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Resumen

Las floraciones nocivas de fitoplancton son un serio problema ambiental de amplia distribucion
mundial. Entre las floraciones mas frecuentes en Uruguay se encuentran las que forman las especies
del grupo Microcystis aeruginosa (CMA). El CMA produce microcistinas, un tipo de cianotoxinas que
en los humanos producen dafio en el higado. Algunos estudios afirman que existe una relacién entre
el tamafio de las colonias y su toxicidad, y que aquellas cuyo tamafio es mayor a 100 um serian las
mas toxicas. Ademas, las especies del CMA tienden a acumularse en las capas superficiales, por lo
qgue son floraciones de facil deteccién con sensores Opticos. El presente trabajo emplea una
aproximacién novedosa que conjuga tres caracteristicas del CMA: morfologia, toxicidad vy
propiedades 6pticas, para generar un modelo de deteccidn de organismos téxicos en cuerpos de
agua. La tesis se desarrollé con muestras provenientes del embalse de Salto Grande y se realizaron
analisis de microscopia, gPCR y captura de fotografias mediante una aplicacion de movil
<<Hydrocolor>> ajustada para obtener los valores de reflectancia de la luz en el agua (Rrs). Los
resultados mostraron una relacidn entre el tamafio y la toxicidad de las muestras, observandose una
diferencia en la abundancia de genotipos tdxicos, en su expresidon génica y en la produccion de
microcistinas segun el tamafio de los organismos del CMA. Al analizarse la diversidad genética de las
poblaciones téxicas se detectaron dos grupos de genotipos caracterizados por presentar distinto
tamaiio, con un punto de corte en 94.5 um de maxima dimensidn lineal. Asi, organismos téxicos del
CMA menores a 94.5 um pertenecerian a un genotipo, mientras que los mayores serian un genotipo
diferente. Estas diferencias de composicidn genotipica entre organismos de diferente tamafio serian
especialmente notorias durante los periodos de floracién (diciembre-marzo) y sugiere la existencia
de cambios a nivel intra-especifico en la comunidad, probablemente asociados a cambios
ambientales (temperatura, nutrientes, etc.). En relacidon a la caracterizaciéon dptica, se observaron
correlaciones significativas y negativas entre el biovolumen y la abundancia de genotipos téxicos con
los cocientes Rrs rojo/verde y Rrs azul/verde. Por tanto, valores bajos del cociente Rrs (mas presencia
del colore verde) correspondieron a muestras con mayor biovolumen de organismos téxicos del CMA.
Mediante la aplicaciéon de técnicas de clasificacién se logré un modelo estadistico que permite
predecir la abundancia de organismos téxicos del CMA empleando al cociente Rrs rojo/verde como
la Unica variable explicativa. En suma, en esta tesis se encontré que las colonias del CMA cuya
dimension lineal maxima oscila entre 60 y 150 um serian las mas toxicas, existiendo diferentes

genotipos segln el tamafio de la colonia. Asimismo, la presencia y abundancia de estos organismos y
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los genes que codifican para la sintesis de microcistinas se pueden predecir mediante la toma de
fotografias digitales con la aplicacidn Hydrocolor. Estos resultados constituyen el primer paso para el
uso del sensoramiento remoto basado en el valor de la reflectancia del agua (Rrs rojo/verde) y en el

tamafio de las colonias del CMA como bio-indicadores de la calidad del agua.

Abstract

Harmful Algal Blooms (HABs) are globally distributed and represent a serious threat for human health
and aquatic ecosystems due mainly to the production of biotoxins and negative effects on water
quality and biodiversity. One of the most concerning HABs in freshwater environments is the
Microcystis aeruginosa complex or MAC (i.e., a group of Microcystis ‘morpho-species’). MAC can
produce the potent hepatotoxin microcystin (MC), and thus persistent blooms pose a risk to those
who use impaired water resources for drinking water supplies, recreational activities, and fisheries.
Previous studies indicated that MC production from MAC population is related to its colony size and
it is suggested that colonies larger than 100 um are the most toxic. MAC colonies forms superficial
blooms, so surface water samples (i.e., 0-1 m) containing MAC organisms have different optical
signatures with respect to those dominated by other phytoplankton groups or where MAC is absent.
Therefore, it is suggested that toxicity of MAC colonies is related to their size distribution and remote
sensing reflectance (Rrs) spectra as derived from smartphone measurements. The objective of this
project was to develop algorithms for detecting MAC organisms and estimating their toxicity in a
freshwater reservoir of Uruguay. The abundance and maximum linear dimension of MAC organisms
was determined using optical microscopy (inverted microscopy). Rrs was computed based on RGB
bands and three radiance optical components (upwelling, sky and reference). Three Rrs ratios were
computed for estimating chlorophyll-a concentration and biovolume, and chromophoric dissolved
organic matter (CDOM) (ratiol=red/green and ratio2=blue/green, and ratio3=red/blue, respectively).
MAC toxicity was quantified based on 3 genetic proxies: abundance of a gene involved in microcystin
synthesis (mcyE), microcystin concentration (MC) and diversity of toxic genotypes based on mcyJ gene
variability. We found that all the indicators (Bv, Cl-a, MC; mcyE and mcyJ) were associated to
maximum linear dimension (MLD) as a value of morphological trait at individual and community
levels. There was a strong positive relationship between colony size and different indicators of toxicity
where medium colonies (60-150um) showed a higher mcyE abundance and total microcystin

concentration. Moreover, our results suggested that there are differences in mcy) genotype
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composition among organisms with different sizes, which appeared to be rather stable over the
blooming period suggesting intraspecific changes inside the community probably associated with
environmental changes (temperature, nutrients, etc.). On the other hand, our results showed a
negative correlation between ratio R red/green and the biological and toxicity indicator (biovolume,
chlorophyll and mcyE copies). The ratio Rrs red/green turned to be the most useful optical parameter
for estimating MAC toxicity based on CART predictions. In conclusion our results are the first step on
proposing a statistical method for water quality assessment base on remote sensing with digital

photography.
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Capitulo 1. Introduccion general

1.1. Problematica ambiental y floraciones de cianobacterias

La pérdida de calidad del aguay el desarrollo de floraciones nocivas de fitoplancton son problematicas
actuales en Uruguay y en el mundo (Huisman et al., 2005; Paerl y Huisman, 2008; Vidal y Kruk, 2008;
Vidal y Britos, 2012, Bonilla et al., 2015). Las floraciones son el crecimiento excesivo de una o pocas
especies de fitoplancton en un cuerpo de agua (Smayda, 1997; Chorus y Bartram, 1999) y en los
ecosistemas de agua dulce y costero-estuarinos son causadas principalmente por cianobacterias
(Perez, Bonilla, De Leon, Smarda y Komarek, 1999; De Leon y Yunes, 2001; Aubriot et al., 2005; Brena,
2009; Chorus, 2012). Las floraciones disminuyen la transparencia y la concentracién de oxigeno,
generan olor y sabor desagradables y merman la biodiversidad (Huisman, Matthijs y Visser, 2005;
Bonilla, 2009; Chorus, 2012). Las floraciones de cianobacterias productoras de cianotoxinas
representan la situacién mads adversa, ya que afectan a quienes consumen el agua (animales y
humanos), pueden contaminar cultivos a través del riego y las toxinas pueden bio-acumularse en los
tejidos (Chorus y Bartram, 1999). Esto genera inconvenientes sanitarios y sociales, asi como
importantes pérdidas econdmicas (DINAMA, 2009; OSE, 2009; Chorus, 2012; informe facultad de
ciencias, 2013; Vidal et al., 2017).

El aumento de actividades agropecuarias con uso intensivo de fertilizantes y herbicidas y el vertido
de desechos a los cuerpos de agua ocasionan la eutrofizacién de los ecosistemas acuaticos. La
eutrofizacién resulta del aumento de la concentracién de nutrientes (nitrégeno, fésforo) en el aguay
es una de las principales causas del aumento de la frecuencia e intensidad de las floraciones algales
(Mazzeo et al., 2002; Aubriot, Conde, Bonilla, Hein y Brito, 2005; Chalar, 2009; Rodriguez-Gallego,
2010; Kruk, Sudrez, Rios y Zaldua, 2013) ya que son usados como nutrientes (Paerl, 2014). Las
cianobacterias son extremadamente efectivas en secuestrar fuentes de fésforo, incluso en bajas
concentraciones, (Saxton, Arnold, Bourbonniere, McKay y Wilhelm, 2012) y puede acumularlo
intracelularmente lo que le permite sobrevivir en periodos de bajos recursos (Carr y Whitton, 1982).
Ademas, su habilidad de migrar verticalmente también optimiza el acceso al fosforo bioldgico
disponible. Tradicionalmente, la reduccién en el aporte de fosforo ha sido el centro de las medidas
para el control de las floraciones de cianobacterias, pero en los ultimos afios, los estudios han

demostrado que el nitrégeno antropogénico también juega un papel fundamental en la proliferacién
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de estos organismos (Paerl et al., 2011). Hay cianobacterias que no son capaces de fijar el nitrégeno
atmosférico, por lo que los aportes de nitrégeno generados por la actividad humana (agricultura,
industria, aguas domésticas, etc.) son el factor que explican el crecimiento y la proliferacién de estas
especies (Harke et al., 2016). Otras causas del aumento de las floraciones son las modificaciones
fisicas de los cuerpos de agua, como el represamiento, la canalizaciéon y la destruccién de la

vegetacion ribereia (Conde, Arocena y Rodriguez-Gallego, 2002; Kruk et al., 2006) (Fig. 1).

Floraciones de cianobacterias

Fertilizantes Aguas residuales de las
plaguicidas en ciudades (saneamiento,
agricultura industrias)

0

Nutrientes

N N
P NN
P P

Fig. 1. Diagrama conceptual que ilustra las variables que controlan la formacién de cianobacterias y su proliferacion en
los ecosistemas acudticos (Diagrama creado para esta tesis).

En Uruguay existe una tendencia de deterioro de la calidad de los cuerpos de agua (Tabla 1; Kruk et
al., 2013). Como consecuencia principal, la frecuencia de proliferaciones algales masivas ha
aumentado, incluido las cianobacterias potencialmente téxicas como Microcystis aeruginosa y

Cylindrospermopsis raciborskii (Kruk y De Ledn, 2002; Vidal y Kruk, 2008; Bonilla et al., 2015).
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Tabla 1. Revision de datos publicados (periodo 2007-2011) con un total de 151 casos organizados por tipo de ecosistema.
Entre paréntesis se incluye el numero de casos. La categorizacion del estado de cada ecosistema considerd la
concentracidn de fésforo total (uglL™?) y la de clorofila-a (ugL™) en el agua en base a la clasificacién de estado tréfico segun
Salas y Martino (1990). *Bajas biomasas de fitoplancton muchas veces asociadas a material inorgdnico en suspension
generado por arrastre de la zona litoral modificad. Tomado de Kruk et al. (2013).

Altas biomasas y/o floraciones

Clasificados como eutrdficos i !
nocivas de fitoplancton

En conjunto (151) 70% 40%
Embalses (15) 60% 30%
Lagos artificiales (19) 70% 100%
Lagos naturales (48) 54% 20%
Lagos naturales modificados (5) 100% 0*
Lagunas costeras (15) 53% 50%

Rios (49) 94% Sin informacion

En una compilacién realizada por Bonilla (2009) y posteriormente en un estudio de Bonilla et al.
(2015) se remarcé la problematica de las floraciones de cianobacterias en Uruguay. En ese estudio se
generd una base de datos histéricos y se construyeron mapas georreferenciados para visualizar la
distribucién de cianobacterias en el Uruguay. En estos mapas se destacaron los embalses de Rio
Uruguay y de Rio Negro vy las playas del Rio de la Plata como las zonas de mayor riesgo de exposicion
a cianobacterias, de acuerdo a las categorias de la Organizacion Mundial de la Salud para aguas

recreacionales (Fig. 2).

0 25 40 B0 120
T —

Fig. 2. Mapa de Uruguay con los sitios georreferenciados donde se han detectado cianobacterias (1980-2014),
categorizados segtn los niveles guia de la OMS para aguas recreacionales. Circulos amarillos = riesgo bajo, circulos
verdes = riesgo moderado, circulos rojos = riesgo alto (por encima del nivel Guia 2 de las OMS (>100.000 cel/ml),
triangulos verde oscuro = sin eventos de cianobacterias (2008 — 2012, datos cualitativos OSE). Tomado de Bonilla et al.
(2015).
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1.1.1 Complejo Microcystis aeruginosa: definicidn

Como resultado de la eutrofizacidon y modificaciones fisicas de los ambientes una de las cianobacterias
formadoras de floraciones mas frecuentes son las del género Microcystis. Estas se caracterizan
morfolégicamente por formar colonias de células esféricas u ovaladas con didmetros de entre 3y 5
micras (Komarek y Komarkova, 2002). En condiciones naturales se encuentran en forma colonial con
células individuales de manera dispersa. Estas colonias pueden tener cientos o miles de células
inmersas en un mucilago y alcanzar tamafios de pocos milimetros que las hacen visibles a simple vista
(Fig. 3). En condiciones de alta carga de nutrientes y temperaturas mayores a 15°C, pueden acumular
grandes biomasas y formar floraciones superficiales, generando manchas verdes notorias para los

usuarios (Reynolds, Jaworski, Cmiech y Leedale, 1981; Paerl et al., 2011) (Fig. 3).

Fig. 3. I1zq: Foto de una floracién masiva en el embalse de Salto Grande (Foto de Susana Deus, 2015). Dcha:
Imagen al microscopio de la diversidad morfoldgica de las colonias (Foto de Carla Kruk de muestras de Salto Grande)

Dentro del género Microcystis existen varias especies. Las mas comunes incluyen: M. aeruginosa, M.
botrys, M. firma, M. flos-aquae, M. ichthyoblabe, M. natans, M. novacekii, M. panniformis, M. smithii,
M. viridis y M. wesenbergii (Fig. 3; Komarek y Komarkova, 2002). La utilizacién de la denominacién de
especie como unidad de estudio puede presentar algunas dificultades, ya que por ejemplo una misma
especie puede exhibir multiples caracteristicas morfolégicas como respuesta a determinados
estimulos ambientales o fisiolégicos (Yang, Kong, Shiy Cao, 2006). Diferentes especies de este género
tienen similares tolerancias y sensibilidades a las condiciones ambientales, por lo que sus respuestas
a los cambios ambientales y sus efectos pueden ser similares (Kruk et al., 2010) . Asimismo, estas
especies poseen similitudes en marcadores filogenéticos que permite su agrupamiento en lo que se
llama el complejo Microcystis aeruginosa (CMA) (Watanabe, Harada, Carmichael, & Fujiki, 1995;

Otsuka et al., 1999, 2001; Vidal, 2002). La agrupacién de estas especies en un complejo facilita el
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analisis con objetivos de investigacion y de gestion. Por ejemplo, simplifica la tarea de identificacidon
microscépica y enumeracion con objetivos para la salud publica, aportando a la generacion de alertas
y a la prevencién de intoxicaciones de los usuarios ya que facilita la rdpida deteccién de una especie

como parte del complejo (Harke et al., 2016).

La importancia de estudiar este complejo radica en que las especies del CMA son las floraciones mas
frecuentes en Uruguay y en el mundo. Los organismos del CMA son bacterias cosmopolitas y sus
floraciones se han reportado en todos los continentes excepto en la Antértida (Zurawell, Chen y
Burke, 2005). En los ultimos afios ha aumentado la frecuencia de floraciones a nivel mundial. Harke
et al. (2016) relevaron datos en 257 paises y territorios para plasmar la distribucion geografica del
CMA. De este relevamiento se obtuvieron informes de floraciones en 108 paises y confirmaciones de

microcistinas asociadas a las floraciones en 70 de ellos (Fig. 4).

< Netherlands
Antilles |

Fig. 4. Estudid de la aparicion de floraciones de Microcystis y microcistinas en la literatura de 257 paises y territorios. El
color blanco indica que no se encontrd literatura al respecto, el azul indica que se encontrd literatura sobre la aparicion
de floraciones y el verde indica paises o territorios donde hay datos de floraciones y microcistinas (Harke et al., 2016).

1.1.2. Ecologia funcional del CMA

Los rasgos morfolégicos resumen muy bien aspectos funcionales de los organismos del fitoplancton,
sus respuestas a los cambios ambientales y sus efectos en el ambiente (Reynolds, 2006; Kruk et al.,
2010; Kruk et al, 2017). Por ejemplo el uso de rasgos morfoldgicos (e.g. volumen, presencia o no de
mucilago) permite agrupar a los organismos del fitoplancton en grupos funcionales basados en

morfologia (GFBM; Fig. 5) con diferentes rasgos fisioldgicos y ecoldgicos y respuestas a los cambios
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ambientales (Kruk et al 2010; Kruk et al 2011; Kruk & Segura, 2012). En particular las formas coloniales
de los organismos del CMA estan bien representados en el GFBM VII mientras que las células

individuales se incluyen en el GFBM Il (Fig. 5).

Grupo 1 Grupo II Grupo Il
~ o - X N /
© @& (f ® ‘({—
&  0° \//\{ 17
®° B ™
Pequedios, alta SV Flagdados pequedios Filamentos grandes, dta
/Silice sV
Grupo IV Grupo V Grupo VI Grupo VII

5 ! e\
%\m/g 'ﬂé’ S = (%Oécg’\'

Tamaiio medio, sin Flagdados de tamatio No flagelados, con Grandes colonias
especidizadiones medio a grande exoesqueleto siliceo mucilaginosas, bga S’V

Fig. 5: Representacion esquemdtica de los siete grupos funcionales incluyendo una breve descripcion de su morfologia, S
superficie y V volumen. Tomado de Kruk & Segura (2012).

Los integrantes del grupo VIl tienen gran tamafio y baja relacién superficie/volumen, bajas tasas de
crecimiento y son favorecidos en ambientes con alta carga de nutrientes y en situaciones de
estratificacion térmica. La presencia de mucilago y aerétopos (grupos de vacuolas de gas) les permite
controlar la flotacién y recuperarse rdpidamente luego de eventos de mezcla (Kruk et al., 2017).
Debido a estas caracteristicas las floraciones de CMA son favorecidas (dominantes) en ambientes
mesotroficos y eutréficos, en estos Ultimos alcanzan grandes biomasas que se acumulan en la

superficie formando manchas verdes facilmente reconocibles (Reynolds et al., 1981).

Las acumulaciones superficiales de CMA pueden dominar el ecosistema y limitar el desarrollo de otras
especies de fitoplancton (Oliver y Ganf, 2000). Ademds de afectar a la biodiversidad, inclusive al

zooplancton (Reynolds, 2006) y organismos de niveles tréficos superiores (Bonilla, 2009).

Las variables ambientales y factores fisicos como la luz, la temperatura, la salinidad, la mezcla vertical,
el flujo hidrolégico, el aumento de las temperaturas y las descargas de las aguas dulces influyen en el
desarrollo y en la dinamica de las floraciones del CMA (Paerl, 2014; Kruk et al., 2017; Fig. 6). La
biomasa, diversidad y toxicidad son mayores en condiciones de mayor temperatura y nula salinidad, donde
ademas forman floraciones (Kruk et al., 2017; Fig. 6). La salinidad y las bajas temperaturas limitan su biomasa

y tasa de crecimiento pero no su ocurrencia en los ecosistemas (Fig. 6).
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Fig. 6. Resumen de los efectos de las dos principales variables (alinidad y temperatura) que afecant los distintos rasgos
del CMA. Se incluyen ademds otras variables ambientales de menor relevancia: turbidez, fosforo total (TP) e intensidad
del viento (wind). Las flechas indican la direccion del incremento. Tomada de Kruk et al. 2017.

1.1.3. Toxicidad del CMA

Varias especies de cianobacterias producen compuestos naturales que son toxicos para otros
organismos (cianotoxinas), incluyendo a los mamiferos. Las cianotoxinas pueden afectar a diversos
6rganos, en base a ello se denominan hepatotoxinas, neurotoxinas o dermotoxinas. EIl CMA es

conocido por su habilidad para producir microcistinas, que son hepatotoxinas (Bishop, Anet, y

Gorham, 1959).

Existen diferentes incdgnitas acerca del origen y evolucién de los genes responsables de la sintesis de
microcistinas. Algunas teorias han sugerido que el papel de la toxina seria el de senal celular,
regulacién de la luz o transporte de iones; mientras que otras la proponen un papel ecoldgico (ej.
anti-herbivorismo o alelopatico). La teoria ecoldgica se contradice por Raantala et al. (2004) que
establecieron que los genes ancestrales se originaron en las cianobacterias hace aproximadamente
2000 millones de afios previo a la aparicidon de los eucariotas la cual se estima que comenzé hace
unos 1500 millones de afios. Esto indicaria que el objetivo de la produccion de las microcistinas, al
menos en su version ancestral, no hubiera sido el de ser un compuesto tdxico para las eucariotas.

Algunos autores consideran a las microcistinas como metabolitos secundarios, es decir compuestos
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producidos por los organismos que no se usan en el metabolismo primario como el crecimiento o
division celular, por lo que se asume que no tengan funciones endo o exdgenas particulares
(Carmichael, 1992; Kleinkauf y von Dohren, 1996). Aun asi, el verdadero rol de las microcistinas sigue
siendo esquivo (DeMott, Zhang y Carmichael, 1991; Lukac y Aegerter, 1993; Arment y Carmichael,
1996).

Las comunidades de CMA se componen de individuos que contienen los genes que sintetizan la toxina
(genotipos toxicos) y otros que no (genotipos no téxicos) por lo que la abundancia total de CMA no
es un buen indicador de toxicidad. La potencialidad total de produccion de microcistinas en una
floracién se podria determinar estimando la abundancia de células productoras de microcistinas
(Hotto, Satchwell, Berry, Gobler y Boyer, 2008). Esto hace necesario el desarrollo de metodologias

gue permitan detectar genotipos téxicos (Martinez de la Escalera et al., 2014, 2017).

1.1.4 Estructura y sintesis de toxinas

Las microcistinas son un grupo diverso de cianotoxinas. Son heptapéptidos ciclicos y se conocen unos
200 congéneres que intercambian los aminoacidos en las posiciones X y Z que dificulta la deteccidn.
La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) propuso un valor guia de 1ug/l en agua potable para la
variante mas comun microcistina-LR y de 20 pg/l en aguas recreacionales (WHO, 2003). Esta molécula
es sintetizada de manera no ribosomal mediante la combinacion de un complejo péptido sintasa -
policétido sintetasa (Adda) que se transcriben bi-direccionalmente desde una region interna

promotora (Tillett et al., 2000; Fig. 7).

" N-Methyl-
D-Clalts dehydro-Ala®™
Ox,~OH |
N .
Adda’®) HNI/\H/ wj\w )
-, \l
- 0 D-Ala
0
(8] Microcystin X Z Ri
B e NH H MCY-LR  tlew tArg CH,
ﬂ E MCY-RR  t-Arg tArg CH,
o R MCY-YR  «Tyr vArg CH,
0 0 X2 [Dha’MCY-LR t-lew t-Arg H
’ R 0" OH [Dha’]MCY-RR 1-Arg tArg H
o D-erythro-B- [Dha’MCY-YR -Tyr -Arg H
methyliso-Asp'™

Fig. 7. Estructura general de las microcistinas. El L-amino es variable y se encuentre en la posicion X'y Z, como se puede
ver en la tabla asociada (Tillett et al., 2000; Tanabe et al., 2009).
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El complejo que transcribe para la formacion de la microcistina esta codificado por el cluster genético
mcy que contiene 10 genes (Tillett et al., 2000; Fig. 8). Cada mddulo de la péptido sintetasa
multifuncional contiene dominios funcionales especificos para la activacion y tioesterificacién del
aminoacido sustrato y para la elongacién del péptido creciente (Tillett et al., 2000). Una vez producida
la molécula, ésta tiende a permanecer en el interior celular y su exportacién estd estrechamente
relacionada al gen mcyH sin el cual no puede ser exportada (Pearson, Hisbergues, Borner, Dittmann
y Neilan, 2004). Esta propuesto la identificacidon de diferentes genes como proxy de abundancia de
células téxicas debido a que una célula equivale a una copia del gen. En esta tesis se usé el gen mcyE
como indicador de genotipo toxico (Martinez de la Escalera et al., 2017). El gen mcyJ (también usado
en esta tesis) es el gen mds conservado y es el que usa en estudios de diversidad genética de las
poblaciones del CMA. Ademds, debido a su estructura quimica, las microcistinas son
extremadamente estables y pueden tolerar cambios radicales en la composicidn quimica del agua,
incluso en el pH (Harada, Tsuji, Watanabe y Kondo, 1996; Harada y Tsuji, 1998).

Operon B Operéon A

0 8 16 l 24 32 40 48 l 56 64kb

dnaN meyG meyl mceyE meyD meyA mcyB  mcyC Uma 1—6

mcyH-J Chemistry & Biology

Fig. 8. Organizacion del cluster para la biosintesis de microcistina (Tillet et al., 2000). Operén A: mcyABC y operdn B:
mcyD-J

1.1.5. Efectos de las toxinas

El mecanismo tdxico que provocan las cianotoxinas se basa en la inhibicién de una actividad
enzimatica particular. En el caso de las microcistinas uno de los mecanismos mas estudiado es el que
afecta a los animales y se trata de unainhibicidn de enzimas fosfatasa. Estas enzimas son responsables
de la hidrdlisis de fosfatos en proteinas cuya actividad se regula justamente por la presencia o
ausencia de dichos grupos fosfato (Barford, 1996). El desajuste entre enzimas fosfatasa y quinasa,
responsables de transferir grupos fosfato, puede afectar gravemente la estructura y funcién celulary
ha sido relacionado con el desarrollo de células cancerigenas (Cohen and Cohen, 1989). La toxina se
une mediante un enlace covalente a la proteina fosfatasa, especialmente en hepatocitos y genera un
dafio en la estructura celular del higado, aunque también puede afectar a otros tejidos (Sivonen et

al., 1990; Harada y Tsuji, 1998; Sivonen and Jones, 1999).
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En peces y anfibios se ha demostrado que la exposicién de embriones a extractos de cianobacterias
o toxina pura se traduce en un incremento de malformaciones (Oberemm et al., 1997; Jacquet et al.,
2004). En los humanos producen gastroenteritis, dafo en el higado, existen evidencias de que
concentraciones altas de microcistinas pueden producir tumores de higado (Falconer, 1991), y en los

casos mas severos, la muerte (Fleming et al., 2002; Vidal et al., 2017).

Las primeras intoxicaciones de poblaciones humanas por consumo de agua contaminada con cepas
toxicas de cianobacterias fueron descritas en Australia, Inglaterra, China y Africa del Sur (WHO, 2003).
Hasta ahora los dos episodios mds graves han ocurrido en Brasil. En un episodio murieron mds de 50
pacientes sometidos a tratamientos de hemaodialisis en los que se utilizé agua proveniente de un
embalse con floraciones de cianobacterias en el afio 1996 (Jochimsen et al, 1998). En el otro, en 1998
y en las proximidades del embalse de Itaparica, se registraron cerca de 2000 casos de gastroenteritis
durante 42 dias, donde el estudio demostré que el desencadenante de la epidemia eran las toxinas
producidas por las cianobacterias presentes en el embalse (Anabaena y Microcystis) (Teixieira et al.,
1993). Existen otros muchos episodios que pueden ser atribuidos a cianobacterias toxicas, como el
masivo brote de entre 4000 y 7000 casos de dolencias abdominales, vomitos y diarreas en Charleston
(Virginia Occidental, EE.UU) en 1931 (Tisdale, 1931) o el incremento de casos de gastroenteritis en
Harare (Zimbabwe) coincidente con la floracidn anual de Microcystis aeruginosa (Zilberg, 1966). Mas
recientemente un estudio en Uruguay, en las playas de Carrasco, en enero del 2015, donde una nifia
de 20 meses ingresé en un hospital de Buenos Aires luego de un episodio grave de gastroenteritis y

tuvo que recibir un trasplante de higado (Vidal et al., 2017).

1.1.6. Regulacion de la produccidn de toxinas

Desde 1880 la temperatura media de la superficie terrestre ha subido cerca de 0,8°C, una tendencia
gue estd impulsada en gran medida por el aumento del diéxido de carbono y otras emisiones
antropogénicas en la atmdsfera del planeta (IPCC, 2001). Las floraciones del CMA estan asociadas a
los periodos mds calidos del afio, particularmente en los ecosistemas eutrdficos, y con una
temperatura éptima para el crecimiento y la fotosintesis entre 25°Cy 302C (Paerl and Huisman, 2008;

Kruk et al., 2018; Fig. 9).
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Fig. 9. Tasa de crecimiento madxima estimada con las poblaciones experimentales de la literatura. Tomada de Kruk et al.

2017.

Con respecto a los factores que regulan la produccién de toxinas, los primeros estudios se centraron
en aquellos comunmente asociados a la formacidn y senescencia de las floraciones, tales como
temperatura, nutrientes y luz (Harke et al., 2016). Estudios de laboratorio han descrito que la
concentracién de microcistina se obtiene en temperaturas de entre 20 y 25 °C (Watanabe and Oishi,
1985; Van der Westhuizen et al., 1986; Amé and Wunderlin, 2005); estudios realizados en campo por
Martinez de la Escalera et al. (2017) también encontraron que la abundancia de genotipos téxicos fue

mayor en los periodos de altas temperaturas.

Con respecto a la concentracion de nutrientes en estudios de laboratorio, Downing et al. (2005)
concluyeron que la concentracién de microcistinas estaba controlada por varias variables, entre las
cuales el nitrégeno tenia el efecto mas significativo y Harke and Gobler (2013) observaron que en
condiciones de limitacidn de nitrégeno inorgdnico se reducia la abundancia de los genes involucrados
en la sintesis de microcistinas (mcyABCDEF) y la concentracidon de microcistina por célula también era
menor. De la misma manera, Van de Waal et al. (2009), y también Horst et al. (2014) y Scott et al.
(2014) (en estudios de campo), observaron aumentos en la concentracion exdgena de nitréogeno
asociados con aumentos en la concentracién de microcistinas. Sin embargo, otros estudios de
laboratorio produjeron resultados contradictorios, durante periodos de limitacién de nitrégeno
observaron aumentos en la concentracién de microcistina y en la expresién individual de genes mcy
(Pimentel and Giani, 2014; Ginn et al., 2010); lo que sugiere una relacién produccién de toxina-

nitrégeno mdas compleja o quizas una variabilidad entre cepas de laboratorio o especies.
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Otro de los factores analizados fue la incidencia de la luz solar. En este sentido, Straub et al. (2011)
demostraron que la biosintesis de microcistina ocurria principalmente durante los periodos de luz,
aunque eso fue contradecido por Penn et al. (2014) quienes encontraron que las microcistinas se
producian durante el ciclo dia/noche (ciclos circadianos) en las poblaciones naturales de Microcystis,
estableciendo que la transcripcion se producia durante el dia y la produccidn en la noche. Una posible
explicacion a la desconexidn entre la concentracion de microcistina y la abundancia en la
transcripcién del mcy es que la toxina podria estar uniéndose a proteinas y por eso no seria detectable
por los métodos estandares (Meissner et al., 2015). Por ultimo, con respecto a la salinidad, en un
estudio de campo realizado por Martinez de la Escalera et al. (2017), que abarcé el Rio Uruguay vy el
Rio de la Plata, demostraron que la mayor abundancia del CMA se encontraba en las aguas dulces y
gue esta disminuia seglin aumentaba la salinidad; el estrés salino resulté ser la principal variable que

limitd la abundancia de genotipos téxicos en este sistema.

1.1.7. Morfologia y produccion de toxinas

Diferentes estudios hallaron una relacién positiva entre el tamafo de las colonias del CMA vy la
concentraciéon de microcistinas, lo que sugiere que el tamano colonial podria ser usado como
indicador de la toxicidad. Varios de estos trabajos fueron estudios de campo realizados en diferentes
lagos, en los que se separaron las colonias de acuerdo a su tamafio utilizando tamices con mallas de
diferentes poros (entre 270 y 10 um). El primer estudio en este tema se centré en el embalse
Bautzenm (Jungmann et al., 1996) y no se detectd microcistinas en colonias menores a 66 um y se
observaron las concentraciones mas elevadas en las colonias mayores a 100 um; con ello sugirieron
gue la microcistina es necesaria para el crecimiento celular o para la bioquimica de la colonia. Mas
tarde, Kurmayer et al. (2003) observaron que en el lago Wannsee la fraccién que contenia colonias
de tamanos menores a 50 um tenia la proporcidon mas baja de genotipos tdxicos y la concentracién
mas baja de microcistina por célula, al contrario que la fraccion que contenia colonias mayores a 100
um. Ellos concluyeron que la variacién encontrada en la produccion neta de microcistina en el lago
se debid a la abundancia de las colonias mayores a 100 um productoras de microcistinas, por lo que
la fluctuacidn en la concentracién de microcistina se puede asignar al crecimiento de la poblacién en
las colonias grandes (Kurmayer et al., 2003). Finalmente, en 2007 Graham y Jones estudiaron 30 lagos
del norte de Missouri e lowa y observaron que las colonias mayores a 100 um contribuian al 40% del

total de las microcistinas. Los primeros tres estudios llegaron a la misma conclusion: las colonias mas
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grandes eran las mas toxicas. En un estudio mds reciente, Wang et al. (2013) en el lago Taihu indicaron
qgue las colonias entre 100 y 270 um fueron las que alcanzaron las proporciones mas altas de
microcistinas, incluso con valores mas elevados que en las colonias mayores a 270 um. Esto demostré
qgue la relacién entre el tamafio de las colonias y su toxicidad no es lineal. Ellos sugirieron a las
autoridades establecer un indicador de alerta de alta toxicidad frente a la ocurrencia de floraciones
con organismos mayores a los 50 um ya que el tamafio y la forma podrian ser utilizados como

marcadores de la produccidn de toxinas y por lo tanto de la calidad del agua.

1.2. Propiedades 6pticas en los cuerpos de agua

Del total de la energia solar que llega a la superficie de los cuerpos de agua, mas del 90% es absorbida
o transformada en diferentes tipos de energia interna (Wozniak y Dera, 2007). Aproximadamente el
50% del espectro electromagnético solar que llega a la superficie de los océanos estd en la regidn del
visible, esto corresponde a la radiacién fotosintéticamente activa (PAR) comprendida entre los 400 y

700 nm de longitud de onda (Kirk 1994).

Los organismos del CMA son organismos fotosintéticos capaces de regular su contenido de pigmentos
de tal manera que mejoren su desempefio con la luz a diferentes intensidades y longitudes de onda
(Paerl et al., 1983). Ademas, tienen la habilidad de controlar su posicion en la columna de agua

respecto del gradiente de luz en una posicidn dptima para su crecimiento (Carr and Whitton, 1982).

1.2.1. Propiedades dpticas del agua

Para entender los factores que controlar la atenuacion de la PAR es importante conocer las
propiedades dpticas del agua. El color de los cuerpos de agua esta determinado por las Propiedades
Opticas Inherentes (POIls) que no dependen de la posicidn de la geometria de la recepcién de la luz o
de la posicién del detector con respecto a la superficie (Strombeck, 2001). Las POls mds importantes
en los cuerpos de agua son los coeficientes de absorcidn (a(x)) y de dispersién (b(A) ) de la luz en el
agua (Morel y Maritorena, 2001). A su vez estos coeficientes se pueden descomponer en otras
contribuciones debido a sus diferentes componentes, donde a(y) es el resultado de la suma de la
absorcion por el fitoplancton (asn) ), por particulas detriticas orgdnicas y minerales (aqp) ) y la materia
orgdnica disuelta (agn). En aguas alejadas de la costa, donde no hay re-suspensién o aportes

terrestres, el fitoplancton es el principal responsable de la absorcidn de la luz. Las variaciones en agn)
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han sido asociadas a cambios en la estructura de la comunidad y en el estado fisioldgico de las células
(Kirk, 1994; Bricaud et al., 2004). Por otro lado, las particulas minerales provocan una mayor
dispersion de la luz, dado su mayor indice de refraccion, por lo que la dispersién es mas importante

en la zona costera.

Ademas de las POIs en los cuerpos de agua se pueden definir las propiedades dpticas aparentes
(POAs), las cuales dependen de las caracteristicas angulares del campo de luz (ej. la altura del
sol)(Montes y Mohammadpour, 2013). Entre las POAs, las mas empleadas en fisica acudtica son el
coeficiente vertical de atenuacion descendente de la luz (Kd) y la reflectancia del agua (Rrs (A)). La
medida del Rrs es un término central en éptica acudtica y se define como la luz que se refleja del
cuerpo de agua:

Rrs = Lw/Ed (Ecuacion 1)
Donde Lw es la radiancia emergente justo por encima de la superficie del agua y Ed es la irradiancia
descendente que alcanza la superficie del agua. Lw aumenta con la reflectancia del agua debido a las
particulas y disminuye con la absorcion de la luz debido al material disuelto de color y/o particulas

(Strombeck, 2001; Fig. 10).

')
Rrs= %
E,
Hundimiento Luz que emana
de la luz Radiancia
Irradiancia Lw

Fig. 10. Esquema de los componentes del R (ecuacion 1). Esquema modificado de
http://slideplayer.com/slide/10871053/
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1.2.2. Propiedades dpticas del fitoplancton

Las propiedades opticas del fitoplancton varian acorde a su morfologia (tamafio, forma, presencia de
vesiculas de gas, mucilago, etc.) (Reynolds, 2006). Organismos de diferentes tamafios y formas tienen
distintos rasgos bio-6pticos, como los coeficientes de absorcidn especifica (Montecino et al., 2008).
Los pigmentos del fitoplancton se utilizan para caracterizar el estado fisiolégico, la composicion de
especies y la biomasa en el ambiente acudtico (Falkowski y Raven, 1997). La concentracion de
pigmentos es la fuente dominante de variabilidad en la absorcién por el material particulado en el
aguay la clorofila-a es el pigmento en mayor proporcion en el fitoplancton. Por esta razén, para poder
describir su variabilidad es conveniente normalizar la absorcion del fitoplancton (asn)) por clorofila-
a, obteniendo asi el coeficiente de absorcidn especifico del fitoplancton (a*sn). Mayores
concentraciones de clorofila-a estan relacionadas con células de mayor tamafio y con menores

valores de a*4p) (Barocio-Leon et al., 2006).

La estructura comunitaria del fitoplancton afecta a las propiedades épticas de las aguas superficiales
(Ciotti et al., 2002). La dispersion de la luz por el fitoplancton estad profundamente influida por la
estructura de los organismos y esta por el tamafio y morfologia celular (Svensen et al., 2007; Whitmire
et al., 2010). Por ejemplo, las vacuolas de gas intracelulares que contienen los organismos del CMA
tienen efecto pronunciado en la interacciéon con la luz (Ganf et al., 1989; Matthews y Bernard, 2013),
ya que aumentan su dispersion y generan altos valores de Rrs en las floraciones superficiales, lo que
disminuye la zona fética del ecosistema perjudicando a otros grupos del fitoplancton (Olivier y Ganf,

1988; Matthews y Bernard, 2013).

1.2.3. Sensoramiento remoto basado en propiedades opticas

La preocupacioén a nivel mundial sobre las floraciones de cianobacterias ha creado la necesidad de
monitoreo mas precisos y analisis de muestras mads rdpidos para generar medidas de gestion mas
ajustadas. Los métodos convencionales de monitoreo de agua han comenzado a ser complementados
con técnicas independientes del operador (Leppénen et al., 1995) o areas (Dekker et al., 1992) y por
sensoramiento remoto con satélites (Kutser et al, 2006). En particular, el avance en la tecnologia de
sensoramiento remoto mediante satélites ha permitido su uso para la identificaciéon de grupos de
fitoplancton nocivos que incluyen cianobacterias en aguas salobres y de agua dulce (Dekker et al.,

1992; Kutser et al., 2006; Metsamaa et al., 2006).
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Con el surgimiento de los sensores remotos de color del océano, que permiten estimar la
concentracién de clorofila-a en la primera profundidad éptica (profundidad a la cual se origina un
90% de la radiancia ascendente que viene del agua y que llega al sensor remoto), se ha incrementado
la necesidad de entender la magnitud y las fuentes de variacion de las propiedades dpticas de las
particulas en las capas superficiales de los océanos (Sosik y Mitchell, 1995). Asi, la aplicacion del
sensoramiento remoto es importante para el entendimiento y el monitoreo del ecosistema y de los
ciclos biogeoquimicos. Algunos de sus usos actuales son: el mapeo de la concentracion de clorofila;
la determinacidn de la fisiologia, fenologia y grupos funcionales del fitoplancton; el monitoreo de las
comunidades de fitoplancton debido al cambio climatico y la deteccidn de floraciones dafiinas de
cianobacterias o de eventos de contaminacion (Mobley, 1999; Hoguane et al., 2012; Blondeau-

Patissier, Gower, Dekker, Phinn y Brando, 2014; Soja-WozZniak, Darecki, Wojtasiewicz y Bradtke, 2017).

La amplia gama de sistemas de Teledeteccion existentes (peliculas sensibles, radiémetros, radares,
etc.) y las diversas plataformas desde donde actuan (globos, aviones, satélites, etc.) constituyen un
avanzado sistema integrado de informaciones de gran apoyo logistico y cientifico para el estudio del
medio natural en diferentes niveles, tales como usos del suelo, costas, bosques, recursos acuaticos,
etc (Garcia-Consuegra, 2012). El conjunto de los datos obtenidos via teledeteccién tienen una
naturaleza geografica, fisica y radiométrica distinta de las informaciones recogidas por los métodos
convencionales. La informacidn de teledeteccion puede ser repetitiva y muy global, pues toma en
consideracion de forma simultanea un elevado nimero de variables relativas al medio ambiente
(Sacristan, 2006). Ademas, las imdagenes satelitales conllevan dos grupos de errores. Errores de tipo
radiométricos que modifican el valor real de la energia captada por el sensor del satélite y errores de
tipo geométricos, que modifican la geometria de la imagen. Asimismo, muchas veces los datos no se
pueden obtener por alta intensidad de nubes o es necesario una separacion entre nubes lo

suficientemente grande como para no poseer umbrales de confusion (Garcia-Consuegra, 2012).

La informacidn sobre los constituyentes épticos activos presentes en una parcela de agua puede ser
obtenida a través de su espectro de reflectancia. Las bandas espectrales en el azul, verde, amarillo,
rojo o cerca del infrarrojo, del espectro de reflectancia, pueden usarse de diferentes formas en la
deteccién de las floraciones algales (Blondeau-Patissier et al., 2014). Los algoritmos que dependen,
fundamentalmente, de la deteccidn especifica de las caracteristicas espectrales se ajustan bien para

las floraciones algales de expresiones superficiales. Este enfoque puede ser suficiente para
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discriminar las floraciones algales de otros fendmenos naturales (Siegel et al., 2007). Una alternativa
al empleo de sensoramiento remoto usando los sistemas satelitales es el uso de camaras digitales
como herramientas de sensoramiento remoto sencilla y de bajo costo. La informacién generada debe
ser util para predecir la ocurrencia y la intensidad de las floraciones, y para desarrollar planes de
manejo y/o evitar o disminuir sus efectos negativos. Sin embargo, no existen en la actualidad
herramientas de monitoreo de bajo costo y de facil implementacion que sean aplicables a la gestion
y a la prediccion de su abundancia y toxicidad (Alonso et al, 2008). El interés por el uso de las camaras
digitales como herramienta de sensoramiento remoto ha aumentado en los ultimos afios debido a
gue con estos instrumentos Opticos es posible expresar la energia de cada banda de una manera
relativa (Goddijn y White 2006; Goddijn-Murphy et al. 2009; Hoguane et al. 2012). Las camaras
comerciales son herramientas sencillas y baratas capaces de medir la energia luminica en las bandas
roja, verde y azul del espectro (Goddijn-Murphy et al., 2009). En aguas costeras del oeste de Irlanda,
Goddijn y White (2006) encontraron relaciones positivas entre distintos indicadores del agua vy
cocientes entre distintas bandas obtenidas con camara digital por ejemplo entre el coeficiente de
absorcion a 440nm de materia organica disuelta coloreada (CDOM) y la relacidn del rojo/azul, y la
concentracion de cl-a y la razén azul/verde. Correlaciones entre la razén azul/verde y valores de cl-a

también fueron demostradas en aguas claras de Filipinas (Beckett, 2005).

Las diferentes especies de fitoplancton pueden absorber la luz a diferentes longitudes de onda y
dispersarla también de forma dispar. Por lo tanto, basandonos en la toma de fotografias digitales estas
caracteristicas se pueden usar potencialmente para distinguir diferentes grupos taxondmicos si la
resolucidn espectral es suficientemente fina (Soja-Wozniak et al., 2017). Con la fotografia se puede
obtener informacion espectral de la luz y de la energia originada del agua para estimar la composicién
de la comunidad de fitoplancton y de los componentes dpticos disueltos y particulados no-algales.
Asimismo las imagenes se pueden utilizar para obtener informacién adicional mediante la
identificacion de la macro-morfologia de los organismos de las cianobacterias (Wozniak et al., 2016).
Ambos datos se podrian relacionar con la toxicidad de las cianobacterias en los cuerpos del agua. En
la figura 11 se muestra el valor del Ry calculado a través de la ecuacidn 1 que es posible utilizar en los

sistemas acuaticos mediante el sensoramiento remoto a través de camaras comerciales.
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(Fo)

Transmitancia
Atmosférica

Radiancia desprendia
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disuelta coloreada N 3
(CDOM) Sedimentos Fitoplancton

Agua Pura

Fig. 11. Esquema de la energia dptica entre las fases agua y aire. Esquema modificado de una clase impartida por
Ariadna Gonzalez en Ensenada en el 2015.

Hasta el momento las caracteristicas morfoldgicas, de potencial téxico y épticas han sido estudiadas
de manera individual o a pares. Desde nuestro conocimiento, este es el primer estudio que aborda
la interaccion entre las propiedades dpticas y la abundancia de genotipos tdxicos y la interaccién de
las tres caracteristicas en su conjunto. Este abordaje es novedoso por conjugar las tres caracteristicas
con el objetivo de generar un modelo de deteccién del potencial téxico del CMA en los cuerpos de

agua.

La tesis se centra en conocer y vincular las caracteristicas morfoldgicas, dpticas y de toxicidad de
poblaciones del CMA provenientes del embalse de Salto Grande. Este constituye un represamiento
del Rio Uruguay de caracter binacional (Uruguay-Argentina) que se construyd para la generacién de
energia hidroeléctrica en 1979 (Chalar y De Ledn, 2003). Este ambiente fue elegido ya que sufre
eventos de floracién durante todo el afio, lo que permite evaluar estas floraciones en distintas
estaciones. Ademas, otros estudios realizados en el embalse por nuestro grupo de investigacion
proporcionan un marco empirico y tedrico a esta aproximacién (Martinez de la Escalera et al.,

2014,2017; Segura et al., 2017; Kruk et al., 2017; Alcantara et al. en revision).
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1.3. Hipotesis

La hipodtesis general de trabajo de esta tesis se basa en la morfologia de los organismos del CMA como
vinculo entre las propiedades dpticas y potencial téxico de las comunidades de fitoplancton. Dado
gue se ha descrito que en comunidades dominadas por el CMA existe relacién tanto entre la
morfologia y el potencial para producir toxinas como entre la morfologia y las propiedades dpticas,
la adquisicidn remota de imagenes de la superficie del ecosistema posibilitara estimar el potencial

toxico de una comunidad de CMA.

1.4. Objetivo

En este marco el objetivo general de la tesis es relacionar la morfologia (i.e. tamafio) con sus
propiedades dpticas (i.e. Rrs verde) y con la toxicidad potencial (abundancia y expresion de genes
gue codifican para microcistinas) y real (concentracion de microcistinas) de los organismos de

comunidades naturales de fitoplancton dominada y no dominada por el CMA.

La presente tesis incluye una introduccién general (cap. 1) y tres capitulos que abordan los siguientes
aspectos:

Analisis de la relacion entre la morfologia de organismos de CMA (desde células individuales hasta
colonias de gran tamafio) y abundancia de genes de toxicidad, concentracidon de microcistinas y
diversidad de genotipos toxicos (cap.2). Para este capitulo seran importantes una serie de conceptos
gue quedan resumidos en la tabla 2, la cual serd referida a lo largo del texto. Ademas, este capitulo
se divide en dos sub-capitulos: En el 2.1 analiza esta relaciéon en muestras de agua obtenidas en un
gradiente ambiental amplio que incluyd desde Salto Grande hasta Punta del Este. En el 2.2 se analiza
la relacion tamafio - toxicidad mediante nueve campafias de muestreos a lo largo de un afio y medio
centrados en el embalse de Salto Grande. En este caso las muestras se tamizaron manualmente para
cuantificar el biovolumen, las copias por ml del gen mcyE, la concentracion de microcistinas y la
diversidad de genotipos téxicos en cada fraccion por separado (Tabla 2).

Evaluacion de la aplicacion para el andlisis de espectros de luz reflejada por las muestras de agua con
y sin organismos del CMA (cap. 3). Las imagenes obtenidas con la aplicacién del teléfono movil se
relacionaron con los resultados del segundo capitulo con la intencion final de generar un modelo

matematico de deteccidn de floraciones potencialmente tdxicas.
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La tesis se cierra con un cuarto capitulo de conclusiones y perspectivas (Fig. 12).

Objetivo especificos:

e Analizar estadisticamente la relacién entre la abundancia de genotipos téxicos (copias por ml
del gen mcyE) y el tamafio de los organismos del CMA a lo largo de un gradiente ambiental
amplio en términos de salinidad. Para este objetivo se hace uso de los datos de un proyecto
anterior de nuestro grupo de investigacion (proyecto ALGAS).

e Caracterizar la morfologia de comunidades de fitoplancton con floraciones de CMA en las
muestras del embalse de Salto Grande; estimar su abundancia, biovolumen, concentracion
de clorofila-a, ficocianina y de microcistinas.

e Cuantificar la concentracion del gen mcyE, involucrado en la sintesis de microcistinas, en las
muestras de agua entera y en las distintas fracciones de tamano caracterizadas en el capitulo
2.

e Caracterizar las propiedades dpticas de CMA y de las variables ambientales en el embalse de
Salto Grande.

e Determinar la relacién entre la morfologia, la abundancia de genotipos téxicos y las
propiedades dpticas de las cianobacterias y el medio que rodea a los organismos para evaluar
su relacion con las condiciones ambientales.

e Generar un modelo de deteccion de genotipos téxicos mediante sensoramiento remoto.

Tabla 2. Descripcion de las siglas utilizadas en los capitulos

Complejo Microcystis Aeruginosa

CMA Complejo Microcystis aeruginosa

Es la mayor dimension lineal en las medidas
obtenidas en el microscopio entre el valor de

Mdxima Dimension Lineal (MLD) largo, ancho y profundidad. En general siempre Hm
corresponde al largo de la colonia.
Volumen (V) Volumen de la colonia um3
Area (S) Area de la colonia pm?
S/V Cociente entre el area y el volumen
Biovolumen (Bv) Indicador de la biomasa total del CMA = (wm3/ml)

abundancia * Volumen
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Abundancia (ab)

Es la densidad de organismos y se mide como:
abundancia = (n2 contado*Vconcentrado*area
camara)/(V camaras*Vfiltrado*n@
bandas*areabanda)
abundancia 23 (filtro entero) = (n?
contado*Vfiltrado filtro*)/Vfiltrado total) en el
caso de todo el filtro
abundancia 23 (parte de un filtro) = (n2
contado*Vfiltrado filtro*area del
filtro)/(Vfiltrado total*area foto)

org/ml

mcyE

Abundancia de genotipos toxicos

copias/ml

mcyJ

Utilizado para analizar la diversidad de
genotipos toxicos (mediante la técnica del
HRMA)

¢£Qué tipo de relacion N,
existe entre la morfologia
dominante de
comunidades del CMA y
las propiedades opticas
inherentes del agua
donde ocurren?

¢Existe una relacion entre Ia
morfologia y la abundancia de
genotipos toxicos?

=
22y 3¢ capitulo

¢Es posible predecir la abundancia de

genotipos toxicos a partir de las

propiedades Opticas del CMA, si son ambas

dependientes de la morfologia?

49 capitulo

relacion entre la

abundancia de genotipos

toxicos y las propiedades
Opticas del agua?

Fig. 12. Esquema resumen de la estrategia de la tesis y principales preguntas que pretende responder
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Capitulo 2: Potencial toxico y morfologia de organismos del CMA

Capitulo 2.1. Potencial téxico y morfologia de organismos del CMA en un
gradiente ambiental desde el Rio Uruguay al Rio de la Plata

2.1.1. Antecedentes

El objetivo de este primer capitulo fue el analisis estadistico de la relacidon entre la abundancia de
genotipos téxicos y el tamafio de los organismos del CMA. Para ello se utilizaron los datos de
biovolumen, abundancia del gen mcyE y de cuatro variables ambientales de un proyecto anterior
realizado por nuestro grupo de investigacién para analizar la relacion entre toxicidad y morfologia
mediante modelos de regresion multiple (Martinez de la Escalera et al., 2017; Segura et al., 2017;
Kruk et al., 2017). Este proyecto tenia como objetivo el desarrollo de nuevas técnicas para la
deteccion, el monitoreo y la prediccién de floraciones de fitoplancton nocivo en dos de los principales
cursos de agua de Uruguay; el Rio Uruguay y el Rio de la Plata. En este marco se evaluaron diferentes
condiciones ambientales ya que se analizé desde el embalse de Salto Grande a Punta del Este, se
incluyé ademads Fray Bentos, Carmelo, Colonia y Montevideo en un gradiente de salinidad que fue de

0a33.

2.1.2. Materiales y métodos

Area de estudio y muestreo

Se utilizaron los datos de 3 campafas (enero y junio del 2013 y marzo 2014) donde se evaluaron 6
puntos (o estaciones) distribuidos desde el embalse de Salto Grande en el Rio Uruguay hasta Punta
del Este en el Rio de la Plata (Fig. 13).Se tomaron medidas in situ de variables meteoroldgicas,
oceanograficas y limnoldgicas. La direccion e intensidad del viento (en ms:y estimado en base a la
escala de Beaufort) se midié a 1m sobre la superficie del agua con un anemdémetro. La temperatura
(°C), turbidez (nephelometric turbidity units: NTU), salinidad y conductividad se midieron con un CTD
marca SeaBird 19 plus. Se registrd visualmente la presencia de floraciones (definidas como manchas
verdes) y se tomaron muestras de agua, con botella Niskin sub-superficialmente, para analisis de las

comunidades fitoplanténicas (morfologia y genes).
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Se realizaron arrastres con red de poro de 25 um para analizar cualitativamente la composicidon

especifica de la comunidad de fitoplancton. Estas muestras fueron fijadas con formol y guardadas

frescas. Para la colecta de fitoplancton de gran tamafio, en particular organismos de cianobacterias,

se realizaron arrastres con red cénica de 115 um de malla y una boca de 30 cm de didmetro. Los

arrastres tuvieron una duracién de aproximadamente 2 minutos y el volumen filtrado se midié con

un flujo-metro calibrado. Se filtraron en promedio 7000 litros de agua por duplicado en cada sitio de

muestreo. Estas muestras fueron fijadas con formol 4% neutralizado y utilizadas para analizar la

morfologia. En estas muestras colectadas con la red de 115 um se registré la presencia de colonias

de cianobacterias a simple vista (Martinez de la Escalera et al., 2017; Segura et al., 2017; Kruk et al.,

2017).
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Fig. 13. Mapa de los sectores del rio Uruguay y del Rio de la Plata. Los circulos azules fueron los sitios de los que se

utilizé datos en este proyecto.
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Identificacidn, conteo y biovolumen de fitoplancton

Los organismos del CMA de botella y de red se contabilizaron y midieron en microscopio invertido
Olympus I1X81, el cual tiene integrada una camara CCD de alta velocidad (Olympus DP71). Las
muestras de botella se sedimentaron en cdmaras Utermohl (5, 10, 15 mL) de acuerdo a la
concentracion de la muestra. Se realizaron conteos por bandas hasta alcanzar 100 organismos de la
especie mas abundante o 400 organismos en total. El conteo de las muestras de red se hizo en
camaras Sedgewick-Rafter de 1 mL. Se evaluaron bandas y se contaron un maximo de 100 colonias
del complejo Microcystis aeruginosa (CMA) o hasta analizar cuatro cdmaras completas cuando la

abundancia no alcanzo las 100 colonias.

Las medidas de todos los organismos del CMA, desde las células individuales hasta las colonias,
fueron registradas a partir de microfotografias tomadas con el software Cell-F (Olympus) e incluyeron
largo (A), ancho (B) y profundidad (C, um). La medida de profundidad se realizd moviendo el
micrémetro del microscopio desde la primera célula visible hasta la ultima célula visible. Con las tres
medidas se calculd el volumen (um3), la superficie individual (um?) y la relacién superficie/volumen
(S/V) donde se utilizé la forma de esferoide prolado como la aproximacidén geométrica mas adecuada
a las células y colonias de CMA (Hillebrand et al., 1999). Ademas se consideré la dimension lineal
maxima (MLD, um) como rasgo de la morfologia individual. El biovolumen (Bv) se utiliz6 como
indicador de biomasa multiplicando la abundancia por el volumen especifico de los organismos

(um3ml?).

Determinacidn de la abundancia de genotipos toxicos

e Extraccion de ADN

El método empleado para la puesta a punto se baso en el descrito por Zhou et al. (1996) y desarrollé
en el departamento de microbiologia del instituto Clemente Estable (Martinez de la Escalera et al,
2017). Para ello, 250-300 ml de agua se filtraron a través de filtros de membrana de celulosa de 0.2
pum de tamafio de poro. Los filtros se almacenaron en placas de Petri estériles a-20 °C hasta su empleo
para extraccion de ADN. Una vez extraido el ADN y confirmada su calidad por espectrofotometria se
almacend a -20 °C hasta su empleo en gPCR. Los parametros determinados para luego cuantificar el

nuimero de copias fueron el volumen filtrado de muestra y la cantidad total, y concentracidon del ADN
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obtenido por muestra.

o PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

El PCR en tiempo real se ajusté utilizando primers especificos previamente disefiados (Tabla 3). Para
las reacciones se utilizé el kit Power SYBR Green PCR (Invitrogen) con un volumen final de reaccién
de 20 pl: 9,5 pl de agua, 0,5 ul de BSA (30mg ml-1), 7,76 pl de mix (Power SYBR Green PCR), 0,12 pl
de cada primer (50 uM) y 2 ul de ADN de la muestra. El termociclador utilizado para los ensayos de
gPCR fue TouchTM Real-Time PCR Detection System (BIO RAD). Previamente, nuestro grupo de
trabajo evalué el empleo de esta metodologia para cuantificar 4 genes, mcyE, J, Dy B. En esta tesis se
trabajard con el gen mcyE por ser el que mostré mejores resultados, ya que los primers empleados
son los mds adecuados para la comunidad de CMA encontrada en Uruguay (Gabriela de la Escalera

et al., 2017; tabla 3).

Tabla 3. Primers empleados para amplificar el gen mcyE, involucrado en la sintesis de microcistinas, mediante qPCR en
tiempo real.

N |
Objetivo del gen omPre de Secuencia Referencias
primer
mcyE_F AAGCAAACTGCTCCCGGTATC
mcyE-Microcystis spp. Sipari et al., 2010
mcyE_R CAATGGGAGCATAACGAGTCAA

e Curva de calibracion y cuantificacion del nimero de copias génicas

La eficiencia de amplificacién de los genes se determiné mediante el empleo de vectores (pldasmidos)
gue contienen los fragmentos génicos amplificados clonados (Tabla 3). Para cuantificar el nUmero de
copias de cada gen en las muestras se realizaron diluciones seriadas de -10 a -100000 de los genes
clonados y se determind el nimero de copias. Una vez conocido el nimero de copias génicas que
contenia cada reaccion de PCR se calculé el nUmero original de copias en la muestra (basados en el

volumen filtrado y el rendimiento de ADN obtenido).

Analisis de datos

Los datos de biovolumen obtenidos de las muestras de botella y de red se combinaron para reflejar
el amplio espectro de tamafios que pueden alcanzar los organismos de CMA. El biovolumen fue luego
organizado en clases de tamaios, cuatro categorias, de acuerdo a con la bibliografia: 0-50, 50-100,

100-200 y >200 um. Para evaluar la relacion entre la temperatura del aire y del agua, entre la MLD y
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el volumen y entre la MLD vy la relacion S/V se ajustaron modelos de regresion lineal. Se utilizaron
correlaciones no paramétricas de Spearman (r) para evaluar la relacidn entre el biovolumen total y
la abundancia de genotipos Se modeld la abundancia de genotipos téxicos en funcidn de las variables
ambientales y el biovolumen de CMA utilizando tres modelos lineales generalizados (GLM) con
distribucién gaussiana y funcién link de identidad. En el primer modelo se incluyeron solamente las
variables ambientales viento, temperatura, turbidez y conductividad); en el segundo modelo el
biovolumen de las diferentes fracciones, y en el tercer modelo las variables ambientales y el
biovolumen. Para cada caso los mejores modelos fueron identificados mediante pasos utilizando la
seleccién backward y comparando los resultados utilizando el criterio informacién de Akaike (AIC)
(Burnham and Anderson, 2002). Para calcular el pseudo R? del GLM se calculé mediante la funcién
Nagelkerke R2 (R Core team, 2017). Todo los andlisis estadisticos se realizaron con el programa libre

R, versidn 3.0.2 (R Core Team, 2017). Para los graficos se uso el paquete ggpubr (Kassambara, 2016).

2.1.3. Resultados

Caracterizacion ambiental

En el proyecto ALGAS se obtuvieron amplios rangos de la temperatura superficial del agua desde 11
a 34 °C; la cual estuvo linealmente relacionada con la temperatura del aire (Tagua('C) = 4.3 + 0.69 Taire,
R? =0.61). El viento varid entre situaciones de calma (0 ms™) y brisa fresca (9 ms™). La salinidad
también presentd un amplio rango que varié desde un minimo de 0 en la parte interior del Rio de la
Plata (Salto, Fray Bentos, Carmelo y Colonia) y un maximo de 33 en Montevideo y Punta del Este. La
turbidez vario entre 0y 187 UNT con mayores valores en Carmelo y Colonia. El resumen de los valores

de estas cuatro variables puede verse en la tabla 4.

Tabla 4: Resumen de los valores de las cuatro variables ambientales utilizadas que se van a utilizar en esta tesis:
temperatura, turbidez, salinidad y viento.

- Temr()fé)atura Turbidez (NTU) Salinidad Viento (m/s)
Media 19.5 40.4 6.3 3.9
Minimo 11.0 0 0 0.3
Maximo 33.6 141 30 8.5
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Tamaiio y toxicidad del CMA en el gradiente ambiental estudiado

Se observé un amplio rango de la MLD de organismos del CMA, desde células simples hasta las
colonias macroscépicas (desde 4 hasta 2000 um), asi como también en términos de abundancia y
biovolumen (desde 3,66E ! hasta 3,57E*%). La relacién entre los rasgos morfoldgicos (MLD, volumen
y S/V) mostré una relacion positiva y significativa con el volumen de las colonias y una relacion

negativa con la relacién S/V caracteristicos de la ecologia funcional del CMA (Fig. 14).

o g
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Fig. 14. En la grdfica de la izquierda se representa la relacién entre el volumen y la MLD (dimension lineal mdxima). En la
grdfica de la derecha la relacién entre superficie/volumen (S/V) y MLD. Las lineas azules son las lineas de regresion
(ajustes del modelo). Todos los ejes estdn en logio.

Todos los biovoliumenes estuvieron relacionados entre si. La abundancia de genotipos toxicos,

cuantificada a través de qPCR mcyE, mostrd una correlacidn positiva y significativa con el biovolumen

(Fig. 15).
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Fig. 15. Correlacion entre el biovolumen y la abundancia de genotipos téxicos (mcyE). Ambos ejes estdn en logo.
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Para ahondar en la relacién entre la morfologia y la abundancia de genotipos toxicos y estudiar la
variable que explicd la variabilidad en la abundancia de genotipos téxicos totales se construyé un
modelo de regresion lineal multiple (RLM). Los resultados mostraron, en base al criterio de AIC, que
las variables que explican la variabilidad en la abundancia de genotipos téxicos son el biovolumen de
la fraccién de tamafio entre 100y 200 umy la temperatura. Ademas, el modelo que conjugé variables

ambientales y morfoldgicas, resulté ser el mas preciso para explicar dicha variabilidad (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de los modelos construidos para explicar la abundancia de genotipos téxicos estimada como mcyE en
agua. Se muestra el mejor modelo seleccionado con la funcién STEP AIC para cada grupo de variables explicativas:
ambiente, bivolumen y la combinacion de ambas. En el encabezado de las dos primeras columnas se incluyen las variables
inicialmente evaluadas en cada caso. . Los porcentajes corresponden al pseudo R?, expresado en porcentaje significativos,

para p-valor < 0.05. Bv corresponde al biovolumen y K corresponde a conductividad.

/x Ambiente Bv + ambiente
v (T agua, Turbidez Viento, K)
-1.28+0.18T agua 1.44 + 0.66 Bvloo.zoo -2.01+0.17T agua + 0.14 BV100.200
mcyE um
R?=86% // AIC = 84.24 R2=57% // AIC = 113.26 R2=88% // AIC = 81.6

2.1.4. Discusion

Nuestros resultados mostraron que existe una relacién positiva entre el biovolumen de distintas
clases de tamafio de CMA y la abundancia total de genotipos tdxicos estimada como abundancia del
gen mcyE. En particular, las colonias de tamafio mediano grande (100-200 um) mostraron ser la
variable que mejor explica la variabilidad en la abundancia de genotipos tdxicos. A medida que el
biovolumen de la fraccién de tamafio mediano aumente se estimara que la abundancia de genotipos
téxicos aumentaria. Estos resultados fueron acordes con lo descrito en la literatura por Wang et al.
(2013). Asimismo, la temperatura tuvo un papel clave en explicar la variabilidad de genotipos tdxicos
como ya fue descrito en trabajos anteriores (Martinez et al., 2017). Estos primeros resultados,
meramente descriptivos, nos indican que las diferencias en la abundancia de genotipos tdxicos en
distintas fracciones pueden deberse a una diferencia fenotipica-genotipica o a una diferencia en la
produccién de células téxicas acorde al momento del crecimiento en el que se encuentre la colonia.
Mas estudios en esta direccion son necesarios para ahondar en los mecanismos fisioldgicos que

explican este fendmeno.
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Capitulo 2.2. : Potencial téxico y morfologia de organismos del CMA en el
embalse de Salto Grande

2.2.1. Introduccion

El embalse de Salto Grande es uno de los ecosistemas mas afectados por las floraciones de
cianobacterias en Uruguay. Las floraciones de CMA en el embalse han causado grandes problemas
para la industria, recreacion, turismo y para el consumo del agua. La toxicidad de estas floraciones se
ha evaluado a intervalos irregulares desde 1999 y se han obtenido resultados positivos (Chalar et al.,

2002).

El estudio de la relacién entre la toxicidad y el tamafio de los organismos del CMA beneficia a los
programas de monitoreo del agua y a la evaluacién de riesgos. Para comprender esta relacion se
analizaron la abundancia, expresién y diversidad de genotipos téxicos y la concentraciéon de
microcistinas en distintas fracciones de tamafios coloniales del CMA colectadas en el embalse de Salto
Grande. Después de comprobar estadisticamente la correlacion entre la abundancia de genotipos
téxicos y el tamaiio de los organismos en el capitulo 2.1. se continud con el estudio de esa relacion
mediante un nuevo set de datos donde las muestras de agua superficial se tamizaron de manera
manual. Como se menciond anteriormente diferentes estudios estudiaron la relacion entre el tamafio
de las colonias y el potencial téxico. Hubo dos estudios que analizaron la abundancia de genotipos
toxicos: en el lago Wannsee por el equipo de Kurmayer et al. (2003) quienes dividieron las colonias
en tres fracciones (<50, 50-100, >100 um) y en el lago Taihu por el equipo de Wang et al. (2013)
quienes dividieron las colonias en cuatro fracciones (>270, 100-270, 50-100, <50 pum). Sin embargo
en estos estudios no se midieron las colonias por microscopia. Ademas, el equipo de Wang et al.
(2013) también estudié la composicion genotipica del gen mcyJ en los diferentes tamafios coloniales
mediante la técnica de la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE). En el caso
de esta tesis se dividieron los organismos en cuatro fracciones, la diferencia fue que nosotros
anadimos una fraccion menor a 20 um para estudiar la ecologia de las células sueltas, lo que no habia
sido estudiada en los estudios anteriores. En esta tesis también se analizé la composicidn genotipica
del gen mcyJ, para poder estudiar la diversidad genotipica entre las diferentes fracciones de tamafios,
pero mediante la técnica de High Resolution Melting Analyses (HRMA) que es es una técnica

de biologia molecular basada en el estudio y comparacion de curvas de desnaturalizacion de
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las cadenas de ADN en relacidn al aumento de la temperatura. Ademas, una caracteristica a destacar
de nuestro estudio es que se muestred durante un afio y medio y en cuatro estaciones y no solo
durante tres meses y en un sitio de muestreo como en los estudios previos; de tal manera que esto
permitiéd ampliar la visién ecoldgica de nuestros resultados al estudiar las diferentes estaciones con

presencia y ausencia de floraciones.

2.2.2. Materiales y métodos

Area de estudio

El embalse de Salto Grande constituye un represamiento del Rio Uruguay de caracter binacional
(Uruguay-Argentina) que se construyd para la generacion de energia hidroeléctrica en 1979 (Chalary
De Ledn, 2003). Estd ubicado en el curso medio del rio Uruguay, a unos 15 km al norte de las ciudades
de Salto (Uruguay) y Concordia (provincia de Entre Rios, Argentina) al norte de Uruguay y Argentina

(Fig. 16). Sus caracteristicas se detallan en la tabla 6 (Chalar y De Ledn, 2003).

Tabla 6. Caracteristicas morfométricas del Embalse Salto Grande (Chalar y De Ledn, 2003).

Superficie 780 km?
Volumen 5109 x 105 m3
Profundidad media 64 m
Profundidad maxima 35.0m
Tiempo de residencia promedio 11.3 dias
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Fig. 16. Geo-representacion del embalse de Salto Grande.
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El Rio Uruguay, principal tributario del embalse de Salto Grande, nace en Brasil (estado de Santa
Catarina) y desemboca en el Rio de la Plata. Las diferentes secciones del curso del rio tienen
condiciones hidroldgicas diferentes. En la cabecera, las inundaciones ocurren entre junio y octubre.
Las descargas medias son 4739 m3/s con valores extremos de minimos 92 y maximos de 36100 m3/s
(O’Farrell e lzaguerri, 2014). En la cabecera del rio, la agricultura procede de la soja, maiz y de las
judias negras. En el tramo medio y desembocadura, la ganaderia extensiva y la agricultura de la soja
y del arroz prevalecen. Solo algunos fragmentos del antiguo bosque permanecen a lo largo de los
valles del rio. En la cuenca del rio de la seccién brasilefia, la vegetacion primaria y secundaria cubre
solo el 17.5% del suelo. Las areas reforestadas, principalmente pinos (Pinus elliottii), ocupan otro 3%.
Con la excepcidon de unos pequeiios parches que permanecen como bosque primario, practicamente
la region completa ha sido replantada por vegetacion secundaria, campos de cultivo y tierras de
pastoreo. La densidad poblacional de la cuenca del Rio Uruguay es de aproximadamente 39

habitantes por kildbmetro cuadrado (O’Farrell e Izaguerri, 2014).

La region de Salto Grande queda comprendida dentro del clima templado himedo de llanura y una
pequeiia franja al noreste de clima cdlido subtropical de llanura, sin estacion seca. La temperatura
media anual del clima templado es de 18,5°C. La franja calida subtropical himeda se caracteriza por
inviernos suaves, con 13°C y con alto grado de humedad del aire 70%. En verano, la temperatura
supera en promedio los 26°C. Esta regidn recibe los vientos procedentes del este, tanto los
subtropicales (cdlidos y hiumedos) que provienen del noreste como el aire polar maritimo frio y

himedo proveniente del sureste.

Diferentes estudios argentinos y uruguayos se han centrado en el embalse de Salto Grande. El equipo
de Bordet, Fontanarrosa y O'Farrell, (2017) observaron que las cianobacterias del CMA y del género
Dolichospermum (CMA > Dolico) mostraron la distribucion mds heterogénea en los perfiles de
profundidad durante los eventos de estratificacion térmica, que no hubo eventos de floraciones
cuando las descargas excedian de 10,000 m3/sy que las concentraciones mas altas de microcistinas
estuvieron asociadas a situaciones de alta turbidez después de los eventos de floracion. Del mismo
modo, O’Farrell e Izaguirre (2014) también habian observado que las comunidades del fitoplancton
estaban reguladas por dos factores principales: las descargas y la estacionalidad. Las mayores
abundancias estuvieron asociadas a las estaciones con altas temperaturas y las menores a las altas

descargas.
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Muestreos

Las campafias de muestreos se desarrollaron entre julio del 2015 a enero del 2017 en el embalse de
Salto Grande con el barco de la comisién técnico mixta del embalse de Salto Grande (CTM). Se
realizaron 9 muestreos con una periodicidad aproximada de dos meses (jul, sept y nov 2015; feb, mar,
may, sept y dic 2016 y ene 2017). Los muestreos se hicieron en cuatro estaciones: Itapebi (ITA),
Caflada del Viejo Aguila (CVA), Gualeguaycito (GUA) y Represa Central (RPC) (Fig. 17) en las seis
primeras campafias y solo en ITAy GUA en las tres ultimas campafas. ITA y GUA se sitian en los brazos
del rio Uruguay. RPC se localiza cerca de las compuertas de la represa y fue el sitio mas profundo,
entre 28 y 30m. Por ultimo, CVA se sitta al norte de GUA, tiene poca profundidad (oscila entre 1,5y
3m) y es el sitio con la concentracion de cianobacterias mas elevada. Las campafias se realizaron en
el barco de la comisidon técnico mixta de salto grande (CTM). Se considerd floracién como la
multiplicacién y acumulacion de estos organismos en el cuerpo de agua de tal manera que cubrian
completamente la superficie del agua y adquiria un color verdoso, mientras que se consideran
colonias visibles cuando se pudieron observar colonias a simple vista pero el color natural del agua

se seguia distinguiendo (Fig. 18).
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Fig. 17. Zoom del embalse de Salto grande mediante una foto drea del embalse donde se marcan con chinchetas amarillas las cuatros
estaciones de muestreo.

44 |Pagina



Capitulo 2.2. Potencial téxico y morfologia de organismos del CMA en el embalse de Salto Grande

Fig. 18. Diferentes eventos de floraciones en el embalse de Salto Grande. De arriba abajo y de izquierda a derecha son:
dos fotos de julio 2015, septiembre 2015 y marzo 2016.

La estrategia general de la tesis (Fig. 19) en cada sitio de muestreo se midieron variables
meteoroldgicas in situ: viento (ms), humedad (%) y temperatura (°C,) en el aire con un anemdmetro
de campo. Como no se pudieron tomar los valores del viento en todos los muestreos se agregé otra
variable que se llamd Viento_Inia ya que se sacaron los valores del viento de |la pagina del INIA en los
dias muestreados. Variables quimicas y bioldgicas: ph, temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg/l), el
disco de Secchi, la profundidad y la clorofila y la ficocianina (UFR) con el Hidrolab DS5 CTD. Se tomd
el set de fotos con la aplicacidon del mévil por triplicado (que se describira en el siguiente capitulo) y
se tomaron 10L de muestra de agua sub-superficial. Esta muestra de agua se filtré en el laboratorio
de la CTM para el fraccionamiento de las colonias, pero entre 250 y 300 ml de la muestra total fueron
filtrados para la extraccion de ADN total. Las muestras de las fracciones se fijaron para el conteo de
microscopio y se congelaron para la extraccién de ADN y posterior qPCR. Ademas, en el laboratorio
de la CTM se analizé la turbidez (NTU) mediante el Standard Methods 2130 A y Clorofila-a (ug/l)
mediante Standard Methods 10200 H ambos de American Public Health Association 22nd Ed. (2012)
(Fig. 19).
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Metodologia

Optica (cap. 3)
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Fig. 19. Esquema de la metodologia empleada para toda la tesis.

Conteo y calculo del biovolumen de fitoplancton

Se tamizaron 5L de agua por tres copos con mallas de tamafios diferentes. En los casos en que hubo
floracién se tamizé solo 1L de agua. Se obtuvieron cuatro fracciones: menores a 20 um (células
individuales, C), entre 20 y 60 um (pequeiias, P), entre 60 y 150 um (medianas, M) y mayores a 150
um (grandes, G) (Fig. 20). Las muestras para conteo se fijaron con solucién formol al 4% y fueron

almacenadas en tubos estériles.

Los organismos se contabilizaron y midieron en microscopio invertido Olympus 1X81, el cual tiene
integrada una cdmara CCD de alta velocidad marca Olympus DP71 con el software Cell F para procesar
las fotografias. Se realizaron conteos en cdmaras Sedgewick-Rafter de 1 ml. Se evaluaron bandas y se
contaron un maximo de 100 colonias del complejo Microcystis aeruginosa (CMA) o hasta analizar

cuatro cdmaras completas cuando la abundancia no alcanzé las 100 colonias.
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Fig. 20. Fotos de la division de las fracciones en los tubos falcon donde se ve a simple vista una distincion de tamafios.

Se registraron las dimensiones correspondientes al largo (A), ancho (B) y profundidad (C), en um, con
el software mencionado. La medida de profundidad se realizé moviendo el tornillo micrométrico del
microscopio desde la primera célula visible hasta la ultima célula visible. Con las tres medidas se
calcularon el volumen (um3) y la superficie individual (um2) donde se utilizé la forma de esferoide
prolado como la aproximacion geométrica mas adecuada (Hillebrand et al., 1999; Alcantara, 2015).
Ademas se considerd la dimension lineal maxima (MLD, um) como rasgo de la morfologia individual.
También se estimo el biovolumen (Bv), como indicador de la biomasa fresca, donde se multiplicd la

abundancia por el volumen especifico de los organismos (um3/mil).
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Extraccion de ADN

Se filtré entre 200 y 300 ml de la muestra entera, sin fraccionar, y del agua recogida después del
tamizado (muestra <20 um) por filtros de celulosa de 0.45 um. Las muestras tamizadas en los falcon
con las fracciones se congelaron al llegar al laboratorio y antes de comenzar la extraccion se filtraron
alrededor de 15 ml por filtros de celulosa de 0.2 um (Fig. 21). Se utilizé el protocolo de extraccion de
ADN adaptado en el Departamento de Microbiologia del IIBCE (Martinez de la Escalera et al., 2017)
con modificaciones y se ajustaron las condiciones para cada muestra. La rotura de las células se hizo
mediante micro tubos de 2ml donde se introdujeron perlas de ceramica y se agitaron a 6m/s durante

40s en un instrumento de mesa homogeneizador de alta velocidad de la marca fastprep.

-

Fig. 21. La foto de la izquierda muestra el filtro de la fraccion mayor a 150 um en un periodo de floracion. La foto de la
derecha muestra la distincion de colores acorde al tamaiio de las fracciones luego de la lisis celular para realizar la
extraccion del ADN.

Cuantificacion de genotipos téxicos del CMA

El PCR en tiempo real se ajusté utilizando primers especificos previamente disefiados (Tabla 3). Para
las reacciones se mezcld un volumen final de reaccién de 20 pl de: 9,5 pl de agua, 0,5ul de BSA (30mg
ml-1), 7,76 pl de mezcla (Power SYBR Green PCR), 0,12 pul de cada primer (50 uM) y 2 ul de ADN de la
muestra. El termociclador utilizado para los ensayos de qPCR fue TouchTM Real-Time PCR Detection
System (BIO RAD) y las condiciones de ciclado fueron 2 min a 50°C, 15 min a 95°C y 40 ciclos de 15
sega94°C,30sega60°Cy30sega72°C. Al final se dibujo la curva de melting desde 65 °Ca 95 °C, en
incrementos de 1 °C cada 4 sec. para confirmar la especificidad del fragmento amplificado. La curva

de calibracion se realizé como se describio en el capitulo 2.1. (Martinez de la Escalera et al., 2017).
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Para comprobar la fiabilidad del procedimiento de tamizado, la sumatoria de la abundancia de mcyE
en las cuatro fracciones se correlaciond contra la abundancia total obtenida de la muestra sin tamizar.
Se obtuvo una correlacion estadisticamente positiva (rho=0.69 y p-value<0.05) que confirmd un

procedimiento del tamizado correcto (Fig. 22).
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Fig. 22. Correlacion entre el nimero de copias/ml obtenido del filtro de la muestra total contra el sumatorio de las
abundancias obtenidas en las distintas fracciones. Ambos ejes estdan en logaritmo.

Anadlisis genéticos y de la concentracion de microcistinas

Las muestras provenientes de GUA e ITA en diciembre 2016 y enero 2017 se emplearon para realizar
analisis genéticos para cuantificar el ARNm (qPCR), para analizar la diversidad de genotipos toxicos
(HRMA) y para cuantificar la concentracidén de microcistinas (ELISA). Ademas para comparar con un
periodo estacional diferente se realizé la técnica del HRMA en las muestras de GUA, ITA, CVA y RPC

en septiembre del 2015.

e Cuantificacion del ARNm mediante la técnica de gPCR

Entre 250 y 300 ml de la muestra de agua se filtré y estos filtros fueron conservados en ARNlater
hasta su posterior andlisis. Para la extraccion de ARN se utilizé el Kit PureLink™/ RNA MiniKit y se

obtuvo el ADN copia que se cuantificd por la técnica del gPCR como fue descrito anteriormente.

e Analisis de microcistinas por el método ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ‘Ensayo por
Inmuno Absorcion Ligado a Enzimas’)

El ensayo de ELISA se realizd en el instituto de Higiene de la UDELAR con la supervisién de la Dra.
Beatriz Brena de acuerdo a Pirez et al. (2013). El mecanismo del ELISA consistio en agregar la muestra
en una placa multi-pocillos unida con un conjugado microcistina-Seroalbumina. A continuacion, se
adiciond el anticuerpo y por ultimo el sustrato, el cual genera color en presencia del conjugado. Por
ultimo, se midié la absorbancia a 450 nm. Las muestras se expresaron en in pg/L con un limite de

deteccion de 0.2 pg/L.
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e Analisis de diversidad de genotipos téxicos por la técnica de HRMA (High Resolution Melting
Analyses)

Para esta técnica se uso6 el gen mcyJ (Tabla 7) basado en las evidencias que muestran que es el gen
mas conservado del cluster mcy (Tabane et al., 2004, 2009). Para la amplificacion se usé un 96 FLX
Touch TM thermal cycler (Bio-Rad). Se aplicaron dos pl del extracto de ADN de cada muestra al Mix
de MeltDoctor HRM Master, lo que resulté en un volumen final de 20 pL. Las condiciones de ciclado
fueron 2 min a 50 °C, 15 min a 95 °C and 40 ciclos de 15sa 94 °C, 30s a 60 °Cy 30 s a 72 °C. Los perfiles
de melting de los amplicones resultantes se ejecutaron de 65 °C a 95 °C con un incremento de
0,02 °C/s. Los datos del HRMA se obtuvieron y analizaron usando el Bio-Rad Precision Melt Analysis
(Bio-Rad). Cada muestra se corrid por triplicado. El andlisis se desarrollé a unas temperaturas de

melting entre 77.2 y 81.2.

Tabla 7. Primers empleados para amplificar el gen mcyJ, involucrado en la sintesis de microcistinas, mediante gPCR en

tiempo real.
N |
Objetivo del gen omPre de Secuencia Referencias
primer
mcyJ_F TAGCTAAAGCAGGGTTATCG
mcylJ-Microcystis spp. Kim et al., 2010
mcyJ R TCTTACTATTAACCCGCAGC

Analisis de los datos

Se midieron un total de 5606 colonias provenientes de 9 muestreos. El volumen tamizado siempre
estuvo contemplado en las férmulas. Los graficos de boxplot, plots, barras e histogramas se realizaron
con el paquete ggpubry en los analisis estadisticos siempre se establecieron valores de p < 0,05 como
significativos. En los boxplots siempre se establecid que el suelo y el techo de la caja representan los
quartiles 25%y 75% respectivamente y la linea cerca del centro representa el percentile 50 (mediana).
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa libre R, versién 3.4.0 (R Core Team, 2017)

y para los graficos se usd el paquete ggpubr (Kassambara, 2016).

Para evaluar la relacién entre las distintas variables ambientales se utilizé6 una matriz de correlacién
mediante la funcidn pairs (Becker, Chambers y Wilks, 1988). Para explorar estas variables en los
distintos puntos de muestreo y reducir la dimensionalidad del conjunto de datos se analizaron los

componentes principales (PCA).
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Para evaluar la relacidn entre las distintas variables fisicoquimicas, el tamafio o la toxicidad con los
indicadores bioldgicos se empled un enfoque de tipo correlativo. El tipo de correlacién empleada fue
el test de correlacién no paramétrico de Spearman (R?) el cual se definié en funcién de la estructura
de los datos. Para determinar diferencias entre las variables analizadas, se aplicd los analisis no
paramétricos de Kruskal- Wallis para varios grupos de datos y el de Wilcoxon para comparar la medida
de dos grupos independientes. En el andlisis de las microcistinas se usé la aproximacidon de mixed
models mediante el paquete de nlme y se evalud las diferencias significativas entre grupos en la

varianza y en la media.

Los modelos lineales multiples se generaron para evaluar la relacion entre las variables ambientales
y la abundancia de genotipos toxicos. Las variables explicativas fueron las variables ambientales
(viento, temperatura del agua y conductividad) y/o el biovolumen total y de las fracciones. Cuando el
modelo lineal no cumplié con los supuestos se aplicé un modelo lineal multiple generalizado (GLM),
con familia gamma y funcién log link. EI mejor modelo se calculé mediante la seleccidén backward y
se compard basandose en el criterio de Akaike (AIC) (Burnham and Anderson, 2002). Para calcular el

pseudo R?del GLM se calculé mediante la funcion Nagelkerke R2 (R Core team, 2017).

La diversidad de genes mcyJ en las muestras estudiadas por este método se evalué mediante andlisis
de clusters. Los clusters se calcularon mediante la funcidén hclust y por el método euclidiano. Las
matrices se traspusieron centradas y escaladas. Los datos del HRMA se analizaron mediante un CART

con la funcién rpart (Breiman, Friedman, Olshen and Stone, 1984).

En el arbol de regresidn, la variable respuesta fueron las temperaturas de las curvas de melting de los
resultados obtenidos del analisis del HRMA. Estos datos se usaron como datos funcionales y se realizé
un CART multivariado (Martinez de la Escalera et al., en revisién). Como variables explicativas se
establecieron: mcyE, mcyE/Bv, cADN/ADN, MLD, Volumen, Area, Bv y la abundancia. Para evaluar el
error en el modelo se calculé como el error medio de un loop de 100 validaciones cruzadas donde
1/3 de los datos fueron usados para la muestra de prueba y 2/3 para la muestra de entrenamiento.
Se considerd el arbol éptimo como aquel que minimiza el error predictivo del modelo sobre unos
datos externos utilizados para su validacién. Para realizar este proceso de parada de forma
automatizada se procede de la siguiente manera: se construye un arbol tan complejo como sea

posible y se realiza una poda hacia atras de las particiones que no representen un aumento

51| Pagina



Capitulo 2.2. Potencial téxico y morfologia de organismos del CMA en el embalse de Salto Grande

considerable de la prediccion total. Para ello se utiliza un parametro alfa llamado «parametro de
complejidad» (cp) (Calle y Sdnchez-Espigares, 2007). En nuestro caso se establecié un cp=0.00001 y
se podd hasta obtener el cp maximal que correspondié con el valor del cp del drbol que tuvo el menor
error en la muestra de entrenamiento, el cual se calculé6 mediante la suma del cuadrado de la

diferencia entre valores observados y predichos.

2.2.3. Resultados

Caracterizacion ambiental

La profundidad de los diferentes puntos de muestreo estuvo comprendida entre 1 y 30 metros, pero
en cada sitio la profundidad oscilé entre 1 y 2 metros de diferencia a lo largo de los 18 meses de
muestreo. Se observd un rango en la temperatura superficial del agua desde 15 a 29 °C y estuvo
linealmente relacionada con la temperatura del aire (Tagua ("C)= 6.06 + 0.75 Taire; R>=0.91). El viento
variod en los sitios de muestreo entre momentos sin viento (0 km/h) y viento de 15 km/h. La mayor
intensidad del viento se observd en verano austral y tuvo una relacién positiva con la temperatura

del aire (rs=0.71, p <0.05) y del agua (rs= 0.78, p <0.05).

La turbidez vario entre 17 y 117 NTU, también dependiendo del sitio de muestreo. El valor de turbidez
mas alto (117NTU) se obtuvo en RPC en julio debido a un gran aporte de materia orgdnica que le
confiere al rio el color rojizo. En ese mes, en RPC no se encontraron colonias de cianobacterias ni a
simple vista ni en el microscopio. La conductividad no tuvo altas variaciones, se mantuvo entre 40 y
66 (us/cm) durante todas las campafias de muestreo. El oxigeno disuelto oscilé entre 6.34 y 12.43
mg/|, los valores mas altos se encontraron en marzo del 2016 y en enero de 2017 cuando habia altas
concentraciones de cianobacterias que producian oxigeno. Por ultimo, el pH oscil6 entre 5,69 y 9,97,
valores dentro de un pH neutro - basico; lo que proporciona un ambiente propicio para el crecimiento

del CMA.

En la figura 23 se puede ver la presencia de floraciones en las distintas campafias de muestreo acorde
a la temperatura. Se puede observar que en CVA hubo floraciones en 5 de las seis campafias y en ITA
y RPC nunca se presencid una floracion. Ademas, en la tabla 8 se muestras las correlaciones

significativas encontradas entre las variables.
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Fig. 23. Campaifias de muestreo frente a la temperatura en los cuatro sitios muestreados, las flechas verdes marcan los eventos de
presencia de floraciones.

Tabla 8. Correlaciones estadisticamente significativas entre las variables ambientales para p-valor 0.05 y p-valor 0.1.

V.int | Hume | Taire Z Tagua | pH K Turb| O2 | Sechii| Cl.a F(I:T.:r F::li‘:(:'
0.62 0.80 | -0.47 -0.66 | 0.74
Humedad -0.70
Taire 0.62 0.84 0.60
Z -0.50 -0.61 -0.45
Tagua 0.80 | -0.70 0.64 | 0.50 0.55
pH -0.47 -0.50 0.79 | 0.90 | -0.56 | 0.51 0.49
K -0.49
Turb 0.79 -0.67 | 0.49
02 -0.66 -0.61 0.90 -0.72
Sechii 0.74 0.60 0.64 | -0.56 | -0.49 |-0.67
Cl.a -0.45 | 0.50 | 0.51 0.49
Fluor.Cl.a
Fluor.Fico 0.55 | 0.49
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La relacion entre las variables ambientales y las estaciones de muestreo se estudié mediante el

analisis de componentes principales. Con ambos componentes se distinguieron las variables

ambientales que mostraron una variabilidad temporal. El resultado mostré que en el componente 1

las variablaes temperatura y viento dividieron las campafias de muestreo segun las estaciones

climdticas, y la componente 2 marcé con la profundidad una distribucidn por sitios de muestreo, GUA

y CVA de un lado y RPC e ITA del otro lado; lo que coincide con los sitios donde hubo mas y menos

floraciones. Ademas, ITAy RPC siempre fueron los estaciones mas profundas por eso se correlacionan

con la profundidad, variable que es inversamente proporcional al pH (como también se vio en la

matriz de correlacién). Por ultimo, la temperatura y el viento se relacionaron mds con los meses de

verano y la conductividad con los meses de invierno (Fig. 24).
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Fig. 24. Andlisis de componentes principales (PCA) entre las estaciones de muestreo, identificados con las siglas seguido
del mes y las variables ambientales temperatura del agua, viento (datos sacados del INIA), profundidad, conductividad y
pH. Los datos se escalaron y centraron y se uso la funcion princomp y biplot. La rayas punteadas son los ejes marcados
por el componente 1y el componente 2. Se evito representar variables que estuvieran correlacionadas entre si.
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Cuando se analizd la direccion de los vientos en todas las campafias de muestreo, se observo que los
vientos mas intensos fueron los que provenian del NE y esto coincidié con vientos mds calidos y con

valores altos de Cl-a, indicador de la presencia de fitoplancton (Fig.25).
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Fig. 25. Boxplots con la direccion del viento en el eje X y en el Y: la intensidad del viento (a), temperatura (b), Cl-a (c). Se
usaron todos los datos de todas las campafias de muestreo (n=30) y las cajas representan el percentil 25y 75%, con la
media marcada por una linea.
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Estudio de la morfologia en las comunidades del CMA

El valor de biovolumen del CMA se registré como cero en aquellos meses que no se pudo identificar
ninguna colonia ni floracién ni a simple vista ni en el microscopio ya que no se encontraron colonias

o floraciones del CMA en todos los meses del afio (Tabla 2).

El histograma de MLD indica una alta variabilidad de tamafos en todas las muestras analizadas. Las
colonias mayores a 500 um se encontraron con menor frecuencia en nuestras muestras (Fig. 26). Los
valores de MLD oscilaron entre 5y 1626.94 um, donde se obtuvo un valor medio de 177 um y 129

pm de mediana.
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Fig. 26. Histograma de MLD segun su frecuencia observada (cuantas veces aparecio cada tamafio). Las colonias se
encontraron en el rango de 5 a 2000 um (n=5706). La Linea punteada corresponde a la media de la MLD.

Cuando se analizd la MLD en las diferentes estaciones de muestreo se observaron diferencias

significativas entre las diferentes estaciones y la variabilidad fue mayor en RPC (Fig. 27).
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Fig. 27. Se muestran los datos de MLD agrupados en cada uno de las cuatro estaciones de muestreos. Las diferentes
letras indican la diferencia significativa entre los grupos (p<0.05) (n=5706).

La abundancia y la forma de las colonias variaron entre las diferentes épocas de ano. En mayo 2016
se obtuvieron las menores abundancias (Tabla 2). La figura 28 toma como ejemplo la fraccién mayor
a 150 um en GUA para poder ver las diferencias en la MLD y en su abundancia. Ademas el tamafio
entre las diferentes fracciones se observd en el tamizado de las muestras y en el microscopio (Fig.

29).
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Formas y tamanaos del CMA en GUA a lo
largo de 18 meses

Julio= 316um Septiembre = 384um
R
“‘. . ’
Marzo = 304um Mayo = 323um Diciembre = 311um Enero=211um

Fig. 28. Fotos de las muestras de agua tomadas en cada muestreo en donde se encontraron colonias en GUA. Se tomo
como ejemplo la fraccion mayor a 150um. Se aprecia la diferencia en los tamarios (la escala corresponde a 200um) y en
la abundancia entre los meses. Los MLD sefialados corresponden al promedio de MLD calculado en GUA en cada
muestreo.

Fracciones coloniales del CMA en GUA
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Fig. 29. Fotos de las tres fracciones coloniales donde se aprecia la diferencia de tamafios. Las tres fotos corresponden a
un evento de floracion, marzo 2016, en GUA. La escala corresponde a 200um.

Al igual que en el capitulo 2.1., se estudiaron los rasgos especificos de las colonias del CMA acorde a
su morfologia y estrategia ecoldgica. Se analizd la MLD frente al volumen y a la relacién
superficie/volumen (Tabla 2). Se observd una relacién positiva entre el volumen y la MLD, lo que
indicé que el aumento del tamafio va acompafiado de un aumento del volumen colonial (Fig. 30). Por
otro lado, se obtuvo una relacion negativa entre la MLD y la relacion superficie/volumen (Fig. 31), ya
que las colonias mas grandes disminuyen su coeficiente superficie/volumen mediante el incremento

del volumen pero reduciendo la superficie.
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Fig. 30. Relacion lineal entre la MLD y el volumen. Linea azul es la linea de tendencia del modelo. Ambos ejes estdn
representados en logaritmo (n=5706).
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Fig. 31. Relacién lineal entre la MLD y la relacion S/V. Linea azul es la linea de tendencia del modelo. Ambos ejes estdn
representados en logaritmo (n=5706).

Cuando se analizé la relacion entre MLD y el Bv de la comunidad del CMA (Tabla 2) se observé una
relacién positiva y significativa entre ambas variables. La nube de puntos se diferencié por las
estaciones de muestreo. El anova establecié que GUA es diferente significativamente todas las
estaciones de muestreo y GUA se diferencié significativamente de RPC (p<0.05). El resultado fue

similar a lo observado por el PCA (Fig. 32). Para un mismo tamano se alcanzaron mayores biomasas

en CVA.
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Fig. 32. Relacion lineal entre la MLD y el biovolumen. Los diferentes colores representan las cuatro estaciones de
muestreo. Los ejes estdn en logaritmo (n=5706).

Cuando se analizé la MLD frente a la presencia o ausencia de floraciones, no observaron diferencias
significativas entre los tamafios, aunque hubo una variabilidad mayor en ausencia de floraciones (Fig.
33). Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas del biovolumen desarrollado por el CMA
cuando hubo floracién frente al encontrado en ausencia de las mismas. Los resultados obtenidos del

analisis del microscopio corresponden a lo observado mediante deteccion visual en los muestreos.

(Fig. 34).
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Fig. 33. Se muestran los valores de MLD ponderada en relacion al biovolumen de acuerdo a la presencia o no de
floraciones, segun deteccidn visual. MLD ponderado se calculé como: (2MLD fraccién * Bv fraccion) / Bv total (n=30).

Wilcoxon, p = 0.0027
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Fig. 34. Se muestran los valores de biovolumen frente a la presencia o no de floraciones descritas a simple vista (n=30).
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Tampoco se observaron diferencias de tamafio entre los distintos periodos estacionales (p>0.05). En
invierno se encontré mayor variabilidad de tamafios que en verano, ya que coincidié con los periodos
sin floraciones donde no ocurre una co-dominancia de especies (Fig. 35).

500 Wilcoxon, p = 0.59

400 1

300 1

MLD Ponderado (um)

200

Invierno Verano

Fig. 35. Boxplot de los tamarios de MLD ponderado en invierno y en verano (n=30).

Cuando se estudié la relacién entre las fracciones y las variables ambientales, se observé que el
biovolumen de cada fraccién se correlaciond con la temperatura del agua, la clorofila, la ficocianina 'y
el biovolumen (Tabla 9). El biovolumen de cada fraccion estuvo correlacionado con el biovolumen del

resto de las fracciones.

Tabla 9. Correlaciones estadisticamente significativas para p-valor 0.05 y p-valor 0.1.

Ponl\t/jllt;lr)a do Bv G BvM Bv P BV C Bv total
Viento intensidad 0.75
Profundidad -0.52
Temp agua 0.51 0.53 0.54 0.81 0.57
pH -0.48 0.56
Cl-a 0.83 0.88 0.94 0.52 0.86
Fluorescencia Cl-a
Fluorescencia Ficocianina 0.76 0.83 0.85 0.64 0.80
MLD Ponderado
Bv G
BvM
Bv P
BvC
Bv total
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En relacién a la variacion del biovolumen de cada fraccion con respecto a la temperatura se observd

una tendencia diferente entre las colonias y las células individuales. En las fracciones que presentaban

colonias se alcanzé una temperatura optima de 23-25 °C y a temperaturas mas altas el biovolumen

fue menor; mientras que las células individuales aumentaron de forma lineal con la temperatura (Fig.

36).
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Fig. 36. Boxplot de las fracciones de tamafios frente a la temperatura en °C. (a) Fraccién G (>150 um), (b) fraccion M
(entre 150 y 60 um), (c) fraccion P (entre 60y 20 um) y (d) fraccion C (< 20um). El eje Y estd en logaritmo (n=30).
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Potencial toxico de las muestras

Al igual que en los anadlisis de MLD, los resultados de la abundancia de genotipos tdxicos en las
diferentes estaciones de muestreo mostraron diferencias significativas. La mayor variabilidad en
cuanto a esta variable se obtuvo en GUA y en CVA, donde siempre se encontraron células portadoras
del gen mcyE y sus valores maximos fueron mayores que en ITA y RPC; en este ultimo se registraron

los menores biovolimenes y nunca se registraron eventos de floraciones (Fig. 37).

b, c c b a
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Fig. 37. Se muestran los datos de la abundancia del gen mcyE agrupados en las cuatro estaciones de muestreos. Las
diferentes letras indican la diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). El eje Y estd en logaritmo (n=30).

Los mayores valores de la abundancia de genotipos téxicos correspondieron a momentos dénde se
registraron floraciones. Sin embargo, tampoco se obtuvieron diferencias significativas de la

abundancia del gen entre verano y e invierno (Fig.38).
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Fig. 38. Se muestran los datos de la abundancia del gen mcyE agrupados en invierno y verano. El eje Y estd en logaritmo
(n=30).

Potencial toxico en relacién al tamano de los organismos del CMA

Se evalud la relacién entre la abundancia del gen mcyE y el biovolumen total de todos los muestreos

se constaté que existe una relaciéon positiva y significativa (Tabla 2; Fig. 39).

L&
E
_% 10000
O
L]
L
@
g
Ll 100 1
2y
=
o o
1e+06 1e+08

Bv total (pm3/mil)

Fig. 39. Correlacion entre el biovolumen total y la abundancia del gen mcyE total. Ambos ejes estdn en logaritmo (n=30).
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Cuando se analizé la relacion para cada fraccién de tamaiio definida. Estos resultados de la relacion
entre el biovolumen de cada fraccidn y la abundancia de genotipos téxicos en esa fraccion mostraron
gue también existe una relacion positiva y significativa entre ambas variables. Todas las fracciones

estan relacionadas de manera lineal con su abundancia de genotipos téxicos (Fig. 40).
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Fig. 40. Correlaciones entre el biovolumen de cada fraccion y la abundancia del gen mcyE en esa fraccion. (a) Fraccion G
(>150 um), (b) fraccion M (entre 150 y 60 um), (c) fraccion P (entre 60 y 20 um) y (d) fraccién C (< 20um). Linea azul es
la line de tendencia del modelo y la sombra gris el intervalo de confianza. Ambos ejes estdn en logaritmo (n=30).

A continuacidn se realizé el andlisis de la abundancia de genotipos tdxicos en las distintas fracciones
de tamafios. El resultado mostré que existen diferencias significativas entre la abundancia de
genotipos toéxicos; pero estas diferencias solo se observan entre las células individuales comparadas
con cada una de las fracciones coloniales (Fig. 41). Sin embargo, normalizando los resultados por el
biovolumen, proporcién de genotipos tdxicos por biomasa, se observd que las células individuales
tuvieron la mayor relacién. Al no tener mucilago el biovolumen no estuvo sobreestimado. Aunque

solo hubo diferencias significativas con las colonias M y G, no con P (Fig. 42).
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Fig. 41. Se muestran la abundancia de genotipos téxicos (copias del gen mcyE/ml de muestra) en cada una de las cuatro
fracciones, G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60 y 20 um) y C (< 20um). Las diferentes letras indican las
diferencias significativas entre los grupos (p-valor<0,05). El eje Y estad en logaritmo (n=30).
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Fig. 42. Se muestra los valores de la relacion mcyE/Bv en cada una de las cuatro fracciones. G (>150 um), M (entre 150 y
60 um), P (entre 60 y 20 um) y C (< 20um). Las diferentes letras indican las diferencias significativas entre los grupos (p-
valor<0,05). El eje Y estd en logaritmo (n=30).
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Con el fin de determinar qué variables son las mas relevantes al explicar los cambios en la abundancia
de genotipos toxicos se estudiaron diferentes modelos de regresidon lineal multiple. Segun estos
modelos y en base a sus AIC, el biovolumen explicaria los cambios en la abundancia de los genotipos
téxicos en las diferentes fracciones. Las variables ambientales no presentaron un rol significativo para
las fracciones G, M y P (colonias), ya que en estos casos los modelos <<b>>y <<c>> tuvieron el mismo
porcentaje de la variabilidad observada. Sin embargo, en la fraccion C, el modelo elegido con el mayor
porcentaje del R? fue el <<c>>. En esta fraccion este modelo explicé un 39% de la variabilidad
observada, por lo que en este caso las variables ambientales tuvieron un rol significativo sobre la

abundancia de genotipos toxicos (Tabla 11; Fig. 43).

Variable explicativa @ Amb 0 8v @ Bvy amb

@

(65)
60
® @
$ 40 2
E@@
® 9
201
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5 ® & & & & 5 &5 &5 o o o o 5
4 N < O @ «—«=H N T N 41 N Mm .  <

modelos mcyE

Fig. 43. Grdfico de barras que muestra los R? en porcentaje de los modelos lineales multiples generados. Solo se muestra
los R? mayores a 0%. Los colores corresponden a los tres tipos de modelos analizados. Azul: modelo en el que las
variables ambientales fueron las variables explicativas. Amarillo: modelo en el que el biovolumen total y el de las

fracciones fueron las variables explicativas. Rojo: modelo en el que las variables ambientales y los biovolumenes fueron

las variables explicativas. Los modelos totales van del 1a-c, fraccion G (>150 um) del 2a-c, fraccion M (entre 150 y 60
um) del 3a-c, fraccion P (entre 60y 20 um) del 4a-c y fraccion C (<20 um) del 5a-c.
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Ademas, de acuerdo a los modelos generados y en relacion a las variables evaluadas se observé una
diferencia entre los organismos mayores y menores a 60um. El modelo 2c definié a la fraccion P como
la variable que sirve para explicar la abundancia de genotipos tdxicos, al igual que el modelo 4c; por
lo que se observd que los modelos de las fracciones G y P fueron similares. Por otro lado, el modelo
3c definid los biovolimenes mayores a 60um como variables explicativas, con lo que no se observé
diferencias entre los biovolimenes de la fraccién G y M. Por ultimo, el modelo 5c definid la
temperatura en negativo y su biovolumen como las variables que mejor explicaron la abundancia de
genotipos toxicos. Ademads, en el modelo de abundancia de genotipos toxicos totales (1a-c) también
se constatd que solo con el biovolumen de las fracciones fue suficiente para explicar la variabilidad
observada. En este caso la variable elegida fue el biovolumen de la fraccion M como el factor que

mejor explico la variabilidad observada (Tabla 10).

Tabla 10. Resumen de los modelos construidos. Se muestra el mejor modelo seleccionado con la funcion STEP AIC para
cada variable <<y>>. * significa que no cumplié los supuestos para el modelo lineal y se ajusté como un glm. Los
porcentajes corresponden al R?, expresado en porcentaje significativos, para p-valor < 0.05. Las fracciones corresponden
a G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60y 20 um) y C (< 20um).

/x a. Ambiente c. Bv + ambiente
y (T agua, Viento Inia, K) )

1. mcyE Total =

3.04+0.22 T agua
35% // AIC = 28.26

-0.09+0.51 BvM
71% // AIC = -0.05

-0.09+0.51 Bv M
71% // AIC = -0.05

2.02 +0.21 T agua—

0.19+0.76 Bv P

0.18+0.76 Bv P

27% [/ AIC = -24.47

33% // AIC=-24.7

2. meyE G = 0.24 Viento
' 9 =7. 65% // AIC=7.14
31% // AIC=27.35 65% // AIC=7.14 o/
0.22 - 1.5 Bv total + 0.22 - 1.5 Bv total +
3. mcyEM = N.S 0.43BvG +1.47BvM 0.43BvG +1.47BvM
56% // AIC = 5.32 56% // AIC = 5.32
4. mcyEP = 2'320+108'1V3i;i§”a - 0.09 +0.30 Bv P 0.09 +0.30 By P
: 42% // AIC = -0.26 42% // AIC = -0.26
29% // AIC = 10.13 o// o/
20.33+0.43BvC-0.05T
5.mcyEC * = 0.69 - 0.03 K -0.128 + 0.26 Bv C agus

55% // AIC =-31.7
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Evaluacion de la toxicidad del CMA mediante cuantificacion del ARNm de mcyE

Para estimar si los genes mcy cuantificados se estaban transcribiendo enzimas en la producciéon de la
toxina se cuantificd el numero de copias de ADN copia (ADNc) del gen mcyE como proxy de
produccidn de toxinas. Dado que existe una Unica copia de mcyE por célula, se muestra la abundancia
de transcriptos mcyE por célula, o sea la expresién de mcyE por célula de la colonia. Los resultados
mostraron que la expresién del gen mcyE fue mayor en diciembre que en enero cuando el biovolumen
fue menor. La mayor cuantificacién del ARNm de mcyE en los tres sitios se obtuvo en M o en Clo que

correspondid con un bajo biovolumen (Fig. 44).
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Fig. 44. Datos de la abundancia relativa de transcriptos de mcyE expresada como valor relativo del ADNc sobre el ADN.
La flecha verde corresponde a la fraccion que alcanzé un mayor valor GUA en enero. Las rayas verticales separan los tres
muestreos. Arriba a la derecha se muestran los datos de Bv en los mismos sitios de muestreo. Los colores equivalen a las

cuatro fracciones, G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60 y 20 um) y C (< 20um) (n=12).

Cuando se evaluo por fraccidon de tamario, sin importar la procedencia del sitio, se encontrd una gran
concentracion del ADNc mcyE en la fraccidn G. Sin embargo, al normalizar por el nUmero de copias
de mcyE (ADN), estandarizacion por el numero de células, la fraccion mediana aparece como la mas
activa en la transcripcién de este gen; seguido de las células individuales lo que sugiere el rol de la

microcistina como una sefial celular a la hora de iniciarse la colonia (Fig. 45).
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Fig. 45. a) Boxplot que muestra la concentracion de cADN mcyE por ml de muestra en cada una de las cuatro fracciones
b) Boxplot que muestra la abundancia relativa del ARNm mcyE calculado como las copias ARN/ copias ADN
(transcripcion de mcyE por célula). G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60y 20 um) y C (< 20um) (n=12).
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Evaluacion de la toxicidad mediante la concentracion de microcistinas

Con respecto a la concentracidon de microcistinas fue mayor en GUA que en ITA y fue mayor en enero
gue en diciembre al contrario que la expresion obtenida (Fig. 46). Las colonias mayores a 60 um

contribuyeron a mas del 85% de la concentracion total de microcistinas (89, 88 y 93 %

respectivamente).
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Fig. 46. Datos correspondientes a la concentracion de microcistinas. Los colores equivalen a las cuatro fracciones, G
(>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60y 20 um) y C (< 20um). Las flechas verdes corresponden a la fraccion que
alcanzo una mayor expresion del gen mcyE relativa al nimero de copias del mismo gen en cada punto de muestreo.
Arriba a la derecha se muestran los datos de Bv en los mismos sitios de muestreo (n=12).

Por otro lado, al analizar la concentracion de microcistinas (MC) en las distintas fracciones de tamafio,
del mismo modo que se analizé anteriormente la abundancia de genotipos (concentracion de MC por
célula de la colonia), se observaron los mismos resultados que los obtenidos para el gen mcyE y por
las copias de ADN copia. Se obtuvieron los valores mas elevados en las colonias de mayor tamafio y
los menores en las unicelulares, en orden decreciente (Fig. 47) y las diferencias en las varianzas y en
la media fueron significativas. Sin embargo, en la fraccion mediana se observaron las mayores
concentraciones de microcistinas entre las fracciones coloniales cuando se estandarizé por nimero

de copias de ADN, que equivale al numero de células (Fig. 48).
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Fig. 47. Boxplot que muestra la concentracion de microcistinas por litro de muestra en cada una de las cuatro fracciones,
G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60y 20 um) y C (< 20um). El eje Y estd en log10 (n=12).
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Fig. 48. Concentracion de MC relativo al nimero de copias de ADN en cada una de las cuatro fracciones (MC por célula),
G (>150 um), M (entre 150 y 60 um), P (entre 60y 20 um) y C (< 20um). (n=12).
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Diversidad del gen mcyJ en las comunidades del CMA

Se analizo la variabilidad del gen mcyJ como proxy de la diversidad de poblaciones téxicas del CMA.

Se observod que, de acuerdo al andlisis de cluster realizado con todas las muestras (septiembre +

diciembre + enero) no existié una divisién definida de los datos (Tabla 2; Fig. 49). Sin embargo, al

analizar Unicamente los meses de verano las muestras se agruparon en dos clusters definidos de

genotipos mcylJ. Esta division la definié el tamafo de 60 um (Fig. 50). Esta misma divisién aparecio

cuando se analizaron los sitios por separado de dic y enero 2017 (Anexo |) pero solamente en ITA del

muestreo de septiembre 2015 (Anexo I).
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Fig. 49. Muestras de septiembre, diciembre y enero analizadas en conjunto. Los cuadrados rojos muestran las dos ramas
principales del andlisis. Los cluster se calcularon mediante la funcion hclust por el método euclidiano. Las matrices se

traspusieron, centraron y escalaron.
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Fig. 50. Muestras de los meses de verano, diciembre y enero, de las dos estaciones analizados GUA e ITA. Los cuadrados
rojos muestran las dos ramas principales del andlisis. Los cluster se calcularon mediante la funcion hclust por el método
euclidiano. Las matrices se traspusieron, centraron y escalaron.
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Con el fin de determinar si existia alguna relacion entre el tamafo de los organismos y la diversidad
del gen mcyJ encontrada mediante HRMA, se realizd un arbol de regresidon CART. Este analisis definid
como principal variable en categorizar la diversidad de genotipos téxicos observada a la MLD y
establecié como punto de corte para explicar las diferencias observadas al tamafio de 94,5 um. Es
decir que cuando los organismos poseen una MLD mayor a 94,5 um constituyen un grupo genético
homogéneo y definido, mientras que cuando este valor es menor a 94,5 um la variabilidad estaria
definida por una segunda variable, la relacién mcyE/Bv. Asi, se pudo determinar que valores de
mcyE/BV mayores a 0.0002161 definen un grupo de genotipos diferente al de aquellos que presentan
valores menores (Fig. 51a). Este valor de 94,5 um estaria incluido en la divisidn generada por el cluster,
solo que en el cluster las divisiones son por franja de tamafios y por eso se establecié en 60 en la
franja de la fraccion mediana. En la fig. 51b se puede ver la division de cada genotipo acorde a las

fracciones de la MLD y de la proporcién de genotipos téxicos por biovolumen.

MLD (pm)

a)

< l\/layor94'5 Menor =

mcyE/BV(Copias/um?3)
0.0002161
< Mayor Menor =
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1e-07

@ mcyE/BV (copias/um?)
0.0002161
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PyC CMyP O
(- mucilago) (+ mucilago)

Fig. 51. Modelo CART donde la variable respuesta fueron los resultados del andlisis del HRMA y como variables
explicativas se establecieron: mcyE, mcyE/Bv, ARN/ADN, MLD, Volumen, Area, Bv y la abundancia. El drbol que se
muestra es el drbol con el cp mdximal. En a) se muestran los perfiles de melting de cada genotipo en cada nodo
terminal y en b) se muestran cada fraccion de tamarios en cada nodo terminal.

2.2.4. Discusion

La caracterizacidon del embalse obtenida en esta tesis coincide con caracteristicas previamente
descritas (Bordett et al., 2017; O’Farrell e lzaguerri, 2014; O’Farrell, 2012). En este sentido,
atribuiriamos los eventos de floraciones del embalse principalmente a dos variables ambientales:
viento y temperatura. En nuestro estudio, los maximos vientos registrados fueron de 4 m/s y
provenientes del NE, direccién e intensidad que propicié la alta biomasa del CMA en el sitio de
muestreo CVA. Ademas, esta alta concentracion del CMA fue estable durante todo el afo debido a
gue las colonias del CMA ascienden a la superficie en un lapso de minutos a horas (gracias a la
presencia de vacuolas de gas protoplasmaticas) y dicha estabilidad se da en condiciones de vientos

menores a 3 m/s (Reynolds et al., 1981).
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La segunda variable relevante fue la temperatura. En nuestro estudio el rango temperatura registrada
fue de 11-29°C, que se encuentra dentro del rango favorable para el crecimiento de los organismos
del CMA. Esto propicié que aparecieran eventos de floraciones en todas las estaciones climaticas y
gue no se encontraran diferencias significativas en la MLD ni en la abundancia de genotipos téxicos
entre el verano y el invierno. La temperatura fue similar entre los sitios de muestreo, por lo que en
este caso dicha variable no marcé una diferencia en la MLD del CMA entre los sitios, si no que fue la
variable profundidad. La relacién del biovolumen con la temperatura fue lineal y positiva para el caso
de las células individuales. En el caso de las fracciones coloniales, las tres fracciones tuvieron una
relacidon positiva hasta alcanzar el pico mdximo, alrededor de los 23°C, y después la relacién fue
negativa. Zhu et al., (2016) también observaron que el tamafo de las colonias del CMA disminuia con
la temperatura. Con respecto a los rasgos especificos del CMA, los analisis de la MLD versus volumen
y S/V fueron coherentes con su estrategia de vida descrita en la literatura. Esta implica que las colonias
reducen su relacidn S/V como estrategia ecoldgica para regular su flotabilidad (Reynolds et al., 1981).
La relacién negativa y significativa entre la MLD y el S/V mostré una correcta labor en la estimacion

de los tamafios en el microscopio (Alcantara, 2015).

El biovolumen de cada fraccidén se relaciond positiva y significativamente con la abundancia de
genotipos téxicos, por lo que existe una relacién entre la morfologia y a la abundancia de genotipos
téxicos. Se observd que las colonias mayores a 150 um tuvieron mayor numero de copias del gen
mcyE, aunque solo hubo diferencias significativas con las células individuales. Sin embargo, al estudiar
la proporcion de genotipos tdxicos (relativo al Bv, copias mcyE/Bv) se observd que la mayor
abundancia correspondia a las muestras donde predominaban las células individuales sin diferencias
significativas con las colonias entre 20-60 um. Esta diferencia en los resultados se debe a la inclusién
del mucilago al medir la MLD de las colonias, la cual aumenta seglin aumenta el tamano de la colonia.
Se ha descrito que el principio de la conservacién de la morfologia con una favorable relacién
superficie-volumen se fortalece mediante la formacion de mucilago para envolver las células
(Reynolds, 2006). La formacion de colonias circulares mucilaginosas es una estrategia prevalente
entre las cianobacterias de agua dulce. En el caso de Microcystis las células individuales solo ocupan
el 20% de la estructura total de la colonia (Reynolds, 2006) y el 80% es mucilago, por ello las células
individuales y las colonias de MLD menor a 60 um alcanzaron una mayor proporciéon de genotipos

toxicos.
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Como se menciond anteriormente las comunidades del CMA estan compuestas por genotipos téxicos
y no toéxicos. Siguiendo con esta relacién de morfologia — potencial téxico, los modelos lineales
multiples mostraron que para las fracciones coloniales es posible estimar la abundancia de genotipos
toxicos en base al biovolumen e independientemente de las variables ambientales. Sin embargo, el
ambiente si aporta en la estimacion de los genotipos téxicos en las células individuales, ya que la
temperatura afecta negativamente a los genotipos téxicos de las células individuales. Uniendo estos
resultados con lo mencionado anteriormente, podemos afirmar que las altas temperaturas favorecen
gue las colonias se disgreguen en células individuales y que estas serdn potencialmente no toxicas.

Ademas, los modelos lineales multiples mostraron, en primer lugar, que la abundancia de genotipos
toxicos totales (de toda la comunidad) se explicd por el biovolumen de las colonias M (60 — 150 pm)
(confirmando lo descrito en el capitulo anterior). El potencial téxico de las colonias del CMA no tiene
una relacion lineal con la MLD donde la fraccién M seria la fraccion potencialmente mas téxica. En
segundo lugar, que el potencial téxico de la fraccion G se explicod por el biovolumen de las P, lo que
sugiere que las fracciones podrian separarse y volver a la fraccion P al alcanzar un tamaio y un estado
de senescencia. Esto contradice que el maximo tamafio estacional de las clases mds pequeiias (<50
um) durante su periodo de crecimiento seria consecuencia de su crecimiento y no de la fragmentacion

de las mas grandes, como plantearon Kurmayer et al. (2003).

La diferencia observada en las distintas fracciones entre los diferentes sitios de muestreo puede
deberse a una diferencia genotipica asociada a la MLD de los organismos y esta a su vez asociada a
unas determinadas condiciones ambientales. EIl CMA estd compuesto por especies que forman
colonias que alcanzan diferentes MLD. Por ejemplo, M. aeruginosa crece generalmente formando
colonias largas. Sin embargo, las colonias del M. flos-aquae y M. ichthyoblabe forman colonias
grandes facilmente disgregables que se dispersan en fracciones coloniales mds pequefas por accién
del viento. Esto hace que al muestrearlas se cataloguen como colonias pequeiias, cuando en realidad

provienen de grandes colonias (Watanabe et al., 1996).

La diferente potencialidad toxica exhibida por las diferentes fracciones se confirmdé al analizar la

abundancia de transcriptos del gen mcyE y la concentracidon de microcistinas. Tanto la fraccién M

como las células individuales mostraron una mayor abundancia de transcriptos del gen mcyE y una
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mayor concentracién de microcistinas por célula, lo que sugiere que la diferencia en el potencial
toxico entre las fracciones no estaria determinada por el nimero de células con capacidad de
sintetizar microcistinas, sino por la actividad celular en la transcripcién y la produccién de la toxina

en cada fraccion.

En base alainformacién de la literatura y a los hallazgos de esta tesis, proponemos que la microcistina
podria tener un rol como molécula de sefializacion celular (Wang et al., 2013). En un trabajo en el que
se evalud si la densidad celular en las cianobacterias podria inducir la producciéon de compuestos
bioactivos, Pereira et al. (2014) sugirieron que el quorum sensing seria un mecanismo importante en
la regulacion de la fisiologia de una floracion, ya que jugaria un papel significativo en la produccién
de péptidos téxicos y no toxicos. Por ello, la formacién de colonias se asociaria a la formacion de un
biofilm donde la expresidon de la toxina extracelular seria necesaria para el crecimiento colonial
(Jungman et al., 1996) y para el mantenimiento del tamafio (Gan et al., 2012). La fluctuacién en la
concentracién de microcistinas se puede atribuir al desarrollo de las colonias en estado de
crecimiento (Kurmayer et al., 2003) y plantea la hipdtesis de que la fraccién M seria la mas favorecida
por las condiciones ambientales, encontrandose en una fase de crecimiento exponencial al momento
del muestreo. Por el contrario, las fracciones mayores a 150 um se encontrarian en su estado de
senescencia y por tanto, menos activas en la produccion de toxinas. Ademas, las colonias mas grandes
tienen una mayor capacidad para flotar: las colonias mayores a 150 um se concentran en la superficie
del agua por lo que reciben una mayor luz solar y pueden sufrir una inhibicién en la produccién de

microcistinas (Wang et al., 2013).

Las concentraciones mas altas de microcistinas en la fraccion M se encontraron en muestras con
menor biovolumen. Asimismo, observamos que una vez que las colonias van creciendo y la floracion
aumenta su biomasa, la expresidén génica disminuye, implicando una relacién entre el tamafo de la
coloniay su actividad productora de toxina. Varios estudios han mostrado que la concentracion media
de microcistinas expresada por célula es tipicamente mayor al inicio de una floraciéon pero mucho
mas baja en el pico de estas floraciones (Kardinaal y Visser, 2005; Welker et al., 2003; Welker et al.,
2007). En otras palabras, cuando incrementa la biomasa del CMA, las células del CMA empiezan a ser
menos toxicas (Kardinaal et al., 2007b). Los cambios en la transcripcion varian segun el crecimiento
de la colonia, por lo que se vuelve a plantear el rol de la microcistina como una senal a la hora de
iniciarse la colonia (Jungman et al., 1996). Kardinaal et al. (2007a) encontraron que la alta
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concentracién de microcistinas en el comienzo de una floracién se relacionaba con la presencia de
los genotipos toxicos y que la baja concentracidon de microcistinas durante el pico de la floracion
coincidia con la dominancia de los genotipos no téxicos. En este sentido, es posible que la competicidon
por la luz juegue un papel fundamental en la sucesién estacional entre genotipos tdxicos y no téxicos
en las floraciones del CMA. El incremento gradual de la biomasa del CMA durante el periodo de
floracién causa una sombra considerable y por ello la luz disponible para el crecimiento se ve limitada.
El reemplazo competitivo de las toxicas por las no téxicas ofrece una explicacion plausible para la
reduccién gradual de la media de la toxicidad por célula durante el desarrollo de las densas

floraciones algales (Kardinaal et al., 2007b).

El andlisis de la diversidad de estos genotipos téxicos (mediante el gen mcyJ) obtenida en el HRMA
mostré que en los meses de verano la composicidn genotipica del gen mcyJ puede separarse en dos
grupos de genotipos cuya principal caracteristica morfoldgica es que difieren en su tamafio, un
genotipo cuenta con organismos cuya MLD es mayor a 60 um mientras que en el otro genotipo son
menores. Estos resultados concuerdan con Wang et al. (2013) que encontraron, mediante la técnica
DGGE, una diferencia del gen mcyJ entre las colonias mayores y menores a 50 um. Esta divisién basada
en la MLD también se observo en los clusters de los diferentes sitios de muestreo por separado tanto
de los meses de verano como del mes de septiembre con un clima primaveral. Sin embargo, no se
encontré esta division en el analisis del cluster de los meses de verano y primavera en conjunto. Esto
podria explicarse por la transicion entre organismos de diferentes MLD, por ejemplo mediante
fragmentacién de las colonias mas grandes durante el ciclo de crecimiento (Reynolds et al., 1981);
por lo que un genotipo podria estar incluido en el genotipo de organismos de menor MLD. Es plausible
entonces hipotetizar que existen distintos genotipos toxicos del CMA con diferencias morfoldgicas, lo
cual debe estar sin duda ligado a su capacidad para sintetizar microcistina. Esta divisién por la MLD
del gen mcyJ se confirmd con el andlisis estadistico de arbol de regresién (CART). El CART mostré
diferencias en la composicidon del gen mcyJ en tres genotipos distintos separados en base a la
morfologia (separé uno de los genotipos en otros dos genotipos porque se analizé con mas variables
que el cluster). El primer genotipo serian las colonias mayores a 94,5 um (MLD incluida en la fraccién
entre 60-150 um (M) establecida en el cluster), lo que corresponderia a la fraccién G y parte de la M.
El segundo genotipo serian las colonias menores a 94,5 um y con mayores proporciones de genotipos
téxicos acordes a su biovolumen (fraccién C y parte de las P) y el tercer genotipo serian colonias

menores a 94,5 um y menores proporciones de genotipos tdxicos acordes a su biovolumen (fraccion
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Py parte de las M). Uniendo los resultados del cluster y del CART, los datos indican que una poblacidn
determinada del CMA tendra una determinada morfologia y toxicidad, sugiriendo que la capacidad
de sintetizar microcistinas estaria ligada de alguna manera a la formaciéon y mantenimiento de las

colonias.

A modo de resumen vale destacar que existe una relacidn positiva no lineal entre la morfologia (MLD
y mucilago) y la abundancia de genotipos toxicos. Las fracciones de mayor MLD se asociaron a la
mayor abundancia de genotipos téxicos como resultado del mayor numero de células, pero no es la
diferencia en el niUmero de copias si no en la actividad de las células téxicas lo que marca la relacién
entre la morfologia y la toxicidad. La fraccion M alcanzé mayores concentraciones de microcistinas y
mayor actividad en la transcripcién del ARNm, por lo que la alta abundancia de organismos entre 60
- 150 um de la MLD es un indicador de la presencia de floraciones potencialmente téxicas en los
cuerpos de agua. Estas diferencias vienen asociadas a una diferencia en la composicion del gen mcyJ
en tres genotipos distintos separados en base a la morfologia. Existen genotipos que crecerian hasta
alcanzar valores de la MLD mayores a 150 um y genotipos que no alcanzarian valores mayores a 60
um. Se concluye que existe diferencia entre la composicién genotipica de los organismos de diferente
MLD vy en los periodos de floracién, usualmente en verano, es donde se observé una clara relacion
morfologia-potencial téxico; por lo que el tamafio podria usarse como indicador de la calidad del
agua. Estos resultados aportan al conocimiento acerca de los mecanismos que intervienen en la
formacidn de las colonias (las colonias se forman mediante divisién celular y no por agregacién de
células como sugieren algunos autores) y del posible rol de la microcistina en la comunicacién celular

para el inicio y mantenimiento de la colonia.
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Capitulo 3: Tamafio, potencial toxico y propiedades opticas de
comunidades naturales con presencia de CMA

3.1. Introduccidn

Considerando la gran importancia de la absorcién de la luz por el fitoplancton es necesario conocer
las propiedades dpticas del fitoplancton en los sistemas acuaticos (Wojtasiewicz y Ston-Egiert, 2016).
Las especies de fitoplancton estdn caracterizadas por su valor Unico de absorcién y dispersion de la
luz, lo que resulta de las diferencias en el tamafio y forma de las células, en la estructura interna de
los organismos y en la composicion de los pigmentos (Aguirre-Gomez et al., 2001; Vaillancourt et al.,
2004; Whitmire et al., 2010). Como se discutié anteriormente, la luz tiene un rol principal en la sintesis
de toxinas. Ademas, las floraciones del CMA tienden a acumularse en las capas superficiales de los
cuerpos de agua, por lo que es posible registrarlas con sensores remotos. Es por ello que en este
ultimo capitulo se agrega un rasgo mas de las comunidades del CMA: las propiedades &pticas
inherentes. Para ello en este capitulo se estudiaron las propiedades épticas del CMA mediante la
toma de fotos con la camara de un teléfono moévil y la aplicacién <<Hydrocolor>> que permite calcular
los valores dpticos de la reflectancia del agua (R«s) (Leeuw, 2014). En este tercer capitulo se evalud el
analisis de espectros de luz reflejada por las muestras de agua con floraciones y sin floraciones de
CMA. Las imagenes obtenidas con la aplicacion del teléfono mévil se relacionaron con los resultados
del segundo capitulo con la intencion final de generar un modelo matematico de deteccidén de

floraciones potencialmente toxicas.

3.2. Materiales y métodos

Muestreos

Ademas de los muestreos descritos en el capitulos 2.2., se realizaron dos muestreos en las playas de
Montevideo. Un primer muestreo en la playa de Ramirez y un segundo en playa verde en febrero del
2016 (n=32). En estos muestreos el calculo del biovolumen y el analisis de la abundancia de genotipos

toxicos se realizaron igual que lo descrito en el capitulo anterior.
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Medidas opticas

La toma de fotos se realizé con la cdmara (8 Mpx, 3264x2448 pixeles, flash LED) incluida en el teléfono
movil iPhone 5C y se analizaron mediante la aplicacién denominada Hydrocolor (Leeuw, 2014). Esta
es una aplicacién que utiliza las imagenes registradas para calcular y analizar la reflectancia de los
cuerpos de aguas naturales (Mobley, 1999) y devuelve valores de turbidez del agua (0-80NTU) y el
valor de reflectancia (Rs) en las tres bandas (roja, verde y azul) (1/sr). Las imagenes se tomaron en
lugares donde el agua era suficientemente profunda o turbia para evitar la influencia del fondo en
las mediciones dpticas del agua. Cada valor de reflectancia fue calculado mediante 3 imagenes. La
primera imagen se obtiene sobre una carta gris de referencia radiométrica, la segunda se toma del
cielo y la tercera de la superficie del cuerpo de agua. La intensidad de la energia luminica reflejada
en la superficie del agua se elimina primero de la energia que proviene del agua restando los valores
de la imagen ‘cielo” a la imagen ‘agua’. La segunda correccién radiométrica de la medicidon de agua
se efectlia mediante la divisién de la energia luminica que viene del agua por la energia incidente en
la superficie del agua y estimada a partir de la imagen de la carta gris de referencia. Esta
normalizacién es el mismo procedimiento que se utiliza para calcular Rs. El programa de Hydrocolor
utiliza informacién derivada de diferentes sensores ubicados en el teléfono moévil (e.g., el GPS, el
compadsy el giroscopio) y teniendo en cuenta la localizacién del sol dirige al usuario al angulo correcto
de azimuth en donde el reflejo del sol es minimo (e.g., 135°). Ademas, el inclindmetro permite
obtener las imagenes para el agua y la carta gris de referencia con un angulo nadir de 40°, y las

imagenes del cielo con un dngulo zenith de 40° (Leeuw, 2014; Mobley, 1999) .

Test preliminar con la aplicacion Hydrocolor

Previo al uso del sistema para evaluar la relacién entre tamano, toxicidad y dptica se realizaron tres
tipos distintos de ensayos dirigidos a su calibracién incluyendo: 1) ensayos con distintas
concentraciones conocidas de CMA, 2) ensayos tomando fotografias en distintas condiciones
ambientales (lluvia, sol y distinto porcentaje de cobertura de nueves) y a distintas alturas del agua y
3) ensayos comparando los datos obtenidos con la aplicacién del mdvil y un radiémetro en miniatura
marca Q-mini. Los objetivos de estos ensayos fueron 1) Calcular la concentracién minima de colonias
gue la aplicacién podia detectar; 2) Comprobar si el valor de Rrs cambiaba segun las condiciones
climaticas o segun la altura de las fotos y 3) Comprobar si los valores obtenidos con la aplicacién eran

similares a los obtenidos con un radiémetro.
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1) Para el primer ensayo se tomaron muestras concentradas de CMA en el mes de diciembre del 2016
y de enero del 2017 mediante un arrastre de 3 min con una red de 100 um de poro en el embalse de
Salto grande en un balde negro para evitar la reflectancia del fondo del balde. Con estas muestras se
realizaron 5 curvas de calibracion donde se fue diluyendo el volumen inicial de 5,4 L de muestra y se
contaron el nimero de colonias por ml. Estas curvas se realizaron en cinco dias distintos
caracterizados por diferentes condiciones de luz (Fig 50 y Anexo |). 2) y 3) Para el segundo y el tercer
ensayo las mediciones 6pticas con la aplicacién del movil se realizaron en el puerto de Rimouski
(Quebec, Canada), en el contexto de una pasantia financiada por PEDECIBA biologia y por el CISC en
el verano boreal del 2016. 2) En el segundo ensayo las fotografias se tomaron en el mismo punto del
puerto y se variaron las condiciones climaticas o la altura. Para el ensayo de la altura se realizé en el
mismo dia. Para el ensayo de las diferentes condiciones climaticas se mantuvo la usada en los
muestreos del capitulo 2.2, a la altura de la cintura. 3) Para el tercer ensayo fue necesario calcular el
valor del Rrs obtenido por el radiometro (Q-mini, intervalo de longitud de onda = 350-1100 nm,
Pembroke Inc.*). Para la toma de fotografias por parte de ambos dispositivos siempre se usaron las
mismas cartas de referencia (blanca, gris y negra). A partir de los resultados del radiémetro,
expresados en nanoW se calcularon los tres componentes de la radiancia: la del agua que incluye
contribuciones reflejadas de la interface agua-aire (Lws), la del cielo (L¢) y la de la carta gris de
referencia (L;) (Ecuaciones 4 y 5). Para el calculo de los diferentes L se usaron las longitudes de onda
(A) en cada color de banda mas cercanas al valor de A usado por la aplicacién del mdvil y para los
valores por encima y por debajo de ese valor: 598nm (rojo), 534nm (verde) y 449nm (azul), de tal
manera que se obtuvieron tres valores de Lws total, Lcy Lr en cada color.
Rojo tres valores de A: 597.9, 598.2 y 598.6 nm

Verde tres valores de A: 533.7, 534.0 y 534.4 nm
Azul tres valores de A: 448.8, 449.1 y 449.5 nm

L=
2. 0

3 2110 Xi (4rea del detector+angulo sélido* )

Jj=1

X es el valor en nanoW medido por el radidmetro, el drea del detector vale 1.4 e10° m? y el dngulo
solido vale 14 sr.

Lws se obtiene restandole el L. del cielo, porque la medida del radidmetro es una reflexién total del

agua, incluida la del cielo. Asi que:
Lws = Lws total — 0.02 Lc

Después para calcular el valor de irradiancia (Eq) necesario para obtener el Rrs (ecuacién 1) se:
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Lrm
Ed =
pr

pr fue la reflectividad de la cartas de referencia radiométrica (i.e., 15%. 18% and 95% para la carta

negra, gris y blanca, respectivamente). Finalmente el Ris se calculd segun la ecuacién 1 descrita

Lws

anteriormente: Rrs = e

* Shimadzu UV-1601, intervalo espectral = 300-750 nm, resolucién espectral = 0.2 nm, exactitud = +/- 0.004 Abs a 1.0 Abs.

Calculos del indice g440

Las muestras guardadas segun lo descrito en la fig. 17 se filtraron por GF/F de fibra de vidrio de
tamafio de poro igual 0.7 micrones que habian sido previamente pesados y calcinados a 450 "C
durante 4 horas. A continuacion se midid la absorbancia de las muestras filtradas en cubetas de
cuarzo (longitud de camino 6ptico = 3 cm) mediante un dual beam espectrofotometro *. Con esos
valores se calculd el coeficiente de absorcién del material disuelto a una longitud de 440 nm (g440)

mediante la ecuacion:

2.303 (4440 — A750)

440 =
9 PL

(Kirk, 1994)
El valor 2,303 convierte a una base de logio, A\ es la absorbancia a dicha longitud de onda y PL es la
longitud de la cubeta dptica en m (0.01 m). La absorbancia a una longitud de onda de 750 nm se

asume que es dispersién residual y se resta del efecto de la absorbancia a 440nm.

Razones opticas

Acorde a la literatura se estudiaron tres razones dpticas. En la Tabla 11 se describen las razones, su

interpretacion, que tipo de relacidn existe y las referencias.

Tabla 11. Descripcion de las razones dpticas encontradas en la literatura.

Descriptor Interpretacion Relaciéon Referencias

Leeuw et al, 2014
Lineal White et al, 2005
Tzortziou et al, 2006

Goddijn and White, 2006

Razén Rss Rojo / Se relaciona directamente con la
Ris Verde turbidez e inversamente con la clorofila

Razén Rrs Rojo /

Rrs Azul Se relaciona directamente con el g440 Lineal Hougane et al, 2011

. . . Lineal Beckett, 2005
Razén Res Azul / Se relaciona mversamente conla Lineal Goddijn and White, 2006

Rrs Verde clorofila

Exponencial | Goddijn-Murphy et al. 2010
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Analisis de datos

Los graficos de boxplot, plots, barras e histogramas se realizaron con el paquete ggpubr y en los
analisis estadisticos siempre se consideraron los valores de probabilidad de aceptar la hipdtesis nula
a un nivel de confianza de 95% (p < 0,05). Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa libre

R, version 3.0.2 (R Core Team, 2017).

Para estudiar la relacion entre las razones dpticas y el biovolumen o entre las razones épticas y la
abundancia de genotipos téxicos se utilizd una matriz de correlacién mediante la funcién cor con
enfoque no paramétrico (Spearman) (Becker et al., 1988). Para evaluar la relacion entre las distintas
variables también se empled un enfoque de tipo no paramétrico de Spearman (R?) el cual se definié
en funcién de la estructura de los datos. Para determinar diferencias significativas entre las variables
analizadas se aplicé el analisis no paramétrico Wilcoxon para pares de datos y Kruskal-Wallis para

varios grupos de datos independientes.

Para analizar la relacién entre la abundancia de genotipos téxicos y las propiedades dpticas se
realizaron tres modelos con enfoques diferentes. En los tres modelos la variable respuesta fue la
abundancia de genotipos téxicos (mcyE total) en logl0 y las variables explicativas fueron la
temperatura, el viento, la conductividad, la turbidez medida en la aplicacion (NTU), la razén
rojo/verde y la razén azul/verde. El primer modelo fue un modelo de regresién lineal multiple. Se
alimentd con el total de variables y el mejor modelo final fue elegido mediante la seleccién backward
y se compararon basandose en el criterio de informacién de Akaike (AIC) (Burnham and Anderson,
2002). El segundo modelo fue un arbol de clasificacion y regresion (CART) con la funcién rpart
(Breiman, Friedman, Olshen and Stone, 1984) en el cual se establecié un cp=0.00001. El tercer modelo
fue un Random forest con la funcién randomforest y con el ntree=500 (Liaw and Wiener, 2002). Para
evaluar los errores en cada uno de los tres modelos se calculéd como el error medio de un loop de 100
validaciones cruzadas donde 2/3 de la muestra se usaron como datos de entrenamiento y 1/3 como
datos de prueba. El valor de todos los errores se graficd en histogramas mediante la funcion

ggdensity.
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Ademas de los modelos mencionados se realizaron dos modelos (CART y rf) con la variable <<y>>
categorizaday con las mismas variables explicativas. Se dividid la variable mcyE total en dos categorias
gue se establecieron anteriormente en nuestro grupo de investigacion. El limite estd en 2000
células/ml, pero se tomé la mitad porque solo estamos cuantificando las células toxicas (Martinez de
la Escalera et al., 2017) y se considera una copia/m equivale a una célula: 1) Baja abundancia (B =
menos de 1000 copias/ml), donde no presenta un riesgo para la salud publica y 2) Alta abundancia
(A= mas de 1000 copias/ml) caracteristica de floraciones de cianobacterias y que representa un riesgo
para la salud humana (Falconer et al., 1999; WHO, 2004). Para medir la fiabilidad de cada modelo se
obtuvo su correspondiente matriz de confusidon donde se representaron los valores predichos contra
los observados (Tabla 12).

Tabla 12. Matriz de confusion. Las entradas que deben ser maximizadas en un modelo de clasificacion estdn resaltadas

en negro. El falso negativo (subrayado) deberia ser minimo ya que implica que el modelo detecta baja concentracion de
genotipos toxicos cuando la abundancia es alta.

Predicho
A B
A Positivo verdadero Falso negativo
Observado
B Falso positivo Negativo verdadero

Los valores de la matriz es el nimero de veces que el modelo predijo la categoria adecuadamente
(positivos verdaderos o negativos verdaderos) y el nimero que predijo la categoria erréneamente. La
exactitud del modelo representa la fraccién de los bien clasificados sobre el numero total de

observaciones (n=30):

Exactitud = (Positivo Verdadero + Negativo Verdadero) / Nimero total de observaciones
La sensibilidad se calcula como la fraccidon de los predichos correctamente entre el nimero total de
los valores positivos.

Sensibilidad = Positivo verdadero / (Positivo verdadero + Falso negativo)
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3.3. Resultados
Caracterizacion de la aplicacion <<Hydrocolor>>

Con respecto a la caracterizacion de la aplicacion se constaté que la turbidez del equipo midié valores
entre el cero y los 80 NTU, si la turbidez fue mayor de 80, el equipo marcé >80 NTU como valor para
la turbidez. En los sitios dénde el turbidimetro nos midié cero el Hydrocolor también dio cero. Se
observé que ambos valores de turbidez que estuvieron linealmente relacionados (Turbidez (NTU) =
11.56 + 0.31 Turbidez app, R? = 0.20). Ademas acorde a la literatura se obtuvo una relacién positiva y
significativa entre el g440 y a la razén roja/azul (Rojo/Azul = -5.5 + 6.8 g440, R? = 0.21) (Tabla 11). En
nuestro trabajo el rango de la profundidad en la que se reflejo la luz fue entre 0,059 y 0,382 m (Fig.
52). Los valores obtenidos en las tres franjas (rojo, verde y azul) fueron entre 0.004 hasta 0.035. Los
valores mas altos correspondieron a la franja roja y verde, dependiendo de si hubo floracién o no. El

color azul, correspondiente a agua pura, siempre alcanzo valores mas bajos (Fig. 53).

T

0.11

Profundidad en la que refleja el agua (m)

CVA GUA ITA RPC

Fig. 52. Profundidad en la que el agua reflejo la luz en los diferentes sitios de muestreo en el embalse de Salto Grande.
Se midié como 1/kd (m) y el Kd se midié como 1.7/Disco de Secchi (Wetzel, 1983) (n=30).

88|Pagina



Capitulo 3: Tamafio, potencial toxico y propiedades dpticas de comunidades naturales con presencia de CMA

0.04 1

0.03 1

0.02 1

Rrs (1/sr)

0.01+

0.00 1

Rrs ;ﬂ\zul Rrs Rojo Rrs Verde

Fig. 53. Se muestran los valores del Rrs en las tren bandas de luz (azul, rojo y verde) obtenidos en todos los muestreos.
Las formas de las cajas representan el histograma de la variable (n=124).

Con respecto a las razones, los valores de la razén rojo/verde oscilaron entre 0.7 y 1.5 y los valores de
la razén azul/verdel oscilaron entre 0.2 y 1. Los valores de 1 solo se obtuvieron en sitios donde el agua
era transparente, como en la laguna del Pinar. Ese valor correspondié al valor obtenido al final de la
ultima dilucién en las curvas de calibracion. El valor mas alto de la razén rojo/verde se obtuvo en el

RPC en el mes de julio que correspondié con un alto valor de turbidez (>80 NTU) (Fig. 54; tabla 11).

1.5

10
0:5]
0.0 A1

Rrs Azu.;lNerde Rrs Roj<'>Nerde

Valores razones Rrs

Fig. 54. Se muestran los valores del azul/verde y rojo/verde obtenidos en todos los muestreos. Las formas de las cajas
representan el histograma de la variable (n=124).
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Con los datos obtenidos se observé como se comportaron las razones a lo largo del ano del muestreo.
Las razones rojo/verde y azul/verde presentaron un gradiente que decrece en el verano austral y crece
en el invierno austral (Fig. 55). Esta tendencia a decrecer en verano, que muestran las razones, fue

inversa al comportamiento del biovolumen y de la clorofila-a (Tabla 11).
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Fig. 55. Boxplot de la variacion temporal de la razén rojo/verde (a) y azul/verde (b) y del logaritmo del biovolumen
total por cada mes de muestreo y del logaritmo de la clorofila. El color azul corresponde a los meses de invierno y el
dorado a los del verano, como se establecio en el capitulo 2.2 (n=30).

Calibracion del sistema

Con respecto al primer ensayo se observo que en las curvas de calibracién la banda verde y la turbidez
disminuyeron linealmente con el nimero de colonias/ml. Segun disminuyd el nimero de colonias por

ml el valor del verde y de la turbidez del agua fue menor. (Fig. 56, 57; Anexo |).
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Fig. 56. Ajuste del modelo del Rrs en la banda verde con el niumero de colonia por ml. La linea azul es el ajuste del
modelo y la sombra gris el intervalo de confianza.
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Fig. 57. Ajuste del modelo del Rrs de la turbidez medida con la app con el numero de colonia por ml. La linea azul es el
ajuste del modelo y la sombra gris el intervalo de confianza.

En relacidn al segundo ensayo, los valores obtenidos del Rrs de la razon rojo/verde y azul/verde
tomados con el Hydrocolor en condiciones meteoroldgicas diferentes (Fig. 58) y variando la altura en
la toma de fotos (Fig. 59) no mostraron diferencias significativas. La aplicacion corrige mediante la luz

proveniente del cielo en el valor del Ris obtenido del agua y la altura no afecta mientras se mantenga

la misma altura para las tres fotos.
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Rojo/Verde

1.17a) Kruskal-Wallis, p=0.35 0.81b) Kruskal-Wallis, p=0.51
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Fig. 58. Se muestra la variabilidad de la razon rojo/verde (a) y azul/verde (b) en el puerto de Rimouski con distintas
condiciones meteoroldgicas (n=7).
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Fig. 59. Se muestra la variabilidad de la razén rojo/verde (a) y azul/verde (b) en el puerto de Rimouski a tres alturas

diferentes 0.5, 1.85y 2.20 m (n=9).

Por ultimo, con respecto al tercer ensayo, los resultados de la comparacion del valor del Rrs en cada

banda entre la app y el radidmetro mostraron que no hubo diferencias significativas entre ambos

instrumentos (Fig. 60). Tomando como ejemplo la banda verde, en el caso del radidmetro los valores

de todos los R oscilaron entre 0.006802, 0.006585, 0.007301 y 0.007841 y el valor de la aplicacién

fue ligeramente menor (0.06).

* . 0.025 1 e
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Fig. 60. Se muestran las bandas azul, roja y verde en la app del mévil (A) y en el radiémetro en miniatura (R) (n=6).
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Hydrocolor como herramienta de deteccion del CMA

En relaciéon a la utilidad de la aplicacion para la deteccidn de floraciones de CMA, se comprobé que
la aplicacion es capaz de detectar la presencia del CMA. En la fig. 61 se ve una diferencia en las medias
cuando hay ausencia o presencia de CMA, tanto de colonias como de floracidn con la razén rojo/verde
y solo con la presencia de floraciones con la razén azul/verde. El valor medido por la aplicacién es
diferente segln las bandas, por lo que obtenemos un mayor valor de la razén rojo/verde y de la razén

azul/verde ante la ausencia del CMA (Fig. 61; Tabla 11).
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Fig. 61. Se muestran los valores medios y la variacién de la razén Rrs rojo/verde (a 'y c) y Rrs azul/verde (b y d) con la
presencia o no de colonias (ay b) y de floraciones (c y d) (n=32).
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Relaciones entre indicadores biolégicos e indicadores 6pticos de los organismos del CMA

Cuando se analizé la relacion entre los indicadores bioldgicos y los indicadores dpticos se observé que

los indicadores biolégicos, determinados mediante métodos de microscopia, se asociaron a los

estimados mediante sensoramiento remoto Se observd una relacién lineal y negativa entre el

biovolumen (total y fracciones) y la Cl-a frente a la razén rojo/verde (Fig. 63) y a la razén azul/verde

(Fig. 64) (Tabla 11).
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Fig. 63. Correlacidn de la razén rojo/verde con el Biovolumen (izquierda) y la Cl-a (derecha). La linea azul es el ajuste del
modelo y la sombra gris el intervalo de confianza. Los ejes y estdn en Logio(n=32).
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Fig. 64. Correlacion de la razoén azul/verde con el Biovolumen (izquierda) y la Cl-a (derecha). La linea azul es el ajuste del
modelo y la sombra gris el intervalo de confianza. Los ejes y estdn en Logio(n=32).
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Generacion de modelos estadisticos

Una vez que se determinaron las relaciones entre las propiedades dpticas del agua y los indicadores
biolégicos se buscd explicar de los cambios observados en la abundancia de genotipos tdxicos
mediante la generaciéon de modelos matematicos que contuvieran las variables ambientales y dpticas
estudiadas y que caracterizan al CMA. En primer lugar el grafico del modelo lineal entre el mcyE y la

razon rojo/verde mostrd que la recta de regresion fue la de un modelo segmentado (Fig. 65).
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Fig. 65. Representacion del modelo lineal de variable <<y>> log10 mcyE (copias/ml) y <<x>> la razdn rojo/verde. La linea
verde es el abline del modelo segmentado por el punto 1.2 y la linea negra es el abline del modelo lineal simple (n=32).

Después, los tres modelos testeados se hicieron solo para las muestras del embalse del Salto Grande
(n=30) los cinco modelos establecieron que la variable que mejor explicé la abundancia de genotipos

toxicos fue la razén Ry rojo/verde.

Con respecto a los modelos de regresion, el modelo de regresion lineal multiple (rg), mediante el
criterio del step AIC mostré que la abundancia de genotipos tdxicos se explica por la temperatura en
positivo y el viento, la conductividad y la razén rojo/verde en negativo.

mcyE total = 10.92 + 0.15 Temp — 0.09 K — 0.24 Viento — 4.89 Rojo/Verde

Este explicd un 53% de la varianza observada.
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El segundo modelo de regresion, el CART, establecié que la variable que explicé la abundancia de
genotipos téxicos fue la razén rojo/verde con un valor de corte de 1,216 y explicd un 36% de la
varianza. Por tanto, esto significa que a valores mayores a 1,216 tendremos una mayor probabilidad

de tener menor abundancia de genotipos toéxicos (Fig. 66).

Rrs rojo/verde

1,216
€ Mayor Menor =
1,348 3,497
N=15 N=15

Fig. 66. CART de regresion madximal (sin poda). Valores de la razén rojo/verde mayores o menores de 1.216 cambian la
abundancia de genotipos toxicos.

Por el ultimo el tercer modelo de regresion, el random forest (rf), también establecié que la razén
rojo/verde fue la variable que explicd el mayor porcentaje de la varianza en la abundancia de

genotipos toxicos (Fig. 67).
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Fig. 67. Salida grdfica del modelo de Random forest donde se muestra la importancia de las variables en la explicacion
de la varianza de la variable y (mcyE). De tal manera que la primera variable explicaria un 22% de la varianza y asi
sucesivamente. NTU corresponde a la turbidez medida por la aplicacion.
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Para definir el mejor modelo se hizo una comparacién de los errores de los tres modelos, lo que

mostré que el CART fue el modelo con el menor error medio (Fig. 68).

modelo Elcart rfElrg

151 i
1.0
=]
1]
o
w
=
i)
]
0.5
0.0
0T DRI 0T TR TR L] , |
0.0 05 1.0 1.5 20 25

Error
Fig. 68. Histograma donde se muestran los errores calculados en cada modelo mediante el método definido en
materiales y métodos. Las lineas punteadas marcan la media de cada error. Azul es el modelo del CART, naranja el
random forest (rf) y rosado la regresion lineal multiple (rg).

Con respecto a los modelos categéricos (CART y Random Forest), el modelo mas exacto y sensible fue
el CART categorico, el cual mostré el valor del rojo/verde como la variable mas relevante. Se marcé el
valor de 1,216 como el limite para tener alta (A) o baja (B) abundancia de genotipos téxicos. Cuando
el valor de la razén rojo/verde es mayor 1.216 existe un bajo (B) riesgo de obtener altos valores de
copias/ml del gen mcyE en la muestra y cuando es menor a 1.216 existe un alto (A) riesgo, lo que se

traduce en una alta probabilidad de que la muestra sea toxica (Fig. 69).

Los errores del modelo del CART se muestran en la matriz de confusién del modelo. Esta matriz
establecié que el modelo tuvo un 76.6% de exactitud y un 73.3% se sensibilidad. Hubo tres que

predijo Ay era B (falso positivo) y hubo cuatro casos que predijo By era A (falso negativo) (Tabla 13).
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Tabla 13. Matriz de confusion del modelo del CART de clasificacion. Las entradas maximizadas estdn resaltadas en negro.
El falso negativo (subrayado) implica que el modelo detecta baja concentracion de genotipos toxicos cuando la abundancia
es alta. N=30 muestras provenientes del embalse.

Predichos

A B

A 11 4
Observados B 3 12

En segundo lugar el random forest, que también marcd la razén rojo/verde como la variable de mayor
importancia. Este modelo tuvo un error mayor que el CART, solo tuvo un 66% de exactitud y un 64%
de sensibilidad. Hubo 5 casos que predijo A como B y otros 5 que predijo B como A (Tabla 14).

Tabla 14. Matriz de confusion del modelo random forest. Las entradas maximizadas estdn resaltadas en negro. El falso

negativo (subrayado) implica que el modelo detecta baja concentracion de genotipos téxicos cuando la abundancia es
alta. N=30 muestras provenientes del embalse.

Predichos

A B

A 9 5

Observados B S 11

Resumiendo, se probaron 5 modelos: 3 modelos de regresién que fueron lineal multiple, CART y rf y
dos categoricos que fueron CART y rf. El modelo final fue el CART de clasificacién, ya que se interpreta
mejor que el de regresion y es mads preciso que el rf categdrico. Se caracterizando los sitios definidos
por el modelo del CART en base a sus caracteristicas biolégicas (Bv, MLD y Cl-a), téxicas (mcyE) y en

base a sus caracteristicas ambientales (Fig. 70).
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Fig. 69. CART categdrico que expresa la distincién entre alta (A) y baja (B) probabilidad de encontrarse una floracién con
genotipos téxicos. Cuando el valor de la razén rojo/verde es mayor 1.216 existe una baja probabilidad (B) y cuando es
menor a 1.216 alta probabilidad (A). Se caracterizaron las variables bioldgicas en los dos boxplots y la relacion entre la
razén rojo/verde y el gen mcyE en los diagramas de puntos, segun el criterio de A y B. Ademds se afiade la grdfica del

valor del Rrs rojo/verde frente a la presencia o ausencia de colonias y floraciones y sus valores medios, minimos y

madximos.
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3.4. Discusion

Ecosistemas acudticos como el embalse de la represa de Salto Grande requieren de una red de
monitoreo adecuada y extendida en el tiempo y en el espacio (Drozd et al., 2014), para ello la
aplicacion del sensoramiento remoto es fundamental. Aunque el sistema de teledeteccidn es util y
necesario, para los sitios de dificil acceso se necesitan de otras metodologias que complementen el
trabajo de las imdgenes satelitales de una manera micro, ya que para cumplir con los requerimientos
de las politicas en la calidad del agua es necesaria la implementacién de nuevas tecnologias que
brinden informacion precisa y en tiempo real (Chorus, 2012). En los ultimos afios ha aumentado el
interés por usar las cdmaras digitales como un método de sensoramiento remoto micro, simple y de
bajo costo, pero tecnolégicamente sofisticado (White, Fieighery, Bowers, O’riain, y Bower, 2005;
Goddijn y White 2006). Dado que el Rys esta relacionado con las propiedades dpticas (reflectancia y
absorcion) del agua, las aproximaciones dpticas de la ecuacion 1 (Rrs = Lw/Eq) se han utilizado en
estudios anteriores en el desarrollo de modelos bio-6pticos para la obtencién de la cl-a superficial en
aguas oceanicas mediante sensoramiento remoto (Blondeau-Patissier et al., 2014). Hoy en dia es
posible conocer con buena exactitud la concentracidén de los pigmentos del fitoplancton a través de

los valores del Rrs (Soja-Wozniak et al., 2017; Wozniak et al., 2016).

La novedad aportada en este trabajo es la aplicacidon de la ecuacién 1 en cuerpos de agua dulce y la
incorporacion de la relacidén entre las propiedades dépticas y la abundancia de genotipos toxicos. En
este sentido, nuestros resultados reflejaron una buena caracterizacién de la aplicacién del teléfono
movil utilizada, por lo que se puede afirmar que el empleo de la aplicacién Hydrocolor a sistemas de
agua dulce permite la detecciéon de colonias y/o floraciones del CMA de manera significativa frente a
la ausencia de las mismas. Ademas, dicha aplicacién es capaz de estimar si la poblacién del cuerpo
de agua tendrd alta o baja abundancia de genotipos tdxicos. Las cdmaras de movil pueden usarse
facilmente en los barcos, ademds Hydrocolor mejord el método, frente a las camaras digitales usadas
en la literatura, ya que en el analisis de las fotos ya esta incorporada la reduccién de la interferencia
de la reflectancia del cielo. La reflectancia de la luz en el agua estd directamente relacionada con la
cantidad y el tipo de sustancias suspendidas y disueltas en el agua. Un incremento de la turbidez del
agua causara un aumento en la dispersidn de la luz e incrementara la reflectancia total del agua. Las
particulas que contienen pigmentos, como el CMA, absorberan la luz en regiones especificas del

espectro visible (Wojtasiewicz y Stonn-Egiert, 2016). Es por ello que a medida que el biovolumen del
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CMA aumentd se obtuvo una mayor reflectancia en la banda verde, lo que proporciond una
disminucion del valor de la razones rojo/verde y azul/verde (por una mayor absorcion en el rojo y en
el azul). El sensoramiento remoto del agua dulce puede considerarse util solo para la estimacién de
los pardmetros de la calidad del agua en la parte alta de la columna de agua. El 90% de la luz que
refleja un cuerpo de agua proviene dentro de la profundidad que se pueda calcular como 1/Kd (Kirk
1994). En nuestro trabajo el rango fue de 0.1 a 0.3 m dependiendo de la profundidad del sitio de
muestreo. Esto significa que la mayor parte de la luz reflejada era de la parte mas alta de la columna
del agua, no hubo problemas con la influencia de la reflexién del suelo y nuestros resultados son
aplicables a las comunidades del CMA que se acumulan en la superficie del cuerpo de agua dulce. El
modelo elegido fue el CART categdrico y se establecié de forma preliminar el valor Ry rojo/verde de
1.216 como valor guia a la hora de establecer el potencial toxico. Cuando se obtenga un valor menor
a 1.216 sera probable que la comunidad del CMA en el cuerpo de agua tenga una alta abundancia de
genotipos téxicos (a excepcién del valor 1,00 que corresponde al agua pura) y a valores mayores de
1,216 habra una baja probabilidad de que la poblacién sea téxica. Este modelo obtuvo una precisiéon

del 76%.

Las floraciones masivas de cianobacterias ocurren todos los veranos a nivel mundial donde el CMA
es, por lejos, la cianobacteria que mas aparece en las reservas de agua dulce (Harke et al., 2016).
Como se mostrd en la figura 4, floraciones provenientes de este género se reportaron en 173 paises,
por lo que el método desarrollado en esta tesis tendria una gran aplicabilidad. Existe una alta
diversidad entre especies tanto en el rango de absorcién de la luz como en la composicién de
pigmentos. Ese amplio rango de concentracién de pigmentos entre diferentes especies indica
diferentes mecanismos de foto-aclimatacién (Wojtasiewicz y Ston-Egiert, 2016). Los valores en los
gue el CMA absorbe la luz en la franja azul son especificos para este género y la franja de reflectancia
de los valores de la razones son especificos para el CMA (Wojtasiewicz y Stramski, 2010; Quibell,
1992), la firma espectral es intrinseca a cada género, lo que reduce la obtencion de falsos positivos

en cuerpos de agua con una comunidad diferente al CMA.
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La importancia de la presente tesis radica en su potencial aplicabilidad tanto en el sistema de
monitoreo de las autoridades competentes como en la creacidén de una red de monitoreo ciudadana.
Ademas, trabajar con una aplicacién de celular permite que sea de facil acceso para el publico en
general por lo que la produccién de un gran set de datos es plausible. La principal limitacién en la
aplicacion de métodos basados en la dptica para la deteccidn de especies de fitoplancton es la falta
de informacién en la variabilidad de las POIs en muestras naturales (Wojtasiewicz y Ston-Egiert,
2016), informacién que se aporta en este trabajo al generar un modelo estadistico mediante la toma
de muestras naturales y no a través de ensayos en el laboratorio. El sensoramiento ciudadano se ha
aplicado a la hidrologia, por ejemplo Olmanson, Bauer y Brezonik (2008) usaron medidas ciudadanas
del disco de Secchi como datos in-situ en la calibraciéon de imagenes satelitales; Sunyoung, Robson,
Zimmerman, Pierce y Haber (2011) desarrollaron una aplicacién de mavil (Creek Watch) para que los
ciudadanos monitorearan el canal de agua (la tasa de flujo y la cantidad de litros); Toivanen, Koponen,
Kotovirta, Molinier y Chengyuan (2013) presentaron un método para observar la profundidad Secchi
y la turbidez usando un artilugio y una cdmara de mévil y Leeuw y Boss (2014) desarrollaron la
aplicacion HydroColor para estimar la concentracion total de materia suspendida y el coeficiente de
retro dispersidon en base a la reflectancia del agua medida con la cdmara de un movil. Ademas, la
agencia de medioambiente europea public6 la aplicacibon Marine LitterWatch

(http://www.eea.europa.eu/themes/coast sea/marine-litterwatch) en 2013 para involucrar a los

ciudadanos en el monitoreo de la distribucién y composicidn marina en el marco de la Directiva Marco

de la Estrategia Marina.

El método propuesto en esta tesis es innovador y puede favorecer la elaboracidn de sistemas de
alertas de cianobacterias basados en la deteccién de floraciones téxicas en Uruguay. En esta tesis se
utilizé la reflectancia de la luz, reflejada por las comunidades del CMA, obtenida a través de una
aplicacién de teléfono movil como bio-indicador del agua dulce. Otros trabajos han propuesto
sistemas de alertas basados en otros bio-indicadores alternativos como la medicién de la
fluorescencia (Cremella et al., 2017), que podrian ser utilizados como complemento a la aplicacién
de nuestro modelo. La ventaja de nuestro proyecto radica en el uso de aplicaciones de teléfonos
moviles para un monitoreo rdpido y preliminar y ademas nuestro proyecto incorpora la variable
potencial téxico en la aplicacion de estas metodologias lo que no se habia contemplado con

anterioridad.
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Capitulo 4
4.1. Consideraciones finales

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que existe una relacién entre la morfologia (tamafio
y presencia de mucilago) y la toxicidad en las colonias del CMA, ya que se observé una diferencia en
la abundancia de genotipos téxicos (copias mcyE/ml) y en la concentracion de microcistinas entre las
distintas fracciones de tamafio. De acuerdo a lo observado, las colonias que aqui denominamos de
tamafio medio (60-150 um) se encontrarian en fase de crecimiento exponencial y estarian
produciendo toxinas activamente. Por otro lado, las altas temperaturas favorecerian a los organismos
del CMA unicelulares y no toxicos. Al estudiar mas en profundidad las diferencias entre las colonias
de distintas fracciones de tamafio mediante el analisis de diversidad genética del gen mcyJ (empleado
como indicador de la variabilidad genotipica de las poblaciones del CMA), se distinguieron dos
genotipos separados en base al tamafio de las colonias, con un valor de corte en 60 um. Esto implica
gue aquellos organismos del CMA cuya MLD es mayor a 60 um tendrian un genotipo determinado y
pertenecerian a una poblacién genéticamente relacionada, mientras que los menores a ese valor
constituirian otro genotipo. Asimismo, estas diferencias genotipicas fueron especialmente notorias
durante los periodos de floracién (diciembre-marzo), cuando las problematicas ambientales son mas
relevantes. En este contexto, se sugiere que la alta abundancia de organismos con MLD mayor a 60

pum seria un indicador de la presencia de floraciones potencialmente tdxicas en los cuerpos de agua.

El hallazgo de la relacion entre la morfologia y la toxicidad potencial del CMA y entre dicha relacién y
las propiedades dpticas del agua nos permitiria predecir la toxicidad de las floraciones en términos
de presencia de genotipos téxicos. Las colonias mayores a 60 um de la MLD se concentrarian en la
superficie del agua por lo que reciben una mayor luz solar y aumentan los valores de la reflectividad

de la luz que pueden ser registrados por el sensoramiento remoto.

Como se menciond anteriormente, el monitoreo de cianobacterias requiere de métodos répidos,
simples, de bajo costo y fiables por lo que los resultados de esta tesis muestran el potencial de las
imagenes derivadas de los teléfonos maéviles para predecir la posible toxicidad de las floraciones del
CMA. La fotografia digital constituiria un método efectivo y de bajo costo para detectar la abundancia
de genotipos toxicos presente en los cuerpos de agua. De esta manera, se ampliaria el conocimiento

aplicable a la gestidn de la calidad del agua con un método complementario a la metodologia ya
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existente (fluorescencia y fotografia satelital). Nuestros resultados constituyen un primer paso en el
desarrollo de algoritmos regionales especificos para detectar organismos del CMA mediante el uso
del sensoramiento remoto basado en el valor de la razén rojo/verde de la reflectancia del agua. Asi,
si al tomar la fotografia empleando una aplicacidn tal como Hydrocolor el usuario obtuviera un valor
menor a 1.216 implicaria que la comunidad del CMA en el cuerpo de agua estaria compuesta por una
alta abundancia de genotipos tdxicos, mientras que valores mayores de 1,216 indicarian una baja
abundancia de células toxicas del CMA. Mas aun, proponemos que esta metodologia podria aplicarse
a otros sistemas de agua dulce con caracteristicas abidticas similares a las mencionadas en este

trabajo.

El sensoramiento mediante aplicaciones de teléfonos mdviles podria extenderse a la red de sensores
de las instituciones gubernamentales (OTE, DINAMA, DINARA, CTM, CARU) para poder producir
informacién in-situ y rdpida para el conocimiento y prediccidon de los eventos de floraciones de
cianobacterias y para mejorar el modelo propuesto en nuestra tesis. Por ejemplo, la reparticion de
cartas de grises entre el cuerpo de guardavida, en la ciudad de Montevideo, ayudaria al guardavida

en la decision de poner la bandera sanitaria.

Existe una relacion positiva no
, lineal entre la morfologia (MLD y
s ‘ . mucilago) y la abundancia de |
<5 a genotipos toxicos: fraccion M la e
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= |
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Mediante un modelo de arboles de clasificacion es
posible predecir la abundancia de genotipos téxicos a
partir de las propiedades dpticas del CMA

|
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&

Fig. 70. Esquemas que responde las preguntas planteadas al principio de la tesis.
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Fig. 71. Diagrama conceptual resumen de la tesis

4.3. Perspectivas

El presente trabajo de tesis abre diversas perspectivas en torno al andlisis de la relacidon de tres
propiedades del CMA que hasta el momento habian sido estudiadas por separado. Con respecto a la
relaciéon entre morfologia y toxicidad una posible linea de accién podria radicar en profundizar el
analisis genético y de diversidad de los diferentes tamanos coloniales, sumandole el conteo del
nimero de células para poder estudiar el efecto del mucilago en los resultados. Seria asimismo
interesante estudiar el comportamiento de las distintas fracciones mediante varios muestreos diarios
en una semana para poder ver el comportamiento de la poblacién en el corto plazo y conocer el
intervalo del tiempo necesario para que se exprese y produzca la toxina. Con respecto a la relacién
entre toxicidad y propiedades épticas serian necesarios mas muestreos para aumentar el nimero de
casos y mejorar el poder predictivo del modelo. Ademads, seria interesante generar una serie temporal
de muestreos en sistemas estuarinos o marinos para conocer la influencia de la conductividad en la
morfologia de los organismos, su relacidn con la toxicidad y con la capacidad de evaluacién utilizando
sensoramiento remoto. Por ultimo, seria interesante ampliar los resultados del modelo con el fin de
incluir otras especies de cianobacterias productoras de toxinas y evaluar la capacidad de discernir

floraciones formadas por distintas especies con distintas toxinas a través de las propiedades dpticas.
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Anexo I. Material adicional
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Fig. 72. Comunidades de genotipos mcyJ en GUA e ITA durante diciembre y enero. Con los cuadrados rojos se separan
las dos ramas principales del andlisis. Los cluster se calcularon mediante la funcion hclust por el método euclidiano. Las
matrices se traspusieron, centraron y escalaron.
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Fig. 73. GUA, ITA, CVA y RPC en septiembre 2015 analizados por separado. Con los cuadrados rojos se separan las dos
ramas principales del andlisis. Los cluster se calcularon mediante la funcion hclust por el método euclidiano. Las
matrices se traspusieron, centraron y escalaron.
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A modo de testeo se cred una base de datos de fotos tomadas en diferentes playas y en diferentes
dias, los resultados del Rrsde la razén rojo/verde mostraron que los valores por triplicado en cada sitio
se mantuvieron constantes y la variabilidad dentro de cada sitio fue minima. Hubo dos lugares que
mostraron una alta variabilidad (representados en la grafica con *). Uno fue el puertito buceo donde
se obtuvo una gran diferencia de valores en el R de la razén rojo/verde porque los datos
corresponden a dos dias diferentes; un valor se obtuvo con la foto cuando habia floracién de CMA 'y
otro a cuando no habia floracién. El otro lugar fue el lago Jover. Esta variabilidad se debié a que un
valor corresponde a una parte del lago, donde el agua estaba cristalina, y el otro valor a la orilla del
lago, donde el agua se encontraba roja y con bastantes desperdicios. Los sitios donde el agua se
encontré mas cristalina mostraron un valor de las razones de 1 debido a que los valores en cada banda
fueron iguales (linea punteada). Los eventos de floracion estuvieron por debajo del valor 1,216 (Fig.

78).
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Fig. 78. Se muestra la variabilidad de la razén rojo/verde (a) y azul/verde (b) en de los sistemas acudticos muestreados.
Los sitios con * fueron donde se encontrd la mayor variabilidad de los datos. La raya punteada establece el valor de 1
que se consideraria el agua transparente que alcanzaron las curvas de calibracion (Fig. 75-76).
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HydroColor: A Water Quality App
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1) Abrir la aplicacidn con el GPS encendido y esperar a que la aplicacidén nos geo localice.

2) Proceder a realizar la foto de la carta de grises. Inclinar el mévil hasta hacer coincidir las flechas
verdes con la raya verde y mover la cdmara hasta hacer coincidir el norte (N) con alguna de las dos
flechas verdes. Una vez que la brdjula y el inclindmetro estén bien posicionados se pondra en verde
la palabra capture y el recuadro de la foto. Ese serd el momento de realizar la foto.

3) Realizar el mismo procedimiento con la foto del cielo y del agua.

4) Pulsar Analyze Images y guardar los datos con el nombre que se le quiera otorgar

5) Repetir el procedimiento para sacar un minimo de 3 set de fotos por sitio muestreado.
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Anexo II: Actividades realizadas durante el doctorado (Abril 2015-Abril
2018)

Difusion de resultados

Pdster: Proyecto para la caracterizacién morfoldgica, genética y éptica de floraciones tdxicas y no téxicas del
Complejo Microcystis aeruginosa. Susana Deus Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. Primeras

jornadas sobre eutrofizacion y floraciones algales nocivas en el rio Uruguay. CARU (Coldn, Agosto 2015).

Presentacion oral: Caracterizacion morfoldgica, genética y dptica de floraciones téxicas y no tdxicas del
Complejo Microcystis aeruginosa. Susana Deus Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. Il

Jornadas de Estadistica Aplicada — (La Paloma, noviembre 2015).

Presentacidn oral: Cianobacterias, é Qué son, como se detectan y cdmo se distribuyen? Susana Deus Alvarez y
Gabriela Martinez de la Escalera. Jornadas sobre agua organizadas por la CTM y celebradas en (Bella Union,

noviembre del 2015).

Pdster: Proyecto para la caracterizacion morfoldgica, genética y dptica de floraciones téxicas y no tdxicas del
Complejo Microcystis aeruginosa. Susana Deus Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. Encuentro

de Jovenes Microbidlogos del IIBCE (Montevideo, junio 2016).

Presentacion oral: Microcystis spp. HABs Identification system based on mobile Networked technologies.
Susana Deus Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. Water microbiology and novel technologies

conferences (Chicago, julio 2016).

Péster: Deteccion de floraciones algales mediante herramientas de sensoramiento remoto. Susana Deus

Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. JIBE (CURE-Rocha, diciembre 2016).

Péster: ¢ El tamafio importa? Susana Deus Alvarez, Carla Kruk, Gabriela Martinez de |a Escalera, Claudia Piccini.
Xl Encuentro Nacional de Microbidlogos y Il Encuentro de Virélogos dentro del marco del Primer Congreso

Nacional de Biociencias (Montevideo, Mayo 2017).

Presentacion Oral: Deteccién de floraciones algales mediante herramientas remote sensing. Susana Deus

Alvarez, Claudia Piccini, Carla Kruk y Martin Montes. CSIC (Barcelona, Espafia; septiembre 2017).

Péster: Deteccidn de floraciones algales mediante herramientas remote sensing. Susana Deus Alvarez, Claudia

Piccini, Carla Kruk. IV Jornadas de estadististica (La Paloma, octubre 2017).
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Presentacion oral: Cianobacterias y su amenaza a la calidad del agua. Susana Deus Alvarez y Gabriela Martinez

de la Escalera. Divulgadoras cientificas en las semanas de la ciencia de los afios 2014, 2015, 2016 y 2017.

Cursos y talleres

e Enero— Febrero 2015: Regional Training: Phytoplankton bio-optical variability: application to
the study of coastal systems (Ensenada México).

e Abril —Julio 2015: Curso de la CAP en asesoria para la redaccién de la tesis (Montevideo).

e Septiembre de 2015: Segunda Reunién Nacional de Usuarios de Espectroradidmetros.
Primera Jornada Nacional de Intercalibracién de Instrumentos. Il Foro de discusidn sobre
<<Protocolos y Metadatos de la Informacién Radiométrica>>. Instituto de Clima y Agua del
INTA (Castelar-Buenos Aires).

e Junio 2015: Taller introductorio de R para el analisis de datos en ciencias ambientales
(Montevideo).

e Marzo —Junio 2016: Curso Estadistica Avanzada y Aplicaciones (CURE-Rocha).

e Julio — Septiembre 2016: Pasantia de doctorado (Rimouski — Canada).

e Octubre 2016: Hyperspectral Remoto Sensing (San Martin - Buenos Aires).

« Noviembre 2017: Curso de posgrado PEDECIBA biologia y geociencias. microorganismos como
centinelas del cambio global (Rocha — Uruguay).
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