobacterias
ocurrieron tanto en verano como en otras épocas del afio,
sugiriendo que la temperatura no es necesariamente una
variable que limite el crecimiento y la acumulacion de estos
organismos en Uruguay. La temperatura es una variable clave
para explicar el crecimiento del fitoplancton en general y su
papel predictivo de la presencia de cianobacterias varia segun
se trate de ecosistemas templados o subtropicales y el estado
trofico de los mismos (Rigosi, et al., 2014; Mowe, et al., 2015).
Por otro lado, los efectos del cambio climdtico pueden actuar
en sinergia con el aumento de los nutrientes, acelerando la
eutrofizacién (Meerhoft, et al., 2007; Moss, et al., 2011) y
promoviendo la aparicion de floraciones de cianobacterias
(O'Neil, etal.,2012), como se ha demostrado en un estudio de
largo plazo (1991 - 2010) para el lago Taihu, China, afectado
por densas floraciones de Microcystis (Deng, et al., 2014). Por
lo tanto, seria recomendable que los programas de monitoreo
de calidad de agua en Uruguay incluyeran la temperatura
como variable indicadora junto con variables cuantitativas
de fitoplancton y cianobacterias. Para disefiar programas de
monitoreo, se destaca la necesidad de considerar todo el ciclo
anual, ya que fuera del periodo estival pueden registrarse
eventos de floraciones de cianobacterias, lo que puede tender
aaumentar con los efectos alargo plazo del cambio climatico.

Eutrofizacion y cianobacterias

Los resultados de este trabajo evidencian la condicién eutro-
fica de varios tipos de los ecosistemas estudiados. La eutrofi-
zacion en cuerpos de agua de Uruguay es una problematica
que tiene varias décadas y estd asociada al uso del suelo en
la cuenca y a cambios hidroldgicos artificiales (Quirds y
Luchini, 1982; Conde y Sommaruga, 1999; Conde, et al,,
2002; Aubriot, et al., 2005), afectando muchas veces cuerpos
de agua destinados a usos multiples o la potabilizacion (Ma-
zzeo, et al., 1993 y 2003; Arocena, et al., 2008; compilacién
en: Bonilla y Meerhoff, 2014). Los valores registrados en este
estudio indican que los ecosistemas 14ticos tienen una mayor
disponibilidad de nutrientes, pero que el crecimiento del fito-
plancton estd limitado por otros factores. Las diferencias en el
funcionamiento de rios y de lagos (Moss, 1998) hace que bajo
concentraciones similares de nutrientes, los rios presenten
una menor productividad primaria fitoplancténica respecto
aloslagos (Moss, 1998), lo que se refleja en los rangos tréficos
(resumidos por Smith y colaboradores, 1999). Mientras que
el rango eutrdfico en rios se caracteriza por valores de clo a
de 10 a 30 ug L1 y fésforo total > 75 pg L1, en los lagos co-
mienza con valores de clo a entre 9 a 25 pg L y fésforo total
> 30 pg Lt (hasta 100 ug L) (Smith, et al., 1999). Lo mismo
ocurre para las concentraciones de nitrégeno total de sistemas
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eutrdficos (NT > 1,5 mg Lt y de 0,7 a 1,2 mg L\, para rios
y lagos, respectivamente) (Smith, et al., 1999). Por lo tanto,
para la base de datos de nuestro estudio, estos indicadores
sugieren que muchos ambientes estdn cercanos a la eutrofia o
alahipereutrofia. La legislacion uruguaya vigente sobre clases
de agua establece que el estandar permitido de concentracién
de fésforo total es 25 pg PT L1, para todas las clases de agua,
Decreto 253/79 (Uruguay, 1979), y por lo tanto la mayor
parte de los ecosistemas acudticos analizados en este estudio
estan por encima de dicho valor, en algunos casos hasta dos
6rdenes de magnitud. En un escenario de cambio climatico
y eutrofizacion, la reduccion de la carga de nutrientes sigue
siendo un aspecto clave a la hora de recuperar ecosistemas
afectados por floraciones de cianobacterias (Moss, et al., 2011;
O 'Neil, et al., 2012).

Uno de los factores mds importantes que favorece el
crecimiento del fitoplancton y de las cianobacterias en eco-
sistemas 6ticos es el incremento del tiempo de residencia
del agua, que ocurre, por ejemplo, en la construccion de
embalses (Rangel, et al., 2012; Paerl y Otten, 2013). Trabajos
recientes atribuyen las floraciones frecuentes de Microcystis y
Dolichospermum en el embalse de Salto Grande (Rio Uruguay)
a los altos tiempos de residencia en los brazos del embalse y
morfometria dendritica del mismo (O "Farrell, et al., 2012).
Es por esto que las modificaciones artificiales que puedan
realizarse afectando la hidrologia en ambientes l6ticos con
alta carga de nutrientes pueden ser decisivas para promover
floraciones de cianobacterias potencialmente tdxicas.

Cianotoxinas: distribucion y tipos

La microcistina fue la cianotoxina que present6 mayores con-
centraciones, mayor distribucion en el pais y mayor frecuencia
de apariciéon. Los primeros reportes de esta cianotoxina en
el pais corresponden a zonas de costa del Rio de la Plata
(Colonia, 1991) (De Leén y Yunes, 2001) y son recurrentes
en playas y remansos de rios o embalses (Gonzalez-Piana, et
al., 2011; Pirez, et al., 2013). En el embalse de Salto Grande
se registrd un caso de intoxicacién aguda grave en humanos
(Giannuzzi, et al., 2011). Esta cianotoxina es la mds frecuente
en las floraciones de cianobacterias en el mundo entero, tanto
en regiones templadas como tropicales (van Apeldoorn, et
al., 2007; Mowe, et al., 2015). Las microcistinas son también
las cianotoxinas mas reportadas en los paises de la region, lo
que también se relaciona a su frecuencia de aparicion y las
capacidades analiticas (SantAnna, et al., 2008; Echenique y
Aguilera, 2009). La saxitoxina y cilindrospermopsina han
sido menos analizadas en nuestro pais que la microcistina.
Esto puede deberse a las limitaciones analiticas para su
determinacion, ya que en el pais solo se pueden determinar
con kits comerciales de ELISA. Las saxitoxinas y la cilindros-
permopsina son menos frecuentes que la microcistina en la
naturaleza (van Apeldoorn, etal., 2007) y debido a la falta de
datos toxicoldgicos no hay valores guia recomendados por la
OMS para las mismas, tanto para aguas de recreacién como
para potabilizacién (Chorus, 2012). Sin embargo, algunos
paises han incorporado recientemente valores guia de estas
toxinas para agua potable, como Australia (STX = 3,0 pg L
y CIL = 1,0 pg L-1), Brasil (STX = 3,0 ug L1y CIL = 15 pg L'1)
y Nueva Zelanda (STX = 3,0 pg L1 y CIL = 1 ug L-1) (Chorus,
2012; Brasil, 2011). Para aguas recreacionales la inica legis-
lacién (Oregon, EEUU) que presenta valores de referencia
para STX establece 100 pg Lt como méaximo.
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La correlacién entre la concentracion de cianotoxinas
y biomasa de cianobacterias no siempre es clara (Oliver y
Ganf, 2000), por lo que la OMS recomienda realizar andlisis
cuantitativos de toxinas segin los valores de biomasa encon-
trados en la muestra (Chorus y Bartram, 1999). Por lo tanto,
la incorporacién de analisis cuantitativos de cianotoxinas o
de la presencia de genes de cianotoxinas en muestras de pro-
gramas de monitoreo podria mejorar la capacidad de alertay
de mitigacion en la gestién de los recursos hidricos del pais.

Las muestras analizadas de espumas de cianobacterias
del embalse Baygorria permitieron determinar las mayores
concentraciones de microcistina registradas hasta el pre-
sente para el pais (embalse Baygorria, 2013) que fueron 100
veces mayores que el limite de 20 pg L-* de microcistina-LR
propuesto por la OMS para riesgo alto (Chorus y Bartram,
1999). En estudios anteriores se reportaron altas concen-
traciones de microcistina-LR en floraciones de Microcystis
aeruginosa para los embalses del Rio Negro, Bonete (2,0 mg
L1), Baygorria (0,5 mg L1) y Palmar (2,6 mg L) en verano
de 2010 (Gonzalez-Piana, et al., 2011), uno a dos érdenes de
magnitud mas bajas que los valores maximos encontrados en
este estudio (embalse Bayorria, 2013). En el estudio genético
en la muestra de Baygorria, la deteccion de altos nimeros de
copias por unidad de biomasa de los genes mcyB y mcy] no
resulta sorprendente dada la concentracién de microcistinas
detectadas en la muestra, si bien es llamativa la diferencia de
un orden de magnitud entre la abundancia relativa de ambos
genes (mcyB < mcy]). Esto podria explicarse por la existencia
de variabilidad natural en la secuencia del cluster mcy debido
a mutaciones, recombinaciones y presencia de transposasas
a nivel de mcyB (Kurmayer y Gumpenberger, 2006). Se ha
demostrado que eventos de recombinacion entre el dominio
de adenilaciéon mcyBI de mcyBy el dominio correspondiente
en otro gen, mcyC, da lugar a distintas isoformas de micro-
cistina. Por ende, los resultados obtenidos del gen mcyJ en
nuestro estudio indican la abundancia total de genotipos mcy
en la muestra, mientras que la de mcyB sugiere la existencia
de otra variedad de microcistina que podria ser mas o menos
toxica que la variedad LR. Actualmente no hay informacién
suficiente para poder asociar una floracién con la variedad
de microcistina presente y depende de la diversidad genética
de la muestra (de Figuereido, et al., 2004). Es por esta razén
que los analisis genéticos pueden ser una herramienta com-
plementaria a otros analisis cuantitativos para evidenciar la
diversidad potencial de diferentes variedades de cianotoxinas.

Indicadores cuantitativos
de cianobacterias y monitoreo

Los indicadores cuantitativos de riesgo de exposicion a
cianobacterias presentaron gran disparidad en el nimero
de datos disponible. La clo a fitoplancténica fue el indicador
mas ampliamente utilizado en programas de monitoreo y
trabajos de investigacion en el pais y el nimero de células de
cianobacterias el menos utilizado. Sin embargo, la clo a es
un indicador global del fitoplancton y, por lo tanto, indirecto
sobre la peligrosidad potencial de la cianobacterias (Chorusy
Bartram, 1999). De un total de de 18 paises con legislaciones
para aguas recreacionales, en la mayoria se utiliza la observa-
cion visual (presencia o ausencia de cianobacterias a simple
vista) o la concentracion de la clo a como variable cuantitativa,
seguida de la abundancia de cianobacterias totales y, por
ultimo, el biovolumen de cianobacterias (Chorus, 2012). De
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acuerdo a estudios recientes (Agha, et al., 2012) y a nuestros
resultados, el monitoreo de cianobacterias debe adecuarse
al tipo de cianobacteria y floracién mas frecuente (acumula-
tiva o dispersiva) e integrar diferentes escalas de medicion.
Por ejemplo, la observacién visual puede ser una excelente
herramienta a incorporar en programas de monitoreo para
aquellos ecosistemas que presenten floraciones de cianobac-
terias acumulativas (visibles a simple vista). La Intendencia
de Montevideo lleva adelante un programa de monitoreo de
playas con observacion visual y el uso de una bandera sani-
taria. No obstante, este método no se aplica en ecosistemas
con floraciones dispersivas, poco evidentes a simple vista. El
monitoreo de cianobacterias debe considerar la biologia de
los organismos y debe, ademds, integrar varios indicadores en
simultaneo. La OMS recomienda utilizar varios indicadores,
por lo que el nimero de células, el biovolumen y la concentra-
cién de cianotoxinas deberian ser utilizados, si bien requieren
de personal altamente calificado e insumen mucho tiempo
de anilisis. La concentracion de toxinas puede variar con el
ciclo celular, los factores ambientales (Zurawell, et al., 2005)
y la cepa, por lo que la correlacién entre la concentracién de
cianotoxinas y la biomasa de cianobacterias no es muy clara
(Oliver y Ganf, 2000). Sin embargo, en algunos ecosistemas se
han encontrado correlaciones positivas entre la concentracién
de microcistina y el biovolumen de cianobacterias, como por
ejemplo en un estudio reciente en el Rio Uruguay (Vidal, etal.,
2015). OSE sigue un protocolo interno con diferentes niveles
de alerta (Vigilancia, Alerta 1, Alerta 2 y Alerta 3) segun el
biovolumen de cianobacterias potencialmente toxicas y la
concentracion de microcistinas, los que se asocian a diferentes
medidas de accion (frecuencias de monitoreo y comunicacién
a las autoridades correspondientes) (Vidal, et al., 2015).

El uso de la combinacién de métodos analiticos, incor-
porando el estudio de la presencia de genes de cianotoxinas
junto con la cuantificacion de toxinas y estimacion del
biovolumen de cianobacterias, permitiria lograr un alcance
mas conflable para analizar muestras de programas de mo-
nitoreo y, por ende, para la gestion de los recursos hidricos
del pais. A su vez, podria ser ttil incorporar otros indica-
dores cuantitativos de cianobacterias en los programas de
monitoreo del pais, tanto para agua a potabilizar como para
agua destinada ala recreacién, como indicadores estimados
en tiempo real (pigmentos in vivo) (Cremella, et al., 2015),
sumado a la observacion visual segun el caso. Esto podria
contribuir a generar un sistema de alerta de floraciones a
nivel pais, con informacién unificada y facilitar la divulga-
cién a la poblacidn.

Conclusiones

La mayor cantidad de datos de la matriz generada en este
trabajo fueron posteriores al afio 2007, lo que puede reflejar
la mayor disponibilidad de informes técnicos de libre acceso,
mayor nivel académico y numero de investigadores activos
formados en temas ambientales, asi como un mayor compro-
miso de parte de los entes publicos responsables de la calidad
de agua en la tltima década.

La puesta a punto de metodologias intercomparables y la
seleccion de algunas variables cuantitativas comunes podrian
mejorar la informacién obtenida y optimizar la gestién de
los recursos hidricos del pais. Los SIG son una herramienta
muy util a la hora de integrar informacién espacial de esta
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problematica, permitiendo visualizar rapidamente regiones
con situaciones contrastantes y vacios de informacién. Los
mapas pueden ser actualizados con alta frecuencia o en forma
continua, convirtiéndose en una herramienta que puede me-
jorar el monitoreo de los cuerpos de agua del pais. Se espera
que este trabajo sea de utilidad para enfatizar la severidad dela
problemdtica de las floraciones de cianobacterias en Uruguay
y que contribuya a reforzar la toma de medidas preventivas o
de mitigacion a la exposicién a las cianobacterias en el corto
y en mediano plazo, con acciones integradas entre todos los
actores responsables del estudio y gestion de los recursos
hidricos continentales del pais.
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