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RESUMEN

El proceso de eutrofizacion y sus consecuencias sobre el deterioro de los
ecosistemas acuaticos es considerado uno de los problemas ambientales mas
importantes, tanto a escala global como en Uruguay, debido principalmente al
incremento sostenido de las actividades productivas y la urbanizacion.
Tradicionalmente el estado tréfico de un sistema acuatico se determina
midiendo la concentracion de nutrientes en el agua mediante métodos fisico-
gquimicos. Si bien estos son ampliamente utilizados y de gran precision, reflejan
las condiciones instantaneas del ecosistema. En este sentido, en los Ultimos
afos se ha profundizado en la busqueda de nuevos indicadores ambientales
que reflejen la historia de vida de la calidad del sistema, permitiendo identificar
las fuentes de los nutrientes y las vias por las cuales alcanzan los ecosistemas
acuaticos. Los is6topos estables, en particular >N y **C, han sido utilizados
con éxito para evaluar y monitorear el estado tréfico de los ecosistemas
acuaticos, siendo una herramienta util para identificar las fuentes de ingreso
de nutrientes y materia organica al sistema. Esta tesis tuvo como objetivo
principal abordar una primera aproximacion en la determinacién de la calidad
de agua en los principales cursos de agua de cuatro cuencas hidrograficas de
Uruguay (Rio Negro (RN), Rio Uruguay (RU), Rio Santa Lucia (SL) y Rio de
la Plata interno (RdIP;)) mediante el uso de métodos tradicionales
(concentraciéon de nutrientes, indices estado trofico) en conjunto con la
determinacion de is6topos estables en tejidos blandos del molusco invasor
Limnoperna fortunei. La ventaja de este molusco como modelo de estudio
radica en su facil identificacidn, su abundancia y amplia distribucion en el area
de estudio. Para ello, en primera instancia se llevaron a cabo experimentos
en ocho mesocosmos durante verano 2018 para determinar el origen de
Carbono y Nitrogeno asimilados en los tejidos de L. fortunei, analizando la
sefal isotdpica de d'°N y 5°C en el mejillén, en el zooplancton y la materia
orgéanica particulada (MOP). A su vez, se determinaron las concentraciones de
nutrientes inorganicos disueltos y totales con el fin de identificar una relacion
entre ellos. Posteriormente, entre los meses de abril y octubre de 2018, en 12
puntos de muestreo distribuidos en el RN, SL, RdIP; se determinaron las

concentraciones de nutrientes, indices de estado tréfico y valores isotépicos
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de 3N y d'3C en L. fortunei. Se consideraron también datos colectados
durante 2015 y 2017 en 11 sitios del RU. Los resultados obtenidos en el
contenido de nutrientes e indices de estado tréfico indican un deterioro en la
calidad de agua en los principales cursos de agua del pais muestreados. En
particular el SL presenté mayores concentraciones de nutrientes y sitios con
estados de hipertrofia. Por otro lado, se caracterizé por primera vez el nicho
isotépico del bivalvo L. fortunei en los principales rios de Uruguay en los que
este mejilldon invasor presenta una amplia distribucion. El nicho isotépico
presentd diferencias entre las cuencas analizadas que podria responder a las
diferentes condiciones ambientales y estado tréfico de los sistemas. En este
sentido, se encontré una correlacion positiva y significativa entre el indice de
Estado Troéfico calculado a partir de la concentracién de PT, PO4*y NO3™ en
los rios y el 3N de L. fortunei. La incorporacion de nuevas herramientas al
monitoreo de los cursos de agua, tales como el analisis de las firmas isotopicas
de productores y consumidores primarios, pueden ofrecer puntos de vista
complementarios para la evaluacion de los efectos a largo y corto plazo del

impacto antropico sobre las cuencas hidrogréaficas de Uruguay.

Palabras clave: ecosistemas acuaticos, estado tréfico, isétopos estables,

Limnoperna fortunei.
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ABSTRACT

The eutrophication process and its consequences on the deterioration of
aguatic ecosystems is considered one of the most important environmental
problems, both globally and in Uruguay, mainly due to the sustained increase
in productive activities and urbanization. Traditionally, the trophic state of an
aguatic system is determined by measuring the concentration of nutrients in
the water column by means of physical-chemical methods. Although these are
widely used and highly accurate, they reflect the instantaneous conditions of
the ecosystem. In this sense, in the last few years, the search of new
environmental indicators that reflect the life history of the system's quality has
been intensified, allowing the identification of the sources of nutrients and the
ways by which they reach the aquatic ecosystems. The stable isotopes,
particularly **N and *3C, have been successfully used to evaluate and monitor
the trophic state of aquatic ecosystems, being a useful tool to identify the
sources of nutrients and organic matter input to the system. The main objective
of this thesis was to address a first approach in determining the quality of water
in the main water courses of four hydrographic basins in Uruguay (Rio Negro
(RN), Rio Uruguay (RU), Rio Santa Lucia (SL) and the internal part of Rio de
la Plata estuary (RdIPi)) by using traditional methods (nutrient concentration,
trophic state indices) in conjunction with the determination of stable isotopes in
soft tissues of the invading mollusk Limnoperna fortunei. The advantage of this
mollusc as a study model lies in its easy identification, abundance and wide
distribution in the study area. For this purpose experiments were carried out in
eight mesocosms to determine the origin of carbon and nitrogen assimilated in
the tissues of L. fortunei, analyzing the isotopic signal of 3'°N and &'3C in the
mussel, in the zooplankton and in the particulate organic matter (POM). At the
same time, dissolved and total inorganic nutrients concentrations were
determined in order to identify a relationship between the isotopes.
Furthermore, between April and October 2018, in 12 sampling points
distributed in the RN, SL and RdIP;, the concentrations of nutrients in water and
the isotopic values of 8N and d'3C in L. fortunei were determined. Data
collected during 2015 and 2017 at 11 sites in the RU were also considered.

The results obtained in the nutrient content and trophic state indices indicate a
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deterioration in water quality in the country's main watercourses sampled. In
particular, the SL presented higher concentrations of nutrients and sites with
hypertrophy states. On the other hand, the isotopic niche of the bivalve L.
fortunei was characterized for the first time in the main rivers of Uruguay where
this invasive mussel has a wide distribution. The isotopic niche presented
differences between the basins that could respond to the different
environmental conditions and trophic state of the systems. In this sense, a
positive and significant correlation was found between the Trophic State Index
calculated from the concentration of PT, PO4*y NO3" in rivers and L. fortunei’s
O'N. The incorporation of new tools to the monitoring of water courses, such
as the analysis of isotopic signatures of primary producers and consumers, can
offer complementary points of view for the evaluation of the long and short term
effects of the anthropic impact on the basins.

Key words: aquatic ecosystems, trophic state, stable isotopes, Limnoperna

fortunei.



1. INTRODUCCION

1.1 Eutrofizacion y uso de indices de estado tréfico

Los ecosistemas acuaticos son uno de los recursos naturales mas
importantes para la vida en el planeta, ya que brindan servicios ambientales
que inciden tanto en las actividades humanas como en la regulacion del
funcionamiento ecosistémico y el régimen energético global (Jonsson et al.,
2001). Sin embargo, el crecimiento de las actividades productivas y de la
urbanizacién han alterado draméticamente el flujo de nutrientes hacia estos
ecosistemas, provocando un incremento en el ingreso de los mismos (de

Jonge et al., 2002; Smith et al., 2006; Khan & Ansari, 2005; Paerl, 2017).

Esto ha generado que en las Ultimas décadas a escala global, el proceso
denominado “eutrofizacion” y sus consecuencias sobre el deterioro de la
calidad del agua, sea considerado uno de los problemas ambientales méas

importantes (Smith et al., 2006; Paerl, 2017).

El término eutrofizacion se utiliza para describir los efectos biogeoquimicos
y biolégicos derivados de un incremento en el suministro y en la
disponibilidad de nutrientes en los ecosistemas acuaticos (Conde et al.,

2002; Andersen et al., 2006; Smith et al., 2006).

Debido a su caracter limitante, concentraciones elevadas de nitrdgeno y
fésforo, pueden regular la productividad primaria acuatica, generando el
crecimiento desmedido de vegetales y floraciones algales (Conde et al.,

2002; Andersen et al., 2006; Smith et al., 2006). Como consecuencia, se
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produce un mayor suministro de materia organica hacia el fondo de las
aguas, ocasionando un aumento en el metabolismo de los
microorganismos Yy por lo tanto un incremento en el consumo de oxigeno,
generando de este modo zonas andxicas e hipdxicas que pueden producir
la muerte de diversas especies acuaticas (de Jonge et al., 2002; Bianchi,
2007). A su vez, este déficit de oxigeno contribuye al predominio de la
descomposicion anaerdbica que genera gases sulfhidricos y metano, con
consecuencias en el olor, sabor y toxicidad del agua, disminuyendo asi su

calidad (de Jonge et al., 2002; Mazzeo et al., 2002).

Habitualmente se considera en sistemas de agua dulce el fosforo como el
nutriente limitante por excelencia, siendo el exceso de éste la principal
causa de eutrofizacion (Khan & Ansari, 2005). Sin embargo, algunos
estudios han sefialado la importancia del nitrdgeno en los procesos de
eutrofizacion, una vez que la limitante de fosforo no existe (Khan & Ansari,

2005; Paerl, 2017; Aubriot & Bonilla, 2018).

En particular, el aporte de estos nutrientes desde fuentes difusas, como la
escorrentia proveniente de la agricultura y ciudades con o sin sistemas de
saneamiento, constituye la principal via de ingreso hacia estos ecosistemas
(Carpenter, 1998; Chaubey et al., 2010; Hamilton, 2012, Goyenola et al.,

2020).

Debido que a través de las fuentes difusas los nutrientes alcanzan los

cursos de agua a través de areas extensas y son variables en el espacio y
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el tiempo, es que presentan grandes desafios para su cuantificacion y
regulacion (Carpenter et al., 1998; Kronvang et al., 2005; Vander Zanden

et al., 2005, Kéndler et al., 2017).

Tradicionalmente la temética es abordada a través de la determinacion de
los niveles de nutrientes en el agua mediante métodos fisico-quimicos. Si
bien estos son ampliamente utilizados y de gran precision, reflejan las
condiciones instantaneas del ecosistema, debiéndose apostar a un
monitoreo intensivo para abarcar una ventana temporal mayor (Goyenola
et al., 2011). Por otro lado, no revelan los efectos que pueden existir sobre
los componentes bioldgicos/ecoldgicos del sistema o sobre las funciones

ecosistémicas que brindan los mismos (Abreu da Costa et al., 2017).

Los indices de estado trofico son ampliamente utilizados para definir el
estado tréfico de un sistema acuatico y poder comparar con otros sistemas
(Alvareda et al., 2020). El estado tréfico de un cuerpo de agua da cuenta
de su grado de eutrofizacion, el cual refiere a la capacidad productiva del
sistema debido al contenido de nutrientes (nitrégeno y fbsforo
principalmente). Este controla el desarrollo de las plantas, las algas y las
cianobacterias en primer término, determinando la estructura y calidad de
la trama trofica del cuerpo de agua. Los estados troficos van desde la
oligotrofia a hipertrofia en orden creciente y estan relacionados con el
aumento de la concentracion de nutrientes y de biomasa vegetal,
principalmente fitoplancton (Mason, 1998; Lamparelli, 2004). Uno de los

indices mas utilizados para sistemas de agua dulce es el indice numérico
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del estado tréfico (Trophic State Index, TSI) de Carlson, (1977). Este indice
considera como variables los valores de la profundidad de disco de Secchi,

concentraciones de fésforo total (PT) y Clorofila a (Clo a).

A nivel regional son también utilizados otros indices como Lamparelli
(2004), quien establecid los coeficientes de correlacion entre la
concentracion de clorofila y variables fisicas y quimicas, para determinar el
estado trofico de rios de clima subtropical; y Cunha et al. (2013)
proponiendo un indice mejor calibrado a las condiciones de productividad
de embalses de zonas tropicales y subtropicales, en comparacion al
propuesto por Carlson en 1977 para climas templados, y criterios mas
restrictivos de niveles de Clo a y PT que los propuestos por Lamparelli

(2004).

Sin embargo, debido a la intensificacion de la presién humana sobre los
ambientes acuaticos, en las Ultimas décadas se ha profundizado en la
busqueda de nuevos indicadores ambientales de calidad de agua que
permitan identificar las fuentes de los nutrientes y las vias por las cuales
alcanzan los ecosistemas acuaticos. Estos indicadores son necesarios
para mejorar la gestion de la eutrofizacion y otros contaminantes y reducir
su aporte (Mckinney et al., 2002; Vander Zanden et al., 2005; Fenech et al.,

2012; Becherucci et al., 2019).

Entre ellos, en las Ultimas décadas, la aplicacion de mediciones de isétopos

estables en fauna, flora y sedimentos ha sido utilizada con éxito para
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evaluar y monitorear los ecosistemas acuaticos, siendo una herramienta util
para identificar las fuentes de ingreso de nitrégeno y materia organica (Fry

& Allen, 2003; Sulzman, 2007; Fenech et al., 2012; Morrissey et al., 2013).

1.2 Is6topos estables en estudios ambientales

Los isétopos estables son formas diferentes de un mismo elemento quimico
cuyos nucleos tienen una cantidad diferente de neutrones, y por lo tanto,
difieren en su masa atomica (Valley & Cole 2001) y que a su vez por ser

estables, no decaen en el tiempo (Fry, 2008).

Debido a sus diferentes masas atémicas, los isétopos de un elemento
presentan ligeras diferencias en sus propiedades fisicas y quimicas. Los
isétopos “livianos” poseen enlaces menos energéticos que los formados por
los isétopos “pesados”, por lo tanto, durante una reaccidn quimica las
moléculas que contienen el isétopo liviano reaccionaran con una velocidad
ligeramente superior a la de las moléculas pesadas (Kendall & Caldwell,
1998). Este reparto de isétopos livianos y pesados durante una
determinada reaccién, se conoce como fraccionamiento isotopico y se
denota con el simbolo A como la diferencia isotopica entre los dos valores

(Aa-b = da-0b) (Sharp, 2007; Sulzman, 2007).

En estudios ambientales, existen aplicaciones de isétopos estables en
analisis paleoambientales (Lamb et al., 2006; West et al., 2006),

investigacién en ecologia trofica (Post, 2002; Kristensen et al., 2016) o
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como indicadores de impacto antrépico (Vizzini et al., 2006, Morrissey et

al., 2013; Becherucci et al., 2019).

En ecologia trofica, el nicho tréfico es uno de los principales componentes
del nicho ecoldgico, definido este ultimo como un hipervolumen n-
dimensional que abarca todos los factores ambientales que permiten que
una especie habite en un area determinada (Hutchinson, 1957). Esto ofrece
informacion primaria sobre el uso de recursos y puede ser relacionado con

variables ambientales (Peterson et al., 2011).

Los isétopos estables, en particular los isétopos de carbono y nitrégeno,
son una herramienta util para investigar la variacion intra-especifica del
nicho trofico (Bolnick et al., 2003; Bearhop et al., 2004; Sweeting et al.,
2005). En el mismo, la posicién de los consumidores en el espacio isotdpico
(espacio 0) representa algunos aspectos como el habitat y los recursos

asimilados, en el concepto de "nicho isotépico” (Newsome et al., 2007).

Estas inferencias tréficas se deben a que los valores de 3°N generalmente
tiene un enriquecimiento gradual en cada nivel tréfico y en consecuencia,
los valores en los tejidos de los consumidores tienden a ser entre 2-4%o
mayores que aquellos de sus dietas, posibilitando la estimacion de la
posicion tréfica de un organismo (Post, 2002). Por otro lado, el 3'3C
presenta un escaso enriguecimiento tréfico entre los tejidos del consumidor
y su fuente de Carbono (0-1%o), haciendo que la aplicacion de isétopos de

carbono sea un marcador efectivo para identificar las diferentes fuentes de

15



materia organica en los sistemas (Figura 1, Finlay & Kendall, 2007). Por
ejemplo, el material terrestre con vias fotosintéticas tipo C3 exhibe valores
de d'3C que oscilan entre -32 y -21%.. Por otro lado, las plantas C4
tipicamente muestran valores de 8'3C entre -17 y -9 %o, mientras que las
algas de agua dulce en sistemas dominados por vegetacion C3 tienden a

presentar valores de 33C entre -30 y -25%o (Lamb et al., 2006).
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Figura 1. Rangos tipicos de d'3C y C/N para las distintas fuentes de materia
organica en sistemas acudaticos. Tomado de Lamb et al., (2006).

Como indicadores de impacto antrépico, los isétopos estables de carbono
y nitrdgeno son utilizados para identificar el origen de las fuentes de
contaminantes en un cuerpo de agua (Sulzman, 2007) y sus efectos sobre

las redes troficas (Cole et al., 2004; Anderson & Cabana, 2006).
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Los valores de dN son una herramienta Util para detectar fuentes de
nitrdgeno en las cuencas hidrograficas, basandose principalmente en que
los aportes de nitrégeno antropogénico pueden influir en la composicion
isotépica de los organismos en un ecosistema (Lake et al., 2001; Vander
Zanden et al., 2005; Anderson & Cabana, 2006; Kristensen et al., 2016).
Por ejemplo, el nitrégeno disuelto proveniente de aguas de desechos
humanos esta enriquecido en 3!°N, presentando valores en el rango de 10
a 20%o. Los fertilizantes sintéticos y el nitrdgeno atmosférico generalmente
tienen valores bajos de 0N, -3 a 3% y 2-8 %o, respectivamente (Mc

Clelland et al., 1997; Kendall, 1998; Mckinney et al., 2002).

De forma similar a la dinamica de Nitrégeno, los aumentos en 53C estan
relacionados con procesos de eutrofizacion, debido a que un aumento de
la produccién primaria conduce a una reduccién de la discriminacion de 3C
en la fotosintesis y por lo tanto, un aumento en 3'3C (Voss & Struck, 1997;

Finlay, 2001, Alvarez et al., 2019).

En Uruguay el uso de is6topos estables ha sido mayormente focalizado en
ecologia tréfica (Rodriguez-Grafia et al.,, 2008; Milessi et al.,, 2010;
Bergamino et al., 2011; Franco-Trecu et al., 2014; 2017) y paleoambiental
(Bergamino et al., 2017; Bueno et al.,, 2018), identificAndose escasos
antecedentes relacionados con el uso de isOtopos estables como

herramienta en estudios de calidad de agua (Bergamino et al., 2012).
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1.3 Cuencas hidrogréficas y calidad de agua en Uruguay

En nuestro pais existe una creciente presion sobre los ecosistemas de agua
dulce que estd comprometiendo la calidad de agua (Chalar, 2006; Chalar

et al., 2011; Kruk et al., 2013; Bonilla et al., 2015; Arocena et al., 2018).

Durante la ultima década, la contaminacion organica y la eutrofizacién, con
la ocurrencia frecuente de blooms de cianobacterias toxicas, han sido las
formas mas generalizadas de alteracion de estos ecosistemas (Conde et
al., 2002; Bonilla et al., 2015; Aubriot et al., 2017). La intensificacion en el
uso del suelo y el vertido de aguas residuales urbanas e industriales, son
mencionadas como las principales presiones que llevan a la eutrofizacion

(Kruk et al., 2013).

En Uruguay, los cursos de aguas superficiales del pais drenan en seis
cuencas hidrograficas (Figura 2). A continuacion se describen las
principales caracteristicas de estas cuencas hidrograficas donde se
desarrollo el presente estudio (Rio Negro, Rio Uruguay, Rio Santa Lucia y
Rio de la Plata), asi como los antecedentes relacionados con su calidad de
agua, determinados principalmente mediante monitoreos tradicionales

(parametros fisico-quimicos).
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Figura 2. Cuencas hidrograficas de Uruguay. Informacién tomada del
Observatorio Ambiental Nacional, DINAMA.

Rio Negro

La cuenca del Rio Negro es la mas extensa del pais y se encuentra ubicada
en la porcién central del territorio. Su curso principal, el Rio Negro, tiene
una longitud de 750 km, corre de noreste a suroeste dividiendo al pais en
dos y se encuentra represado por tres embalses en cadena, Bonete,
Baygorria y Palmar (Chalar et al., 2014; MVOTMA, 2018a). En un principio
estos embalses fueron construidos para la generacion de energia, pero

actualmente se emplean para multiples usos como el riego, abastecimiento
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de agua para potabilizacion, pesquerias y actividades turisticas (Chalar et
al., 2014). Sus principales afluentes son el rio Tacuarembd y el rio Yi.
También es cuerpo receptor de los efluentes de las ciudades asentadas en
sus margenes y en sus afluentes como las ciudades de Paso de los Toros,

Durazno y Mercedes (MVOTMA, 2018a).

Los principales usos del suelo en la cuenca del Rio Negro sobre territorio
uruguayo son el campo natural que se asocia con la ganaderia extensiva
(54,71%), la agricultura (23,29%), la forestacion (10,85%) y monte nativo
(8,33%) (Arocena et al., 2018; MVOTMA, 2018a). En la cuenca alta, las
actividades mas relevantes son la ganaderia junto con la forestacion, los
cultivos de secano y la produccion de arroz. Mientras que en la cuenca
media y baja, se destaca el desarrollo de los cultivos de secano (trigo,
sorgo, soja, maiz), ademas de la ganaderia y la forestacion. Entre 2011 y
2015 se registré un incremento de la superficie de los cultivos, reduciendo
la de campo natural e incrementando la superficie de suelo que se fertiliza

y que aporta de nutrientes hacia los cursos de agua (MVOTMA, 2018a).

Segun el monitoreo de la Direccion Nacional de Medio Ambiente (DINAMA)
de la calidad de agua del Rio Negro, la mayor parte del sistema presenta
un estado mesotrofico, con las zonas alta y baja de la cuenca propensas a
la eutrofizacion, afectadas principalmente por nutrientes y coliformes,
asociados a regiones productivas y ciudades (MVOTMA, 2018a). Por otra
parte, los tres embalses alteran la hidrologia del rio, o que a su vez afecta

la calidad de agua (Chalar et al., 2014; MVOTMA, 2018a). Estos sistemas
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han sido clasificados como eutréficos segun la concentracion de fosforo
total y de la biomasa fitoplancténica registrada en verano (Chalar et al.,
2012; 2015). La carga de nutrientes en los embalses es el factor que
desencadena el proceso de eutrofizacion, las floraciones de cianobacterias
y el consecuente deterioro de la calidad del agua, con una alta probabilidad
de que en verano existan elevados valores de toxicidad en el agua (Chalar

et al., 2015).

Rio Uruguay

El Rio Uruguay es uno de los principales rios de la cuenca del Plata,
compartida entre Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay, constituyendo
fronteras entre estos paises, hasta su desembocadura en el estuario Rio

de la Plata.

En la porcién del rio que separa a Argentina y Uruguay, se encuentra el
embalse Salto Grande, el cual genera energia hidroeléctrica para ambos
paises; y la fabrica de papel UPM, dedicada a la produccién de pasta de

papel desde 2007, en el margen uruguayo (Ferrari et al., 2011).

El principal uso del suelo en la cuenca sobre nuestro territorio es de tipo
ganadero, ocupando el 74,2% de la superficie total. El uso agricola ocupa
el 13,8% de la superficie total de la cuenca, correspondiendo un 5% a los
monocultivos forestales, y el restante 14% a la actividad agricola, mientras

gue los bosques nativos ocupan el 4,3% de la superficie total. Ademas, el
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92,5% de la poblacién que habita en el territorio de la cuenca vive en

localidades urbanas (Achkar et al., 2013).

Desde los 80, a través de la Comision de Administracion del Rio Uruguay
(CARU), se llevan a cabo diversos estudios para el monitoreo de la calidad
de agua en el rio Uruguay, principalmente en la zona media y baja (Chalar
et al., 1993; O’Farrell & Izaguirre, 2014). Los diversos estudios realizados
reportan para el rio Uruguay, y particularmente en el embalse de Salto
Grande, el desarrollo de floraciones de cianobacterias y una elevada
concentracion media anual de fosforo total, caracterizandose como un
sistema eutréfico (Chalar et al., 1993; Saizar et al., 2010; Ferrari etal., 2011;
Kruk et al., 2014; CARU, 2019b). También es un cuerpo receptor de los
efluentes de importantes ciudades asentadas en sus margenes y en sus
afluentes como las ciudades de Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos

(Victoria et al., 2014).

Rio Santa Lucia

La cuenca del Rio Santa Lucia es la tercera en extension del pais que drena
en el estuario del Rio de la Plata (Achkar et al., 2013). La cuenca esta
comprendida por el curso principal, el Rio Santa Lucia, que recibe como
tributarios a los rios Santa Lucia Chico, San José y Caneldon Grande

(Achkar et al., 2013; Aubriot et al, 2017).

El Rio Santa Lucia es la principal fuente de agua potable del pais,

abasteciendo al 60% de la poblacién (Achkar et al., 2013), ademas es
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fuente de agua para riego y deposito de efluentes puntuales y difusos de la
zona de actividad agroindustrial mas intensa del pais (MVOTMA, 2018b;
2018c). El caudal para abastecimiento de agua esta regulado
principalmente por los embalses de Paso Severino y Aguas Corrientes en

el curso principal, y por el Caneldn Grande sobre el Arroyo Canelones.

El uso del suelo en la cuenca se divide principalmente en: ganadero,
incluyendo lecheria y tambos (71,3%), actividad agricola (16,2%) y forestal
(4,2%). Complementariamente presenta bosques nativos, humedales,

cuerpos de agua Yy suelos rocosos (7,2%) (Achkar et al., 2013).

La inexistencia de un adecuado sistema de saneamiento urbano, una
inapropiada gestién de los residuos sélidos, el vertido sin tratamiento de
efluentes de las industrias y tambos, la erosién de suelos por practicas
agricolas inadecuadas y el uso abusivo de agrotéxicos, son los principales
factores que han incidido en la alteracion del ciclo hidrologico y en la
degradacion ambiental de la cuenca (Achkar et al., 2013, Delbene, 2018).
Por lo tanto, esta cuenca afronta un conflicto entre el recurso hidrico para
agua potable y el uso del suelo, su urbanizacién e industrializacion, que ha
causado varios problemas ambientales y graves sintomas de eutrofizacion

(Alonso et al., 2019).

En este sentido, desde 2004 la DINAMA lleva a cabo un programa de
monitoreo para evaluar y vigilar la calidad de agua de los principales cursos

de la cuenca. Este monitoreo ha evidenciado que el Rio Santa Lucia ha
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sufrido una progresiva eutrofizacion, siendo el embalse Canelon Grande la
zona mas afectada en cuanto a calidad de agua (MVOTMA, 2015; Delbene,

2018).

Rio de la Plata

El estuario del Rio de la Plata recibe tres rios importantes que se originan
en Brasil: Parana, Paraguay y Uruguay, ademas de sus afluentes. Estos
rios drenan sus aguas en la segunda cuenca mas grande de América del
Sur, la cuenca del Plata con una extension de 3.170.000 km? (Guerrero et
al., 1997). El estuario del Rio de la Plata puede dividirse en una zona interna
definida entre Colonia y Montevideo, con predominancia de aguas turbias
y salinidad cercana a 0 a lo largo del afio, y una zona estuarial externa,
desde Montevideo hasta Maldonado, con una alta variabilidad en la

turbiedad y la salinidad (Nagy et al., 2008).

El uso de la cuenca en la margen uruguaya presenta un importante
desarrollo agricola-lechero que adquiere mayor importancia hacia el oeste
de Montevideo, con un importante desarrollo del sector horticola, fruticola
y vitivinicola, que constituye la principal zona industrial del pais (Achkar et
al., 2013). En los departamentos de Colonia y San José el sector agricola
representa 17,5% de la superficie cultivada, mientras que la produccion
lechera representa el 14,4% de la superficie pecuaria, constituyendo el area

de la principal cuenca lechera del pais (Achkar et al., 2013).
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El Rio de la Plata es el receptor final de las cargas organicas y nutrientes
generadas en la cuenca de rios y arroyos que alli desembocan (ej. Cuenca
del Rio Santa Lucia y Rio Uruguay), en donde se descarga casi la mitad de
la carga organica del pais por afluentes o por infiltracion al terreno

(DINAMA, 2009).

Diversos estudios han reportado en el estuario del Rio de la Plata una
mayor proliferacion de cianobacterias toxicas, mortalidad de peces,
eventos de hipoxia con mayor periodicidad, y aumento en los nutrientes y
la clorofila, asi como aparicion de especies invasoras como Rapana venosa
y Limnoperna fortunei (Gomez-Erache et al., 2001; Nagy et al., 2002; 2013;
Brugnoli, et al., 2019; Muniz et al., 2019).

1.4 El molusco invasor Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) como
herramienta de biomonitoreo

Este molusco, comunmente llamado “mejillén dorado”, es una especie
exotica invasora en la cuenca del Plata, originaria de sistemas de agua
dulce del sureste de China (Pastorino et al., 1993; Boltovskoy & Cataldo,
1999). Presenta habito epifaunal, adhiriendose a sustratos duros (naturales
o artificiales), ciclo de vida corto, alta fecundidad, crecimiento rapido,
estadios larvales con fase planctonica, amplia tolerancia fisiologica a varios
factores abioticos y plasticidad en su alimentacion, que lo convierten en un
invasor exitoso y lo distingue de los bivalvos de agua dulce de la region
(Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000; Damborenea & Penchaszadeh, 2006;

Oliveira et al., 2011; Rojas Molina et al., 2015).
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En Sudamérica, L. fortunei fue introducido de forma accidental al inicio de
1990 transportado en el agua de lastre de buques provenientes de Asia
(Darrigran & Pastorino, 1995), siendo identificado por primera vez en 1991

en el margen argentino del Rio de la Plata (Pastorino et al., 1993).

Es una especie dioica con fertilizacion externa que desarrolla una larva de
vida libre, y posteriormente evoluciona a una larva veliger que nada
activamente (Cataldo & Boltovskoy, 2000). El ciclo gametogénico esta
regido por factores ambientales, particularmente la temperatura (Darrigran
et al., 1999; 2003), en donde los gametos son liberados cuando la
emperatura del agua alcanza o supera los 17°C, siendo el nimero de
evacuaciones variable (Darrigran & Damborenea, 2006). Estudios en la
regibn muestran que L. fortunei se reproduce continuamente entre los
meses de agosto y abril, mientras que la produccién de larvas disminuye
drasticamente solo 3 meses al afio, entre mayo y julio, cuando la
temperatura del agua es mas baja (Cataldo & Boltovskoy, 2000; Brugnoli et

al., 2011).

En cuanto a su alimentacién, L. fortunei es un bivalvo filtrador suspensivoro
gue presenta una alta selectividad sobre las particulas que preda (Rojas
Molina et al., 2010; Frau et al., 2015; Zhang et al., 2017). Diversos estudios
han evidenciado que este mejillon invasor se alimenta de una comunidad
compleja de organismos planctonicos, presentando un comportamiento de
alimentacion omnivoro. (Boltovskoy et al., 2009; Rojas Molina et al., 2010;

Frau et al., 2015; Zhang et al., 2017).
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En Uruguay, fue reportado por primera vez en 1994 por Scarabino & Verde,
(1995) en el Rio de la Plata, y se dispersoé rapidamente en las principales
cuencas del pais durante los afios siguientes (ltuarte, 1997; Cataldo et al.,

2002; Brugnoli et al., 2005).

Su distribucién observada presenta una amplia distribucion en las
diferentes cuencas hidrogréficas de Uruguay. Se encuentra descrito a lo
largo de la costa del Rio de la Plata y se sugiere que L. fortunei presenta
su limite Este de distribucién cerca de Punta Espinillo, donde se encuentra
la isohalina 2-3 (Brugnoli et al., 2005). En la cuenca del rio Santa Lucia, L.
fortunei se registr6 por primera vez en 1996 y desde entonces fue
registrada en varias localidad de esta cuenca, considerando la cuenca
inferior y media (Brugnoli et al., 2005). En la cuenca del Rio Negro, en 1999
se registré la presencia de adultos y juveniles en el Embalse Palmar (Gorga
& Clemente 2000, Clemente & Brugnoli, 2002). En 2002, también se
colectaron larvas y adultos de L. fortunei en las instalaciones de la presa
de Baygorria 'y en el rio Yi, incrementando su rango de distribucion en esta
cuenca (Brugnoli et al., 2005). Posteriormente, en los afios 2007 y 2008 se
reportaron adultos y larvas en el embalse Rincdn del Bonete. Actualmente,
L. fortunei ha invadido los tres embalses del Rio Negro (Brugnoli et al.,
2011) y con registros que llegan hasta la cuenca superior del mismo en San
Gregorio de Polanco (Brugnoli com. pers). En el caso de la cuenca del Rio
Uruguay, en el afio 2000 se realizé el primer registro de larvas y adultos

(Darrigran & Ezcurra de Drago, 2000). Segun Brugnoli et al., (2005), hasta
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el afio 2003 L. fortunei se distribuy6 en la parte baja e intermedia del rio
Uruguay, siendo el embalse de Salto Grande su limite de distribucion norte.
Sin embargo, a partir de ese mismo afo, se registr0 un avance en el
proceso de invasion en los sistemas hidrograficos situados al norte del
Embalse de Salto Grande, afectando la parte superior del Rio Uruguay.
Igualmente se encuentra presente en la Laguna del Sauce (Clemente et al.,
2015) y en la cuenca de Laguna Merin (Langone, 2005), sin embargo aun

no ha sido reportado para la cuenca Atlantica.

La invasion del mejillébn dorado en nuestro pais ha tenido diversas
consecuencias ecosistémicas y econémicas. Entre otros, ha sido reportado
como un nuevo item en la dieta de peces nativos (Boltovskoy & Correa,
2015; Gonzalez-Bergonzoni et al., 2020; Silva et al., 2020) impacto
potencial en la malacofauna de agua dulce nativa (eg. Scarabino, 2004,
Pereira et al., 2014). Complementariamente ha ocasionado problemas de
macrofouling en instalaciones hidraulicas plantas potabilizadoras de agua
y centrales hidroeléctricas (Clemente & Brugnoli, 2002; Muniz et al., 2005;

Brugnoli et al., 2006; Brugnoli & Capurro, 2019).

Esta amplia distribucion en las principales cuencas de nuestro pais y una
facil identificacion, acceso y recoleccion, destacan a este molusco como un

buen modelo para estudios ambientales y de monitoreo de calidad de agua.

En particular, el uso de iso6topos estables en macroinvertebrados filtradores

ha sido aplicado con éxito para evaluar la calidad de agua y como indicador
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de eutrofizacidén. Debido a su condicién de organismo filtrador, la presencia
de movimiento limitado, de vida larga y con una posicion trofica cercana a
la base de la cadena alimentaria, integran en sus tejidos las caracteristicas
del ambiente en el que habitan (McKinney et al., 2001; Gustafson et al.,

2007; Wen et al., 2010).
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1.5 Objetivo general

Abordar una primera aproximacion a la determinacion de la calidad de agua
en los principales cursos de agua de cuatro cuencas hidrograficas de
Uruguay mediante el uso en conjunto de indices de estado trofico e

is6topos estables del molusco invasor Limnoperna fortunei.
1.5.1 Objetivos especificos

-Determinar el origen del C y N asimilados en los tejidos de L. fortunei

mediante experimentos en mesocosmos.

- Determinar la calidad de agua en diferentes sistemas de agua mediante

el uso de métodos tradicionales (e.g., nutrientes, N, P).

- Determinar el estado tréfico en sistemas de agua mediante aplicacién de

indices de Estado Tréfico.

- Determinar los valores de los is6topos 8'°N y 33C de L. fortunei en

sistemas de agua dulce y salobre y explorar su nicho isotépico.

- Explorar posibles relaciones entre los valores isotdpicos de L. fortunei y

el estado tréfico de cada sistema.
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1.6 Hipdtesis

La sefial isotopica de Limnoperna fortunei es influida por el estado trofico
del sistema acuatico que habita, pudiendo ser utilizado como una
herramienta de biomonitoreo complementaria en monitoreos de calidad de

agua.
1.7 Predicciones

- La sefial isotdpica de L. fortunei presentara una variacién espacial la cual

estara influida por el estado tréfico y la heterogeneidad del sistema.

- La sefal isotopica de L. fortunei enriquecida en nitrdgeno estara asociada

a efluentes urbanos.
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2. METODOLOGIA
La metodologia se presenta dividida en dos secciones: el experimento en

mesocosmos y el muestreo realizado en campo.

2.1. Experimento de Mesocosmos

Para determinar el origen del Carbono y Nitrégeno asimilados en los tejidos
de L. fortunei, se utilizaron datos de los experimentos de mesocosmos
desarrollados entre marzo y abril de 2018 por el proyecto “Interaccion entre
el mejillén invasor Limnoperna fortunei y la comunidad de peces nativos:
efectos desde los individuos a los ecosistemas” ANII-Fondo Clemente

Estable, del Dr. Ivan Gonzalez.

Se utilizaron datos de ocho mesocosmos, los cuales consistieron en
estanques de 500 L, con agregado de rocas colonizadas por L. fortunei
como inéculo inicial provenientes de la Laguna del Sauce y agua de los

lagos artificiales de Carrasco.

2.1.1. Colecta de muestras
Para el analisis de is6topos estables se colectaron organismos de L.
fortunei y agua para obtener materia organica particulada (MOP) y
zooplancton (copépodos y clad6ceros), como su potencial fuente de
alimento. La colecta se realiz6 en un Unico muestreo el dia 23 de abril,
tomando réplicas en cada uno de los 8 mesocosmos (Tabla 1). Todas las
muestras fueron congeladas a -20°C para su posterior procesamiento en

los laboratorios del Centro Universitario Regional Este (CURE), Maldonado.
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Tabla 1. Cantidad de réplicas tomadas en cada mesocosmo para el analisis de

is6topos estables.

Mesocosmo L. fortunei Copépodos Cladéceros MOP
M2 2 2 1 1
M3 3 2 1 1
M4 4 2 1 1
M6 4 2 1 1
M7 3 2 1 1
M8 2 2 1 1
M10 3 2 1 1
M12 2 2 1 1

A su vez, se realizaron seis muestreos de agua en los ocho estanques, en
los dias 21 y 26 de marzo, 6, 13 y 19 de abril y 7 de mayo, para la
determinaciéon de nitrégeno y fésforo total y sus fracciones inorganicas
disueltas (Nitratos, Nitritos, Amonio, Ortofosfato) en los laboratorios del

CURE, Maldonado.

2.1.2 Procesamiento de muestras

El cuerpo de los moluscos fue extraido de las valvas, secado a 60°C en
estufa durante 48 horas y molido con mortero hasta obtener un polvo fino.
Posteriormente, aproximadamente 1 mg de este polvo fue colocado en

capsulas de estafio, pesado en una balanza de 0,001 mg de precisién.

Para la obtencion de MOP, se filtraron entre uno y dos litros de agua en

filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C previamente quemados a 500°C,
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con un tamano de poro efectivo = 0,7um. Los filtros fueron secados a 60°C
durante 24 horas y una porcién fue almacenada en capsulas de estafio para

su analisis.

Para obtener la fraccion de zooplancton, se filtr6 agua en una malla de 50
pum. Posteriormente el zooplancton fue clasificado con lupa estereoscopica
marca Olympus en dos grandes grupos: copépodos y cladbceros; se seco
a 60°C en una estufa, pesado en una balanza (0,001lmg de precision) y

almacenado en capsulas de estafio para su analisis.

Todas las muestras para el andlisis de iso6topos fueron enviadas a Center
for Stable Isotopes de la Universidad de Nuevo México, para el analisis de
isdtopos estables de nitrogeno (**N) y carbono (*3C). Los andlisis se
realizaron en un sistema de espectrometria de masa en flujo continuo para

andlisis de is6topos (https://csi.unm.edu/center-stable-isotopes).

Los resultados son expresados a través de la anotacion delta (8). Esta
representa la diferencia relativa entre las proporciones isotopicas en la
muestra y en un estandar, segun la ecuacion: d X= (R muestra - R standard)
/ R standard *1000. Donde, X es el elemento en su forma mas pesada y R
es la razon del is6topo pesado sobre el liviano. Para nitrégeno, el valor
estandar es el nitrdgeno atmosférico y para el carbono el estandar utilizado
es el Carbono Pee Dee Belemnite basado en un fésil marino del Cretacico

(Belemnitella americana) (Craig, 1957).
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Para el analisis de nutrientes, en los laboratorios de CURE se determiné la
concentracion de nitrdgeno en el agua a través de la concentracion de las
fracciones de nitrato (NOs’), amonio (NH4*) y nitrégeno total (NT). Se
analizaron segun el método de Valderrama (1981) mediante la oxidacion
con persulfato de potasio; el nitrato se determiné siguiendo el método de
reduccion por cadmio modificado (Mackereth et al., 1989); los nitritos se
determinaron mediante el método de reaccién de Griess (Strickland &
Parsons, 1972); para amonio se siguié el método de azul de indofenol
(Koroleff, 1970); y para determinar el fosforo reactivo soluble (PRS) se

utilizé el método de azul de molibdeno (Murphy & Riley, 1962).

2.1.3 Analisis de datos
Para determinar el origen del C y N en L. fortunei, se analizd la sefal
isotopica de BN y 3%C en un total de 19 muestras de mejillones.
Adicionalmente se analizaron 15 muestras de copépodos, ocho de
cladéceros y nueve muestras de materia organica particulada de los

mesocosmos (los datos completos se presentan en la Tabla A3).

Para estimar la contribucion de los dos tipos de recursos alimenticios (MOP
y zooplancton) se utilizaron modelos de mezcla isotépica bayesiana,
mediante el paquete Andlisis de isotopos estables en R (SIAR) del software
de uso libre R (version 3.5.1). El modelo permite la inclusion de firmas
isotdpicas y fraccionamiento junto con la incertidumbre (por ejemplo,

desviacion estandar) de estos valores dentro del modelo. Los factores de
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fraccionamiento promedio se establecieron en 2.17 + 1.3%o y 3.78 £ 1.7%o

para Cy N, respectivamente (Dubois et al., 2007).

Se buscaron relaciones estadisticamente significativas entre los valores de
isotopos estables 3N y 32C en los mejillones colectados y las
concentraciones de nutrientes. Para los analisis se consider6 el promedio
de los valores de las réplicas de iso6topos estables y se repiti6 ese valor
para las distintas concentraciones de nutrientes en un mismo estanque. Se
realizaron modelos de regresion lineal tomando las variables de a pares.
Se exploraron ademas correlaciones no lineales ajustando polinomios de

grado 2 y 3. Estos analisis se realizaron utilizando el software R.

2.2. Muestreos en campo
2.2.1. Areas de estudio

Las areas de estudio corresponden a los rios Negro, Uruguay, Santa Lucia
y Rio de la Plata interno, descritos en la seccion 1.2. Estos cursos de agua
drenan en las principales cuencas hidrograficas del pais: Rio Negro (68.400
km?2), Rio Uruguay (45.300 km?), el Rio Santa Lucia (13.400 km2) y el Rio
de la Plata (3.170.000 km?) (Figura 2) (Alonso et al., 2019). La eleccién de
estas areas se realizé en base a su relevancia como grandes cursos de
agua del pais, por su importancia como recurso para diversos usos por la
poblacién, asi como por la presencia de molusco exético L. fortunei

(Brugnoli et al., 2005).
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En los diferentes rios las colectas se realizaron considerando sitios de facil
acceso y con sustratos adecuados para el crecimiento del mejillon, tales
como presas en embalses, puentes, muelles, etc. A su vez, se busco que
la distribucion de los sitios a lo largo de los rios representaran las zonas
altas, medias y bajas de las diferentes cuencas. En la figura 3 se muestran
los puntos de colecta en cada uno de los rios, correspondiendo a un total
de 24 sitios de muestreo, distribuidos cuatro en el Rio Negro (RN), cuatro
en el Rio de la Plata (RP), cinco en Rio Santa Luciay 11 en el Rio Uruguay
(RU).

En el Rio Negro se colectaron muestras de los embalses Baygorria (BY) y
Bonete (BO); en el Rio Santa Lucia se tomaron muestras en las cercanias
de la toma de agua de agua de OSE en Aguas Corrientes (AC), en la
represa de Caneldn Grande (CG), en Paso Severino (PS) y en la Marina de
Santa Lucia (MSL); en el Rio de la Plata se consideré la zona interna en
los puntos, Puerto de Conchillas (PC), Colonia del Sacramento (CS), Juan
Lacaze (JL) y Boca del Cufré, (BC). Las colectas de estas muestras se
realizaron en el marco del proyecto CSIC-UTE! y salidas de campo

independientes durante el 2018 (Figura 1; Anexo, Tabla Al).

Complementariamente se utilizaron datos previamente colectados en el
marco de los proyectos CSIC 1+D? y ANII® del Dr. Ivan Gonzélez. Las
muestras utilizadas fueron colectadas en el Rio Uruguay en los sitios Bella
Union (BU), Belén (BE), Rio Arapey (RA), Arroyo Itapebi Grande (Al), Rio

Dayman (RD), Rio Queguay (RQ), Paysandu (PY), Nuevo Berlin (NB), Fray
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Bentos (FB), Las Carias (LC), Punta Gorda (PG); en el Rio Negro en Arroyo
Grande (AG) y Palmar (PA); y en el Rio Santa Lucia en Paso Severino (PS)

y Las Brujas (LB).

Figura 3. Sitios de colecta del mejillon Limnoperna fortunei: Bella Unién (BU),
Belén (BE), Rio Arapey (RA), Arroyo Itapebi (Al), Rio Dayman (RD), Rio Queguay
(RQ), Paysandu (PY), Nuevo Berlin (NB), Fray Bentos (FB), Las Cafas (LC),
Punta Gorda (PG), Baygorria (BY), Bonete (BO), Palmar (PA), Arroyo Grande
(AG), Puerto de Conchillas (PC), Colonia del Sacramento (CS), Juan Lacaze (JL),
Boca del Cufré (BC), Paso Severino (PS), Aguas Corrientes (AC), Canelon Grande
(CG), Las Brujas (LB), Marina de Santa Lucia (MSL).

1 “Limnoperna fortunei (mejillon dorado) en las presas y embalses del Rio Negro, grado
de invasion y aplicacién de métodos de control”, responsable: Dr. Ernesto Brugnoli.

2 “Estructura y funcionamiento de las redes troficas de peces del Rio Uruguay:
caracterizacion y reconocimiento de principales amenazas a su integridad”, responsable:
Dr. lvan Gonzalez.

8 “Interaccioén entre el mejillén invasor Limnoperna fortunei y la comunidad de peces
nativos: efectos desde los individuos a los ecosistemas”, responsable: Dr. lvan Gonzalez
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2.2.2 Colecta de muestras

Entre los meses de abril y setiembre de 2018, en los 11 puntos de muestreo
(Tabla 2), se realizo la busqueda de los organismos de L. fortunei asociados
a sustratos consolidados (rocas, espigones) durante cinco minutos. A su
vez, en cada punto de muestreo se colectd 1 litro de agua para la
determinaciéon de nitrégeno y fésforo total y sus fracciones inorganicas
disueltas (Nitratos, Nitritos, Amonio, Ortofosfato). Las muestras fueron
refrigeradas, trasladadas a los laboratorios de Oceanografia y Ecologia

Marina (O&EM) y alli congeladas a -20°C para su posterior procesamiento.

Las datos utilizados de los proyectos mencionados anteriormente (ANII y
CSIC), fueron colectados entre noviembre de 2015 y mayo de 2017 (Tabla
2), utilizando una metodologia de colecta similar. Para ambos no se conto
con datos de andlisis de nutrientes in situ en los sitios de colecta de L.
fortunei, por lo que se utilizaron datos disponibles en LATU y CARU. Las
fechas de los datos de nutrientes utilizados fueron seleccionados de
acuerdo a las fechas de recoleccion de L. fortunei. De esta forma, se busco
en los reportes datos de nutrientes con fechas similares a las de colecta de

los mejillones en las cuenca del Rio Uruguay.
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Tabla 2. Resumen de los eventos de muestreo y datos analizados. Se muestra
las fechas llevados a cabo, la cuenca: Rio Uruguay (RU), Santa Lucia (SL), Rio
Negro (RN), Rio de la Plata (RP); cédigo del sitio de muestreo con la cantidad de
muestreos en cada sitio (n); muestras tomadas en cada sitio: isétopos (L. fortunei)
y andlisis de nutrientes: informacion tomada de CARU/LATU o muestras de agua
colectadas in situ.

Cuenca Cédigo sitio Evento Is6topos Nutrientes
RU FB(9), NB (8) 2015 CyN CARU/LATU
RU LC (5) Junio 2015 CyN CARU/LATU

Noviembre
RU FB (11), NB (7) CyN CARU/LATU
2015

SL LB (3) Enero 2016 CyN Sin Datos
Al (3), RD (2), . .

RU RQ (2), AG (1) Junio 2016 CyN Sin Datos
BU (1), BE (7),

RU PY (5), LC (4), Mayo 2017 CyN CARU/LATU
PG (5), PA (4)
BY (3), BO (2), . .

RN PA (1) Abril 2018 CyN In situ
BC (1), CS (1),

SLY RDP PC (1), JL (1), Setiembre CyN In situ

AC (1), CG (1), 2018
MSL (1), PS (2)

2.2.3. Procesamiento en laboratorio

Para el analisis de nutrientes, en los laboratorios de la Seccion Limnologia
(Facultad de Ciencias) se determino la concentracion de nitrogeno en el
agua a través de la concentracion de las fracciones de nitrato (NO3z),
amonio (NHs4*) y nitrégeno total (NT). Las muestras colectadas se
analizaron segun el método de Valderrama (1981) mediante la oxidacion

con persulfato de potasio; el nitrato se determind siguiendo el método de
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reduccion por cadmio modificado (Mackereth et al., 1989); los nitritos se
determinaron mediante el método de reaccion de Griess (Strickland &
Parsons, 1972); para amonio se siguidé el método de azul de indofenol
(Koroleff, 1970); y para determinar el fosforo reactivo soluble (PRS) se

utilizé el método de azul de molibdeno (Murphy & Riley, 1962).

Las metodologias utilizadas por el LATU y CARU para el andlisis de

nutrientes se presentan en la tabla A2 del Anexo.

El procesamiento de las diferentes muestras para el andlisis de isétopos se
procedié de acuerdo con Jardine et al., (2003). Por cada muestreo se
proceso un pool 10 organismos adultos de L. fortunei (3 cm de longitud
aproximadamente), con el fin de lograr una masa suficiente (~1 mg) para el
analisis de is6topos considerando Unicamente el cuerpo del mismo. El
cuerpo de los moluscos fue extraido de las valvas, secado a 60°C en estufa

durante 48 horas y molido con mortero hasta obtener un polvo fino.

Posteriormente, aproximadamente 1 mg de este polvo fue colocado en

capsulas de estafio, pesado en una balanza de 0,001 mg de precision.

Todas las muestras para el analisis de isotopos fueron enviadas a la
University of New Mexico-Center for Stable Isotopes, para el andlisis de

is6topos estables de nitrégeno (*°N) y carbono (*3C).
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2.2.4. Anédlisis de datos
A partir de los datos de calidad de agua se determind el estado tréfico
utilizando dos indices de estado trofico (IET). Para los sitios de muestreos
gue se caracterizan como sistemas loticos se utilizé el indice desarrollado
por Lamparelli, (2004) (IETrios). Para el desarrollo de este indice, su autora
analizé las relaciones entre el fosforo, el nitrdgeno y la concentracion de
algas, llegando a la ecuacion que mejor representa estas relaciones. El
mismo determina, en una escala de 0 a 100, seis clases de estado trofico
gue van desde la oligotrofia a la hipertrofia en orden creciente y
relacionados con el aumento de la concentracion de nutrientes y de

biomasa vegetal (Tabla 3).

El IET puede calcularse mediante la utilizacion de parametros como el NT,
clorofila a y transparencia de la columna de agua, sin embargo en este
trabajo se utilizd Unicamente el PT, dado que por su relevancia como
nutriente limitante en el ambiente que determina el crecimiento productores
primarios es el parametro utilizado por la DINAMA (MVOTMA, 2017). Para
el calculo se utilizo la ecuacion: 1ETrios (PT) = 10*(6-((0,42 — 0,36*(In PT))/In
2)) — 20 en donde In PT corresponde al logaritmo neperiano del Fésforo

Total expresado en ug L.

Para los sitios que correspondian a embalses (BY ,BO, PA, CG y PS) se
utilizé el indice de Estado Trofico para embalses tropicales y subtropicales
(IETembaises) desarrollado por Cunha et al. (2013). Este indice est4 basado

en la media geométrica de la concentracién de Clo a y PT, proponiendolo
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como un indice mejor calibrado a las condiciones de productividad de
embalses de zonas tropicales y subtropicales (en comparacion al propuesto
por Carlson en 1977 para climas templados) y criterios mas restrictivos de
niveles de Clo a y PT que los propuestos por Lamparelli (2004). El
IETemblases para PT es calculado mediante la ecuacion: IETembaises(PT) =

10*(6-(-0,27637*(In PT)+1,329766)/In 2)).

Tabla 3. Rangos de estado trofico segun indice de Estado Trofico para rios y
arroyos (IETs; Lamparelli, 2004) y embalses tropicales y subtropicales

(IETembaises; Cunha et al., 2013).

Nivel Tréfico IETrios |ETembaises Indicador
Ultraoligotrofico IET<47 IET<51,1
Oligotrofico 47<IET<52 51,1<IET<53,1
Mesotroéfico 52<|ET<59 53,1<IET<55,7
Eutrofico 59<IET<63 55,7<IET<58,1
Supereutroéfico 63<IET<67 58,1<IET<59,0
Hipertréfico >67 >59

Se analizaron valores de 8'°N y d'3C en un total de 95 muestras de L.
fortunei. Para explorar diferencias significativas entre sitios para los
isétopos de C y N, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y pruebas
post hoc, en particular el test de Tukey, para realizar comparaciones

multiples. Previo a estos analisis se testearon los supuestos de normalidad
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y homogeneidad de varianza con test de shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente. El limite de significancia estadistica utilizado fue 95%.

Para estos analisis se utilizé el software de uso libre R (version 3.5.1).

Para determinar el area y solapamiento del nicho isotépico de L. fortunei
entre las diferentes cuencas se realizd un analisis de is6topos estables de

elipses Bayesianas (SIBER), utilizando R (version 3.5.1).

Se buscaron relaciones estadisticamente significativas entre los valores de
los is6topos estables 81°N y 8'3C determinados en los mejillones colectados
y las concentraciones de nutrientes en sus formas de nitrégeno total (NT) y
sus formas inorgénicas nitratos (NOgs’), nitritos (NO2) y amonios (NHa4*),
fésforo total (PT) y fosfatos (PO4’), ademas del IET. Se realizaron modelos
de regresion lineal tomando las variables de a pares y se exploraron
ademas correlaciones no lineales ajustando polinomios de grado 2 y 3.

Estos andlisis se realizaron utilizando el software R.
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3. RESULTADOS

Los resultados se dividen en dos secciones: el experimento de
mesocosmos Yy la caracterizacion del nicho isotépico de Limnoperna

fortunei y la calidad de agua en los diferentes sistemas estudiados.

3.1. Mesocosmo

3.1.1. Nutrientes en mesocosmos
Durante los experimentos realizados en los mesocosmos, se realizaron
analisis de nutrientes entre marzo y abril de 2018, con el objetivo de
explorar una relacion entre la concentracién de nutrientes y los valores de

los is6topos estables 81°N en los tejidos del mejilléon dorado.

Los ocho mesocosmos tuvieron una concentracion promedio de NOgs™ entre
255 y 350 pg Lt el NH4* presentd un amplio rango de concentracion

promedio entre 5y 74 ug L*; y el NT un rango promedio entre 370 y 669

ug Lt

Como se observa en la figura 4, el mesocosmo numero 7 presenté en
promedio las concentraciones mas elevadas de nitrégeno total, nitratos y
amonio. Este estanque presento diferencias significativas en NOs (ANOVA
F=3.64; p=0.007) y NH4s* (ANOVA F=4.22; p=0.005) con respecto a los
demas, pero no asi para NT (ANOVA F=1.38; p=0.25). Por otro lado, el
mesocosmo hamero 2 presentd en promedio menores concentraciones de

NT y NHa4*.
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Figura 4. Concentracién promedio (= desvio estandar) (ug L) de nitrégeno total
(NT) y sus fracciones inorganicas nitratos (NOs) y amonio (NH4*) en los ocho
mesocosmos (M2-M12) entre marzo y abril de 2018.

El PT presenté valores extremos de 48,13y 491,94 ug L%, y el PO4 valores
de 5,32y 417,59 ug L. Aligual que para el nitrégeno, el estanque nimero
7 presento los méaximos valores de fosforo, sin embargo, en el ANOVA no

se encontr0 una diferencia significativa con respecto a los demas

mesocosmos (ANOVA F=0.38; p=0.91).
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Figura 5. Concentracion promedio (+ desvio estandar) (ug L?) de fésforo total (PT)
y fosfato (POys), en ocho mesocosmos (M2-M12) entre marzo y abril de 2018.

3.1.2. Is6topos estables en Limnoperna fortunei
Los valores de d3C y &N de L. fortunei en los ocho mesocosmos
muestreados presentaron valores entre -29,5 y -20,78%o para 8'3C y 5,22y
7,73%0 para O°N (Figura 6). En el mesocosmo nimero 7 se obtuvieron
mejillones con la sefal isotopica de 3'°N mas enriquecido, presentando
diferencias significativas respecto a los demas estanques (ANOVA
F=9.389X102%8 p=2x10-16), mientras que el mesocosmo 10 presentd los
valores mas bajos de este iso6topo. Considerando los valores de 5'3C, los
mesocosmos presentaron una mayor dispersion, presentando el nimero 7
con los mejillones mas enriquecidos y el mesocosmo 2 el que presento los

valores mas bajos, con una gran dispersion en la sefial de este isétopo.
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Figura 6. Diagrama de puntos de las medias y desvio estandar de 6*°N y 8'3C de
Limnoperna fortunei en los ocho mesocosmos.

Por otro lado, se consideraron también las sefiales isotOpicas de los
posibles recursos alimenticios de L. fortunei utilizando el modelo SIAR
(Figura 7). Los claddceros presentaron un promedio de -21,50%o + 1,96%0
O0BCy 5,32%0 *+ 1,33, para 5'°N. Los valores de copépodos fueron -19,72%o
+ 1,87 para 3*3C y 7,49%o * 2,34 para 5'°N; mientras que la MOP presentd
valores promedio de -22,16%o + 1,40 y 6,00%0 + 2,26, para 3'3C y &'°N,

respectivamente (Figura 7b).

A partir del modelo (Figura 7b) no es posible identificar cual de estos
recursos es asimilado por L. fortunei, ya que no se observa el

enriquecimiento esperado en los valores '°N de un nivel tréfico al siguiente
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(entre 2-4%o). Por otro lado, el *3C presenta un escaso enriquecimiento
trofico entre los tejidos del consumidor y su fuente de C (0-1%o),
caracteristica que tampoco se observa entre L. fortunei y sus posibles

recursos.

Sin embargo, a partir de la proporcion de cada recurso asimilado por L.
fortunei (Figura 7c y d), se observa que entre estas posibles presas, los
cladoceros contribuyen en mayor medida a los valores isotopicos de L.

fortunei, y en segundo lugar la MOP (>50 um).
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Figura 7. Resultados del modelo de mezcla Bayesiano de SIAR en los
mesocosmos: a) Biplot de valores de is6topos estables de Carbono (83C) y
Nitrégeno ('°N); b) Biplot de valores de isétopos estables de carbono y nitrégenos
para L. fortunei y de los recursos alimenticios, copépodos, cladéceros y MOP; c)
Histograma de la densidad en funcién de la proporcién de los principales recursos
alimenticios de L. fortunei: copépodos, cladoceros y MOP; d) Boxplot de
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proporcion de los recursos alimenticios. Las cajas representan los intervalos de
confianza del 50,75 y 95 %, desde gris oscuro a claro, respectivamente.

3.1.3. IsOtopos estables y relacion con nutrientes
De los modelos de regresion lineal para la combinacion de las siete
variables tomadas de a pares (21 modelos), se observo correlaciéon
significativa en siete de ellos (Figura 8), presentando en todo los casos una
pendiente positiva. Los mayores valores de correlacion se observaron entre
NT y NOs (r=0.67; p<0.001), PT y PO4 (r=0.92; p<0.001), PT y NT (r=0.55;
p<0.001) y entre los valores de los is6topos 5'°N y d'3C (r=0.59; p<0.001).
No se encontraron cambios significativos en el ajuste de los modelos no
lineales por lo que se opt6 por retener el modelo lineal (Figura 8; Figura

Al).

Para el caso del uso de los is6topos estables en L. fortunei como variable
predictiva para los nutrientes, Unicamente se observé una correlacion
significativa (r=0.55; p<0.01) entre el 3°N y NH4* en los mesocosmos

(Figura 8).
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Figura 8. Modelos de regresion lineal entre variables tomadas de a pares. Las
variables son el is6topo estable de Nitrdgeno (8'°N) y el de Carbono (8**C) en L.
fortunei, y los nutrientes: nitrégeno total (NT), fésforo total (PT) y sus fracciones
inorganicas, nitrito (NO3"), amonio (NH4") y fosfato (PO4") en los ocho mesocosmos
estudiados. La diagonal representa la distribucion de los datos de cada variable,
por debajo se presenta la nube de puntos en negro y el ajuste lineal en azul, y
arriba de la diagonal se presenta el coeficiente de correlacion de Pearson. Los
asteriscos representan la significancia (* p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001).

3.2. Sistemas acuaticos de Uruguay

3.2.1. Nutrientes disueltos y estados troficos
En los diferentes sistemas analizados, el NT presentd un rango de
concentracion entre 356,34 y 1388 ug L, siendo Colonia del Sacramento

(RdIPi), el sitio con el minimo valor, y Bella Union (BU), el sitio con el valor

maximo. En la figura 9 se observa que el Rio Uruguay presenta en general
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mayores valores de NT, encontrandose una diferencia significativa entre los

sitios de este rio y los demas (ANOVA F= 13.89; p=0.0001).

ElI NOs present6 valores extremos de 23,95y 790 ug L, siendo Bella Unién
(RU) el sitio con el valor maximo, y Paso Severino (SL), el sitio con el
minimo valor. Se encontraron diferencias significativas entre el RU con

respecto a los demas rios (ANOVA F=21.78; p=1.54x10°).

El rango de valores de NO:2 en los sitios estudiados fue entre 4,1 y 50 pg
L1, siendo el embalse Palmar (RN) el sitio con el minimo valor y Las Cafias
(RU) el sitio que presentd el maximo valor. Se encontraron diferencias
significativas entre el RU con respecto a los demas rios (ANOVA F= 85.46;

p=3.06x109).

El NH4* fue no detectable en las estaciones BY, PA (RN), PC, BC, MS
(RdIPi) y PS (SL). Los valores registrados en las demas estaciones
presentaron un rango entre 7,3 ug L't en el embalse Bonete (RN) y 60 ug
L1 en Bella Uniéon (RU). Se encontraron diferencias significativas entre las
estaciones del RU con respecto a los demas rios (ANOVA F=9.21;

p=0.0012).
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Figura 9. Concentracion (ug L?) de nitrégeno total (NT) y sus fracciones
inorganicas nitratos (NO3"), nitritos (NO2) y amonio (NH4*), para las estaciones
muestreadas en Rio Negro (rojo), Rio de la Plata (verde), Rio Santa Lucia
(violeta), Rio Uruguay (azul). Las estaciones corresponden a: embalse Baygorria
(BY), Bonete (BO), Palmar (PA), Puerto Conchillas (PC), Colonia del Sacramento
(CS), Juan Lacaze (JL), Boca del Cufré (BC), Paso Severino (PS), Caneldn
Grande (CG), Aguas Corrientes (AC), Marina de Santa Lucia (MS), Bella Unién
(BU), Belén (BE), Paysandu (PY), Nuevo Berlin (NB), Fray Bentos (FB), Las Cafias
(LC), Punta Gorda (PG).

El PT presenté valores extremos de 54,59 y 556,4 pg L-1, siendo el
embalse Baygorria (RN), el sitio con el minimo valor, y el embalse de
Caneldn Grande (SL), el sitio con el valor maximo (Figura 10). El Rio Santa
Lucia presentd en general valores mayores de PT, encontrandose una
diferencia significativa entre este rio con respecto a los otros dos sistemas

(ANOVA F=19.65; p=2.75x10"5).

Para el caso del POg4 se registré un rango de valores entre 10,84 y 470,95

ug L1, en Baygorria (RN) y en Canelén Grande (SL), respectivamente.
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Mientras que en el RU solo se cont6 con datos para la estacion Las Cafas.
Al igual que para el PT, se encontraron diferencias significativas entre el

Rio Santa Lucia con respecto al RN y RdIPi (ANOVA F=7.65; p= 0.0097).
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Figura 10. Concentraciéon (ug L) de fosforo total (PT) y fosfato (PO4) para las
estaciones muestreadas durante el afio 2018 en cada cuenca: Rio Negro (rojo),
Rio de la Plata (verde), Rio Santa Lucia (violeta), Rio Uruguay (azul). Las
estaciones corresponden a: embalse Baygorria (BY), Bonete (BO), Palmar (PA),
Puerto Conchillas (PC), Colonia del Sacramento (CS), Juan Lacaze (JL), Boca del
Cufré (BC), Paso Severino (PS), Canelén Grande (CG), Aguas Corrientes (AC),
Marina de Santa Lucia (MS), Bella Unién (BU), Belén (BE), Paysandu (PY), Nuevo
Berlin (NB), Fray Bentos (FB), Las Cafias (LC), Punta Gorda (PG).

3.2.2 indices de estado tréfico (IET)

A partir de los datos de calidad de agua se calculo el indice de estado trofico
de Lamparelli, (2004) para los sitios correspondientes a rios y el indice
desarrollado por Cunha et al. (2013) para los sitios ubicados en embalses.

Los valores de ambos IET (IETrios, IETembaises) calculados en ambos casos
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segun la concentracion de PT se presentan en la Figura 11. Segun el IETrios,
todas las estaciones del Rio Uruguay presentaron un estado mesotrofico,
al igual que las estaciones del Rio de la Plata interno, con excepcion de BC
gue presentd un estado eutrofico. Para el Rio Santa Lucia, las estaciones
MS y AC presentaron los mayores valores de IETros con un nivel trofico
supereutrofico. Para los embalses, el IETembaises €n 10s sitios PS y CG del
Rio Santa Lucia indicé condiciones de hipereutrofia y en el Rio Negro los

sitios BY, BO y PA presentaron condiciones de eutrofia.

La tabla A5 (Anexo) resume los diferentes estados troficos determinados

para las estaciones de muestreo segun los indices utilizados.

65 T T T T T T T T T T T T T a
1))
860 .
o ®
— ® ° ® o @]
i °
— 55} ® o © 1
a'I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
;0. JL_CS PC BC MS AC LC FB NB BE PY BU PG
b
°
65 L
1))
8
£ 60 -
Ll
[ s5F -
50 b 1 1 1 1 1
BY BO PA PS CG

Figura 11. Valores del indice de Estado Tréfico (IET) calculado en funcién de la
concentracion de Fosforo Total (PT) en cada estacibn de muestreo. a) IET
desarrollado para sistemas l6ticos por Lamparelli, (2004) en las estaciones Juan
Lacaze (JL), Colonia del Sacramento (CS), Puerto Conchillas (PC), Boca del Cufré
(BC), Marina de Santa Lucia (MS), Aguas Corrientes (AC), Las Cafas (LC), Fray
Bentos (FB), Nuevo Berlin (NB), Belén (BE), Paysandu (PY), Bella Union (BU),
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Punta Gorda (PG). Niveles troficos: mesotrofico (verde), eutréfico (amarillo) y
supereutrofico (naranja); b) IET desarrollado para embalses tropicales y
subtropicales por Cunha et al., (2013) en las estaciones Baygorria (BY), Bonete
(BO), Palmar (PA), Paso Severino (PS) y Canel6n Grande (CG). Niveles troficos:
eutrofico (amarillo), hipereutrofico (rojo).

3.2.3 Is6topos y nicho isotopico de Limnoperna fortunei
Considerando la media y desvio estandar de 5*3C y 3'°N en Limnoperna
fortunei para cada sistema acuatico analizado, la figura 14 muestra una

diferenciacion espacial para las sefales isotdpicas identificadas en los

sistemas acuéaticos analizados.

Los ANOVA realizados para los diferentes sitios de muestreo para el Rio
Uruguay (2014 y 2015), mostraron que en Playa Ubici los valores de ambos
isétopos no presentaron diferencias significativas (ANOVA F=1.32; p=0.29,
O™N; ANOVA F=0.03; p=0.86, 3'3C). En Nuevo Berlin los valores de 3°N
presentaron diferencias significativas (ANOVA F=7.55; p=0.01) pero no asi
los de dC (ANOVA F=1.09; p=0.31). Al no presentar diferencias

significativas, los datos de Playa Ubici de ambos afios fueron promediados.

El Rio Santa Lucia presentd en promedio valores mas enriquecidos de 5'°N
(13,23%0 + 0,95), presentando diferencias significativas con los demas
sistemas (ANOVA F=24.38; p=1.23x10*!) (Figura 12). Los valores de 53C
presentaron diferencias significativas en el Rio Negro con respecto al Rio
Uruguay y el Rio Santa Lucia (ANOVA F=13.49; p=2.4X10""), presentando
el Rio Negro en promedio el valor mas alto para este isétopo (-23,38%o

0,63).
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Figura 12. Diagrama de puntos de las medias y desvio estandar de 3°N y 6°C
de Limnoperna fortunei en los sistemas acuaticos considerados: Rio Negro (rojo),
Rio de la Plata (verde), rio Santa Lucia (violeta), Rio Uruguay (celeste).

El 52C en L. fortunei presentd un rango de valores entre -33,98 y -21,09%.,

mientras que para 5'°N se obtuvo un amplio rango de valores entre 5,50 y

17,80%o (Figura 13).

En el Rio Negro los valores de 5'3C presentaron un rango entre -29,12 vy -
21,09%o. La localidad de Arroyo Grande, en el departamento de Rio Negro,
presento el minimo valor, siendo significativamente diferente con los otros
tres puntos de muestreo sobre este rio (ANOVA F=13.76; p=0.002),
encontrandose mas proximo a los puntos correspondientes al Rio Uruguay

(Figura 13). Los valores de 5*°N presentaron un rango entre 7,45y 13,58%o,
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siendo Palmar la localidad con mayor valor, presentando diferencias
significativas con respecto a los otros sitios de este sistema acuatico

(ANOVA F=10.73; p=0.005).

En el Rio de la Plata los valores de 33C mostraron un rango entre -25,0 y
-26,4%o, y los valores de 3*°N entre 9,1 y 10,5%o, siendo Juan Lacaze el
sitio con el maximo valor. En la figura 13 se observa que las cuatro

estaciones de este sistema se agrupan con una sefial isotopica similar.

Por otro lado, el Rio Uruguay presentd una baja dispersion en los valores
de &'°N, mientras que los valores de &'3C muestran una gran dispersion.
En particular para 33C se registré un amplio rango de valores entre -33,98
y -21,75%0. En el caso de 3*°N en el Rio Uruguay, se registraron valores
extremos de 5,78 y 11,26%o, siendo Las Cafas el sitio con mayor valor. Se
encontraron diferencias significativas entre Punta Gorda y Las Cafas con

el Rio Arapey y con Fray Bentos (ANOVA F=3.02; p=0.0024).

En el Rio Santa Lucia los valores de &'3C presentaron un rango entre -
32,60 y -25,80%o, siendo la Marina de Santa Lucia el sitio con el maximo
valor. La Marina de Santa Lucia y Paso Severino se diferenciaron
significativamente de los demas puntos sobre este rio (ANOVA F=47.67;
p=0.004). Para el isétopo de d'°N las estaciones de este rio presentaron
valores entre 11,2 y 17,8%o, siendo Paso Severino la localidad con el valor
de 3'®N mas enriquecido, presentando diferencias significativas (ANOVA

F=104.3; p=0.001) con el resto de los puntos de esta cuenca.
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Figura 13. Diagrama de puntos de la media y error estandar de 8'°N y &'3C de
Limnoperna fortunei para cada localidad en los diferentes sistemas de agua dulce
Rio Negro (rojo), Rio de la Plata (verde), Rio Santa Lucia (violeta), Rio Uruguay
(celeste). Ver codigos de sitios de muestreo en Tabla A1 del Anexo.

Considerando el analisis de elipses Bayesiana de L. fortunei realizada para
determinar el nicho isotdpico de la especie, las areas de todos los sistemas
analizados mostraron solapamiento (Figura 14, Tabla 4). El Rio Santa Lucia
presentd una amplitud de nicho mayor con respecto a los demas rios con
un area de 121,36%0° (Tabla 4), superponiéndose un 31,85% de su area
con el Rio Uruguay, un 10,81% con el Rio Negro y 6,93% con el Rio de la
Plata. Por otro lado, el RdIPi presentod la elipse con el area méas reducida
(8,41%0%), superponiéndose completamente dentro de las elipses
bayesianas del Rio Uruguay y Santa Lucia. A pesar que en la Figura 14

pareceria no existir solapamiento entre el Rio de la Plata y el Rio Negro,
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segun los analisis, este ultimo se superpone en un 4,89% del area. Por su
parte, el Rio Negro presentd una elipse de area 32,79%.%, con un
solapamiento del 40% de area por el Rio Santa Lucia. Por ultimo, el Rio
Uruguay presentd una elipse de area 59,28%02, quedando un 65% de su

area superpuesta por el Rio Santa Lucia.

20 7 ¢ Rio Negro
£ Santa Lucia
+ Rio Uruguay
Rio de la Plata
19
l‘_’Z
-]
10
5 —
I I I I I
-40 -35 -30 25 -20

Figura 14. Areas estandar de elipses bayesianas calculado con SIBER a partir de
los valores isotépicos de Limnoperna fortunei en distintos sistemas acuaticos de
Uruguay.
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Tabla 4. Porcentaje de superficie de superposicion de las elipses bayesianas de
nicho tréfico. Cada cuadro representa el porcentaje de superposicion del sitio
ubicado en la columna contenido dentro de la fila. En la diagonal (recuadros grises)
se muestra el valor del area para cada sistema. RN: Rio Negro, SL: Rio Santa
Lucia, RU: Rio Uruguay, RP: Rio de la Plata interno.

RN SL RU RdIP,
RN 32,79 10,81 13,78 4,89
SL 40,02 121,36 65,21 100,00
RU 24,91 31,85 59,28 100,00
RP 1,25 6,93 14,18 8,41

3.2.4 Valores isotopicos y su relacion con nutrientes.

De los modelos de regresion lineal para la combinacion de las ocho
variables tomadas de a pares (28 modelos), se observé una correlacién
significativa en 11 de ellos (Figura 15), presentando en todo los casos
pendientes positivas. Entre las concentraciones de nutrientes se
encontraron correlaciones significativas entre el PT y POs4 (r=0.95;
p<0.001), NOs" y NO2 (r=0.89; p<0.001), NH4* y NO2 (r=0.82; p<0.001),
NH4* y NOs (r=0.81; p<0.001), NT y NO2 (r=0.8; p<0.001), NT y NOsz"

(r=0.83; p<0.001), NT y NH4* (r=0.83; p<0.001), NT y PO4 (r=0.77; p<0.01).

Considerando la busqueda de una relacion entre los valores de is6topos
estables en L. fortunei y las concentraciones de nutrientes del Rio Negro,
Rio Santa Lucia, Rio de la Plata y Rio Uruguay, se observé una correlacion

significativa entre el is6topo 5°N y el PT (r=0.7; p<0.001), entre 8°N y PO4
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(r=0.61; p<0.05) y entre 8°N y NOs" (r=0.52; p<0.05) (Figura 15). En este
caso también se exploraron relaciones no lineales, pero se retuvo el modelo
lineal ya que no hubo cambios en la significancia estadistica al realizar

ajuste no lineal (Figura A2; A3 en ANEXO).
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Figura 15. Modelos de regresion lineal entre variables tomadas de a pares. Las
variables son el is6topo estable de Nitrégeno (3'°N) y el de Carbono (3*C) en L.
fortunei, y los nutrientes: nitrégeno total (NT), fésforo total (PT) y sus fracciones
inorganicas nitrato (NO2", nitrito (NO3"), amonio (NH4*) y fosfato (PO4’) en los rios
Negro, Santa Lucia, Rio de la Plata y Rio Uruguay. La diagonal representa la
distribucion de los datos de cada variable, por debajo se presenta la nube de
puntos en negro y el ajuste lineal en azul, y arriba se presenta el coeficiente de
correlacion de Pearson. Los asteriscos representan la significancia (* p<0.05; **
p< 0.01; *** p<0.001).

Por otro lado, se ajusté un modelo de regresion lineal entre los valores de

isotopos estables de L. fortunei y 10S IETrios Y IETembaises (Figura 16). Se
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encontré una correlacion con pendiente positiva y estadisticamente
significativa entre el IET y el is6topo &°N (y=0,1014x + 47,368), mientras

que con &*3C la pendiente es negativa pero no mostré significancia.
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Figura 16. Diagrama de puntos entre los is6topos estables de Nitrogeno (5*°N) y
Carbono (8*3C) y el valor del Indice de Estado Tréfico (IET) segln la concentracion
de PT. Se presenta el ajuste del modelo de regresioén lineal, el R y p-valor.
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4. DISCUSION

Se analiz6 la variacion en la sefial isotopica del molusco invasor
Limnoperna fortunei con el objetivo de explorar su relacién con la calidad

de agua en sistemas de agua dulce de Uruguay.

4.1 Mesocosmos

Limnoperna fortunei es un organismo filtrador, y al igual que la gran mayoria
de los bivalvos, se alimenta de particulas de material organico suspendidas
en el agua (Sylvester et al., 2005). Rojas Molina et al. (2012) mediante el
analisis de contenido estomacal, tanto en experimentos de mesocosmos
como en el ambiente natural del Rio Parand, describieron que este mejillén
se alimenta tanto de materia animal como vegetal, encontrando que los
organismos zooplanctonicos ampliamente consumidos por L. fortunei son
principalmente rotiferos, constituyendo una parte importante del volumen

total de su dieta.

Sin embargo, algunos autores proponen gue aunque L. fortunei puede
consumir organismos de mayor tamafio, este mejillbn se alimenta
principalmente de particulas de pequefio tamafio <100 um (Sylvester et al.,
2005; Cataldo et al., 2008). En este sentido, Frau et al. (2015) plantean que
a pesar que los rotiferos son un alimento seleccionado por el mejillén
dorado por su alta calidad nutricional y una movilidad relativamente baja,
su presencia no afecta la selectividad de alimentacion de casi todos los

grupos de fitoplancton.
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Durante el presente estudio, en los experimentos de mesocosmos se
consideraron como posibles fuentes de alimentacién la materia organica
particulada y zooplancton, en particular cladéceros y copépodos, sin
embargo, a partir del modelo de mezcla Bayesiano (Figura 7) no fue posible
identificar cuél de los recursos analizados era asimilado por L. fortunei

durante los 30 dias de incubacion.

Esto podria atribuirse por un lado a que en el andlisis de is6topos estables
de posibles recursos alimenticios en los mesocosmos no fue considerados
el grupo Rotifera, perdiendo de esta forma la sefial isotopica de una fuente
de alimento del mejillon, y por otro lado las diferentes tasas de recambio de
los tejidos. Desde el punto de vista isotépico, un tejido con una tasa de
recambio alta podria detectar mejor el cambio a corto plazo, mientras que
los tejidos con una tasa de recambio mas baja son utilizados para la
estimacion de cambios a largo plazo en el medio ambiente (Gustafson et

al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que los bivalvos filtradores presentan
diferentes tasas de recambio tisular (Raikow & Hamilton, 2001; Gustafson
et al., 2007; Kim et al., 2017). Por ejemplo, las glandulas digestivas y
organos del estdbmago presentan tasas de incorporacion de nutrientes
relativamente altas, entre 70 y 80 dias, mientras que las tasas de recambio
del mudsculo son relativamente bajas, aproximadamente 357 dias
(Gustafson et al., 2007; Kim et al., 2017). Otros estudios en el mejillén

marino Mytilus edulis, describieron una tasa de recambio del cuerpo
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completo de 333 dias (Hawkins, 1985; Raikow & Hamilton, 2001), tejidos

que fueron utilizados en este estudio.

Si bien este tipo de experimentos han sido realizados en otros bivalvos,
hasta el momento no hay datos publicados para L. fortunei. Considerando
el tiempo que insumieron nuestros experimentos (30 dias), y la
relativamente baja tasa de recambio de tejidos del cuerpo completo en
otros mejillones, es posible que los mejillones analizados en el experimento
no reflejan en su firma isotdpica los recursos alimenticios presentes en los
mesocosmo, sino que podrian estar reflejando la sefial isotopica del

alimento asimilado en su ambiente de origen (Laguna del Sauce).

Considerando la relacién entre las sefales isotdpicas de L. fortunei y los
nutrientes en los diferentes estanques se observé una tendencia con
pendiente positiva, en la cual el enriquecimiento de los mejillones en 5°N
estuvo acompafiado por un aumento en las concentraciones de nutrientes
(Figura 8). Sin embargo, esta correlacion no fue estadisticamente
significativa. Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, el tiempo
durante el cual se desarroll6 el experimento puede no haber sido suficiente
para observar un cambio significativo en la firma isotOpica de L. fortunei con

respecto a la variacion de los nutrientes en los estanques.
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4.2 Calidad de agua en los principales rios

La determinacion de la calidad de agua mediante el uso de métodos
tradicionales como el andlisis de nutrientes y la determinacion de indices
de estado tréfico, evidencié condiciones que oscilaron entre mesotrofia e
hipertrofia segun la concentracion de PT en los sitios de muestreo
analizados. Estos resultados concuerdan con estudios previos para los
sistemas analizados (ej. Conde et al., 2002; Chalar et al., 2006; Aubriot et

al., 2017).

En particular, la caracterizacion quimica en el Rio Santa Lucia mostro altos
valores de nutrientes y estados de supereutrofia e hipertrofia en todos los
sitios segun los indice de estado trofico de Lamparelli (IETrios) y €l de Cunha
et al. (2014) (IETembasles) Segun las concentraciones de PT. Estos resultados
estan de acuerdo con diversos estudios que han demostrado un progresivo
deterioro de la calidad de sus aguas, principalmente asociado a la influencia
del uso del suelo en la cuenca (Chalar et al., 2013; Aubriot et al., 2017,

Delbene, 2018).

En el Rio Negro, segun el indice de estado trofico desarrollado para
embalses, los tres embalses (BY, BO y PA) presentaron condiciones de
eutrofia. En particular, el embalse PA presenté los valores mas elevados
de NOs, NT, PT y PO4 en comparaciéon con BO y BY, caracteristicas
similares observadas en estudios previos (Chalar et al., 2012; MVOTMA,
2018a). En este sentido, diversos estudios realizados en los embalses en

cadena del Rio Negro destacan que la carga de nutrientes existente,
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sumada al mayor tiempo de residencia del agua, es el principal factor que
desencadena el desarrollo de cianobacterias y el consecuente deterioro de
la calidad de agua en dichos sistemas (Chalar et al., 2012; 2015; Arocena

et al., 2018).

En cuanto a la determinacién de calidad de agua en las cuatro estaciones
del Rio de la Plata interno, segun la clasificacién de IETrios la mayoria de
las estaciones presentaron condiciones de mesotrofia, mientras que la
estacion Boca del Cufré (BC) fue la excepcion con un estado de eutrofia.
Durante los ultimos 20 afos, diversos estudios han evidenciado que la
calidad de agua en el Rio de la Plata ha empeorado (ej. Gomez-Erache et
al. 2001; Nagy et al.,, 2002; 2014; Aubriot et al., 2020). El estuario ha
mostrado sintomas de eutrofizacion causados por la expansion de la
agricultura, la contaminacion de fuentes puntuales debido a la creciente
urbanizacién e industrializacion y la variabilidad climatica (Nagy et al., 2002;
2014; Brugnoli et al., 2019; Muniz et al., 2019). Entre estos sintomas, se
destaca la mayor frecuencia de floraciones de cianobacterias toxicas que
se encuentran a lo largo de la costa uruguaya del Rio de la Plata (De Leon
& Yunes, 2001; Nagy et al., 2002, Bonilla et al., 2015). Recientemente,
durante el verano de 2019, esta situacion se agravo registrandose la
floracién de cianobacterias mas intensa de los ultimos 20 afios (Kruk et al.,

2019; Aubriot et al., 2020).

Las estaciones del Rio Uruguay presentaron condiciones de mesotrofia

segun el indice de estado tréfico de Lamparelli. Los sitios aguas arriba de
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la represa Salto Grande (BU y BE) presentaron una baja o mala calidad de
agua, con valores de nutrientes mas elevados. La cuenca del Rio Uruguay
es la de mayor extension del pais ya que casi el 65% del territorio uruguayo
vierte sus aguas a este rio, considerando también los aportes de la cuenca
del Rio Negro (Achkar et al., 2013). Las principales alteraciones en la
cuenca se deben a la expansién agricola con un estilo intensivo (arroz
irrigado, trigo y soja) y en menor proporcion, a la cria de ganado, suinos y
aves (Chalar, 2006; Achkar et al., 2013). En particular, hacia el norte de la
cuenca, en el departamento de Artigas, se ha intensificado la expansion del
area cultivada con arroz y de cafia de azucar, sustentada en el uso de
fertilizantes y plaguicidas que generan problemas de contaminacion de

suelos y aguas (Achkar et al., 2013).

El estado tréfico es una propiedad importante relacionada con el
funcionamiento del ecosistema, y por lo tanto la aplicacion de indices de
estado tréfico son una parte importante de los estudios de calidad del agua
(Cunha et al., 2013). El IET de Carlson (1977) ha sido uno de los mas
utilizados en estudios de calidad de agua, el cual fue propuesto para lagos
templados considerando las relaciones empiricas entre Chl a, PT y
profundidad del disco de Secchi. Sin embargo, las relaciones y las
ecuaciones para calcular este indice deben adaptarse cuando se aplican a
sistemas acuaticos con diferentes caracteristicas, de lo contrario, pueden

dar lugar a conceptos erroneos al realizar una evaluacion del estado tréfico.
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Los indices aplicados en este trabajo, ademas de ser los utilizados por el
MVOTMA en sus monitoreos, han sido disefiados en la region
contemplando una adaptacion para ambientes subtropicales. En particular,
el indice propuesto por Cunha et al. (2013) para embalses es una version
calibrada del indice Carlson para evitar una posible sobrestimacion de la

condicion de enriquecimiento de embalses tropicales y subtropicales.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que los indices utilizados fueron
calibrados para ecosistemas acuaticos en San Pablo, Brasil, por lo que
seria  de gran utilidad contemplar adaptaciones considerando
caracteristicas particulares de los cursos de agua en nuestro pais. En este
sentido, Arocena et al. (2008) desarrollaron un IET especifico para el rio
Santa Lucia, el ICA-SL (indice de calidad de agua para la cuenca del rio
Santa Lucia); sin embargo en este trabajo no fue utilizado debido a que
Delbene (2018) encontrd resultados similares entre lo resultados de este
indice y el de Lamparelli para la cuenca.

Por otro lado, la clasificacion tréfica en algunas estaciones del Rio de la
Plata deben ser consideradas con precaucion ya que los indices
desarrollados para sistemas de agua dulce y aplicados en este sistema
esturino, pueden presentar limitaciones en su uso para ambientes

estuariales (Brugnoli et al., 2019).
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4.3 Sefal isotopicade L. fortunei en cursos de agua
Este trabajo aborda una primera aproximacion a la comprension de las
diferencias en las sefales isotdpicas de 5'3C y 8'°N de L. fortunei en los

principales cursos de agua de cuatro cuencas hidrograficas de Uruguay.

A nivel general, se evidenciaron diferencias en las sefiales de isétopos
estables de este mejillon en los sistemas estudiados, presentando algunas

variaciones en el nicho isotoépico.

El andlisis de is6topos estables es util para trazar las vias del flujo de
energia a través de redes tréficas, basado en el supuesto de que los tejidos
corporales del consumidor reflejan las firmas isotopicas fraccionadas de

SUS recursos.

En este estudio, el Rio Santa Lucia presenté la mayor area de nicho
isotdpico, con un amplio rango de carbono y en particular, la sefial isotopica
de 0'°N de L. fortunei presenté diferencias significativas con respecto a los

demas rios, siendo los mejillones méas enriquecidos con este is6topo.

Analizando los diferentes sitios de muestreo en esta cuenca, se desprende
que AC, CG y LB presentaron valores de nicho isotépico muy similares, con
valores de 8'°N entre 11 y 12%o, y valores de &'3C entre -27 y -29%o,
mientras que PS y MS presentaron algunas diferencias en las sefiales

isotdpicas.

Considerando los valores de &'°N en los mejillones de este rio, y en

particular en PS, donde se encontraron los mejillones mas enriguecidos con
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este isotopo, algunos autores sugieren que pueden estar directamente
relacionados con aportes de nitrégeno de origen antrépico en el sistema,
tales como aguas residuales (ej. McKinney et al., 2002; Becherucchi et al.,
2019). Sin embargo, durante este estudio no fueron analizadas las sefales
isotopicas de la linea de base en el sistema, por lo que no se puede realizar
esta asociacion directa entre los aportes de N antrépico y la sefial isotépica

del mejillon.

Por otro lado, en los ultimos afios algunos estudios han propuesto que bajo
condiciones de estrés ambiental los organismos dentro de una poblacion
pueden presentar variaciones en la amplitud del nicho tréfico (Bayona et
al., 2014; Karlson et al.,, 2018). Esto se debe a que la exposicion a
contaminantes y otros factores de estrés, pueden alterar los procesos de
fraccionamiento isotopico, probablemente manifestandose como una
mayor variabilidad en el fraccionamiento y por lo tanto, un mayor tamafo

del nicho isotépico (Karlson et al., 2018).

La cuenca del Santa Lucia, donde los principales usos del suelo
corresponden a la ganaderia y la mayoria de las ciudades en sus margenes
no cuentan con saneamiento, ha sido caracterizada por diversos autores
COmo una cuenca con procesos de eutrofizacién sostenidos y con indices
de estado tréfico elevados, observados durante este estudio (Delbene,

2018).
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Por su parte, Aubriot et al. (2017), destacan que el arroyo Canelén Grande,
cuyo caudal esta regulado por el embalse Canelon Grande, tiene una alta
influencia de aportes puntuales (industria frigorifica, asentamientos sin
saneamiento, cria de animales a corral) y difusos por la agricultura
intensiva, a la vez que su cuenca es la mas densamente poblada. En el
caso del embalse Paso Severino, segun Chalar et al. (2017) la subcuenca
presenta elevados coeficientes de exportacion de nutrientes debido al alto
porcentaje de superficie ocupada por cultivos, intensa produccion de forraje
para la produccion lechera y efluentes de tambos sin tratamiento. A su vez,
es sumidero de las aguas residuales de la ciudad de Florida, que se

encuentra aguas arriba del embalse (Chalar et al., 2017; Delbene, 2018).

Estas condiciones de estrés ambiental en el rio, junto con un area de nicho
mas expandida, podrian evidenciar que la sefal isotépica de los mejillones
esta condicionada por otros procesos que alteran el fraccionamiento y no

s6lo los recursos alimenticios.

En esta misma linea, Karlson et al. (2018) demostraron que anfipodos
estresados quimica o nutricionalmente presentaban una tasa de
crecimiento, condicién corporal y rendimiento reproductivo mas bajos, y a
su vez presentaban mayores areas de nicho isotépico. El efecto del estrés
ambiental, en particular producido por una alta contaminacion, sobre el
crecimiento individual y el peso corporal también fue demostrado para

poblaciones de L. fortunei en el Rio Parana (Bonel & Lorda, 2015).
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Por lo tanto, el hecho de que la composicion isotopica refleje el estado
fisiolégico de los organismos ademas de la composicion de la dieta, tiene
importantes implicancias al momento de interpretar los valores isotdpicos
de L. fortunei en ambientes bajo condiciones de estrés. A su vez, debe ser
considerado que durante este estudio los analisis de isétopos estables se
realizaron sobre un pool de 10 organismos, por lo que podriamos estar
observando una caracteristica general de la poblacién pero no diferencias

individuales.

Por otro lado, teniendo en cuenta que el fraccionamiento de C entre niveles
tréficos es escaso (McCutchan et al., 2003), la sefial isotdpica de 5'°C en
L. fortunei en la cuenca del Rio Santa Lucia podria estar reflejando el origen
de la materia organica en los cursos de agua. Los sitios AC, CG, PSy LB,
con valores de d3*3C entre -26 y -29%o, podrian indicar que la principal fuente
de C asimilada por L. fortunei proviene de algas de agua dulce. Este
resultado esta en concordancia con diversos estudios que han reportado
las floraciones algales en el Rio Santa Lucia como una consecuencia del
proceso de eutrofizacién que sufre el sistema (Bonilla et al., 2015; Delbene,

2018).

Para el sitio MSL con un valor de 8*3C cercano a 32%., podrian evidenciar
gue fuente de materia organica en este sitio es diferente. De acuerdo con
Lamb et al., (2006), las plantas terrestres que usan la via fotosintética C3,
las cuales constituyen cerca del 90% de todas las plantas, tiene valores

tipicos de 3'3C entre -32 y -21%.. La MSL es una zona nautica y barrio
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privado a orillas del Rio Santa Lucia, conformado por una serie de canales.
Los valores de &'3C reflejados en L. fortunei podrian explicarse por la
entrada de material organica aléctona, tales como hojas de arboles que se
encuentran en las margenes de dichos canales. Este tipo de alimentacion
también ha sido mencionada por Zhang et al. (2017), quienes utilizando
biomarcadores de acidos grasos identificaron bacterias heterétrofas y MO

terrestre en los tejidos de L. fortunei.

Para el caso de los sitios en el Rio Uruguay la sefial isotopica de los
mejillones estuvo caracterizada principalmente por un amplio rango de 3'3C
y bajos valores de 3*°N, y presenté la segunda area de nicho isotépico mas

grande.

Teniendo en cuenta que el fraccionamiento de C entre niveles troficos es
escaso (McCutchan et al., 2003), la sefial isotdpica de &'°C en L. fortunei
en los diferentes sitios podria sugerir que el mejillén utiliza una gran

variedad de recursos alimenticios a lo largo del rio.

Otra posible interpretacion de la variacion en la amplitud de nicho isotépico
en una poblacion, ademas de las ya mencionadas, viene dada por las
diferentes estrategias troficas adoptadas frente a distintas condiciones
ambientales, en donde una mayor area de nicho isotopico refleja una
estrategia generalista, mientras que areas menores reflejan una dieta mas

especializada (Karlson et al., 2015).
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Considerando el amplio rango de valores de 3*3C en los mejillones del rio
Uruguay, se podria sugerir una estrategia generalista de la especie. Sin
embargo, teniendo en cuenta cada sitio de muestreo en forma patrticular,
se observa que los mejillones presentan valores isotopicos similares,
sugiriendo una alimentacibn mas especialista. Esto podria evidenciar
estrategias tréficas sitio-especificas, asociada a la heterogeneidad

espacial.

Los datos de los sitios de muestreo en el Rio Uruguay cubren una extension
de aproximadamente 500 km desde el rio Cuareim hasta el km 0 en Punta
Gorda (Colonia, Uruguay). Las fuentes de materia organica de las redes
alimentarias acuéticas son muy diversas en el espacio y el tiempo en los
grandes sistemas fluviales (Marchese et al.,, 2014). En este sentido,
recientemente se ha desarrollado el concepto de “River Wave Concept
(RWC)”, en el cual se postula que los pulsos de flujo de un rio actuan como
una "ola", y la ubicacién espacial y/o temporal determina el caracteristicas
contrastantes en el ecosistema, como la fuente de materia organica
(Humphries et al., 2014). A su vez, este efecto puede estar influido
localmente por las caracteristicas geomorfologicas del sitio. Por ejemplo,
factores como la erosion, la turbiedad, la profundidad y las concentraciones
de nutrientes promueven el transporte y la deposicion de materia organica
aléctona, y condiciones mas o menos favorables para la productividad

primaria autéctona (Humphries et al., 2014 ).
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Gonzélez-Bergonzoni et al. (2019) analizaron el origen de la materia
organica que sustenta la biomasa de peces en tres sitios en la zona baja
del RU (Nuevo Berlin, Fray Bentos y Las Cafias), concluyendo que en
pequefia escala el origen de las fuentes de carbono en el sistema depende
fuertemente de las condiciones ambientales relacionadas con la hidrologia

y geomorfologia fluvial de cada sitio, en consistencia con la teoria de RWC.

En este sentido, considerando lo evidenciado por Gonzalez-Bergonzoni et
al. (2019) y teniendo en cuenta que en el presente estudio fueron
analizados datos de 11 sitios a los largo de los ~500 km de este rio, es
esperable que la fuente de C en el sistema varie en relaciéon a la gran
heterogeneidad espacial. Por ejemplo, para estos tres sitios de muestreo
los autores sefialan que en Nuevo Berlin, donde el rio es menos profundo
en sus zonas litoral y media, y esta dominado por sustratos gruesos y
menos erosionables, predominan los recursos autdéctonos, mientras que en
Fray Bentos, conformado por una gran bahia con alta acumulacién de
materia organica, y en Las Cafias, predomind el aporte de recursos
aloctonos, probablemente debido al aumento de la deposicion y

disponibilidad de detritos terrestres.

Una particularidad a destacar es la diferencia temporal que presentan los
datos analizados para el RU, los cuales para algunos sitios fueron
colectados en distintos meses y afios. Esto puede tener implicancias en las

sefales isotdpicas de los mejillones al variar las condiciones ambientales,
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como el flujo de corriente, temperatura, y aspectos del ciclo de vida de los

organismos, tales como reproduccion o crecimiento.

Los organismos de L. fortunei en los tres embalses del Rio Negro se
caracterizaron mayormente por valores enriquecidos de &'3C (menos
negativos), un aumento en los valores de 6'°N aguas abajo, siendo el
embalse Palmar el sitio con mejillones mas enriquecidos en este isétopo, y

un area nicho isotopico relativamente pequefia.

Esto podria explicarse por las particularidades de los sitios analizados. El
represamiento del cauce de un rio para la construccion de un embalse
produce una gran modificacion del sistema fluvial que altera el
funcionamiento y la estructura del ecosistema preexistente, cambiando el
flujo natural del agua y la composicion de las comunidades vegetales y
animales (Poff et al., 1997). Por ejemplo, al producir el aumento del tiempo
de residencia del agua, se disminuye la turbulencia y genera un mayor
namero de ambientes de aguas calmas, favoreciendo el desarrollo de
algas. Asi, con menores valores relativos de nutrientes, pueden ocurrir

fenodmenos de floraciones algales (MVOTMA, 2016).

Chalar et al. (2014) observaron que los tres embalses presentan
caracteristicas hidrolégicas en comun desarrollando poblaciones
fitoplanctonicas similares. Se caracterizan por presentar similar

composicién de especies algales, con una dominancia de cianobacterias
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en los meses de verano, siendo Microcystis aeruginosa la especie

dominante y diatomeas en el resto del afio (Chalar et al., 2011; 2014).

Esta particularidad de los sitios sugiere que las poblaciones de L. fortunei
consumen recursos similares en los embalses, lo que explicaria el estrecho
rango de valores de 33C. En particular para el género Microcystis algunos
autores (ej., Cataldo et al., 2012) han demostrado de forma experimental la
filtracion selectiva del mejillon dorado sobre particulas de pequefio tamafio
de estas cianobacterias, generando una disminucion significativa en sus
abundancias. Como se mencioné anteriormente, durante este estudio no
se consideraron las sefales isotépicas de las lineas de base en los
sistemas, pero seria interesante explorar en estos sitios los valores

isotdpicos de este recurso.

En cuanto al aumento en los valores de 5'°N aguas abajo en estos tres
embalses en cadena, este puede verse afectado por las caracteristicas
hidricas. En la cadena de embalses del Rio Negro, cada embalse se
encuentra influenciado por aportes provenientes del embalse anterior
(Chalar et al., 2014). A su vez, la cuenca baja (desde Palmar hacia aguas
abajo) estd asociada a factores que indican aportes de compuestos
nitrogenados, posiblemente vinculados a efluentes puntuales vy/o
fertilizantes (MVOTMA, 2018a), y en particular se destaca el aporte extra
de nutrientes proveniente del rio Yi, que podria estar aportando aguas
residuales desde la ciudad de Durazno, la cual atraviesa antes de su

desembocadura en el embalse Palmar (Chalar et al., 2015). Estos factores
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podrian influenciar la sefial isotopica de d°N de los mejillones en el
embalse Palmar. Otro aspecto que debe ser considerado para la
interpretacion de cuales son los factores que estan influenciando los
valores isotopicos en los mejillones en este tipo de sistemas, es la magnitud

de la carga interna de nutrientes proveniente de los sedimentos.

El sector més interno del estuario Rio de la Plata, en donde se ubican las
estaciones consideradas en este estudio, se caracteriza por presentar una
elevada concentracion de sedimentos en suspension que genera una zona
de turbiedad (Guerrero et al., 1997; Lépez-Laborde & Nagy 1999; Nagy et
al., 2002; ; Acha et al., 2008). Es por lo tanto un area que se caracteriza por
una baja biodiversidad, biomasa de fitoplancton relativamente pobre y la
asimilacion de nutrientes es limitada por la luz (Botto et al., 2011, Muniz et
al., 2011). Algunos autores sugieren que las cadenas alimenticias en esta
zona se basan principalmente en detritos aléctonos, que sustentan altas
densidades de especies caracteristicas en estos ambientes, como el
copépodo Acartia tonsa (Mianzan et al., 2001; Calliari et al., 2004). En este
sentido, los mejillones colectados en la parte interna del estuario mostraron
un area de nicho isotopico menor en comparacion con los demas rios, con
un rango de 32C y 8'°N acotado. Esta caracteristica del nicho isotépico
mas acotado podria evidenciar la baja disponibilidad de diferentes fuentes

de alimento.

Por otro lado, Bouillon et al. (2014) presentan los valores tipicos de 5'3C de

distintas fuentes de carbono en los estuarios (Figura 20). En concordancia
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con lo descrito anteriormente y con los resultados obtenidos por otros
estudios realizados en el Rio de la Plata (Derisio et al., 2014; Bergamino et
al., 2017), los valores obtenidos de d%*C en L. fortunei en este estudio
sugieren que la fuente de materia organica asimilada por este mejillén
podria corresponder principalmente a fitoplancton estuarino vy

microfitobentos.

Plantas C3

Plantas C4

Pasto marino
Fitoplancton marino
Fitoplancton estuarino

Microfitobentos

-35 -30 -25 -20 -15 -10
3'3C

Figura 20. Rangos tipicos del isétopo estable de carbono (**C) para distintas

fuentes de carbono en estuarios. Modificado de Bouillon et al. (2014).

Como se ha mencionado para los distintos sitios de estudio, el hecho de
qgue los valores de los is6topos estables, y por lo tanto de sus nichos
isotdpicos, puedan verse confundidos por parametros no dietéticos (ej.: el
estrés ambiental o condiciones fisiolégicas), los cuales son de gran
relevancia al momento de realizar interpretaciones de las sefales

isotdpicas de L. fortunei en los ambientes analizados.

Por lo tanto, tal como fue planteado por Karlson et al. (2018) es importante

destacar que la diversificacion de la dieta no puede evaluarse Unicamente
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a partir de analisis de nichos de is6topos sin tener en cuenta el estado
fisiolégico de los organismos y las condiciones ambientales en los sitios

gue habita la especie objeto de estudio.

4.4 Relacion entre valores de is6topos estables y nutrientes

Como se discutio hasta ahora, de forma general las sefiales isotopicas de
O®™N y 313C en L. fortunei parecerian reflejar las diferentes condiciones
ambientales de las cuencas estudiadas. Sin embargo, para el caso de los
experimentos realizados en los estanques, no se encontré una relacion
significativa entre los tejidos del mejillén y la concentracion de nutrientes.
Como fuera mencionado, dado que los tejidos del mejillén presentan una
tasa de recambio lenta, las concentraciones de nutrientes determinadas de
forma puntual no fueron reflejadas en los tejidos de los mejillones. A pesar
de esto, puede observarse un patron general de tendencia positiva entre

las sefales isotopicas y las concentraciones de nutrientes.

En el caso de los rios se encontr6 una correlacion estadisticamente
significativa entre las concentraciones de PT, PO4*y NOs" y los valores de
O™N de L. fortunei. Dado que la medida de las concentraciones de estos
compuestos fueron puntuales, y como se pudo observar mediante los
experimentos de mesocosmos, esta correlacion con la sefial isotépica de
O™N del mejillébn evidenciaria una concentracién elevada de estos

nutrientes en los sitios de muestreo de largo plazo.
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A su vez, se encontrd una correlacion positiva y significativa entre el IET
calculado a partir de la concentracion de PT en los rios y el 3'°N de L.
fortunei. Ya que los indices son aproximaciones a un conjunto de
valores/condiciones que generalmente son utilizados como una
aproximacion a una condicidon o un estado trofico determinado. En este
caso el IET refleja el estado nutricional del cuerpo de agua, o sea la
condicion de enriquecimiento del PT del sistema, siendo un factor que
pareceria estar influenciando la sefal isotépica de d°N en los tejidos del

mejillon.

Estos resultados son consistentes con lo demostrado por Bergfur et al.
(2009) y Wen et al. (2010), quienes identificaron que el 3°N de peces,
invertebrados, perifiton y POM se correlacionaron positivamente con el
aumento en las concentraciones de nutrientes. Por otro lado, anteriormente
Gu et al. (1996) demostraron que el 3°N del plancton en lagos de Florida,
Estados Unidos, aumentaba a lo largo del gradiente tréfico de oligotrofia a
eutrofia, estando por lo tanto determinado en gran medida por la
productividad del lago. Sin embargo, el plancton en los lagos hipertréficos
mostraba un amplio rango de valores de N y muchos con valores
relativamente bajos. Explican esto como consecuencia de una mayor
fijacion de nitrégeno en estos cuerpos de agua ricos en nutrientes,
afirmando que valores de &°N menos enriquecidos estan asociados con
especies de cianobacterias fijadoras de N2. Por lo tanto, los valores de 3*°N

en sistemas hipertréficos pueden no estan determinados Unicamente por la
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productividad primaria sino que dependen también de procesos
bacterianos como la fijacion de N2 o la desnitrificacion, que deberian

considerarse en futuros estudios.

Ademas, deben considerarse procesos desencadenados por los propios
organismos que influyen en el reciclaje de nutrientes. Algunos autores han
demostrado tanto de forma experimental como en el ambiente natural, que
los organismos de L. fortunei modifican las concentraciones de nutrientes
(Boltovskoy et al., 2009; Cataldo et al., 2012), y esto depende a su vez de
la densidad poblacional del mejillén (Sylvester et al., 2005). Cataldo et al.
(2012) mediante experimentos en estanques durante 35 dias, observaron
que los mejillones producian un leve aumento de nitrato, mientras que el
amoniaco y los fosfatos aumentaban notablemente. Previamente,
Boltovskoy et al. (2009), en un estudio de largo plazo realizado en el
embalse de Rio Tercero, Argentina, mostré que en el transcurso del tiempo
el amoniaco habia aumentado en un 400%, el nitr6geno total un 300% y

los fosfatos se duplicaron.
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5. CONCLUSIONES
La determinacion de la calidad de agua mediante el contenido de nutrientes
y el IET reflejo problemas en la calidad de agua en los principales cursos
hidricos del pais. En particular, el Rio Santa Lucia present6 las peores
condiciones para los parametros analizados con sistemas clasificados

como hipertroéficos.

Por otro lado, se realiz6 por primera vez un andlisis de la variacion de la
sefal isotépica de d°N y 3*3 en tejidos blandos del bivalvo L. fortunei en
varios sitios de los principales rios de Uruguay, en los que este mejillén
invasor presenta una amplia distribucion. Esta variacion en ambos is6topos
podria responder a las diferentes condiciones ambientales y estado trofico

de los sistemas, sustentando la hipétesis de este trabajo.

Sin embargo, es importante destacar que durante este estudio se utilizo
esta herramienta de forma exploratoria y como una primera aproximacion
al tema, por lo que existen diversos ajustes metodol6gicos que deben ser
considerados al momento de profundizar en su aplicacion. En particular
aguellos que permitan comprender cuanto aportan los factores antropicos
y cuanto los naturales a la variabilidad encontrada entre los sitios de

muestreo.

Seria oportuno considerar las variaciones estacionales, las cuales pueden
modificar las condiciones de flujo en los rios, recursos alimenticios

disponibles, temperatura, etc. A su vez, para el andlisis de is6topos
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estables se deberian considerar organismos individuales para observar la
variacion intrapoblacional en cada sitio en particular y tener en cuenta los
valores isotopicos de los recursos basales en cada sistema. Por otro lado,
como fue planteado, es importante considerar las condiciones fisiologicas
de los mejillones, teniendo en cuenta la estacionalidad, ademas de la

densidad poblacional en el sitio.

De forma general, la incorporacion de andlisis de las firmas isotopicas de
productores y consumidores primarios como herramienta al monitoreo de
los cursos de agua, ofreceria puntos de vista complementarios para la
evaluacion de los efectos a largo y corto plazo del impacto antropico sobre
las cuencas. A su vez, presenta como ventaja que los analisis de is6topos
estables son relativamente econdmicos y no se necesitan procedimientos

de muestreo elaborados

En este sentido, debido a que los sintomas mas perceptibles del impacto
antrépico en los ecosistemas acuaticos aparecen luego de un periodo de
acumulacion en el cual los sintomas no son visibles, el enfoque parece
prometedor como herramienta complementaria para la identificacion de
tendencias que permitan conocer la evolucion y posible prediccion del
comportamiento del ecosistema. Este Ultimo aspecto es fundamental para

la gestion y conservacion de los ecosistemas acuaticos.
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ANEXO

Tabla Al. Localidades muestreadas, con su respectivo coédigo y posicion

geografica.

Localidad Cdédigo LAT LONG
Bella Unién BU -30.261.810 -57.612.595
Belen BE -30.787.113 -57.784.930
Rio Arapey RA -30.977.735 -57.694.373
Arroyo ltapebi Al -31.260.089 -57.764.698
Rio Dayman RD -31.458.906 -57.903.347
Rio Queguay RQ -32.134.909 -57.937.880
Paysandu PY -32.264.875 -58.096.329
Arroyo Grande AG -32.907.318 -57.413.700
Nuevo Berlin NB -32.979.320 -58.063.379
Fray Bentos FB -33.122.005 -58.273.039
Las Cafas LC -33.163.913 -58.359.742
Punta Gorda PG -33.914.719 -58.415.890
Puerto de Conchillas PC -34.205.861 -58.072.653
Colonia del Sacramento Cs -34.469.185 -57.853.685
Juan Lacaze JL -34.436.038 -57.444.027
Boca del Cufré BC -34.446.905 -57.151.602
Marina Santa Lucia MSL -34.779.017 -56.353.047
Las Brujas LB -34.669.843 -56.358.760
Aguas Corrientes AC -34.514.675 -56.397.151
Paso Severino PS -34.265.919 -56.305.833
Palmar PA -33.063.132 -57.454.492
Baygorria BY -32.875.331 -56.806.997
Bonete BO -32.830.546 -56.419.867
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Tabla A2. Metodologia utilizada por el LATU para los analisis de nutrientes en
agua.

Especie quimica Metodologia

PEC.PQAFB.015 basado en ISO 13395,
Nitrito-Nitrato APHA 4500 N y QuikChemMethod 10-
107-04- 1- A.

PEC.PQAR.612 basado en APHA 4500-
Amonio NH3 D Ammonia-
SelectiveElectrodeMethod.

Nitr6geno total PEC.PQAR.606 basado en ISO 11905-
2:1997

PEC.PQAFB.014 basado en ISO 6878-

Fosforo soluble 2004.

PEC.PQAFB.013 basado en ISO 15681-
Fosforo total 2-2009, APHA 4500P-1999 y
QuikChemMethod 31-115-01-3-D.

Tabla A3. Valores de is6topos estables en los mesocosmos

Muestra 515N d13C
L. fortunei 5,16 -29,53
L. fortunei 6,46 -27,52
L. fortunei 5,85 -28,33
L. fortunei 6,88 -25,70
L. fortunei 6,95 -22,75
L. fortunei 6,18 -26,81
L. fortunei 6,68 -25,66
L. fortunei 6,24 -25,21
L. fortunei 7,37 -20,78
L. fortunei 6,76 -26,94
L. fortunei 7,12 -25,46
L. fortunei 6,67 -24,49
L. fortunei 6,45 -27,29
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L. fortunei 6,33 -27,84
L. fortunei 6,12 -26,81
L. fortunei 6,04 -24,61
L. fortunei 6,53 -25,13
L. fortunei 6,80 -26,52
L. fortunei 6,44 -26,52
Cladéceros 5,08 -23,32
Cladoceros 5,01 -24,73
Cladoceros 4,03 -21,76
Cladéceros 3,54 -19,11
Cladéceros 7,88 -21,16
Cladoceros 6,01 -20,11
Cladoceros 5,87 -19,36
Cladéceros 5,13 -22,44
Copépodos 4,28 -21,99
Copépodos 4,35 -23,69
Copépodos 5,03 -21,74
Copépodos 5,63 -17,18
Copépodos 7,65 -17,24
Copépodos 5,69 -18,64
Copépodos 5,96 -18,34
Copépodos 9,48 -20,53
Copépodos 9,32 -19,98
Copépodos 11,71 -18,56
Copépodos 7,93 -19,07
Copépodos 6,72 -19,11
Copépodos 8,08 -18,23
Copépodos 10,26 -21,40
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Copépodos 10,23 -20,08
MOP 8,30 -20,24
MOP 3,57 -19,83
MOP 1,88 -23,88
MOP 8,73 -22,89
MOP 7,53 -23,27
MOP 6,76 -22,51
MOP 5,30 -22,91
MOP 4,97 -21,25
MOP 6,96 -22,69
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Figura Al. Modelos de grado 3 entre variables tomadas de a pares. Las variables
son el isétopo estable de Nitrégeno (**N) y el de Carbono (*3C) en L. fortunei, y los
nutrientes: nitrégeno total (NT), fosforo total (PT) y sus fracciones inorganicas,
nitrito (NOs), amonio (NH4) y fosfato (PO4) en los ocho mesocosmos estudiados.
La diagonal representa la distribucién de los datos de cada variable, por debajo se
presenta la nube de puntos en negro y el ajuste lineal en azul, por arriba de la
diagonal se presenta el coeficiente de correlacién de Pearson. Los asteriscos
representan la significancia.
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Tabla A4. Media y desvio estandar de 3°N y 3*C en Limnoperna fortunei para
cada estacion muestreada en las diferentes cuencas.

Cuenca Estacion 5°C &"N
RN Arroyo Grande -29,12 8,28
RN Baygorria -22,67 £ 1,21 9,91 +1,87
RN Bonete -22,3+0,71 8,3
RN Palmar -23,2+0,70 13,39+ 0,20
RP Boca del Cufré -25,6 9,1
RP Sacramento 25 01
RP Puerto Conchillas -26,4 9,7
RP Juan Lacaze -26,1 10,5
RU Arroyo Itapeby Gde -32,03 £ 2,35 8,47 £ 0,92
RU Rio Arapey -28,91 + 1,80 6,86 = 0,09
RU Rio Dayman -31,45 £ 0,55 7,58 £0,13
RU Fray Bentos -27,82+1,51 914+1,71
RU Las Cafias -27,01 £ 0,69 9,66 +1,12
RU Nuevo Berlin -31,23 £ 1,57 8,79 +£0,82
RU Rio Queguay -33,44 £ 0,77 7,73+1,70
RU Belén -26,64 £ 0,78 8,48 + 0,68
RU Punta Gorda -24,76 £ 0,63 9,97 £ 0,38
RU Bella Unién -26,43 7,88
RU Paysandu -24,47 £ 1,70 8,88 £ 0,79
SL Aguas Corrientes -27,6 12,2
SL Canelon Grande -25,8 11,7
SL Marina Sta. Lucia -32,6 11,2
SL Paso Severino -29,55 + 0,21 17,55 £ 0,35
SL Las Brujas -27,32 £ 0,47 11,87+£0,34
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Tabla A5. Valores del indice de Estado Trofico (Lamparelli, 2004 y Cunha et al.,
2013) calculado en funcion de la concentracion de Foésforo Total (PT) para los
sistemas Rio Negro (RN), Rio de la Plata (RP), rio Santa Lucia (SL) y Rio Uruguay
(RU), en cada una de las siguientes estaciones: Baygorria (BY), Bonete (BO),
Palmar (PA), Juan Lacaze (JL), Colonia del Sacramento (CS), Puerto de
Conchillas (PC), Boca del Cufré (BC), Marina Santa Lucia (MS), Paso Severino
(PS), Aguas Corrientes (AC), Canelén Grande (CG), Las Cafias (LC), Fray Bentos
(FB), Nuevo Berlin (NB), Belén (BE), Paysandu (PY), Bella Unién (BU) y Punta
Gorda (PG).

Cuenca Estacion IET Nivel Trofico
RN BY 56,76 eutréfico
RN BO 57,24 eutrofico
RN PA 58,04 eutréfico
RP JL 57,10 mesotrofico
RP Cs 55,34 mesotrofico
RP PC 56,22 mesotroéfico
RP BC 61,31 eutrofico
SL MS 63,54 supereutrofico
SL PS 66,01 hipereutroéfico
SL AC 63,18 supereutrofico
SL CG 66,01 hipertréfico
RU LC 56,64 mesotrofico
RU FB 54,77 mesotrofico
RU NB 55,08 mesotrofico
RU BE 57,73 mesotroéfico
RU PY 57,57 mesotroéfico
RU BU 58,71 mesotroéfico
RU PG 57,36 mesotroéfico
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Figura A2. Modelos de grado 2 entre variables tomadas de a pares. Las variables
son el is6topo estable de Nitrégeno (**N) y el de Carbono (*3C) en L. fortunei, y los
nutrientes: nitrégeno total (NT), fosforo total (PT) y sus fracciones inorganicas
nitrato (NOy), nitrito (NO3), amonio (NH.) y fosfato (PO4) en los rios Negro, Santa
Lucia, Uruguay y Rio de la Plata. La diagonal representa la distribucién de los
datos de cada variable, por debajo se presenta la nube de puntos en negro y el
ajuste lineal en azul, y arriba se presenta el coeficiente de correlacion de Pearson.
Los asteriscos representan la significancia.
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Figura A3. Modelos de grado 3 entre variables tomadas de a pares. Las variables
son el isétopo estable de Nitrégeno (**N) y el de Carbono (*3C) en L. fortunei, y los
nutrientes: nitrégeno total (NT), fosforo total (PT) y sus fracciones inorganicas
nitrato (NOy), nitrito (NO3), amonio (NH.) y fosfato (PO4) en los rios Negro, Santa
Lucia, Uruguay y Rio de la Plata. La diagonal representa la distribucién de los
datos de cada variable, por debajo se presenta la nube de puntos en negro y el
ajuste lineal en azul, y arriba se presenta el coeficiente de correlacién de Pearson.
Los asteriscos representan la significancia.
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