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RESUMEN

La eutrofizacion y el cambio climatico han aumentado la frecuencia de
floraciones de cianobacterias. Sin embargo, no es claro como estos
cambios afectan la dominancia de distintos grupos de cianobacterias,
dificultando su prediccion. Nuestra hipétesis es que los rasgos
morfolégicos individuales reflejaran las respuestas a los cambios
ambientales y que éstas estardn resumidas en una aproximacion
funcional (grupos funcionales basados en morfologia, GFBM). Asimismo,
las especies dentro de cada GFBM seran funcionalmente redundantes. El
objetivo de esta tesis fue estudiar los efectos de la eutrofizacion y el
cambio climatico en la estructura de la comunidad fitoplancténica y la
ocurrencia de floraciones de cianobacterias utilizando GFBM. Para ello se
combinaron tres estrategias: revision bibliografica, experimentos con

comunidades naturales y monitoreo de un lago somero subtropical.

En la revision se evalud la respuesta de las tasas de crecimiento de las
especies organizadas en GFBM en funcion de la temperatura. Distintos
GFBM tuvieron diferentes respuestas a los cambios en la temperatura, en
particular cianobacterias formadoras de floraciones representadas en
distintos GFBM tuvieron diferentes respuestas, confirmando que la
morfologia refleja los efectos de los cambios ambientales y que los

mecanismos involucrados no son sélo filogenéticos.

Mediante experimentos, se evaluaron los efectos combinados de la
temperatura y los nutrientes sobre la biomasa total de fitoplancton y la
composicion de GFBM. Las mayores biomasas totales ocurrieron con
altas temperaturas y nutrientes, donde dominaron las cianobacterias. Las
especies de cianobacterias dominantes reflejaron las condiciones

ambientales predichas por su agrupacion en el GFBM lII.
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En los datos de campo se consideré el efecto simultaneo de varias
variables ambientales, incluidos los nutrientes, la temperatura y el nivel
del agua. Fue posible asociar distintas condiciones ambientales a
diferencias especies de cianobacterias clasificadas en GFBM. Asimismo
se confirmo que especies del mismo GFBM pueden ser simultanea o

alternativamente dominantes y potencialmente similares funcionalmente.

Como conclusion general se observd que las cianobacterias son
favorecidas a mayores temperaturas y concentraciones de nutrientes. Sin
embargo, el tipo de respuesta y cuales cianobacterias dominaran
dependera ademéas de sus rasgos morfolégicos. La combinacién del
origen filogenético con la morfologia es una herramienta adecuada para la
generacion de modelos predictivos y la gestion de las floraciones en

ecosistemas continentales.

Palabras clave: eutrofizacion, calentamiento, lagos someros, rasgos

morfoldgicos, cianobacterias, GFMB, Cylindrospermopsis raciborskii.



ABSTRACT

Eutrophication and climate change have increased the rate of
cyanobacterial blooms occurrence. However, it remains unclear how these
changes affect different groups' dominance, making prediction difficult. A
useful approach is to classify organisms according to morphological traits
combined to responses to environmental conditions, as Morphology Based
Functional Groups (MBFG) of phytoplankton.

With the objective of studying the eutrophication and climate change
effects on the structure of phytoplankton and cyanobacterial blooms, we
combined three approximations, through summarizing information in
MBFG: literature review, experiments with natural communities and

monitoring of a subtropical shallow lake.

In the review, the response of growth rates to temperature, and the
variation in this relation shape was evaluated for each MBFG.
Cyanobacterial species from different MBFG exhibited different behaviors
under temperature changes, confirming that morphology reflects the effect
of temperature raise on phytoplankton growth, with mechanisms not

exclusively phylogentic

Throughout experiments, the effects of increasing temperature and
nutrient concentration on phytoplanktonic community of three inoculums
were studied, monitoring changes in total biomass and MBFG
composition. Higher biomasses occurred under high temperature and
nutrient concentration conditions, with cyanobacterial dominance. The
dominant cyanobaterial type reflected environmental factors predicted by

its classification into the MBGF lII.



In the field data, the simultaneous effect of several environmental
variables on phytoplankton, including nutrients, temperature and water
level, were considered. Even though it was possible to explain the bloom
type, the results obtained do not allow us to predict the dominant species
inside each MBFG. Moreover, it was confirmed that species within the
same MBFG can be simultaneously or alternatively dominant and,

potentially, functionally similar.

In general, it is concluded that Cyanobacteria are favored by higher
temperatures and nutrient loadings. However, the type of response to
these changes and which species will dominate phytoplankton will depend
on morphological traits. The combination of organisms' phylogenetic origin
and morphology is an useful tool for prediction and bloom management in

continental ecosystems.

Keywords: eutrophication, warming, shallow lakes, morphology traits,

Cyanobacteria, MBFG, Cylindrospermopsis raciborskii.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Antecedentes y justificacion

El fitoplancton esta compuesto por los microorganismos productores
primarios de la zona pelagica (Arrigo, 2005). Esta comunidad tuvo y tiene
gran relevancia para la vida en el planeta (Falkowski et al., 2004). Sin
embargo, el crecimiento excesivo de algunas especies (floraciones), como
es el caso de las cianobacterias en los ecosistemas limnicos, ocasiona
pérdidas para la conservacion de la biodiversidad (Scheffer, 1998)
(Scheffer, 1998) y de servicios ecosistémicos (e.g. recreacion, pesca,
agua para consumo) (Chorus & Bartram, 1999). Las cianobacterias
incluyen especies capaces de producir cianotoxinas, con un alto riesgo
para la salud humana y animal (Chorus & Bartram, 1999). Para disminuir
los impactos econdmicos, sanitarios y ecosistémicos de la ocurrencia de

floraciones es fundamental poder predecir su ocurrencia y desarrollo.

1.2 Cianobacterias: eutrofizacion

La eutrofizacion, generada por el aumento de la concentracién de

nutrientes (fésforo y nitrégeno) (Schindler, 2006) es en uno de los



problemas mas serios que experimentan los sistemas acuaticos en la
actualidad (Moss et al., 2011). Este proceso suele causar un aumento de
la turbidez, la generacion de malos olores y la disminucion de la
concentracion de oxigeno en el agua, actuando en detrimento de la
biodiversidad (Scheffer, 1998). Los productores primarios y en particular el
fitoplancton son los organismos mas favorecidos durante la eutrofizacion.
En particular son las las algas verdes y frecuentemente cianobacterias las
gue logran un mayor desarrollo (Scheffer et al., 1993). Esto ocurre debido
a la presencia de adaptaciones en estos organismos que favorecen su
mejor utilizacion de la luz (control de su posicion en la columna de agua) y

los nutrientes (Graham et al., 2000).

1.3 Cianobacterias: variacion climatica

Una de las variables que mas afectan el desarrollo del fitoplancton es la
temperatura. Dependiendo del escenario de emisiones de gases de efecto
invernadero, se prevé que la temperatura promedio superficial global para
el periodo 2050-2099 aumente entre 1,1 y 6,4 °C con respecto al periodo
1980-1999 (IPCC, 2007). Segun algunos autores, las cianobacterias
potencialmente toxicas presentan mayores temperaturas Optimas de

crecimiento que otros grupos (Reynolds, 1984; Paerl & Huisman, 2008), y



se verian favorecidas en tal escenario de cambio global (Paerl &
Huisman, 2008). Por otro lado, la mayor temperatura afectaria la
estabilidad de la columna de agua, intensificando la estratificacion (Paerl
& Huisman, 2008), condicion que también favorece a las cianobacterias
que pueden regular su posicién en la columna de agua (Graham et al.,
2000). Sin embargo, no solamente se prevé un aumento de la
temperatura, sino también cambios en los regimenes de precipitaciones
(IPCC, 2007). Estos afectaran el nivel y el tiempo de residencia del agua
en el sistema, asi como el aporte de nutrientes desde la cuenca
(Jeppesen et al., 2010), pudiendo agravarse los efectos de la
eutrofizacion. En este sentido la sinergia causada por altos nutrientes por
eutrofizaciéon y cambios climaticos que favorezcan mayores temperaturas
potenciardn alun mas las expectativas de ocurrencia e intensidad de

floraciones de cianobacterias (Moss et al., 2011).

1.4 Diversidad funcional de las cianobacterias

La eutrofizacion y las altas temperaturas parecen promover el desarrollo
de las cianobacterias potencialmente toxicas en general, pero existe una
gran variedad de especies con una muy amplia gama de respuestas a las

condiciones ambientales y efectos en el ambiente (Paerl, 1988). Por esta



razon, seria necesario evaluar a las cianobacterias considerando las
especies individuales y no a todas juntas en un Unico grupo (Paerl, 1988),
pero el gran numero de especies y poblaciones con distintas
caracteristicas hace dificil la tarea (Graham et al., 2000). Ademas, las
variables y procesos que rigen el funcionamiento del fitoplancton son muy
variados, abarcan amplias escalas temporales y espaciales, y sus
interacciones son fuertemente no lineales (Levin, 1992). Por ello el
fitoplancton es un sistema complejo (Levin, 1998) y la predictibilidad a
nivel especifico resulta poco factible (Beninca et al., 2008). Para su
estudio se deben desarrollar nuevas aproximaciones que permitan
resumir y comprender los mecanismos operantes. Una alternativa es el
abordaje funcional, el cual permite identificar los procesos moduladores
construyendo grupos de especies que reflejen estos procesos y la

respuesta de los organismos al ambiente (Litchman & Klausmeier, 2008).

1.5 Grupos funcionales

Los organismos pueden ser agrupados en grupos funcionales,
independientes de su filiacion taxonémica, en base a rasgos funcionales
individuales (Reynolds et al., 2002; Kruk, 2010; Salmaso et al., 2015). Los

grupos se componen de organismos con rasgos similares y por lo tanto



respuestas y efectos similares en el ambiente, por lo que se podrian
considerar funcionalmente equivalentes y redundantes (Litchman &

Klausmeier, 2008).

La aproximacion de grupos funcionales basados en morfologia (GFBM,
Figura 1) clasifica a los organismos del fitoplancton en siete grupos en
base a rasgos morfolégicos (Kruk et al., 2010), por ejemplo la dimension
méaxima lineal (MLD), la relacion superficie-volumen (S/V), la presencia o
no de aerétopos, entre otros. Utilizando esta aproximacion es posible
reducir la dimensionalidad del problema de miles de especies a 7 grupos
y aumentar la capacidad de prediccibn de las respuestas de las
cianobacterias a los cambios ambientales (Kruk et al., 2012; Segura et al.,
2012). Entre los GFBM, el lll y el VII incluyen especies de cianobacterias
potencialmente nocivas (e.g. Cylindrospermopsis raciborskii y Microcystis
aeruginosa, respectivamente). EI GFBM Il incluye filamentos con
aerétopos de gran tamafo y es favorecido en condiciones de baja
intensidad luminica y mezcla continua, debido a su mayor S/V. El grupo
GFBM VIl que incluye colonias mucilaginosas de gran tamafio se
favoreceria en condiciones de alta intensidad luminica y estratificacion

(Kruk et al., 2012; Segura et al., 2012).



Tabla 1.1. Representacion esquematica y fotomicrografias de organismos pertenecientes
a los grupos funcionales basados en morfologia (GFBM). Se incluye descripcién de cada
GFBM y preferencias ambientales. Modificado de Kruk et al., 2010; Kruk y Segura, 2012;
Cabrera, 2015. S: superficie, V: volumen, S/V superficie/volumen.

GFBM (Kruk et al., 2010) Caracteristicas y preferencias ambientales

Pequefio tamafio, alta relacion S/V. Alta tasa de
crecimiento. e.g. Synechocystis aquatilis. Toleran bajos
nutrientes, necesidad alta de luz.

Pequefio tamafio, flagelados con exoesqueleto siliceo.
e.g. Mallomonas pulcherrima. Tolerancia a bajos
nutrientes, necesidad alta de luz. Caracteristicas de
estados de buena calidad de agua.

Filamentos grandes con aerétopos. Alta S/V. e.g.
Cylindrospermopsis raciborsKii. Resistentes
depredadores, baja luz y nitrégeno. Presencia de
especies potencialmente téxicas.

Tamafio medio, sin rasgos especializados. e.g.
Coelastrum microporum. Favorecidas por nutrientes bajos
a medios, alta abundancia de zooplancton y alta luz.

Flagelados unicelulares de tamafio medio a grande. e.g.
Cryptomonas ovata. Toleran condiciones de bajos
nutrientes y luz.

Organismos sin flagelo con exoesqueleto siliceo. e.g.
Aulacoseira granulata.. Toleran bajos tiempos de
residencia pero no condiciones de estratificacion.

Grupo VI _ o _
Colonias mucilaginosas grandes, baja S/V. e.g.

Microcystis aeruginosa. Preferencia por alto nivel de agua
y resistentes a la depredacion. Sensibles a bajos
nutrientes. Presencia de especies potencialmente
nocivas.




Los GFBM han sido utilizados en modelos para simular el desarrollo del
fitoplancton en lagos de Uruguay (Lago Rodd, Montevideo, Laguna de
Rocha, Rocha, Uruguay). En el primero se incluyeron el crecimiento
dependiente de nutrientes, la sedimentacion y la depredacién por
zooplancton como procesos moduladores y ha sido capaz de representar
adecuadamente la sucesion del fitoplancton del Lago Rodo (Segura et al.,
2012). A su vez, los GFBM han sido aplicados al estudio del fitoplancton
de diversos tipos de sistemas acuaticos, a nivel regional (Izaguirre et al.,
2012; Borges Machado et al., 2015; Bortolini et al., 2015) e internacional
(Caroni et al., 2012; Gallego et al., 2012; Hu et al., 2013; Petar et al.,

2014).

1.6 El caso de Uruguay

En Uruguay la eutrofizacion es uno de los principales fenémenos que
afectan a los cuerpos de agua (Mazzeo et al., 2001b; Bonilla & Meerhoff,
2013). Muchos ecosistemas acuaticos, principalmente lagos someros, ya
sufrieron la ocurrencia de floraciones nocivas (Bonilla & Conde, 2000;
Mazzeo et al., 2001a; Kruk & De Leodn, 2002; Aubriot et al., 2005; Vidal &
Kruk, 2008; Pacheco et al.,, 2010). Ademas, en los proximos afos se

prevé un aumento en actividades humanas que significan un incremento



en la carga de nutrientes de los sistemas acuéticos, tales como la
intensificacion de la agricultura, ganaderia intensiva (feedlots) o la
forestacion e industria papelera asociada (MGAP, 2010). En cuanto a los
cambios climaticos, para Uruguay se prevé un aumento de 1 a 2.5°C en la
temperatura media hacia 2050, junto con cambios en el régimen de
precipitaciones, con una tendencia hacia el aumento de las lluvias
(incrementando la escorrentia cerca de un 40%) y los eventos climaticos
extremos (Rusticucci & Renom, 2008; Marengo et al., 2009; Rusticucci et

al., 2010).

Sobre la costa Atlantica del Uruguay se encuentra una serie de lagos
someros naturales, algunos de los cuales son empleados como fuente de
agua potable para la poblacién, principalmente durante el verano. En
particular, la Laguna Blanca, la cual es utilizada como fuente de agua
potable, es un sistema eutrofizado y ha presentado frecuentes floraciones
de cianobacterias, entre ellas la especie invasora Cylindrospermopsis
raciborskii (Vidal & Kruk, 2008; Pacheco et al., 2010). Por lo tanto, dado el
riesgo que las floraciones para el abastecimiento de agua de la poblacién
de la zona, es fundamental investigar las causas que favorecen su
desarrollo, aportando a la prediccion de su ocurrencia y a la aplicacion

medidas de manejo adecuadas.



1.7 HIPOTESIS Y PREDICCIONES GENERALES

A) Los rasgos morfolégicos reflejan la adecuacion biolégica de los
organismos y por lo tanto sus respuestas a los cambios en las variables
ambientales (e.g. temperatura, concentracion de nutrientes, luz).
Organismos de las cianobacterias con similares rasgos morfoldgicos (e.g.
Volumen, presencia de aer6topos) tendran similares respuestas a los
cambios ambientales y estas seran apropiadamente resumidas utilizando
la aproximacion de GFBM.

En base a esta hipotesis se predice:

1) La agrupacion de las poblaciones de cianobacterias en GFBM permitira
describir adecuadamente sus respuestas al ambiente

2) Especies del mismo grupo funcional serdn funcionalmente

equivalentes.

B) Las especies formadoras de floraciones potencialmente nocivas se
encuentran dentro de los GFBM Il y VII. Estos GFBM estaran mejor
adaptados a altas concentraciones de nutrientes y temperaturas que otros
grupos. Ademas, diferencias en su tamafio y forma favorecerdn su
desarrollo en distintas condiciones hidrolégicas y de disponibilidad de luz

asociados a cambios en la profundidad del sistema acuatico.



En base a esta hipétesis se predice:

1) Las mayores biomasas de cianobacterias de los GFBM Il y VII se
detectaran en condiciones de mayor carga de nutrientes y en condiciones
de mayor temperatura,

2) El GFBM Il dominara preferentemente en condiciones de mezcla y
baja disponibilidad de luz en la columna de agua mientras que el VIl lo

hara en condiciones de mayor estabilidad.

1.9 OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE LA TESIS

El objetivo general fue estudiar los efectos de los cambios ambientales en
la estructura de la comunidad de fitoplancton y en particular sobre la
ocurrencia de cianobacterias potenciales formadoras de floraciones

nocivas utilizando la aproximacion de GFBM.

Los objetivos y estrategias especificas fueron:

i) Analizar los efectos de los cambios de la temperatura en especies
agrupadas en GFBM. Esto se puso a prueba analizando datos extraidos
de una revision de literatura sobre tasas de crecimiento méaximo de

especies de fitoplancton con la temperatura, agrupadas en GFBM.
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ii) Evaluar el efecto combinado de la temperatura y los nutrientes
mediante experimentos utilizando comunidades naturales en condiciones

controladas de laboratorio.

iii) Analizar simultineamente gran parte de las variables ambientales que
afectan la biomasa total y la composicion de los GFBM que incluyen
cianobacterias potencialmente nocivas estudiando la sucesién en un lago
somero utilizado como fuente de agua potable en Uruguay (Laguna

Blanca).
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CAPITULO 2: EFECTO DE LOS CAMBIOS DE LA TEMPERATURA EN
EL CRECIMIENTO DE GRUPOS FUNCIONALES BASADOS EN
MORFOLOGIA DEL FITOPLANCTON CON CIANOBACTERIAS
POTENCIALMENTE NOCIVAS



2.1 INTRODUCCION

Los aumentos en la temperatura tienen efectos directos y positivos sobre
el metabolismo de los organismos de fitoplancton (Robarts & Zohary,
1987; Reynolds, 1997; Coles & Jones, 2000),asi como efectos indirectos
favoreciendo la estratificacion de la columna de agua (Johnk et al., 2008;
Paerl & Huisman, 2009). Estos cambios se han indicado como los que
promueven el desarrollo de floraciones de cianobacterias (Paerl y
Huisman, 2009). Sin embargo, existen trabajos contradictorios que indican
gue otros grupos de microorganismos pueden ser favorecidos, como las

clorofitas (Lurling et al., 2012) o grupos mixotroficos (Wilken et al., 2012).

En particular, organismos de distintos tamafnos y S/V tienen distintas tasas
de crecimiento, debido a cambios en la manera en que se accede a los
nutrientes y en que estos se distribuyen en el medio intracelular. Los
cambios de la tasa de crecimiento de organismos fitoplancténicos con la
temperatura fueron descritos originalmente en la década de los setenta
indicando un aumento exponencial de la tasa de crecimiento (Eppley,
1972; Goldman & Carpenter, 1974). Trabajos mas recientes describen una
segunda fase, en la cual hay una disminuciéon rapida de la tasa de

crecimiento (Segura et al., 2015).
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Distintos parametros de la curva de la tasa de crecimiento maxima en
funciébn de temperatura pueden ser utilizados para comparar las
respuestas de los organismos. El corte en el eje de las y, el intercepto, da
informacion sobre cuanta energia es necesaria para iniciar el crecimiento,
menores valores indicarian un mayor costo. La pendiente de aumento de
la tasa con la temperatura, el punto de corte y luego la pendiente de
disminucién de la tasa de crecimiento indicarian en qué condiciones son
crecen mejor los organismos y cuan rapido pueden responder a los
cambios en la temperatura ambiente. En este sentido, la forma de la
relacion se espera cambie reflejando la pertenencia a distintos grupos
filogenéticos. Por ejemplo, las diatomeas tendrian un 6ptimo a menores
temperaturas y un decrecimiento también a menores temperaturas,
mientras que las cianobacterias tendrian mayores valores a mayores
temperaturas (Robarts & Zohary, 1987; Coles & Jones, 2000; Butterwick
et al., 2005; Reynolds, 2006; Paerl & Huisman, 2008).

Asimismo, la morfologia y el nivel de organizacion podrian también reflejar
distintas respuestas a los cambios en la temperatura. Por ejemplo, la
relacion S/V afecta las respuestas metabdlicas con la temperatura, ya que
mayores S/V favorecen la captacion y distribucién de recursos en el
organismo (Bratbak & Thingstad, 1985; Thingstad et al., 2005; Morabito et

al., 2007; Litchman et al., 2010).
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En este marco, se evaluo la hipétesis de que los rasgos relacionados al
tamafo y la morfologia afectan la fisiologia y en particular determinan la
forma de los cambios de las tasas de crecimiento frente a cambios en la
temperatura, conjuntamente con el origen filogenético. En este sentido, se
espera que el cambio de tasas maximas de crecimiento con la
temperatura incluya una etapa de crecimiento, un optimo y una etapa de
disminucién. Sin embargo, las respuestas de las especies agrupadas en
GFBM, si bien tendran esa forma general, seran significativamente
distintas en sus parametros, resultando en respuestas diferenciales en
sus tasas de crecimiento ante el aumento de la temperatura que no estén

necesariamente asociadas al origen filogenético, sino a la morfologia.

2.2 HIPOTESIS

La morfologia afecta el metabolismo de los organismos y por lo tanto su
velocidad de crecimiento a diferentes temperaturas. En este marco se
espera que la forma en que la tasa de crecimiento maximo cambia con el

aumento de la temperatura varie significativamente para cada GFBM.
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2.3 OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue analizar los efectos de los cambios de la
temperatura en especies agrupadas en GFBM. Esto se puso a prueba
analizando datos extraidos de una revision de literatura sobre tasas de
crecimiento maximo de especies de fitoplancton con la temperatura,

agrupadas en GFBM.

2.4 METODOS

2.4.1 Recopilacién bibliografica

Se llevo a cabo una revision bibliografica en revistas cientificas arbitradas,
utiizando el buscador Google Scholar, y las palabras clave:
“phytoplankton”, “maximun growth rate”, “temperature”, “experiments”.
Luego de dicha busqueda general, se realizaron busquedas especificas,
indicando géneros o especies, para lograr que hubiera representantes de
todos los GBFM. Para la tasa maxima de crecimiento (Umax), S€ buscaron
experimentos en fitoplancton de agua dulce que tuvieran como objetivo

estimar la pmax bajo condiciones no limitantes (luz o nutrientes) y que
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cubrieran un amplio gradiente de temperaturas en el mismo disefio
experimental. Se revisaron 42 experimentos comprendiendo 563 medidas
de MHmax €N un rango de temperatura de 1 a 45°C, con 78 especies
representativas de diferentes grupos taxonémicos. Las especies fueron
clasificadas en GFBM (Kruk et al., 2010) y en grandes grupos

filogenéticos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Detalles sobre los datos recopilados en la literatura sobre la tasa de
crecimiento maxima. GFBM: grupo funcional basado den morfologia. T: Temperatura
(°C); cia: cianobacterias; cri: crisofitas; clo: clorofitas; xan: xantofitas; zyg:
zygnematofitass; crip: criptofitas; din: dinoflagelados; eug: euglenofitas; dia: diatomeas.
Spp.: especies.

GFBM Rango de N°de N°de grupos Grupos filogenéticos N° de
T (°C) spp. taxonémicos casos

I 1-45 7 2 cia (26); clo (4) 30

I 1-49 3 1 cri (36) 36

1] 2-40 14 1 cia (181) 181

\Y; 2-39,2 26 3 clo (98); xan (13); zyg (26) 137

Vv 1-30 12 4 clo (32); crip (33); din (21); eug (3) 89

VI 2-35 8 1 dia (48) 48

VII 10-35 6 1 cia (42) 42
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2.4.2 Analisis estadistico de datos

Se evaluo la relacién existente entre la temperatura y la Pmax, tanto para el
total de los grupos como para cada GFBM, realizdndose varias pruebas
de ajuste de modelos. Los modelos definitivos fueron elegidos en base al
Criterio de Informacion de Akaike (AIC) y al analisis de los residuales de
los ajustes, con el objetivo de determinar la existencia o no de violaciones

a los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

Para el analisis del total de las pmax Se probaron modelos lineales con
ajuste por minimos cuadrados, modelos no lineales y modelos lineales
generalizados (GLM) con distribucibn Gamma y logaritmo neperiano como
funcion de enlace. Para el GLM se realiz6 también una regresion
segmentada, con el paquete Segmented de R (Muggeo, 2008), con la
particion de la variable temperatura en dos rangos y el ajuste de una recta
en cada uno de ellos. Este ultimo modelo fue seleccionado por presentar
el menor AIC y cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianza y

normalidad de los residuales.
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Para el andlisis de las pmax por GFBM se realizaron pruebas entre los
mismos tipos de modelos que se emplearon para las pmax totales,
detalldndose los ajustes seleccionados en la Tabla 2.2.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados empleando el programa

libre R (R Core Team, 2016).

2.5 RESULTADOS

Se obtuvo informacion para todos los GFBM en rangos de temperatura
relativamente comparables (entre 1 y 45 °C) excepto para el VIl para el
cual no se encontraron experimentos para valores menores a 10 °C. Al
comparar todas las tasas de crecimiento maximo, incluyendo todas las

temperaturas, no se observaron diferencias (Figura 2.1).

La relacion entre el logio de las tasas maximas de crecimiento poblacional
y la temperatura sugieren la existencia de dos relaciones lineales con un
punto de quiebre a 19,04 °C (Figura 2.2). A bajas temperaturas (1-<19,04
°C), la pendiente estimada para la recta fue 0,08. A mayores temperaturas

(>19,04-45°C) se observo una disminucion en dicho parametro (0,01).
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A continuacion se evalud el cambio de la tasa maxima de crecimiento
agrupando a las especies en GFBM. En la Figura 2.3 se muestran los
modelos ajustados para los GFBM LI, 1V, V, VI y VII, mientras que los
detalles de las regresiones se observan en la Tabla 2.2. Los resultados
correspondientes al GFBM 1l no se incluyen debido a que no se logré
ajustar ningun modelo adecuado. Los mismos exhibian un grupo de
valores cercanos a 0 en todo el rango de temperaturas y un grupo de

valores de pmax muy variable a una temperatura cercana a los 20 °C.

En la Figura 2.3 se observan dos tipos de regresiones, modelos lineales
generalizados (GLM) con distribucion Gamma sin segmentar para los
GFBM I, IV y VII, y GLM segmentados para los GFBM Ill, V y VI. En los
primeros se trata de relaciones de tipo lineal entre el logaritmo de la pmax Y
la temperatura, con pendiente siempre positiva (Tabla 2.2). En los
segundos, la relacién entre la pmax Yy la temperatura tiene una pendiente
positiva antes de alcanzar el punto de corte y negativa a valores de

temperatura mayores al mismo.
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Figura 2.1. Diagramas de cajas mostrando la mediana, (linea negra
central), el rango intercuartil 25-75% (extremos superior e inferior de la
caja), el rango sin outliers (lineas punteadas) y los outliers (puntos grises)
de las tasas de crecimiento maximo (Umsx) para todas las temperaturas y
todos los Grupos Funcionales Basados en Morfologia (GFBM). Ver tabla
2.1. No se observaron diferencias significativas en la (Umax) entre GFBM.
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Tabla 2.2. Resumen de las regresiones realizadas entre la tasa de crecimiento y la
temperatura para cada GFBM. PC: Punto de corte de los modelos lineales segmentados

Q).

GFBM Modelo

Ecuacioén

PC (°C)

VI

VII

GLM-Gamma (link:log) grado 1

GLM-Gamma-seg (link:log) grado 1

GLM-Gamma (link:log) grado 1

GLM-Gamma-seg (link:log) grado 1

GLM-Gamma-seg (link:log) grado 1

GLM-Gamma (link:log) grado 1

l0g(Mmax+min)=0,04T-0,9

1) log(Mmaxtmin)=0,09T-2,2

2) log(Ymax+min)=-0,05T+1,3

l0g(Mmax+min)=0,07T-1,8

1) log(Mmaxtmin)=0,04T-1,04

2) log(dmax+min)=-0,3T+8

1)log(Mmaxtmin)=0,09T-1,7

2)log(Umax+min)=-0,2T+4,3

l0g(Mmax)=0,05T-1,5

23,4

23,25
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Figura 2.3. Relacion entre la tasa de crecimiento maxima (Umax ) Y la temperatura (°C)
para cada GFBM. a-f: I, llll, 1V, V, VI y VII respectivamente. Se muestran los modelos
ajustados seguln la Tabla 2.2 y el nimero de casos por GFBM en Tabla 2.1.
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2.6 DISCUSION

Las especies agrupadas en los GFBM tuvieron distintas respuestas a los
incrementos de temperatura y, en general, estas fueron relativamente
homogéneas dentro de cada grupo independientemente de las especies

gue los compusieran.

Si bien se esperaba que las cianobacterias (Il y VII) fueran mas
favorecidas a mayores temperaturas (Robarts & Zohary, 1987; Coles &
Jones, 2000; Butterwick et al., 2005; Reynolds, 2006; Paerl & Huisman,
2008), se encontraron resultados contrastantes en cuanto a los
pardmetros de las curvas de respuesta de la pmax €n funcion de la
temperatura. EI GFBM VII aumenté su tasa en forma continua con la
temperatura, mientras que el Ill tuvo pendiente negativa a partir de 23°C.
Una hipotesis general que explicaria estas diferencias es que el acceso y
uso de recursos para el crecimiento cambia diferencialmente con el
aumento de la temperatura para organismos con distintas morfologias
(Raven & Geider, 1988; Finkel et al., 2009). En este marco, son varios los
mecanismos y caracteristicas que pueden estar involucrados, la mayoria
de ellos reflejados en la clasificacion de las especies en GFBM, como

discutimos a continuacion.
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2.6.1 El tamaiio

Los organismos mas pequefios tienen una tasa de crecimiento especifica
mas alta que organismos mas grandes a una misma temperatura (Eppley
& Sloan, 1966; Chisholm, 1992). Pero esto no necesariamente implica
gue aumente mas rapido su tasa de crecimiento maxima con el aumento
de temperatura. Este es el caso del GFBM I, que se caracteriza por tener
tasas de crecimiento altas en comparacion con los demas GFBM (Kruk et
al. 2010). Sin embargo, fue el grupo con menor pendiente comparado con
el resto. Por ejemplo, el grupo IV resultdé con la mayor pendiente con el
aumento de la temperatura y mayores tasas a temperaturas mas altas.
Esto indicaria que todos los GFBM menos el | tienen alguna estrategia
que les permite incrementar aln mas su tasa de crecimiento con la
temperatura y de alguna manera mejorar la forma en la que acceden a la
energia y la utilizan (Litchman et al., 2007), por ejemplo a través de una
mayor afinidad por los nutrientes y la capacidad de almacenarlos,
obteniendo asi los recursos necesarios para generar mayores biomasas

(Arrigo, 2005).
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2.6.2 Relacion SIV

El aumento en la temperatura incrementa la actividad enzimatica (Eppley,
1972), aumentando ademas el requerimiento de recursos para el
crecimiento. Una mayor relacién S/V resulta en una mayor capacidad de
captar recursos (pasaje de nutrientes a través de la membrana,
fagocitosis o disposicion de estructuras fotosintéticas) (Chisholm, 1992).
Por lo tanto, organismos con mayor capacidad enzimatica y alta S/V
podran tener un mayor crecimiento ya que contaran con los recursos
necesarios (nutrientes y luz). EI GFBM Il es el que tiene mayor relacion
SV (Kruk et al., 2010) y uno de los que presenté mayor pendiente en su
tasa de crecimiento con la temperatura. Si se compara el Ill con el V,
ambos tuvieron una zona de incremento y una de inhibicién en la tasa de
crecimiento (con corte en 23°C). Sin embargo, este ultimo tiene una baja
relacion S/V. De igual manera, el GFBM VIl tiene una baja S/V y si bien no
presento inhibicién, la pendiente de la regién de crecimiento fue menor a

la del GFBM llI.
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2.6.3 Complejidad y nivel de organizacion

La mayor complejidad estructural y nivel de organizacion biologica afectan
negativamente a las tasas de crecimiento en el fitoplancton (Wilson et al.,
2010). Por ejemplo, al comparar los interceptos, el GFBM I tuvo el mayor
valor y el lll el menor indicando las diferentes necesidades energéticas de
ambos grupos. El GFBM | estd compuesto por organismos pequefios y
unicelulares. EIl Ill tiene el mayor nivel de organizacién posible en el
fitoplancton, ya que forma filamentos, tiene la potencialidad de producir
células diferenciadas como acinetes y heterocitos, posee aerotopos y
muchas veces una vaina mucilaginosa. Inclusive puede producir toxinas.
El crecimiento a nivel individual, conjuntamente con el desarrollo de estos
rasgos, es por lo tanto mucho mas costoso energéticamente. Sin
embargo, podria proveerle ventajas a temperaturas menores a 23°C, pero
luego el mantenimiento de la estructura seria muy costoso. EI GFBM VII
es de gran tamafo corporal, pero no es tan complejo, son células
esféricas en colonias amorfas rodeadas de mucilago, lo que podria
explicar que no haya presentado inhibicion en su crecimiento con la
temperatura y que su respuesta sea similar a la del GFBM | (Raven,

1998).
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2.6.4 Origen filogenético

El origen filogenético de los organismos da cuenta de su historia evolutiva
y de los ambientes a los que estuvieron sometidos durante la misma
(Falkowski et al., 2004). Por ejemplo, dado que las cianobacterias se
originaron en un ambiente de altas temperaturas y radiacion UV, sus
enzimas estarian mejor adaptadas a dichas condiciones (Miller, 2003).
Las diatomeas crecerian mejor a bajas temperaturas y se inhibirian a
altas temperaturas (Butterwick et al., 2005), lo cual coincide con lo
observado para el GFBM VI. Por otra parte, la antigiiedad en el origen de
los organismos favoreceria su variabilidad, ya que habrian estado
expuestos a una enorme variedad de condiciones ambientales (Badger et
al., 2006).

Esto se observa para el caso de las cianobacterias, en su diversidad
morfolégica, ya que estan incluidas en los GFBM |, lll, IV y VII, y ademas
en su variabilidad de respuestas a los cambios de temperatura. Los
GFBM Il y VII, que tienen una gran proporcion de cianobacterias, tienen
respuestas contrastantes, el primero se inhibe a altas temperaturas y el
segundo tiene un aumento continuo. EI GFBM | tiene una gran diversidad

filogenética, con convergencia en la morfologia. Esto podria explicar su
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aumento continuo con la temperatura, a través del recambio de especies

con distintas tolerancias ambientales (Raven, 1998).

2.7 CONCLUSIONES

La conclusion general de este capitulo es que encontramos diferencias en
la respuesta en la tasa de crecimiento ante cambios en la temperatura
para los diversos GFBM del fitoplancton, y en particular para aquellos que
incluyen cianobacterias formadoras de floraciones. Sin embargo, no
podemos considerar que haya un Unico mecanismo, sino que es la
combinacion de factores lo que explicaria las distintas respuestas. A pesar
de ello, la clasificacion en GFBM facilité el andlisis resumiendo la

informacion en respuestas diferenciales para cada GFBM.

Nuestros resultados no apoyarian la hip6tesis de mayor crecimiento
generalizado de las cianobacterias con la temperatura, por no existir una
respuesta comun a todas las cianobacterias, sino una variacion de la
misma con su morfologia. Por su mayor nivel de organizacion e inversion
de energia en especializaciones, el GFBM Il tendria menores

incrementos en sus tasas de crecimiento para aumentos similares de la
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temperatura que el GFBM VII. Por lo tanto, las predicciones de los efectos
del cambio climatico no serian similares para todos los ambientes
acuaticos y dependerian del GFBM dominante. Como perspectiva, se
plantea evaluar como actla cada uno de estos mecanismos dentro de
cada GFBM, como por ejemplo la contribucién de grupos filogenéticos en

cada conjunto de experimentos.
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CAPITULO 3: EFECTO DE LA TEMPERATURA Y LOS NUTRIENTES
EN COMUNIDADES NATURALES CON GFBM QUE INCLUYEN
CIANOBCATERIAS NOCIVAS



3.1 INTRODUCCION

Las condiciones de alta concentracion de nutrientes y temperatura son
frecuentes en los sistemas de nuestra region, los cuales ya han registrado
altas biomasas de organismos potencialmente téxicos, como la

cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii (Vidal & Kruk, 2008).

La costa este del Uruguay posee una serie de lagunas y pequefios lagos
someros con una gran biodiversidad y mdultiples servicios ecosistémicos
(Bonilla et al., 2006; Kruk et al.,, 2009). Muchos son fuente de agua
potable para la poblaciébn que vive en la costa este. Sin embargo, el
rapido crecimiento poblacional y el aumento de la urbanizacion costera,
pone en riesgo la integridad y calidad de agua de estos sistemas (Kruk et

al., 2009).

Dada la importancia de este tipo de ecosistemas, resulta de interés
conocer cual seria el potencial efecto de estos fendmenos sobre el
fitoplancton, y en consecuencia, sobre la calidad del agua y los usos de
estas lagunas. Para ello, la realizacién de experimentos de microcosmos

bajo condiciones ambientales controladas resulta una alternativa
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adecuada, que permite evaluar la sucesion de fitoplancton bajo
tratamientos contrastantes, de manera simultanea, en un periodo corto de

tiempo.

3.2 HIPOTESIS

La combinacién de altos valores de temperatura y nutrientes favorecen el

aumento de la biomasa total del fitoplancton y en particular el desarrollo

de especies potencialmente nocivas de los GFBM Il y VII.

3.3 OBJETIVO

El objetivo de este capitulo fue evaluar los efectos de la combinacién de

altas concentraciones de nutrientes y alta temperatura sobre la biomasa

total y composicion en GFBM del fitoplancton utilizando muestras de

comunidades naturales.
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3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Area de estudio y muestreo

Se seleccionaron dos lagunas utilizadas como fuente de agua potable:
una con antecedentes de floraciones de cianobacterias en verano
(Blanca, 34°54’S; 54°50°W) y otra sin registros (Escondida, 34°49°S;
54°37°'W) (Kruk et al., 2006; Pacheco et al., 2010). Laguna Blanca ha
sufrido grandes variaciones de profundidad asociadas a su uso y a
cambios ambientales que han favorecido la expansién de plantas
acuaticas, asi como su colapso y el desarrollo de floraciones de
cianobacterias (Mazzeo et al., 2003) en distintas circunstancias. La
Laguna Escondida, es un lago somero caracterizado por presentar una
menor concentracion de nutrientes, tener una comunidad fitoplancténica
compuesta por organismos de pequefio tamafio y no haber desarrollado

floraciones de cianobacterias (Kruk et al., 2009).

Ademas se realiz6 una mezcla incluyendo muestras de Blanca, Escondida
y siete lagunas méas de la misma region de la costa Atlantica de Uruguay,
gue fueron desde ambientes en un estado de agua clara hasta sistemas

eutréficos con alta abundancia de fitoplancton (Kruk et al., 2009), que
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fueron seleccionadas con la finalidad de obtener un in6culo de

composicién diversa.

Las muestras fueron tomadas durante un Unico muestreo realizado en
otofio, con frascos plasticos de 1 I. Inmediatamente luego de tomadas,
fueron filtradas para remover el zooplancton de gran tamafio (con copo de
50 um) y mantenidas en frio hasta el dia siguiente. Luego se aclimataron

por 24 horas a 20°C para su uso en los distintos tratamientos.

3.4.2 Experimentos en laboratorio

Los experimentos se realizaron en botellas Schott de 1 litro, con burbujeo
continuo durante 13 dias en condiciones controladas de luz (16 horas
luz:8 horas oscuridad; 100 umoles fotones.m?s?), temperatura y
nutrientes. Dependiendo del tamafio de los organismos, se estimé que el
tiempo de duracion del experimento permitiria el desarrollo de
aproximadamente 1 (organismos de gran tamafio) a 10 (organismos

pequefios) generaciones.

Se utilizaron tres inoculos de fitoplancton como tratamientos, con tres

réplicas cada uno: Laguna Escondida, Blanca y una mezcla de las nueve
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lagunas (Blanca, Escondida, Diario, Encantada, Garcia, Laguna no
identificada-Pinar, Barro, Chaparral y Clotilde; en adelante llamado Mix).
Los factores evaluados fueron el origen del inéculo (Escondida, Blanca y
Mix), la concentracion de nutrientes (alta, correspondiente a la
concentrcion del medio WC, 14000 pg I NO;z y 1550 pg I PO,, N:P=20,
en adelante Nut+; y baja: Nut-; correspondiente al medio WC sin
agregado de nutrientes) y la temperatura (alta: 26°C; T+ y baja: 14°C; T-)
(Tabla 3.1). Este ultimo factor se evalué solamente en el Mix. En Blanca y
Escondida se decidié evaluar solamente el efecto de los nutrientes debido
a que son dos sistemas que por su cercania estan sujetos a la misma
variacion y se diferencian solamente en cuanto a su carga de nutrientes.
En base al trabajo de Pacheco et al. (2010) la concentracion de nutrientes
en Blanca (fésforo total: promedio 107,4 ug I™*; nitrégeno total: promedio
1346,2 ug I*, N:P=16,91) fue considerada mayor que la de Escondida
(fésforo total: promedio 57 pg I* ; nitrégeno total: promedio 539,5 ug I
1 N:P=12,81). La concentracién del Mix, por ser una mezcla de varias

lagunas (incluyendo a Blanca), fue considerada mayor a la de estas.

Se utiliz6 medio de cultivo WC (Guillard & Lorenzen, 1972), con y sin

nitrogeno y fésforo, para simular altos (y no limitantes) y bajos nutrientes
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respectivamente. Se agregaron en cada frasco 100 ml del in6culo mas
400 ml de medio con o sin nutrientes segun correspondiera.

Se tomaron medidas diarias de fluorescencia de clorofila-a (Clo-a;
unidades de fluorescencia relativa o ufr) y ficocianina (Fico; ufr) y
espectrofotometria a 665, 440 y 750 nm, estos como estimadores de
clorofila-a (unidades de absorbancia: ua a 665 nm), atenuacion de la luz
(ua: 440 nm) y turbidez (ua: 750 nm). Se eligi6 emplear los dos métodos
para la estimaciéon de la biomasa debido a que presentan diferente grado
de sensibilidad a distintas concentraciones. La fluorometria seria mas
eficaz para detectar bajas concentraciones de biomasa, mientras que la
espectrofotometria lo seria a altas concentraciones. En forma diaria el
volumen removido fue renovado utilizando medio WC con nutrientes para
los tratamientos con nutrientes y agua original de la laguna filtrada por 50
pMm y autoclavada para los tratamientos sin nutrientes, para cumplir con la
necesidad de micronutrientes del fitoplancton. Al finalizar el experimento
se extrajeron 4 ml de cada uno de los frascos y se fijaron con Lugol para

los conteos de fitoplancton al microscopio.
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3.4.3 Analisis de muestras

El fitoplancton fue contado en campos al azar usando la técnica de
sedimentacion (Utermohl, 1958) hasta alcanzar al menos 100 individuos

de la especie mas frecuente. Se estimaron los rasgos morfolégicos de los

Tabla 3.1. Disefio del experimento. Mix (mezcla de muestras de nueve lagunas), Laguna
Blanca y Laguna Escondida constituyen los indculos, Nut+: concentracion alta de
nutrientes, Nut-: concentracién baja de nutrientes, T+: temperatura 26°C, T-: 14°C. Cada
cruz corresponde a un tratamiento, que fue realizado por triplicado. Los casilleros vacios
indican que no se realizo ese tratamiento.

Tratamiento  Mix Laguna Blanca Laguna Escondida
Nut+T+ X X X

Nut- T+ X X X

Nut+T- X

Nut- T- X

organismos, incluyendo su dimension lineal maxima (MLD, pm), su
volumen (V, um3), superficie (S, um?) y S/V (um™) de acuerdo a Hillebrand

et al. (1999). La biomasa de cada GFBM y taxa fue estimada como
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biovolumen (mm? I') y expresada como porcentaje relativo. Las especies

fueron clasificadas en GFBM (Kruk et al., 2010) y en clases taxondmicas.

3.4.4 Analisis de datos

Para determinar el efecto de los tratamientos en la sucesion se hicieron
dos ANOVA multifactoriales de medidas repetidas (14 niveles). En el
primero se consideraron solo los experimentos a 26°C y los factores
fueron el in6culo (Escondida, Blanca y Mix) y la concentracion de
nutrientes (Nut+ y Nut-). Las variables dependientes fueron la Clo-a y
Fico, y Fico/Clo-a (indicador de la proporcion de cianobacterias con
respecto al fitoplancton total). En el segundo solo se consideré el inéculo
Mix y los factores fueron los nutrientes (Nut+ y Nut-) y la temperatura (T+,

T).

Previo a los analisis, se pusieron a prueba la homogeneidad de varianza
(test de Levene), la normalidad de las variables y el ajuste de los
residuos. En los casos donde no se cumplieron los supuestos, se utilizo la
transformacion de Box Cox (Box & Cox, 1964).

Para evaluar la diferencia entre los valores medios de las variables, Clo-a,

Fico, 665, 440 y 750 (los ultimos tres son indicadores de clorofila,
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atenuaciéon de la luz y turbidez por espectrofotometria) al final de los
experimentos (dia 13) se hicieron andlisis no paramétricos de test de

medias de Chi?.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Efecto temporal de la concentraciéon de nutrientes

La Clo-a fue mayor hacia el final de la sucesion en todos los casos (Ftiempo
(13,156)= 44,69; p<0,001) con mayores valores para los tratamientos con
nutrientes (Frutrientes x tiempo(13,156)=81,44; p<0,001). El efecto del tipo de
in6culo fue significativo (Finsculo x tiempo(26,156)= 3,28; p<0,001), siendo el
incremento de la biomasa mayor en Mix y Blanca que en Escondida
(Figura 1). No se cumplieron los supuestos para hacer los ANOVA para

Fico y Fico/Clo-a.

3.5.2 Efecto temporal de tratamientos combinados de temperatura y

nutrientes

Al igual que en el caso anterior, la Clo-a aumento al final de la sucesién
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Figura 3.1. Desarrollo temporal de la concentracion de clorofila-a (Clo-a) en unidades de
fluorescencia relativa (UFR) en los experimentos realizados con los tres indculos
(Escondida, Blanca y Mix), con y sin nutrientes (Nut+, Nut-). Los simbolos representan la
media de 3 réplicas y las barras verticales el desvio estandar de la media. Se muestran
tratamientos a 26 °C.

(Ftiempo(13,104)=23,28; p< 0,001), siendo mayor con temperatura alta (T+)

(Ftemp x tiempo (13,104)=3,57, p< 0,001). Asimismo, las mayores Clo-a fueron
observadas con nutrientes y temperatura alta (Nut+, T+) y las menores sin
nutrientes y baja temperatura (Nut-, T-) (Ftemp x nut x tiempo (13,104 )= 10,55;

p<0,001) (Figura 3.2).

La concentracion de Ficocianina (Fico) con el inéculo Mix fue mayor al

final de la sucesion (Fiempo(13,104)= 19,4; p <0,001), incrementandose
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con la adicién de nutrientes (Nut+) (Fnut x iempo (13,104)=7,8; p<0,001) y a
temperatura alta (T+) (Fremp x nut x tiempo(13,104)=8,3; p<0,001). EI mayor
incremento en Fico se observo al final de la sucesién en los tratamientos
con temperatura y nutrientes altos (T+, Nut+) (Figura 3.3). Comparando el
desarrollo de la Clo-a y Fico-a hacia el final de la sucesion se puede
observar que la Clo-a mostr6 una disminucion mientras que la Fico

continué aumentando.

3.5.3 Estado final de todos los tratamientos

En general todas las variables medidas fueron mayores en los
tratamientos con altos nutrientes (Tabla 3.2). La excepcién fue Fico/Clo-a,
que fue mayor en Blanca Nut-. Los valores medidos en espectrofotometro
(665, 750 y 440) no fueron significativamente distintos con el in6culo de
Escondida. La mayor temperatura también favorecio todas las variables,

inclusive la relacion Fico/Clo-a en todos los tratamientos.

Los tratamientos con mayor concentracion de nutrientes presentaron un
mayor nimero de GFBM vy tuvieron organismos de mayor tamafio (30-132
pm). En Escondida Nut+T+, domin6 el GFBM VII (colonias grandes con

mucilago y baja S/V), en particular el género Microcystis. En Blanca
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Nut+T+ también dominé el GFBM VII, donde la especie con mayor
biovolumen fue Aphanocapsa delicatissima, ademas en dicha laguna
apareci6 C. raciborskii (18.700 org I'). En cuanto a los grupos
taxonomicos, las cianobacterias fueron quienes representaron el mayor

porcentaje de biovolumen en ambos tratamientos (Figura 3.4).
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Figura 3.2. Desarrollo temporal de la concentracién de clorofila-a (Clo-a) en unidades
de fluorescencia relativa (UFR) en los experimentos realizados con el indculo mezcla de
nueve lagunas (Mix) a alta y baja temperatura (T+, T-) y con y sin nutrientes agregados

(Nut+, Nut-). Los simbolos representan la media y las barras verticales el desvio
estandar de la media.

En los tratamientos donde los nutrientes fueron bajos, se obtuvieron
resultados diferentes entre inéculos. En Escondida Nut-T+, dominé el

GFBM | (organismos pequefios de alta S/V), en particular la cianobacteria
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Synechocystis sp. En Blanca Nut-T+, el GFBM VII abarcé el mayor

porcentaje del biovolumen total. En este caso, hubo dominancia de

clorofitas, en particular Dyctiosphaerium sp.
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Figura 3.3. Desarrollo temporal de la concentracion de ficocianina (Fico) en unidades de
fluorescencia relativa (UFR) para los tratamientos con el inéculo Mix, a alta y baja
temperatura (T+, T-), con y sin nutrientes (Nut+, Nut-). Los simbolos representan la media
y las barras verticales el desvio estandar de la media.

En Mix Nut+T+, en particular las cianobacterias del GFBM III (filamentos

con aerétopos, de alta S/V), representaron el mayor porcentaje del

biovolumen total, mientras que en el tratamiento de este in6culo a bajas
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temperaturas se produjo la dominancia del GFBM VI (diatomeas)(Figura
3.4). En el primer caso, el género mas representativo fue
Pseudanabaena, mientras que en el segundo lo fue una diatomea

pennada no identificada de gran tamafio (150 pm).

Tabla 3.2. Resultados de los test de Medias de Chi-cuadrado para los valores finales de
clorofila (clo-a), ficocianina (fico), cociente ficociana/clorofila-a (fico/cloro), clorofila in vivo
(665), atenuacion de la luz (440) y turbidez (750). Se muestran solo los resultados con
p<0,05. Los valores significativamente distintos y de concentraciéon mayor estan
representados con el simbolo +, mientras que los de menor concentracion estan
representados con el simbolo -. No significativo: ns.

Inéculo Tratamiento clo-a fico ficolcloro 665nm 440nm 750nm
Nut- T+ - - ns ns ns ns
Escondida
Nut+ T+ + +
Nut- T+ - - + - - -
Blanca Nut+ T+ + + - + + +
Nut- T+ - - ns - - -
Nut+ T+ + + + + +
Mix
Nut+ T- - - - - - -
Nut- T- + + + + + +
Escondida - - - - - -
Blanca + + - + + +
Mix + + + + + +
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Figura 3.4. Composicién de la comunidad fitoplanctonica en una réplica elegida al
azar de cada tratamiento en términos de grupos funcionales basados en morfologia
(GFBM). Los resultados se expresan como porcentaje (%) del biovolumen total.

3.6 DISCUSION

La combinacién de altas temperaturas y alta concentracion de nutrientes
favorecid el desarrollo de toda la comunidad fitoplancténica y en particular
de las cianobacterias. Sin embargo, las cianobacterias dominantes

pertenecieron a diferentes GFBM dependiendo del tratamiento
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considerado. La estrategia aplicada permitié identificar que la Laguna
Blanca presentaba, al momento de estos experimentos, mayor
vulnerabilidad a desarrollar floraciones que la laguna Escondida, que esta
en un estado menos modificado, concordando con otros trabajos (Mazzeo
et al., 2003; Kruk et al., 2006; Pacheco et al., 2010). Sin embargo, la
presencia de Microcystis en el tratamiento con alta temperatura y
concentracion de nutrientes podria indicar un potencial deterioro del

sistema.

Las altas concentraciones de nutrientes favorecen el aumento de la
concentracion clorofila-a de acuerdo a lo esperado segun estudios
globales (Paerl & Huisman, 2008) y regionales (Kruk et al., 2002; Pacheco
et al., 2010). Sin embargo, la composicién original del in6culo, con una
biomasa menor al inicio del experimento en Escondida estimada a través
de fluorometria al inicio del experimento, afecté la forma y grado en que
los nutrientes favorecieron al fitoplancton. En Laguna Blanca y Mix, la
clorofila-a al final de la sucesion fue mayor que en Laguna Escondida. La
Laguna Escondida presentaba menor biomasa y proporcion de
cianobacterias, asi como menores concentraciones de nutrientes y
mayores de sustancias humicas que la Laguna Blanca (e.g. Kruk et al.,

2006; Pacheco et al., 2010). Todo esto hace mas lento el aumento de la
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biomasa fitoplancténica frente al aumento de los nutrientes, disminuyendo
la posibilidad de desarrollo de cianobacterias al final de la sucesion.
Ademas, las sustancias humicas pueden secuestrar los nutrientes

disueltos volviéndolos no disponibles para la comunidad (Jones, 1998).

En lo que refiere a la composicion final de las comunidades, a altos
nutrientes se encontraron similitudes entre los inoculos, generando
comunidades con organismos de gran tamafio y gran porcentaje de
cianobacterias. Independientemente de la composicion del inéculo, se
observé una convergencia en la pertenencia a determinado GFBM dada
por los factores experimentales. Estas incluyeron especies potenciales
formadoras de floraciones (Huisman et al., 2001). En la laguna Escondida
se desarrollé Microcystis sp. (GFBM VII), grupo/complejo cuyas especies
pueden alcanzar grandes biomasas en superficie, son dificiles de remover
por los organismos herbivoros y son potencialmente toxicas,
caracteristicas que las convierten en una amenaza para la calidad del
agua (Dow & Swoboda, 2000). En laguna Blanca se observé la presencia
de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii. Esta especie, de
origen tropical y formadora de floraciones (Paerl & Huisman, 2008), ha
sido encontrada recientemente en ambientes lénticos del Uruguay (Vidal

& Kruk, 2008; Fabre et al., 2010; Martinez de la Escalera et al., 2014). Su
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definicibn como especie invasora esta actualmente en discusion (Piccini

etal., 2011).

A bajas concentraciones de nutrientes los resultados fueron heterogéneos
en composicion de grupos, pero con una tendencia a la dominancia de
organismos (o0 grupos) de pequefio tamafio corporal. Esto podria deberse
a que, en condiciones donde los nutrientes son mas escasos, los
organismos de pequefio tamafio, debido a este y a su alta relacion
superficie/ volumen presentarian una menor capa limite para la difusion
de nutrientes y una mayor cantidad de transportadores activos en sus
membranas celulares, respectivamente, resultando en una mayor
eficiencia en la captacion de este recurso (Raven, 1998; Thingstad et al.,
2005).

La ficocianina, un indicador de la presencia de cianobacterias, fue
significativamente mas alta a mayores temperaturas y nutrientes. Sin
embargo, la relacion Fico/Clo-a, un indicador de la proporciéon de
cianobacterias respecto al total, mostro altos valore a baja concentracion
de nutrientes en la laguna Blanca. Esto indica que la alta concentracion
de nutrientes por si misma no necesariamente favorece el desarrollo de
las cianobacterias, ya que hay cianobacterias que pueden desarrollarse a

baja concentraciones de nutrientes (Reynolds, 2006). Un ejemplo de ello

49



son las cianobacterias pertenecientes al GFBM |. Estos son organismos
de pequeiio tamafo y alta S/V, lo que les permite captar nutrientes con
facilidad cuando éstos se encuentran a bajas concentraciones,
alcanzando altas tasas de crecimiento y biomasa (Kruk et al., 2010).
Reafirmando el efecto positivo de ambos factores para el crecimiento de
cianobacterias encontramos que la relacién Fico/Clo-a fue mayor con

nutrientes y temperatura altos.

A altas concentraciones de nutrientes y bajas temperaturas dominaron las
diatomeas (GFBM VI), mientras que a altas temperaturas dominaron las
cianobacterias filamentosas (GFBM IllI). Estas ultimas representan el
principal componente de uno de los estados alternativos en lagos
someros (Scheffer, 2007). Este estado se caracteriza por su baja
transparencia, el dominio de cianobacterias Oscillatoriales, baja calidad
de agua y biodiversidad y potencial toxicidad. Por lo tanto, con
consecuencias alarmantes para el uso de los sistemas como fuente de
agua potable o como sitios con alto valor para la conservacion de

biodiversidad.
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3.7 CONCLUSIONES

Se logré evaluar el efecto del aumento de la carga de nutrientes y la
temperatura sobre la biomasa total del fitoplancton y la composicién de
GFBM, confirmando la hip6tesis de que cuando ambas variables tienen
valores elevados favorecen aln mas que por separado el desarrollo de
organismos formadores de floraciones nocivas. Asimismo, se pudo
evaluar la vulnerabilidad de dos lagunas al desarrollo de cianobacterias
potencialmente téxicas. En este sentido, pudimos demostrar que la
resistencia a la formacion de floraciones algales es mayor en la Laguna

Escondida que en La Blanca.

Seria muy conveniente implementar medidas de monitoreo y manejo para
evitar el deterioro del sistema y realizar un uso sustentable del mismo.
Para una mejor aplicacion de esta estrategia seria necesario integrar
informacion sobre los usos de la cuenca (ej. carga de nutrientes que llega
al sistema) con experimentos, para determinar condiciones criticas para el
desarrollo de floraciones de cianobacterias y medidas de manejo

apropiadas.
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CAPITULO 4: SUCESION DE GFBM CON CIANOBACTERIAS
POTENCIALMENTE NOCIVAS EN UN LAGO SOMERO UTILIZADO
COMO FUENTE DE AGUA POTABLE



4.1 INTRODUCCION

Los lagos someros, son el tipo de lago mas abundante del planeta
(Wetzel, 2001), y son fundamentales para la preservacion de la
biodiversidad y otros numerosos servicios ecosistémicos (Scheffer, 1998).
Por otra parte, estos sistemas serian mas sensibles a la eutrofizacién en
escenarios de calentamiento global ya que favorecerian un mayor impacto
de la comunidad de peces sobre el zooplancton, reduciendo el control
descendente sobre el fitoplancton (Meerhoff et al., 2007a, 2012). Es decir,
a mayores temperaturas, una carga de nutrientes menor seria suficiente
para promover los mismos efectos sobre la calidad del agua y diversidad
(e.g. floraciones de cianobacterias) (Kosten et al.,, 2011), que en lagos
similares en climas mas frios. Los cambios en el régimen de
precipitaciones también intensificarian dichos sintomas. Las sequias
intensificadas concentrarian los nutrientes y las sales en el agua, mientras
gue aumentos en las precipitaciones podrian implicar un mayor transporte
de nutrientes hacia el agua por escorrentia superficial (Jeppesen et al.,
2009), dependiendo de caracteristicas de la cuenca como el tipo y los
usos del suelo y caracteristicas morfométricas del sistema.
Paradéjicamente, ambos efectos del cambio climéatico podrian intensificar

el efecto de la eutrofizacion sobre el fitoplancton, especialmente en lagos
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someros. Estos ambientes se caracterizan por presentar dos o mas
estados alternativos, relativamente estables, en particular, uno de agua
clara dominado por macréfitas sumergidas y uno de aguas turbias
dominado por fitoplancton (Scheffer et al., 1993). Los procesos antes
mencionados favorecerian al estado turbio y en ocasiones a la ocurrencia
de floraciones toxicas, generando otro estado alternativo dominado por

cianobacterias filamentosas (Scheffer et al., 1997).

4.1.1 Lagos someros subtropicales

Los lagos someros subtropicales tienen un comportamiento distinto al de
los templados. Generalmente, presentan diferencias con los lagos
templados en cuanto a la estructura y tamafios de sus comunidades
biolégicas,: por ejemplo, presentan comunidades de peces mas
abundantes, mas diversas, con menores tallas y dieta mas omnivora con
respecto a los templados similares (Teixeira-de Mello et al., 2009;
Gonzalez-Bergonzoni et al., 2012). El zooplancton esta dominado por
especies de pequefio tamafio y baja capacidad filtradora (Meerhoff et al.,
2007a, 2007b). A su vez, estos lagos son mas vulnerables a los efectos

del calentamiento global (Meerhoff et al., 2012).

54



4.1.2 Lagos someros en Uruguay y Laguna Blanca

En Uruguay en las ultimas década se han incrementado los estudios en
lagos someros dulceacuicolas o estuarinos (Bonilla et al., 2006; Kruk et
al., 2009). Estos estudios han incluido diversas aproximaciones que
permiten explicar las diferencias encontradas con ambientes templados,
que tradicionalmente han sido mas estudiados, e involucran diversas
comunidades, tanto pelagicas como bentoénicas y litorales. La Laguna
Blanca es un ecosistema somero utilizado para la extraccién de agua
potable que ha sufrido cambios en las condiciones ambientales que han
generado problemas de calidad de agua (Mazzeo et al.,, 2001b),
registrandose la presencia de floraciones de cianobacterias toxicas. Este
es uno de los ecosistemas mas estudiados en Uruguay, y sobre el que se
han publicado varios trabajos incluyendo aproximaciones de campo,
experimentales y paleolimnolégicas (Tabla 4.1). Estos permiten indicar
gue la laguna ha sufrido un proceso creciente de eutrofizacién, ya
registrado en los estudios paleolimnolégicos, y en trabajos actuales que

indican la presencia de floraciones toxicas.

55



4.1.3 GFBM Il y Cylindrospermopsis raciborskii: estado turbio en

Laguna Blanca

Dentro de las especies que pueden generar el estado estable dominado
por cianobacterias filamentosas en los lagos someros se encuentra
Cylindrospermopsis raciborskii. Esta especie y otras que forman este
estado forman parte del GFBM IlIl. Dentro de las especies descriptas para
Laguna Blanca, Cylindrospermopsis raciborskii ha sido una especie muy
abundante. Esta especie fue originalmente registrada en el trépico (Java,
Indonesia) por Woloszynka (1912) (Seenayya & Raju, 1972)y se supone
ha expandido recientemente su distribucion geogréafica invadiendo
latitudes mas frias (Padisak, 1997; Wiedner et al., 2007; Vidal & Kruk,
2008). Sin embargo, se estan desarrollando estudios que evaluar si su
comportamiento es realmente invasor (Briand et al., 2004; Gugger et al.,
2005; Piccini et al., 2011, 2013). En Uruguay se cit6 por primera vez en
lagos de Canelones y Maldonado (Vidal & Kruk, 2008) y ha sido registrada
en otros ecosistemas de los departamentos de Montevideo, Canelones,

Maldonado y Rocha, incluyendo lagos someros
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Tabla 4.1. Referencias, fechas y otros aspectos de investigaciones realizadas en la Laguna Blanca. V: verano; O: otofio; |: invierno.

Cita

Periodo de estudio Actividades realizadas

Mazzeo et al., 2001b

De los Santos, et al., 2002
Garcia-Rodriguez et al., 2002
Mazzeo et al., 2003
Garcia-Rodriguez et al., 2004
del Puerto et al., 2006
Meerhoff, 2006

Iglesias et al., 2007

Meerhoff et al., 2007b

Rodé, 2007

Vidal & Kruk, 2008

Iglesias et al., 2008

Kruk et al., 2009

Teixeira-de Mello et al., 2009
Pacheco et al., 2010

Piccini et al., 2011

Goyenola et al., 2011

Iglesias et al., 2011

Martinez de la Escalera, 2013
Martinez de la Escalera et al., 2014

Gerhard, 2015

0. 2000-0. 2001
1996-2002

testigo de sedimento

0. 2000-0. 2001

testigo de sedimento

mayo 2000

V. 205

1. 2003-0. 2004
2005

1. 2003-0. 2004
2003

1. 2003-0. 2004
2003

V. 2005

2006
2007-01-01

I. 2003-0. 2004
V. 2008

junio 2009
2009-06-01

V. 2011-V. 2013

9 muestreos de agua, plancton y sedimento para evaluar la calidad de agua de la laguna
Estudio del régimen hidrolégico de la laguna

Paleolimnologia. Cambios en estado tréfico

Efecto de las plantas sumergidas sobre cascadas troficas

Paleolimnologia. Cambios en estado tréfico

Paleolimnologia. Cambios climaticos durante el Holoceno

Efectos de complejidad de hébitat sobre diversas comunidades

Dinamica horizontal del zooplancton

Estudio de la complejidad de habitat para zooplancton

Determinacion de estados estables alternativos

Caracteristicas Cylindrospermopsis raciborskii registrada en Uruguay

Efecto de un pequefio pez omnivoro planctivoro sobre la distribucion de tamafios en el zooplancton
Riqueza de distintas comunidades

Efecto de la complejidad del habitat sobre peces

Estructura del fitoplancton, GBFM

Comparacién de ecotipos de C. raciborskii

Analisis de la estrategia reproductiva del pez Jenynsia multidentata

Depredacion sobre zooplancton. Experimentos de exclusién-mesocosmos con peces
Diversidad microbiana, deteccién molecular de cianobacterias téxicas en paleo-sedimentos
Estudios moleculares de C. raciborskii. Reconstruccién paleolimnolégica en base a ADN

Variacion temporal y espacial de cladoceros y su relacion con banco de huevos de resistencia

57



naturales, lagos modificados y artificiales como canteras y tajamares
(Vidal & Kruk, 2008; Fabre et al., 2010; Pacheco et al., 2010) Forma
floraciones que se dispersan en toda la columna de agua, especialmente
en ecosistemas acuaticos dulceacuicolas someros y eutroficos con
mezcla frecuente. Puede producir toxinas incluyendo microcistina-LR,
cilindrospermopsina, saxitoxina, neosaxitoxina, neusaxitoxina Yy
lipopolisacéaridos, cuya produccion varia entre distintas cepas. Para
Uruguay se han reportado saxitoxinas (Vidal et al., 2010; Piccini et al.,
2011). La alta biomasa que alcanza y la produccién de toxinas afectan los
usos de los ecosistemas acuaticos (recreacion y potabilizacion) y su
conservacion, siendo perjudiciales para la salud humana y animal.
Representantes de esta especie han sido registrados en la Laguna

Blanca.

Como se mencion6 anteriormente, C. raciborskii pertenece al GFBM llI, el
cual esta integrado por grandes filamentos de alta relacibn S/V que
cuentan con la presencia de aerétopos y que por su alta relacion S/V son
mas eficientes en la captacion de luz en ambientes con mezcla continua,
como los lagos someros. Las especies dentro de cada GFBM son
funcionalmente redundantes, es decir tienen similares rasgos funcionales

y respuestas a los cambios funcionales. Esto ocurre también para el
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GFBM lll y permitiria la codominancia o alternancia de distintas especies
del mismo grupo en condiciones similares como por ejemplo durante el
estado turbio de los lagos someros. En particular, C. raciborskii ha sido
registrada en co-existencia con otras especies en condiciones de altos
nutrientes y baja disponibilidad de luz en la columna de agua de lagos en

distintas latitudes (Sperfeld et al., 2010; Bonilla et al., 2012).

4.2 HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas del GFBM Ill, se espera que las floraciones de
este GFBM ocurran en condiciones de baja intensidad luminica y mezcla
continua, las cuales estan presentes en Laguna Blanca por tratarse de un
lago somero en proceso de eutrofizacion.

Dentro de este GFBM, podra dominar C. raciborskii u otra especie,
mientras que también podria haber co-dominancia cuando se solapen en

sus rasgos morfologicos y preferencias ambientales.
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4.3 OBJETIVO

Evaluar las posibles variables ambientales, con énfasis en los nutrientes,
la temperatura y el nivel del agua, que afectan el desarrollo del
fitoplancton y en particular a las especies y GFBM formadoras de
floraciones, asi como la dinamica temporal del mismo en un lago somero
utiizado como fuente de agua potable (Laguna Blanca, Maldonado-
Uruguay). Analizar los cambios en la morfologia de los organismos y la
posible codominancia de especies dentro de los GFBM que incluyen

cianobacterias potencialmente toxicas.

4.4 METODOS

4.4.1 Area de estudio

La Laguna Blanca (34°54’S, 54°50"W, Figura 4.1) es un lago costero
somero (Zmax=1,5-3,6m),con un area de 40,5 ha y un area de cuenca de
0,54 km? (Mazzeo et al.,, 2001). Es un sistema polimictico, con una
temperatura que oscila entre los 11 y 27 °C (lglesias et al., 2007; Pacheco

et al.,, 2010) y una importante zona litoral, con vegetacion litoral
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emergente y bancos de plantas sumergidas (Mazzeo et al., 2001). Se
trata de un sistema eutrofico a hipereutréfico, con una alta carga de
nutrientes asociados al sedimento y a la biomasa de macréfitas (Mazzeo

et al., 2003).

De acuerdo con estudios paleolimnolégicos, la cuenca ha sido sometida a
varios cambios en el uso del suelo desde fines del siglo XIX, con
actividades antropicas tales como la cria de ganado, la forestacion, la
extraccion de agua desde 1970 y el turismo, las cuales intensificaron el
proceso de eutrofizacion que la afecta (Garcia-Rodriguez et al., 2002).

Debido a una intensa sequia en conjunto con el fenémeno de El Nifio y el
aumento en el consumo de agua, la laguna sufrié un importante descenso
del nivel del agua durante el periodo de 1997 a 1998, que favorecié una
rapida colonizacion de Egeria densa y la eliminacién de gran parte de la
comunidad de peces. Luego de este episodio, la laguna ha alternado
entre un estado de agua clara dominado por plantas sumergidas y un
estado de agua turbia dominado por -cianobacterias, entre ellas
Cylindrospermopsis raciborskii (Vidal y Kruk, 2008; por mas detalle sobre

estudios realizados en la laguna ver Tabla 4.1).
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4.4.2 Datos meteoroldgicos e hidrolégicos

Se obtuvieron datos meteoroldgicos, hidrolégicos y limnoldgicos diarios
medidos en la planta potabilizadora ubicada en la laguna, que
correspondientes al periodo entre enero de 2011 y febrero de 2013. Las
variables fueron: precipitaciones (mm), nivel de agua (m), extraccion de

agua para potabilizacion (m3dia ) y turbidez del agua (NTU).

4.4.3 Muestreo

Se realizaron muestreos quincenales desde enero de 2011 hasta febrero
de 2013 para determinar la composicién fitoplanctonica y zooplanctoénica,
asi como medir variables limnoldgicas in situ en un punto central de la
laguna. Se alcanz6 un total de 34 muestreos.

Las variables limnolégicas medidas in situ fueron: temperatura (°C),
profundidad del punto de muestreo (m), profundidad del disco de Secchi
(m), oxigeno disuelto, pH y conductividad (uS cm™).

Para el andlisis de fitoplancton se tomaron muestras integradas de la
columna de agua en un punto central de la laguna con un tubo vertical de
PVC de 10 cm de didmetro. Ademas se realizaron arrastres
subsuperficiales con redes de plancton (malla de 25 ym) para andlisis

cualitativo de composicion taxonémica.
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Las muestras de zooplancton fueron tomadas entre setiembre de 2011 y
febrero de 2013. Se extrajeron muestras de 3 litros de agua con tubo
muestreador vertical de PVC en cinco puntos de la zona pelagica,
logrando una muestra final de 15 litros que integré la heterogeneidad
horizontal y vertical de la zona pelagica de la laguna. Las mismas fueron
filtradas por malla de 50 pm, fijadas con solucion lugol y conservadas para

su andlisis.

Para el analisis de concentracién de nutrientes y clorofila-a se realizaron
muestreos mensuales durante todo el periodo de estudio, utilizandose la

misma metodologia de muestreo que en el caso del fitoplancton.

4.4.4. Analisis de muestras

Las muestras de agua fueron analizadas mediante métodos colorimétricos
para determinar concentracion (ug 1) de fésforo (PT) y nitrégeno total
(NT) (Valderrama, 1981), fésforo reactivo soluble (PRS) (Murphy & Riley,
1962), nitratos (NO3) (Miller & Widemann, 1955) y amonio (NH,) (Koroleff,
1983). La concentracion de clorofila-a (ug |I*) fue determinada por
escpectrofotometria, previa extraccidon del pigmento con etanol frio

(Jespersen & Christoffersen, 1987).
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Figura 4.1. Mapa de la laguna Blanca y su ubicacion en Uruguay. Modificado de
Mazzeo et al., 2003.

Las muestras de fitoplancton fueron analizadas mediante microscopio
optico invertido (analisis cuantitativo) y directo (analisis cualitativo de

taxa). La abundancia de los organismos, identificados a nivel de especie
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en caso de ser posible, se estimdé mediante conteos de campos al azar a
aumentos de 200x, 400x y 1000x, habiendo realizado previamente la
sedimentacion de las muestras (Utermohl, 1958). Los organismos
encontrados durante los conteos fueron medidos para estimar el volumen
y superficie por aproximacién a cuerpos geométricos de acuerdo con
Hillebrand (1999). En el caso de los filamentos que presentaron altas
abundancias, se tomaron 30 medidas de largo y 10 de ancho para cada
especie en cada muestra. Posteriormente, los organismos fueron
clasificados en GFBM en base a los siguientes rasgos morfologicos:
volumen (V, um?3), relacién superficie/volumen (S/V, pm™), dimensién lineal
maxima (MLD, um), presencia de flagelos, estructuras siliceas, mucilago y
aerétopos (Kruk et al., 2010; Kruk & Segura, 2012). El biovolumen (mm?3[
1) de cada especie, taxén o GFBM fue calculado multiplicando el volumen
promedio de los organismos que lo integraron en cada muestra por su

abundancia.

El andlisis de las muestras de zooplancton consistio en el conteo de
organismos, clasificados al menos en los principales grupos taxonémicos
(clado6ceros, copépodos y rotiferos) y a distintos niveles de resolucién

taxonomica, del total de una camara Sedwick-Rafter de 5 ml bajo
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microscopio Optico a un aumento de 40x (Paggi & De Paggi, 1974). Luego

se calcul6 la abundancia de cada grupo (Ind. I'%).

4.4.5 Analisis de datos

Se llevé a cabo el analisis estadistico descriptivo de las variables
meteorolédgicas y limnoldgicas. Se realizaron analisis de correlacién de
Spearman, considerando los coeficientes calculados como significativos a

un nivel alfa de 0,05.

El estado tréfico de la laguna fue estimado para cada evento de muestreo
en base a la concentracion de fésforo total, empleando el indice de Salas

& Martino (1991).

Se calcul6 la riqueza de especies de fitoplancton por conteo, el promedio
y el rango para todo el periodo. Por otra parte, de definié la especie u
taxdn dominante en cada muestreo, siendo el umbral de biovolumen para
considerar la dominancia un 70% del total de fitoplancton.

Se llevaron a cabo regresiones lineales multiples para evaluar la relacion
existente entre las variables bioticas vinculadas al fitoplancton y a las

cianobacterias potencialmente toxicas (Biovolumen total, el de
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cianobacterias y de C. raciborskii) y las siguientes variables ambientales:
temperatura (T, °C), fosforo total, nitrégeno total, amonio, nitrato, fosforo
reactivo soluble y turbidez. Se realiz6 un Andlisis de Redundancia (RDA
por su sigla en inglés, utilizando las variables abidticas mencionadas
anteriormente como variables explicatorias y el biovolumen de los GFBM
I, 1V, VIl y la suma de el resto delos GFBM (“Otros” en el analisis) como
variables de respuesta. Las variables fueron estandarizadas empleando la
funcién Decostand del paguete Vegan de R (Oksanen et al., 2007).

Posteriormente a la realizacion del RDA, las variables fueron elegidas por
inspeccion de los factores de inflacion de varianza (VIF's, valores >10 son
utilizados para retirar una variable del andlisis) y el método de seleccion
haca adelante. La significancia del analisis (el total de los ejes y por eje)
fue evaluada a través de la prueba de permutaciones de Monte Carlo, con

999 permutaciones en cada caso.

Se evaluaron los cambios en biovolumen de los GFBM que incluyen
cianobacterias potencialmente toxicas, con énfasis en los grupos con
mayor nimero de especies coexistiendo por muestreo.

En cuanto al GFBM llI, se compard la morfologia de las especies que
presentaron los mayores biovolimenes, en los periodos de co-

dominancia. Se realizaron gréficos de densidad en funcién de los valores
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de MLD, V y S/V para evaluar la existencia de diferencias significativas en
estos rasgos entre especies que aparezcan en forma simultanea con altos
biovolumenes. Por otra parte, a través de los mismos rasgos, se
evaluaron los cambios en la morfologia de C. raciborskii a lo largo de todo

el periodo de estudio.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Variables meteoroldgicas e hidrolégicas

En el periodo de estudio (enero 2011 a febrero 2013) la precipitacién varié
de 0 a 59 mm d* con mayores valores en invierno y verano. La extraccion
de agua por la planta (media 1870,8 m?, rango: 0-3841) tuvo mayores
valores en primavera y verano, lo cual resultdé en una relacion negativa
entre las lluvias y el volumen de extraccion (rs= -0,19; p <0,001). El nivel
de agua varié estacionalmente entre 4,33 y 5,26 m (media 4,72), con
mayores valores en invierno y primavera y estuvo correlacionado con el

volumen de extraccién (rs= -0,32; p <0,001)(Figura 4.2).

4.5.2 Variables ambientales limnoldgicas
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El nivel medido en planta y la profundidad del sitio de estudio estuvieron
fuertemente correlacionados (rs= 0,85; p<0,05). La temperatura tuvo una
variacion estacional de forma opuesta a la turbidez medida en planta (rs
=-0,35; p = 0,07) (Figura 4.3a) que se relaciondé negativamente con la

profundidad del DS (rs=-0,45; p<0,05).

Los mayores valores de NT ocurrieron en otofio e invierno del 2011,
disminuyendo hacia el resto del periodo con otro pico en otofio del 2012.
No hubo relaciones significativas entre las distintas formas de nitrégeno.
Los maximos de concentracion de NH,4 ocurrieron en invierno del 2011y a
fines de la primavera del 2012, mientras que el NO; tuvo sus valores
maximos luego del NH,4, en primavera del 2011. El PT y PRS variaron
conjuntamente (rs=0,58; p <0,05). El PT tuvo valores maximos en verano
e invierno de 2011 y en verano-otoiio de 2012. Las formas totales de N y
P estuvieron negativa y marginalmente correlacionadas (rs=-0,41; p=
0,07), mientras que las formas disueltas no mostraron cambios conjuntos.
La precipitacion del dia y la acumulada no tuvieron relaciéon con la
turbidez, o con los nutrientes totales o disueltos, aunque si el nivel del
agua que afectdé negativamente a la turbidez (rs=-0,39; p<0.05), al PT

(rs=-0,47; p <0,05) y positivamente al NH, (rs=0,66; p<0,05).
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De acuerdo con el indice de Salas y Martino (1991) para fosforo total, la
Laguna Blanca se clasific6 como oligotréfica (PT< 28 ug 1) durante la
mayor parte de invierno y primavera de 2011, y eutréfica (PT> 70 ug I™%)
durante marzo y abril de 2012. El resto del periodo de muestreo se
clasific6 como mesotréfica (28 <PT< 70 ug I*). De acuerdo con el valor
promedio anual de fésforo, el sistema se clasific6 como mesotréfico en los
dos afios de muestreo. En cuanto a la limitacion por nutrientes, la laguna
estuvo limitada por fésforo (radio N:P promedio 38,02; 44,03-54,22) a lo
largo de todo el periodo, con excepciones durante otofio de 2012, cuando

hubo limitacién por nitrégeno (N:P=14,65 en abril de 2012).

Para el zooplancton solo se cuenta con informacién para el periodo de
noviembre 2011 en adelante. En éste, los maximos de abundancia total
ocurrieron en otofio y primavera del 2012. Los rotiferos fueron el grupo
taxonémico dominante (>50%) en la mayor parte de los muestreos,
seguidos de los nauplios (estadios larvales de los copépodos). Los
cladéceros fueron dominantes solamente en un muestreo de la primavera
del 2011, alcanzando un 56% de la abundancia, alcanzando sus mayores
valores en invierno y primavera del 2012. Dentro de los cladéceros, fueron
dominantes géneros de tamafo pequefio o mediano (ej. Bosmina y

Diaphanosoma spp.).
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4.5.3 Abundancia, Biovolumen y composicion de la comunidad de

fitoplancton

La abundancia de fitoplancton tuvo una media de 485 x10° org. ml*
(52,2x103-1190x10°) mientras que el biovolumen total tuvo una media de
46 mm?L* (3-784) en todo el periodo. Este present6 los mayores valores
del periodo de muestreo en noviembre de 2011 y en abril-mayo de 2012.
Los menores biovolimenes fueron observados en octubre de 2011 y

agosto de 2012 (Figura 4.4a).

Las cianobacterias fueron uno de los grupos taxonémicos que alcanzaron
la mayor proporcion del biovolumen total a lo largo de todas las
estaciones del afio (media=28,5, rango=0-727 mm? [*) (correlacién entre
biovolumen total y de cianobacterias rs=0,41, p<0,05), alcanzando mas
del 70% desde el inicio de los muestreos hasta agosto de 2011, y en el
periodo comprendido entre noviembre de 2011 y enero de 2012. Durante
el resto de 2012 no superaron el 50%. En invierno dominaron ademas las
criptofitas (e.g. Cryptomonas sp.) y zygnematofitas (e.g.. Staurodesmus
cuspidatus), en otofio las zignematofitas (e.g. Mougeotia sp.) y en
primavera las clorofitas (e.g. Botryococcus braunii, Eutetramorus fottii) y

criptofitas (e.g. Cryptomonas cf. ovata).
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Variable Media y rango n

Temperatura (°C) 19,48 (8,3-28,4) 34
Profundidad (m) en punto de muestreo 1,52 (1-2) 24
Profundidad Disco de Secchi (m) 0,98 (0,20-1,7) 20
Turbidez (NTU) 5,76 (2,3-10,6) 28
Conductividad (uS cm™) 623 (330-931) 12
Alcalinidad mg CaCOs|I* 94,7 (78-140) 26
pH 8,8 (7,7-10,1) 34
PT (ug IY) 47,9 (18,6-77,7) 21
PRS (ug 1Y) 13,2 (2,7-24,9) 18
NT (ug 1) 1347 (607,7-3118) 20
NHa (ug %) 13,5 (0-45,9) 16
NO: (ug 1) 92,1 (27,1 -331,1) 20
NT:PT 33,3 (7,8-78) 20
Zooplancton total (Ind. I) 1530 (234,4-5357) 23

Tabla 4.2. Valores medios y rangos de las principales variables limnolégicas. PT: Fésforo
Total; PRS: Fésforo Reactivo Soluble; NT: Nitrogeno Total; NH4: Amonio; NOs: Nitrato.
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Se identificaron y cuantificaron un total de 99 géneros. Entre estos, se
profundizé en la identificacion de 64 especies pertenecientes a un total de
8 grupos taxonémicos y 7 GFBM. Incluyendo a los organismos
identificados y no identificados, se contabilizé un total de 145 taxa.

La riqueza vari6 entre 6 y 40 con una media de 18 especies por muestreo.
Las estaciones del afio con mayor nimero de especies fueron verano y
otofio de 2012. Las especies encontradas pertenecieron en su mayoria al
grupo de las clorofitas y al GFBM IV. Por otra parte, 32 géneros fueron
cianobacterias (16 de ellos identificados a nivel de especie). De estos
géneros, 6 pertenecieron al GFBM |, 6 al lll, 8 al IV 'y 12 al VII.

Las especies dominantes dentro de este grupo taxonémico fueron
Aphanocapsa delicatissima, Planktolyngbya limnetica, Cyanodyction
imperfectum, Aphanizomenon gracile y Cylindrospermopsis raciborskii.
Estas especies pertenecieron a los GFBM VI, 1V, VI, y 1l
respectivamente (Figura 4.5). En particular, C. raciborskii tuvo un
biovolumen medio de 9,29 mm?3I*, con un rango de 0,10 a 51,75 durante

el verano y otofio de 2011 y 2012.
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Figura 4.3. Variacion temporal de las principales variables limnolégicas; a-Temperatura y
Turbidez, b-nitrégeno total (NT) y fésforo total (PT) y ¢c- abundancia total de zooplancton

y cladéceros (Clad.). La ausencia de puntos indica falta de muestreo en esa fecha.
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Figura 4.4. Variacion temporal de las principales variables biologicas: Biovolumen Total
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Biovolumen de Cylindrospermopsis raciborskii (c). La linea horizontal negra en el grafico
a indica el umbral de biovolumen de Cianobacterias (0,2 mm?® ') para pasar del nivel de
vigilancia al nivel de alerta | en agua para consumo humano en Uruguay (de acuerdo con
norma interna de la Administracién de Obras Sanitarias del Estado-OSE).
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4.5.4 GFBM: composiciéon, morfologia y dinamica temporal

A lo largo de todo el periodo de muestreo, los GFBM que incluyen
cianobacterias fueron los dominantes. Estos fueron el Ill, el IV y el VII. El
GFBM 1l fue dominante a fines de verano y otofio de 2011, el IV al
principio de verano de 2011, verano de 2012 y durante otofio de 2012. El
VII fue dominante principalmente en los meses invierno y primavera de

2011y 2012, asi como en verano de 2013 (Figura 4.4).

Ademas de estos GFBM, uno que no presenta cianobacterias si no
organismos flagelados (V), representd la mayor proporcién del
biovolumen total durante enero y febrero de 2012, junio y julio de 2012 y
enero de 2013.

Tanto el GFBM Ill como el IV y el VII presentaron cianobacterias
potencialmente toxicas, sin embargo, el mayor nimero de especies fue
observado en el lll. Las especies presentes dentro del mismo fueron:
Aphanizomenon  flos-aquae, = Aphanizomenon  sp.,  Cuspidotrhix
issatschenkoi, Aphanizomenon gracile y Cylindrospermopsis raciborskii,
siendo estas dos Ultimas las que alcanzaron mayores biomasas y mayor

frecuencia de ocurrencia.
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Figura 4.5. Especies de cianobacterias mas abundantes en Laguna Blanca durante
primavera y verano de 2011 y 2012. a) Aphanizomenon gracile, b) Aphanocapsa
delicatissima, c) Cylindrospermopsis raciborskii, d) Cyanodyction imperfectum, e)
Planktolyngbya limnetica, f) Cuspidothrix issatschenkoi.
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Tabla 4.3. GFBM encontrados durante el periodo de muestreo. Se indican BV: Biovolumen (mm?3L*), MLD: Dimensién Lineal Maxima (um), V: Volumen (um?3), S:
Superficie (um?), S/V: Relacion Superficie/Volumen (um™), nimero y ejemplos de taxa. El subindice K indica los valores promedio y rango definidos por Kruk et al.
2010 para los mismos rasgos.

GFBM BV MLD MLDg Vv Vk S Sk SIV SIVK N° de Ej. de
mm3l* pm pum pm? pm? pm? pm? pm? pm? taxa taxa

I 0,8 2,6 7.8 6,9 12,9 30,4 134 4,9 51 12 Synechococcus sp., Synechoscystis
0,16 1-6,3 0,8-43,6 0,5-88,5 0,3-120 3-362,85 2,3-8191 3,9-6,2 1,5-28,7 sp.

Il 0,2 6,4 17,1 136,1 626 139,9 308 1,3 1,6 7 Chromulina sp., Dynobrion
0-2 3-13 2,0-164 14,1-382,9 1-10469 28,2-314,16  4,7-2783 0,7-2,3 0,3-6,8 divergens

1 3,8 127,4 95,7 1080,1 1541 1428,7 1553 1,96 1,7 6 Cylindrospermopsis raciborskii,
0-51,8 5-350,8 2,5-259 3,9-3932,8 8,1-8708 17,2-4326,08 19,6-4598 1,1-4,4 0,4-4,3 Aphanizomenon gracile

v 6,9 58,3 37 679,5 1543 1585,1 791 3,3 1,6 48 Closterium acutum, Monoraphidium
0-60,5 5-298,7 4,6-700 1,3-5939,6 12,7-48255 7,9-8594,5 29,1-18200 0,6-6,8 0,1-5,1 contortum, Planktolyngbya limetica

\ 2,1 18,7 17,5 3324 2444 2590,6 764 1,0 1,2 27 Cryptomonas sp., Plagioselmis
0-15,2 7,3-57,5 2,1-190 42,7-20767,4 2,4-164779 64,1-13966,3 8,9-20997 0,4-1,7 0,1-4,9 lacustris

VI 0,6 48,1 44,1 534,4 3143 703,56 1344 1,7 11 11 Aulacoseira granulata, Navicula sp.
0-11 5-100 2,8-244 24,3-3003,9 7,8-57106  83,6-2703,5 19,2-17473 0,9-3,9 0,2-3,6

Vi 31,5 17,9 30,1 5713,6 43152 6013,7 3062 1,2 1,0 33 Aphanocapsa delicatissima,
0-783,1 5-58,2 3,5-244 65,5-78264,9 10,9-2,4x10° 78,6-79438,4 24,4-87616 0,7-2,8 0-6,0 Dyctiosphaerium pulchellum
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4.5.5 Relacion del fitoplancton con las variables ambientales

El modelo de regresion mdltiple para el biovolumen del fitoplancton total
en funcién de las variables ambientales no resulté significativo. En el caso
del BV de cianobacterias, este estuvo asociado positivamente al PT, y
negativamente al NO; y PRS. Por otra parte, en el modelo para el BV de
C. raciborskii, la Unica variable que resultd significativa fue el nivel de la
laguna (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Regresiones lineales miiltiples ajustadas para explicar el biovolumen (BV, mm’
I'Y) total, de cianobacterias y de Cylindrospermopsis raciborskii en base a variables
ambientales. Las variables incluidas inicialmente fueron: temperatura (T), fésforo total
(PT), nitrégeno total (NT), amonio (NH.,), nitratos (NOs), fésforo reactivo soluble (PRS),
turbidez (NTU) y nivel (Niv). Aqui se muestran los resultados luego de seleccion.

Variable biolégica Coeficientes R? F df p

BV fitoplancton total NT*: 10,25; Niv*; -61,2 0,96 76 82 0,12

BV Cianobacteria Intercepto*: -0,8; PT**:2,06; 0,99 39,39 7;3 0,006
NO;**:-1,99; PRS*: -2,4

BV C. raciborskii Niv*: -70,57 0,78 526 46 0,04
Cadigos de significancia: p=0:"";p=0,001:";p=0,01:";p=0,05:"

El RDA construido luego de inspeccionar el VIF incluy6 las variables
temperatura, fosforo total, nitrégeno total, amonio, nitratos, fosforo
reactivo soluble, turbidez y nivel, tuvo un R? de 0,62 para todos los ejes
(test de Monte Carlo: F(8,15)=3,06; p=0,001), y el del primer eje

F(1,19)=17,72 y p=0,00. Luego de seleccionar las variables a incluir con el
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RDA con seleccion hacia adelante, solo quedaron el nivel del agua y el
NT, con un R? de 0,45 (test de Montecarlo para todos los ejes
F(2,21)=8,75, p=0,001) (Figura 4.6). Los GFBM se distribuyeron
homogéneamente uno en cada cuadrante, asociados a distintas
combinaciones de valores de las variables ambientales. EI GFBM III tuvo
mayor Biovolumen con mayor NT y turbidez y menor nivel del agua. El
GFBM |V, presentdé mayores biovolimenes ante mayores concentraciones
de las dos formas de fosforo (total y disuelto) y temperatura. Finalmente
el GFBM VIl estuvo asociado a mayores concentraciones de nitrogeno

disuelto y nivel del agua.
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Figura 4.6. Diagrama de ordenaciéon de Andlisis de Redundancia para variables
biolégicas, variables abiéticas y fechas de muestreo. Se incluyen los biovolumenes (BV;
mm3 |-1) de GFBM IIl, IV VIl y Otros (suma del BV del resto de los GFBM). T:
temperatura (°C), PT: fosforo total (ug I-1), NT: nitrégeno total (ug I-1), NH4: amonio (ug I-
1), NO3: nitratos (ug I-1), PRS: fésforo reactivo soluble (ug I-1), TURB: turbidez (NTU),
NIV: nivel (m). Las variables seleccionadas mediante el método de seleccién hacia
adelante se muestran resaltadas con elipses de linea punteada).
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4.5.6 Composicién y dinamica del GFBM lil

El biovolumen total de GFBM Il tuvo una media de 1,99 mm?I* (0-27,1),
estando presente en verano y otofio de 2011 y 2013. Durante el primer
periodo, tanto el biovolumen de este grupo como el porcentaje que
representd del total aumentaron en los meses de otofio, alcanzandose un
méaximo de 79,3% en el muestreo del 17/03/2011 y manteniéndose por
encima del 70% hasta el final del periodo. Durante el mismo,
Cylindrospermopsis raciborskii fue la especie dominante. Durante el
segundo periodo el GFBM Il alcanzé un maximo de 25% (el 05/01/2012)
sobre el total de fitoplancton. Al contrario del primer periodo, los
porcentajes fueron mayores en los meses de verano. En este caso
aparecieron 5 especies distintas, y co-dominaron dos (en casi todos los
muestreos) o hasta 3 especies (muestreo del 08/05). Las especies que
coexistieron en la mayoria de los casos fueron C. raciborskii y A. gracile
(Figura 4.7).

4.5.7 Comparacion entre C. raciborskii y A. gracile

Se comparé la morfologia de estas dos especies, que aparecieron como
co-domiantes con mayor frecuencia, para evaluar si fueron
funcionalmente redundantes. Al inicio del periodo de coexistencia se
observo que el MLD de A. gracile, tuvo un amplio rango, con mayores
densidades en valores cercanos a las 200 ym. En cambio C. raciborskii
presento valores menores, de entre 100 y 200. Luego, a finales de otofio
de 2012, esta especie extendié su rango hacia valores mayores llegando
a alcanzar los 400 pm y solapandose con los valores de A. gracile.

En cuanto al volumen, si bien A. gracile siempre presenté valores mas
altos, se observd que ambas especies extienden su rango hacia

volimenes mayores con el avance de las estaciones (Figura 4.8). La S/V
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de A. gracile fue menor a la de C. raciborskii en todas las fechas menos
en el muestreo del 25/05/2012, cuando aumenté su valor mientras que
Cylindrospermopsis mostré un desplazamiento hacia valores mas bajos
(Figura 4.9).Por otra parte se observd una relaciéon positiva (r?=0,24,

p<0,01) entre el volumen de estas especies (Figura 4.9).
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Figura 4.7. Log10 del Biovolumen+1 (mm? I'*) de especies del GFBM llI a lo largo del
periodo de estudio.
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Figura 4.8. Comparacion de la dimension lineal maxima (MLD, um), volumen (V, um3) y
relaciéon superficie/volumen (S/V, pm™) entre Cylindrospermopsis raciborskii y
Aphanizomenon gracile en 4 fechas del periodo de muestreo.

4.5.8 Analisis de Morfologia de C. raciborskii en el tiempo

Al analizar por separado la distribucién de la morfologia de C. raciborskii a
lo largo del tiempo, se evidencié un aumento en el MLD y el volumen, asi
como una disminuciéon de la relacion S/V hacia otofio de 2011, que
corresponde al primer periodo de desarrollo de la especie en la laguna.

En cambio, durante el segundo periodo el patrédn mencionado se repitié
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solamente en verano, dado que al iniciarse el otofio hubo una
disminucion de MLD y volumen junto con un aumento de S/V,
alcanzandose valores que se mantuvieron estables por el resto del
periodo (Figura 4.10). Por otra parte, en todos los muestreos en que se
registr0 esta especie, se evidencid la presencia de heterocitos,
alcanzadndose las mayores de organismos con células diferenciadas

durante los meses de verano.
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Figura 4.9. Variacion del log: del volumen de C. raciborskii en funcion del logio del
volumen (V, um?®) de A. gracile.
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Figura 4.10. Diagramas de cajas para la dimensién lineal maxima (MLD, pm), el volumen
(V, um) y la relacion superficie/volumen (S/V, um™) de C. raciborskii en el tiempo. Las
lineas centrales horizontales representan la mediana de los datos, los bordes inferiores y
superiores de las cajas representan el cuantil 25 y 75 respectivamente y los puntos de
color gris los valores extremos.



4.6 DISCUSION

En este trabajo fue posible evaluar los efectos de las condiciones
ambientales en especies de cianobacterias formadoras de floraciones
agrupadas en GFBM. La utilizacion de GFBM permitié observar que
especies en diferentes grupos tienen distintas preferencias ambientales y
que por lo tanto responden de diferente manera a la eutrofizacién y a los
cambios climéticos, incluyendo sus efectos en la temperatura y
profundidad de los ambientes. En este sentido, la morfologia de los
distintos GFBM fue un buen predictor de las condiciones de dominancia
de los organismos, por ejemplo la mayor relacion S/V caracteristica del
GFBM 11, permiti6 a sus integrantes ser dominantes en condiciones de
alta turbidez del agua, asociados a bajo nivel del agua y alta

concentracion de nitrégeno total.

4.6.1 Descripcion del ambiente acuatico

El nivel de la laguna fue una variable clave en explicar la variabilidad de la
comunidad de fitoplancton y asi como la alternancia de distintos GFBM
formadores de floraciones. Mayores niveles de agua estuvieron asociados
a mayores lluvias y menores volumenes de extraccion por la planta
potabilizadora como ya ha sido observado previamente (Mazzeo et al.,
2001), Distintos autores han mencionado la relevancia del nivel del agua
para la dinamica de las comunidades bioldgicas de la laguna (Mazzeo et
al., 2001), a través de su efecto en la concentracion de nutrientes y la
turbidez (Jeppesen et al.,, 2009). En Laguna Blanca, la lluvia se ha

asociado a la entrada de material al6ctono y al mismo tiempo a un efecto
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de dilucién, no generando un aporte en la concentracion de nutrientes
(Mazzeo et al. 2001). En este estudio en condiciones de menor volumen
de agua y nivel (menos precipitaciones y mayor extraccion) aumento la
turbidez posiblemente debido a que menores profundidades favorecen la
mezcla del agua por el viento (Fabre et al., 2010) y el desarrollo

fitoplanctonico.

La temperatura varié estacionalmente con un amplio rango de valores,
mayor que varios estudios antes realizados en la laguna (Pacheco et al.
2010, Mazzeo et al., 2003). Fueron particularmente bajos los valores
minimos registrados en dos oportunidades en julio de 2012 (< 9), siendo
menores a los valores esperados para ecosistemas subtropicales
(Koppen, 1923). Esto pudo haber condicionado el crecimiento de algunos

grupos de fitoplancton (Reynolds et al., 2002; capiulo 2 de esta tesis).

De acuerdo con el indice de Salas y Martino, segun los promedios
anuales de fosforo total, la laguna se clasific6 como mesotrofica. A
diferencia de lo observado en trabajos previos (Mazzeo et al. 2001) los
mayores valores de PT y NT se dieron no solo en verano, sino también en
otofio e invierno, lo que podria explicar las altas biomasas alcanzadas por
el fitoplancton durante estaciones caracterizadas por presentar menores

temperaturas.

El zooplancton fue caracteristico de este tipo de sistema incluyendo

pequefios cladoceros, altas abundancias de rotiferos y copépodos
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(Gerhard, 2015) y coincide con trabajos previos (Mazzeo et al., 2001;
Pacheco et al., 2010, Iglesias et al. 2007; Meerhoff et al. 2007). La
aparicion de grupos de mayor tamafio (e.g. cladoceros del género
Diaphanosoma) en primavera fue observada en trabajos previos (Mazzeo
et al 2003) y es un indicador de mayor tasa de aclarado y presion de
herbivora potencial sobre el fitoplancton, especialmente sobre el GFBM IV
(Colina et al., 2015).

4.6.2 Descripcion del fitoplancton general

Los valores de abundancia y biovolumen de fitoplancton fueron
relativamente altos siendo caracteristicos de un sistema eutrofizado con
dominancia de cianobacterias (Mazzeo et al., 2001; Pacheco et al., 2010).
Si bien no hubo floraciones observables como manchas verdes
superficiales, el biovolumen total estuvo casi todo el periodo estudiado por
encima o en el valor de 10 mm?3I* indicado como un nivel de alerta para la
calidad del agua para uso por el hombre (Chorus, 2012). El biovolumen
de cianobacterias estuvo por encima de ese nivel desde enero a julio

2011, en noviembre 2011 y en abril y mayo 2012.

Se observé un cambio notorio del inicio al final de periodo de estudio, con
una disminucion en la biomasa de cianobacterias, que podria indicar una
mejora en la calidad el agua pero que pudo estar asociado a las muy
bajas temperaturas de julio del 2012. El sistema ya ha experimentado
cambios bruscos en la composicién de las comunidades, pasando por
estados de agua turbia con fitoplancton y de agua clara dominada por
plantas sumergidas (Mazzeo et al., 2003), proceso también evidenciado
en estudios paleolimnolégios (Garcia-Rodriguez et al., 2002; Martinez de
la Escalera et al., 2014).
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La riqueza del fitoplancton vari6 entre bajos a muy altos valores de
namero de especies de fitoplancton. La rigueza en este tipo de lagos
someros se ha asociado a la cobertura de plantas sumergidas, quienes
son favorecidas en lagos de pequefio tamafio y en condiciones de agua
clara, aumentando el numero de microhabitats donde pueden
desarrollarse distintas especies y evitando la formacién de floraciones
(Kruk et al.,, 2009). La riqueza fue intermedia entre la registrada por
Mazzeo et al. (2001) durante un periodo mayoritariamente de agua clara 'y
la observada por Pacheco et al. (2010), cuyo periodo correspondié a un
estado de agua turbia. Tanto en este trabajo como en los previos (Mazzeo
et al. 2001, Vidal & Kruk, 2008, Pacheco et al., 2010), se registré la
presencia y altas abundancias de cianobacterias, especialmente en los
meses de verano, tanto del GFBM Il (e.g. C. raciborskii) como del VII

(e.qg. Aphanocapsa delicatissima).

4.6.3 Descripcion de los GFBM

Se encontraron los siete GFBM descritos por Kruk et al. (2010), indicando
una gran variabilidad de las condiciones ambientales, con dominancia de
los GFBM lIl, IV, V y VII. La morfologia de los organismos presentes en
todos los GFBM estuvo en general dentro del rango definido por Kruk et
al. (2010), con variaciones al comparar los valores medios que en general
fueron menores (Tabla 4.2).Los valores de S/V encontrados en este
trabajo también fueron similares, exceptuando el caso del IV, donde la
relacion media calculada fue del doble de la citada. Tal como indican Kruk
et al. (2010), el MLD de los organismos fue mayor para el GFBM| lll,
seguido del VI, el IV y el VII. En cuanto a la relacion S/V, los GFBM con
mayores valores calculados fueron el | y el 1V, seguidos por el Il (Tabla
4.2).
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4.6.4 Relacion del fitoplancton con las condiciones ambientales

La temperatura, la concentracion de nutrientes y el nivel del agua, fueron
importantes en condicionar la estructura y dindmica de la comunidad de
fitoplancton. Esto indica que varios procesos asociados a la eutrofizacion
y al cambio climético (cambios en régimen de temperatura, precipitacion y
nivel del agua) podrian estar involucrados. El biovolumen de las
cianobacterias en su conjunto estuvo asociado principalmente a los
nutrientes. Sin embargo, hubo diferencias en las respuestas de los GFBM,
encontrandose distintos grupos como dominantes en distintas
condiciones. La morfologia de cada uno de ellos reflejo las preferencias
ambientales (Kruk & Segura, 2012).

El GFBM VIl se caracteriza por su gran tamafio y por formar colonias
mucilaginosas con baja S/V. Este, estuvo asociado a menor turbidez e
indicadores de mejor calidad de agua en comparacion con las que
acompafaron a otros grupos, incluyendo menores concentraciones de
nutrientes totales y mayores de disueltos. Estas condiciones ademas se
asociaron a mayor nivel del agua y mayores precipitaciones. El mayor
nivel del agua permitiria una mayor estabilidad de la misma vy
potencialmente la estratificacion, al menos durante algunas horas del dia.
Esto favoreceria al VII, que si bien puede tolerar la mezcla, la mayor
estabilidad favorece la formacion de floraciones superficiales (Kruk &
Segura, 2012).

El GFBM IV se caracteriza por su tamafio medio y ausencia de otros
rasgos categoricos (ej. aerdtopos, mucilago). Combind clorofitas vy
cianobacterias, en ambos casos las formas filamentosas fueron
predominantes, especialmente en los momentos de mayor abundancia de

este GFBM. Estuvieron asociados a mayores concentraciones de PT, ya
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gue fueron los organismos que mas aportan a la biomasa total y
ocurrieron, al igual que el GFBM lll, cuando el nivel del agua fue menor y
la turbidez mayor. Fueron ademas favorecidos por mayores temperaturas.
Este GFBM incluye a los organismos mas palatables y se ha encontrado
gue el zooplancton tiene un mayor efecto controlador sobre este grupo
gue sobre otros GFBM (Colina et al., 2015). Ello podria explicar que en
laguna Blanca se encontraran organismos de este GFBM que por su
morfologia pueden evadir la herbivoria, tales como las formas

filamentosas.

El GFBM Ill se caracteriza por su alta S/V y MLD, y la presencia de
aerétopos (Kruk et al., 2010). Esto explica su dominancia en condiciones
de alta turbidez y bajo nivel del agua en condiciones de menores
precipitaciones, coincidiendo con estudios previos (Kruk & Segura, 2012).
La presencia del GFBM Il estuvo asociada a bajas concentraciones de
formas disueltas de nitrdgeno. Los organismos de este GFBM pueden fijar
nitrogeno atmosfeérico, lo cual fue evidenciado en este estudio por la
presencia de heterocitos, o tomar nitrégeno del sedimento debido a que
pueden controlar su posicion en la columna de agua (Oliver & Ganf, 2000;
Ferber et al., 2004). Dichas estrategias le permiten a este GFBM
mantener la obtencion de este recurso cuando su concentracion en el
medio es baja, tal como lo fue durante los meses de verano del periodo
de muestreo, permitiendo la acumulacion de biomasa, explicandose asi
los altos valores de NT asociados a este GFBM. Por lo tanto, dadas sus
caracteristicas morfologicas, que lo hacen tolerante a condiciones de baja
intensidad luminica, y sus diversas estrategias para captar nutrientes,
mayor grado que el GFBM VII, el Il podria ser capaz de dominar el
fitoplancton de sistemas someros con distinto estado trofico.
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En este estudio el biovolumen de C.raciborskii estuvo Unicamente
explicado por el nivel del agua. Esto, en conjunto con otros estudios
donde C. raciborskii que ha sido registrada bajo condiciones tanto de alta
(Bouvy et al., 1999) como baja concentracion de nitrégeno (Sinha et al.,
2012), indicaria que se trata de una especie generalista con respecto a
este recurso (Moisander et al.,, 2012). Esto tendria consecuencias
negativas para este y otros ecosistema debido a la potencialidad para
producir toxinas de muchas de las especies integrantes de este GFBM.

Finalmente, el NT y nivel del agua fueron las variables mas importantes y
menos redundantes para explicar a todos los GFBM en conjunto (RDA) y
al biovolumen total del fitoplancton (GLM). Estas variables resumen el
efecto de la eutrofizacion y de la estacionalidad, asi como posibles
efectos de los cambios climaticos y del uso del ecosistema (extraccion de
grandes volumenes de agua para potabilizar) y de su cuenca (entrada de
nutrientes). El nitrdgeno ha sido mencionado en trabajos previos como
una variable condicionantes importantes de los grupos formadores de
floraciones (Pacheco et al., 2010; Kruk & Segura, 2012), observandose un
un efecto similar en los GFBM Ill y VII. Sin embargo, en este trabajo se
evidenciaron diferencias en las respuestas entre estos GFBM, asociadas
a diferencias en las estrategias de obtencion de nutrientes y la morfologia.
Si bien la temperatura no figuré6 como una variable importante en los
modelos, los valores extremos bajos registrados en julio de 2012 podrian
haber afectado drasticamente la estructura comunitaria, evitando el
desarrollo de cianobacterias, y permitiendo en cambio la dominancia por

parte diatomeas y flagelados.
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4.6.5 Codominancia de especies del GFBM llI

Los GFBM estdn compuestos por organismos similares en su morfologia
y preferencias ambientales y por lo tanto se hipotetiza que son
funcionalmente redundantes (Scheffer & van Nes, 2006; Kruk et al., 2010;
Segura et al., 2013). En este trabajo se observé la dominancia simultanea
de hasta 3 especies del GFBM Ill. Esto podria ser el resultado de dos
mecanismos. El primero es que sean muy similares en sus caracteristicas
ecologicas, tanto como organismos de la misma especie, no
desplazdndose competitivamente (Scheffer y van Nes, 2006;Segura et al.,
2013). El segundo es que se diferencien en otros aspectos no evaluados
en este trabajo, por ejemplo diferencias en el potencial de acumular
nutrientes en granulos de polifosfato (Kulaev & Vagabov, 1983) y
utilizarlos como fuente de este nutriente cuando es escaso en el medio
(Liss & Langen, 1962). Sin embargo, los nutrientes disueltos no fueron
seleccionados como una variable importante en los modelos del GFBM ll1.
Por otra parte, y en concordancia con el primer mecanismo mencionado,
se encontré que la morfologia de las especies codominantes era similar.
Si bien hubo diferencias menores al principio de la temporada de
crecimiento, se observé una convergencia durante gran parte del periodo
de dominancia. Asimismo, se observd un cambio conjunto en la
morfologia lo cual podria reflejar el ciclo de vida de estas especies que
son reclutadas a partir de acinetes en los sedimentos y se transforman en
filamentos de pocas células que alcanzan su tamafio final luego de

algunos dias (Hense & Beckmann, 2006).
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4.7 CONCLUSIONES

En general las cianobacterias se vieron favorecidas en condiciones de
altas concentraciones de nutrientes y temperaturas, pero dentro de las
cianobacterias hubo diferencias que fueron reflejadas en su asignacion a
GFBM. En particular el lll fue dominante en condiciones de baja
intensidad luminica, alto NT y bajo nivel del agua. Los resultados permiten
generar distintos escenarios donde se puede pronosticar el dominio de
distintos GFBM.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo fue posible evaluar los efectos de factores
ambientales asociados al cambio climético (cambios en la temperatura, en
el nivel del agua como efecto de modificaciones en los regimenes de
precipitaciones) y la eutrofizacién (aumento de fésforo y nitrégeno) sobre
el fitoplancton agrupado en GFBM (con énfasis sobre los grupos con
cianobacterias potencialmente téxicas) a través de diferentes

aproximaciones.

Los resultados de este este estudio no apoyarian la hipétesis de que
todas las cianobacterias (como un todo) responden de manera positiva al
aumento de la temperatura (como se sostiene en gran parte de la
literatura cientifica actual, ej. (Kosten et al., 2012; Havens & Paerl, 2015),
sino que la pertenencia a distintos GFBM, entre otros mecanismos,
implicaria distintas respuestas (Capitulo 2).

Por otra parte, a través de experimentos comunitarios con indculos de
varios ecosistemas naturales, se encontré que la combinacién de altas
temperaturas y concentraciones de nutrientes estimulan el desarrollo de
GFBM que incluyen cianobacterias potenciales téxicas, coincidiendo con
diversos estudios a nivel internacional (J6hnk et al., 2008a; Huber et al.,
2012; Rigosi et al., 2014)(Capitulo 3).

Finalmente, en el monitoreo de Laguna Blanca (Capitulo 4), factores
asociados a la eutrofizacién (nitrégeno) y al cambio climético (nivel del
agua) fueron los mas relevantes a la hora de explicar el desarrollo
cianobacterias, reafirmando la idea de sinergia entre ambos fenédmenos.
Dentro del GFBM con cianobacterias dominante (Ill) hubo coexistencia de

especies, solapadas en sus rasgos morfologicos, apoyando la hipétesis
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de redundancia funcional de las especies de un mismo GFBM. Los
resultados permiten generar distintos escenarios donde se puede

pronosticar el dominio de distintos GFBM (Figura 5.1).

EUTROFIZACION CAMBIO CLIMATICO
N TEMPERATURA i i

TURBIDEZ
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Figura 5.1. Representacion esquematica de los efectos de las variables ambientales
relacionadas con el cambio climético y la eutrofizacion evaluadas en este trabajo sobre
los GFBM que incluyen cianobacterias y sobre las cianobacterias en general. Los signos
“+" representan un aumento de biomasa, mientras que “-” una disminucién, asociada a un
cambio en determinado factor ambiental. Sobre las flechas se indica de qué capitulo
proviene cada resultado.
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Dada la variedad de respuestas encontradas mediante las
aproximaciones empleadas en este estudio, se destaca la importancia de
analizar en conjunto los efectos de la temperatura, el nivel del agua y la
carga de nutrientes, con diferentes combinaciones de estas variables.
Asimismo, seria de gran relevancia el estudio mas detallado de la
interaccién del fitoplancton con otras comunidades biologicas (e.g.

macréfitas y zooplancton) bajo estos escenarios ambientales.
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