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Resumen

Los embalses eutréficos favorecen el desarrollo de floraciones fitoplanctonicas
nocivas, las cuales pueden ser descargadas en cursos fluviales y llegar a zonas
pobladas y plantas de potabilizacién. En Uruguay existen mas de 1300 embalses
agropecuarios, generalmente asociados al uso intensivo del suelo. En estos
embalses no existe un monitoreo sistematico dado su gran numero Yy dificil
acceso. El Rio Santa Lucia (RSL), principal fuente de agua potable del pais,
cuenta con antecedentes de floraciones fitoplancténicas. Resultados recientes
indican que los embalses productivos de la cuenca contribuirian al aporte de
fitoplancton al RSL. En esta tesis se evaluaron 14 embalses agropecuarios de la
cuenca del RSL para conocer su estado trofico y los factores ambientales
relacionados con la presencia de floraciones fitoplanctonicas. También se
exploraron metodologias de deteccion in situ mediante fluorescencia y
reflectancias captadas por teléfonos inteligentes para su uso ciudadano. Los
embalses fueron en su mayoria hipereutréficos y productores de elevadas
biomasas de fitoplancton, destacandose la presencia de cianobacterias
potencialmente toxicas. El nitrégeno fue la principal variable explicadora de la
ocurrencia de las floraciones de cianobacterias en un contexto de
concentraciones de fésforo extremas. La fluorescencia in vivo aplicada a
embalses turbios para estimar clorofila a presentdé un buen desempenio, lo cual
reafirma su confiabilidad para su utilizacién en los niveles guia de la OMS. Las
reflectancias obtenidas con teléfonos inteligentes presentaron resultados
prometedores, aunque las limitaciones operativas dificultan su utilizacion en
embalses agropecuarios, restringiendo un posible uso en el monitoreo
ciudadano. Ante el creciente numero de embalses en zonas de uso intensivo del
suelo, sera clave la implementacion de sistemas de monitoreo de fitoplancton
que permitan la toma de acciones tempranas para minimizar los riesgos de

eutrofizacion y de aporte de organismos nocivos a cursos fluviales.

Palabras claves: Embalses agropecuarios; Eutrofizacion; Floraciones de
fitoplancton; Cianobacterias; Clorofila a in vivo por fluorescencia; Reflectancias

in situ.
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Introduccion

Floraciones de fitoplancton en aguas continentales y riesgos asociados

Las actividades humanas han promovido el aporte de nutrientes a los cuerpos
de agua continentales, lo que resulta en un aumento de la produccion primaria y
en particular en el crecimiento del fitoplancton (Schindler 1977). Dependiendo de
las condiciones ambientales, el exceso de aporte de nutrientes puede promover
la generacion de floraciones de cianobacterias y de fitoplancton en general,
fendbmeno que se ha convertido en uno de los problemas mas habituales en
aguas superficiales de todo el mundo (Chorus y Bartram 1999; Huisman y Hulot
2005; Watson et al. 2015). Algunos grupos como las cianobacterias, pueden
producir toxinas, con efectos neurotoxicos, hepatotoxicos y citotdxicos, que
afectan la salud humana y animal (Chorus y Bartram 1999; Bernard et al. 2017;
Dreher et al. 2018; Vidal et al. 2017). Si bien las cianobacterias son consideradas
el grupo de fitoplancton de mayor problematica por la produccion de compuestos
téxicos, el crecimiento excesivo de microalgas eucariotas también ha sido
reportado como sintoma del deterioro de la calidad del agua y como amenaza

sanitaria para el abastecimiento de agua (Watson et al. 2015).

En las Ultimas décadas la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
desarrollado el uso de rangos y valores guia para simplificar la deteccion de
cianobacterias y facilitar la implementacion de medidas de gestion frente a la
generacion de floraciones algales nocivas. Estos rangos se basan en la
concentracion de clorofila a y biovolumen de cianobacterias, y establecen
Niveles de Alerta para las aguas destinadas a la potabilizacién, y para aguas de
uso recreativo (Tabla I) (Chorus y Bartram 1999; Chorus y Welker 2021). En
Uruguay, la Comision Administradora del Rio Uruguay (CARU) y la Intendencia
de Montevideo, implementan programas regulares de vigilancia. Ambos
programas se desarrollan en el marco de la generacion de informaciéon y
recomendaciones para el uso de playas para bafo. Estos incluyen el registro
visual in situ, y el analisis en laboratorio de variables descriptivas (CARU 2014;
Risso et al. 2018). Debido a los efectos negativos de las floraciones de
cianobacterias a la salud de la poblacién, dichos niveles de alertas y
recomendaciones son ampliamente empleados para reducir los riesgos de

exposicion (Chorus 2012).



Tabla I. Niveles Guia y Niveles de Alerta de la OMS para aguas destinadas a la
recreacion y potabilizaciéon, en funcién de la concentraciéon de clorofila a (ugL?) y
biovolumen de cianobacterias (mm3L?) (Chorus y Welker 2021).

Aguas destinadas a la | Biovolumen mm3L?t / ug Lt | Aguas destinadas al uso
potabilizacion clorofila a recreativo
Nivel Alerta 1 03/1
Nivel Alerta 2 4712
8/24 Nivel Alerta 2

Crecimiento fitoplanctonico: factores ambientales que favorecen su desarrollo y
metodos alternativos de deteccion

Entre las principales variables utilizadas en el estudio de las floraciones algales,
se destacan variables fisicoquimicas descriptivas de calidad de agua, y variables
biolégicas indicadoras de biomasa fitoplanctonica (ejemplo la clorofila a, el
biovolumen). En general, las variables fisicoquimicas descriptivas, se encuentran
estrechamente asociadas a los factores ambientales que favorecen o limitan el
crecimiento fitoplancténico. Por ejemplo, la disponibilidad de luz, temperatura,
nutrientes y el tiempo de residencia, pueden considerarse los principales factores
ambientales relacionados al crecimiento fitoplancténico (Michalak et al. 2013;
Paerl y Huisman 2008; Schindler 1977). Sin embargo, a pesar de que pueden
ser diversos los factores que inciden en el crecimiento del fitoplancton, en
general, los nutrientes y la transparencia del agua son de las variables
comunmente mas utilizadas, debido a sus fuertes relaciones con la ocurrencia
de floraciones fitoplanctonicas (Carlson 1977; Cunha et al. 2013). El estudio de
las caracteristicas fisicoquimicas permite una aproximacion al estado de
situacion de los ecosistemas acuaticos y contribuye al conocimiento de las
variables que explican el desarrollo del fitoplancton y de las floraciones de

cianobacterias.

Las técnicas de monitoreo de cianobacterias y fitoplancton en general deben
permitir la implementacion de alertas tempranas que faciliten la toma de medidas

de prevencion y mitigacion (Chorus 2012). La deteccion temprana permite
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conocer el estado del cuerpo de agua, y la generacion de alertas, en caso de
corresponder, de manera de evitar o reducir los riesgos de exposicion. Sin
embargo, los indicadores de biomasa fitoplanctonica tradicionales, como los
recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud, requieren de la
cuantificacion de la concentracion de clorofila a y el empleo de técnicas de
conteo de células de cianobacterias al microscopio, y el calculo de biovolumen,
lo que insume altos costos, tiempo y personal entrenado (Chorus y Welker 2021).
Esto limita espacial y temporalmente la evaluacion del estado trofico y la
deteccion de las floraciones algales, particularmente en areas remotas. Por lo
tanto, para viabilizar grandes campafnas de muestreos, y abarcar zonas rurales
de acceso limitado, seria necesario evaluar métodos alternativos de deteccion
de cianobacterias y de fitoplancton en general, de uso “no experto”, y que puedan

ser implementados por los mismos usuarios.

La fluorometria in situ es uno de los métodos mas empleados para la deteccion
de cianobacterias y fitoplancton en tiempo real, a través de la medicion de
pigmentos como la clorofila a y la ficocianina (pigmento presente en las
cianobacterias). Por otro lado, otros métodos in situ de menor sensibilidad pero
de mayor accesibilidad, posibilitan la estimacion de la clorofila a en base a la
medicion de reflectancias en las bandas roja, verde y azul (RGB en inglés). El
estudio de las relaciones entre reflectancias permite la evaluacién por ejemplo,
de la materia organica disuelta coloreada (CDOM) o la concentracién de clorofila
a, entre otras propiedades presentes en el agua (relaciéon de reflectancias
rojo/azul, y azul/verde, respectivamente) (Bowers et al. 2000; Goddijn y White
2006; Goddijn-Murphy et al. 2009). En este sentido, en los ultimos afios se han
desarrollado aplicaciones en teléfonos inteligentes, como HydroColor®, que
utilizan la camara digital como un radibmetro de tres bandas RGB entre los 400
nm a 700 nm, con el potencial de generar informacion en tiempo real de forma
descentralizada, de uso no experto, y a un bajo costo (Leeuw y Boss 2018). Sin
embargo, en ocasiones estas metodologias son utilizadas como alternativa de
deteccion, a expensas de una reduccion de la confiabilidad y precision de las
mediciones. Entre los factores que pueden producir errores de mediciéon se
destacan las interferencias Opticas en ambientes turbios, por ejemplo, en

estimaciones por fluorescencia (Ferreira et al. 2012; Gilerson et al. 2007).



Asimismo, las mediciones de reflectancias por aplicaciones como Hydrocolor
han generado resultados contrastantes, y particularmente, la aplicabilidad para
estimar clorofila aun no esta determinada en pequefios cuerpos de agua (Ouma
et al. 2018; Malthus et al. 2020).

Justificacion del estudio: embalses agropecuarios de la cuenca del Rio Santa
Lucia

En Uruguay, muchos de los sistemas acuaticos naturales sufren un proceso de
eutrofizacion avanzado desde hace mas de una década (Arocena et al. 2008;
Aubriot et al. 2017; Bonilla et al. 2015). Cuando los cursos fluviales eutréficos
son represados se generan condiciones favorables para el desarrollo de
floraciones de fitoplancton, en particular de cianobacterias (Bonilla et al. 2015).
Los registros existentes para nuestro pais indican que los sintomas del aumento
de nutrientes son mas severos en cuerpos de agua lénticos (embalses o lagos),
donde los tiempos de residencia del agua generan las condiciones propicias para
el crecimiento microalgal (Bonilla et al. 2015). Actualmente, en el pais existe un
gran numero de embalses de tamafio variado, principalmente destinados al uso
agropecuario (1363 embalses declarados, 1300 para uso agropecuario,
MVOTMA 2017), tendencia que aumentaria dados los incentivos a su
construccion promovidos por las ultimas modificaciones a la Ley de Riego (Ley
N° 19.553, Uruguay 2017). Si estos sistemas contienen floraciones de
cianobacterias, en situaciones de precipitaciones intensas, pueden descargar
estos organismos hacia los cursos de agua receptores y llegar a zonas de
recreacion y tomas de agua para potabilizar (Olano et al. 2019; Somma et al.
2022). A pesar del gran numero de embalses agropecuarios en el pais, no se ha
implementado un sistema de monitoreo en estos ambientes, y existe escasa
informacion sobre su estado trofico y una comprension limitada de los factores
gue podrian incidir en la ocurrencia de las floraciones algales. El gran nimero de
estos embalses y su ubicaciéon en predios privados de dificil acceso, impone
restricciones al monitoreo tradicional de calidad de agua. Un avance significativo
sobre el conocimiento de estos ambientes se ha logrado a través de la
teledeteccién. Sin embargo, esta herramienta de gran cobertura espacial y alta
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frecuencia temporal de generacibn de datos, requiere de condiciones
atmosféricas adecuadas y de mediciones in situ para la validacion de los
modelos de estimacion de clorofila y turbidez (Zabaleta et al. 2023). Esta
situacion plantea un escenario complejo para la gestion ambiental ya que
requiere de la optimizacion de varias metodologias de monitoreo para la
deteccion de floraciones algales en cuerpos de agua numerosos y de dificil

acceso.

La cuenca del Rio Santa Lucia abastece de agua potable al 60% de la poblacion
del pais, lo que ha llevado a la implementacion de medidas particulares de
proteccion ambiental (DINAMA-JICA 2011; MVOTMA 2013). Esta cuenca posee
un considerable nimero de embalses y pequefios cuerpos de agua de uso
productivo (al menos n=486), de los cuales muchos presentan preocupantes
niveles de indicadores de eutrofizacion (Zabaleta et al. 2023). El objetivo del
presente trabajo es evaluar los factores ambientales acuaticos que favorecen el
desarrollo de las floraciones de fitoplancton, y explorar metodologias para su
deteccidn, en catorce embalses de uso agropecuario de la cuenca del Rio Santa
Lucia. Se plantea la evaluacion de los principales factores ambientales mediante
el estudio de variables limnolégicas a escala de embalse, con el fin de identificar
los condicionantes y promotores del desarrollo fitoplanctonico, y los tipos de
organismos que puedan verse favorecidos. Por otra parte, los métodos basados
en la fluorescencia in vivo, y en las reflectancias en el rango de luz visible
medidas a través de camaras de teléfonos inteligentes, tienen el potencial de
permitir su uso descentralizado, la disminucién de costos, y la obtencién de datos
en tiempo real, lo que podria viabilizar la obtencion de informacién en sitios que
no cuentan con registros previos. De esta forma, la presente investigacion
contribuye con informacion relevante para la comprension de los principales
factores que explican las floraciones de fitoplancton en embalses productivos.
Asimismo aporta a la evaluacion del riesgo potencial de exportacién de biomasa

algal en cuencas utilizadas para el abastecimiento de agua potable.
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Objetivo general

Evaluar los factores ambientales que se relacionan con la presencia de
floraciones de fitoplancton en embalses de uso agropecuario de la cuenca del
Rio Santa Lucia y explorar metodologias para su deteccion in situ.

Objetivos especificos
1. Caracterizar la comunidad de fitoplancton y las condiciones fisicoquimicas de

embalses agropecuarios en la cuenca del Rio Santa Lucia.

2. Identificar las variables ambientales limnologicas que se relacionan con la
ocurrencia de floraciones de fitoplancton y de cianobacterias en embalses de uso

agropecuario.

3. Evaluar métodos para la deteccion in situ de clorofila a total y de
cianobacterias en embalses turbios: desempefio de la fluorescencia in vivo de

clorofila a 'y de reflectancias medidas con una camara de un teléfono inteligente.

Preguntas que la tesis se plantea responder y estructura general:

La presente tesis contiene dos capitulos que abordan el objetivo principal de la
investigacion. El primer capitulo muestra la caracterizacion de los embalses
agropecuarios de la cuenca, con énfasis en la comprension de los factores que

explican la presencia de floraciones de fitoplancton.

Capitulo 1: Comunidad de fitoplancton de embalses agropecuarios y

factores ambientales explicativos. Interrogantes que se buscan responder:

1. ¢Qué variables ambientales se relacionan con la presencia de floraciones
de fitoplancton en embalses agropecuarios de la cuenca del Rio Santa
Lucia?

2. ¢Cudles son las variables que mejor explican la presencia de

cianobacterias?
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Capitulo 2: Métodos alternativos de deteccion de floraciones de
fitoplancton en embalses agropecuarios. Interrogantes que se buscan

responder:

3. ¢Es posible detectar de forma Optica y por fluorescencia, la presencia de
fitoplancton y de cianobacterias en embalses turbios, dentro de los niveles

guia para clorofila a de la OMS?

4. ¢Estos métodos son adecuados para un posible uso en el monitoreo

ambiental ciudadano?
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Capitulo 1: Comunidad de fitoplancton de embalses agropecuarios y factores

ambientales explicativos

Introduccion

En general, la disponibilidad de luz en la columna de agua, la temperatura, los
nutrientes y el tiempo de residencia, pueden considerarse como los principales
factores ambientales que inciden en el crecimiento fitoplancténico (Michalak et
al. 2013; Paerl y Huisman 2008; Schindler 1977). La disponibilidad de luz es un
factor fundamental para el crecimiento del fitoplancton, y en ambientes acuaticos
turbios, los solidos y el material en suspension pueden reducir el ingreso de la
luz, limitando el crecimiento y la composicién del fitoplancton, aun en condiciones
favorables de nutrientes (Crisci et al. 2017; Davalos et al. 1989; Dzialowski et al.
2011; Han et al. 2020).

Dada la fuerte dependencia del fitoplancton a la disponibilidad de nutrientes,
desde hace décadas que diferentes rangos de concentracion son utilizados para
caracterizar los ecosistemas acuéticos y evaluar los riesgos de floraciones
algales probleméticas (Dodds 2007). En aguas continentales, el fosforo y el
nitrogeno han sido identificados como los principales nutrientes limitantes del
crecimiento microalgal, por lo que su estudio es de gran relevancia tanto a nivel
de la investigacion, asi como también en la gestidbn gubernamental. Aunque,
cabe destacar que los requerimientos y necesidades de nutrientes pueden diferir
entre las especies del fitoplancton (Gotham y Rhee 1981). Debido a la capacidad
de fijacion del nitrogeno atmosférico (N2) de algunas cianobacterias, el fosforo
suele considerarse como el nutriente limitante y con mayor relevancia ecolégica
(Havens et al. 2003; Karl et al. 2002; Schindler et al. 2008). Esto implica que
algunos grupos de cianobacterias puedan verse favorecidas en condiciones
limitantes de nitrégeno (baja relacion N:P), frente a otros grupos fitoplancténicos.
Igualmente, a pesar de la capacidad de fijacion de nitrégeno por parte de algunas
cianobacterias, existe un amplio espectro de trabajos que demuestran que tanto
el fosforo, como el nitrogeno pueden limitar el crecimiento fitoplanctdnico
dependiendo de las condiciones locales del ambiente (Lewis et al. 2008; Paerl et
al. 2019; Schindler et al. 2008; Sterner 2008).

El Rio Santa Lucia, es la principal fuente para el suministro de agua potable del

pais. Recibe el aporte de varios tributarios y de sistemas de embalses de
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diversos tamafios (MVOTMA 2016). Su cuenca hidrolégica posee un estado
preocupante de eutrofizacion y cuenta con antecedentes de floraciones de
cianobacterias, lo que ha llevado a la implementacion de varias medidas de
mitigacion (Aubriot et al. 2017; Chalar et al. 2017; DINAMA-JICA 2011; MVOTMA
2013; Udelar 2013; Viak 1990). A nivel de cambios de cobertura del suelo, en los
altimos afios la cuenca del Rio Santa Lucia present6 un incremento significativo
en las &reas cultivadas, y una disminucion de las areas de cobertura herbacea
natural (MVOTMA 2016; MVOTMA 2018). Las zonas de uso agricola intensivas
(cerealeras, hortofruticolas, forrajeras para cria de animales, entre otras)
generan mayores exportaciones de nutrientes que aquellas comprendidas por
coberturas naturales o usos extensivos, las que en general utilizan menores
cantidades de insumos para sustentar la produccién agropecuaria (Abell et al.
2011; Mcfarland y Hauck 2001; Jeje 2006). Por ejemplo, en ocasiones la practica
de siembra directa reduce la erosion del suelo, pero la fertilizacion superficial
puede aumentar la disponibilidad de la fraccién de fésforo soluble, promoviendo
las pérdidas por escorrentia (Osmond et al. 2019). En sistemas intensivos de
cria de animales, ademas de las fertilizaciones, el aporte de fésforo mediante la
deposicion del estiércol (proveniente de la racion) también puede favorecer
pérdidas excesivas del nutriente a las aguas superficiales (Reid et al. 2019). En
este sentido, estudios en predios de produccion de leche en Uruguay han
mostrado un potencial de eutrofizacidn por hectarea superior en los sistemas de

mayor produccién (Darré et al. 2020).

Resultados recientes indican que para una mejor comprension de la dinamica
del fitoplancton y del origen de las floraciones de cianobacterias en la cuenca,
implicaria el estudio de los aportes de los tributarios, principalmente de sistemas
lénticos, los cuales tienen un efecto relevante en el aporte de fitoplancton al
cauce principal (Rio Santa Lucia) (Olano et al. 2019, Somma et al. 2022). En
nuestro pais, existe una comprensién limitada de los factores que inciden en la
ocurrencia de las floraciones algales en cursos fluviales y en particular en
pequefios embalses agropecuarios. Si bien el conocimiento de los principales
factores ambientales que promueven la eutrofizacién han sido estudiados, aun
son objeto de discusion, por lo que los esfuerzos que contribuyan al

entendimiento de los sistemas acuaticos son fundamentales para mejorar la
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gestion (Alcantara et al. 2022). En este sentido, en este capitulo se abordan los

objetivos especificos nimero 1 y nimero 2 de la presente tesis.

Metodologia

Area de estudio

El trabajo se realiz6 en catorce embalses de la cuenca del Rio Santa Lucia
implantados en microcuencas rurales, con diversos usos productivos
(agricultura, produccién de leche y ganaderia), y diferentes coberturas del suelo;
campo natural, frutales, pasturas para forraje, y cultivos de verano (Figura 1y
Tabla Il). Ademas, se destaca que los cuerpos de agua D, H e | cuentan con
tambos en sus cercanias, ubicados sobre terrenos que derivan sus aguas hacia
los propios embalses (por pendiente). Se trata de embalses de pequefia —
mediana escala de tamafio, menores a 100 hectareas de superficie de espejo de
agua y de profundidad media < a 10 metros (someros). Se destaca que debido
al tamafo de estos embalses, su construccién no se encuentra comprendida por
el reglamento de evaluacién de impacto ambiental (Decreto N° 349/005, Uruguay
2005). El numero de embalses permite abarcar un amplio gradiente de
condiciones ambientales, diferentes usos productivos, y diferentes condiciones
Opticas y de biomasa algal. El trabajo de campo y laboratorio, asi como la
seleccién de los embalses, se enmarco en las actividades del proyecto CSIC [+D
354 denominado: “Validacion de indices para la deteccion remota de floraciones

algales y evaluacién de estado trofico de embalses de uso productivo”.

El conjunto de embalses A, B, C, D, E y F se encuentra agrupado en la cuenca
baja, ubicados en la subcuenca del Arroyo Canelén Grande (ACG). Por otro lado,
los embalses G, H, I, J, K, L, M, y N se encuentran en la cuenca media,
particularmente en las subcuencas del Rio Santa Lucia Chico (RSLC), y Rio

Santa Lucia (RSL) entre nacientes y Rio Santa Lucia Chico (Figura 2).
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Referencias

Embalses de muestreo (A-N)
RIO SANTA LUCIA =
Embalses

Canelén Grande |
Paso Severino =

Cursos de agua principales
Cursos de agua de menor orden
Cuenca nivel 2 Santa Lucia

Mapa base: Google Satelite

Figura 1. Cuenca del Rio Santa Lucia con los sitios de muestreo (letras negras: A - N).
Los embalses se ubican en las subcuencas del Arroyo Caneldon Grande, Rio Santa Lucia
y Rio Santa Lucia Chico.
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Tabla Il. Caracteristicas generales de los catorce embalses. Se indica la superficie en
hectareas (ha) del espejo de agua y de la cuenca de drenaje, la subcuencay la actividad
general del predio.

Embalse | Espejo de agua (ha) | Area (aproximada) | Subcuenca | Actividad

de cuenca de

drenaje* (ha)
A 3,56 46 ACG Sistema forrajero
B 1,42 25 ACG Sistema forrajero
C 4 21 ACG Sistema forrajero
D 51 33 ACG Cria de cerdos / sistema forrajero
E 12,7 98 ACG Sistema forrajero / cultivo
F 4,57 159 ACG Cultivo
G 2,85 61 RSL Sistema forrajero
H 1,75 17 RSLC Sistema forrajero
| 0,85 6 RSLC Sistema forrajero
J 0,43 31 RSL Cultivo / sistema forrajero
K 3,562 37 RSL Cultivo / sistema forrajero
L 1,1 7 RSL Cultivo / sistema forrajero
M 1,95 85 RSL Cultivo / sistema forrajero
N 52,4 695 RSL Cultivo / sistema forrajero

* Las areas de las cuencas de drenajes de cada embalse fueron delimitadas con el
software Q GIS 3.10.11-A Corufia con Grass, mediante el modelo de elevacion de
terreno de tamario de pixel de 2.5 x 2.5 metros (disponible en la Infraestructura de Datos
Espaciales de Uruguay, visor IDEUY).
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Figura 2. Cuenca del Rio Santa Lucia con los sitios de muestreo (A - N). a): Embalses
A, B, C, D, E, y F, ubicados en la subcuenca del Arroyo Canelén Grande. b): Embalses
G, H, 1,3, K, L, M,y N, ubicados en las subcuencas del Rio Santa Lucia (entre nacientes

y Rio Santa Lucia Chico) y Rio Santa Lucia Chico.




Muestreo de variables limnolégicas

El estudio comprende un total de tres muestreos in situ en cada embalse durante
la primavera (07/11/2019, 03/12/2019 y 17/11/2020), con el fin de abarcar un
periodo de alto crecimiento fitoplanctonico anual. Se determind en cada embalse
la transparencia del agua con disco de Secchi (desde los margenes), y con una
sonda multiparamétrica (Horiba U-52G): temperatura, oxigeno disuelto, turbidez,
conductividad, y pH (datos georreferenciados). Se recolectaron tres réplicas de
muestras de agua para el posterior analisis de nutrientes (totales y disueltos),
material en suspension (solidos totales y materia organica en suspension),
clorofila a por extraccion y biovolumen de fitoplancton. Se utilizé6 un muestreador
extensible con bomba de succién para extraer las muestras de agua superficiales
a una distancia = a 10 metros de la orilla. Se realizaron mediciones de
fluorescencia de clorofila a y ficocianina in vivo con un fluorémetro de mano
(Aquafluor, Turner Designs), para la determinacién de la clorofila a con las
correcciones de turbidez (Cremella et al. 2018). La descripcidon de la captura de

imagenes y uso de Hydrocolor se realiza en el capitulo 2.

Andlisis de laboratorio

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio refrigeradas y en oscuridad. En
el laboratorio se filtr6 cada réplica con dos filtros (MGF, Munktell, Alemania): uno
previamente quemado a 540°C y pesado para el andlisis gravimétrico, y otro para
realizar la extraccion de clorofila a. En el volumen filtrado se cuantifico la
concentracion de nitrito (método de sulfanilamida), nitrato (método de salicilato
de sodio), amonio (método de azul de indofenol), y fosfato (método de molibdato
de amonio) (APHA 1985). En un volumen de muestra sin filtrar se midieron el
fésforo total y el nitrogeno total (método de oxidacion con persulfato de potasio)
(APHA 1985; Valderrama 1981). En paralelo, se determinaron la concentraciéon
de solidos en suspension, y materia organica en suspensién por el método
gravimétrico/calcinacion (APHA 1985). Se estim0 la materia organica disuelta
coloreada (CDOM) por fluorescencia en fluorometro Turner Designs Trilogy (en

unidades relativas de fluorescencia).
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La concentracién de clorofila a fue determinada por el método de extraccién con
etanol caliente (Nusch 1980). La identificacion de los distintos taxa de
fitoplancton se realiz6 mediante la observacion en microscopio Optico directo e
invertido entre 100x y 1000x y el uso de claves y bibliografia especifica para cada
grupo taxonémico (Aguilera et al. 2018; Javornicky 2003; Komarek 1983;
Komarek et al. 2014). Para algunos casos se utilizdo de forma complementaria
microscopia de epifluorescencia y contraste de fases. En particular, para la
diferenciacion de Ceratium furcoides y Ceratium hirudinella se realizé la
despigmentacion celular para eliminar la materia organica y poder visualizar y

separar las placas de la teca con NaClO 20% (Pacheco et al. 2021).

El fitoplancton se cuantificé en cAmaras de sedimentacion Sedgewick Rafter (de
1 ml) y Utermoéhl (de volumen variable, entre 2 y 25 ml) con microscopio Optico
invertido (Olympus CKX41). El conteo se realiz6 siguiendo las recomendaciones
de la bibliografia, mediante la seleccion de campos al azar hasta cuantificar 400
organismos totales o 100 organismos del taxa mas abundante y/o por conteo de
media camara, segun el tamafio y abundancia de los organismos presentes
(Hotzel y Croome 1999; Sournia 1978). El volumen individual de cada organismo
(en mm3) se estimé usando figuras geométricas aproximadas segun Hillebrand
et al. 1999, para lo que se midieron las dimensiones morfologicas (um). Se
realizé un promedio del volumen de los organismos de cada taxa y se calculé el
biovolumen de cada taxa para cada muestra (volumen x abundancia, expresado

en mm3LY),

Andlisis de datos

Se cont6 con un numero de datos totales n= 42 (a partir de 126 de réplicas) por
cada variable estudiada en los diferentes embalses. Se realizaron una serie de
analisis descriptivos y de modelacion. Se analizaron las relaciones entre las
variables de crecimiento microalgal (clorofila a por extraccion y fluorescencia,
biovolumen total y biovolumen de cianobacterias) y las variables ambientales
(nutrientes, turbidez, solidos en suspension, CDOM, entre otras). Dado que los
datos en su conjunto no presentan distribucion normal, se realizaron

transformaciones logaritmicas (logaritmo natural: Ln), y se utilizaron métodos no
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paramétricos, de tipo de correlaciones de Spearman, y comparaciones por
rangos mediante la prueba de Kruskal-Wallis para los analisis de varianza.
Adicionalmente, se realizaron analisis de similitud ANOSIM (por el indice de Bray
Curtis) como una prueba no paramétrica que sirvio para determinar la
significacion estadistica de las comparaciones por grupos y el analisis NMDS
(analisis  no paramétrico de Escalamiento ~ Multidimensional) para la
representacion grafica. Se utilizaron como variables de respuesta la clorofila a,
el biovolumen total y el biovolumen por grupo taxonémico de fitoplancton (clados:
Chlorophyta;  Cryptophyta; Cyanobacteria; Dinophyta; Bacillariophyta;
Euglenophyta). Asimismo, se establecieron variables categoricas, de acuerdo a
los grupos taxonomicos de fitoplancton dominantes mediante las contribuciones
a la biomasa de biovolumen total, y en funcion de los niveles guias de la OMS
(Chorus y Welker 2021). Las variables explicativas empleadas son aquellas
medidas in situ, como nutrientes, soélidos totales en suspension, turbidez, entre
otras variables fisicoquimicas. En las clasificaciones de fosforo total y clorofila a
se utilizo el indice de estado tréfico (ET) de Cunha et al. 2013. Por otro lado, en
las clasificaciones de ET realizadas en base al nitrogeno total y a la profundidad
de disco de Secchi fue empleado el indice propuesto por Lamparelli (2004). Se
realiz6 un Analisis de Componentes Principales (ACP) (multivariado) para la
identificacion de patrones y reducir las dimensiones de las variables explicativas.
En linea con lo anterior, se realiz6 un arbol de clasificacion de inferencia
condicional, para evaluar si es posible definir umbrales de las variables
ambientales que puedan determinar la presencia de los grupos fitoplantdnicos.
El arbol de inferencia condicional fue disefiado en base a un entrenamiento del
80% de la muestra y probado con un 20 % de los datos. Adicionalmente, se
realiz6 un Andlisis de Taxones Indicadores de Umbral (TITAN) con los taxa de
mayor frecuencia de aparicion (presencia en al menos seis sitios), para identificar
cambios en las contribuciones de biovolumen de los taxones a lo largo de
gradientes ambientales (Baker y King 2010). De esta forma, se obtienen
indicadores relevantes para evaluar la respuesta del taxén, como la magnitud de
la respuesta al gradiente ambiental (z socore), la pureza (proporcion de
direcciones de respuesta de puntos de cambio que concuerdan con la respuesta
observada, recomendada >0.95) y la confiabilidad (proporcién de puntos de

cambio que resultan en un P valor < 0.05, recomendada >0.95) (Baker y King
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2010). Este método es apropiado para analizar datos provenientes de conteos,
con alta presencia de 0 (ausencias de taxa) y falta de distribucion normal en los
datos (Baker y King 2013; King y Baker 2014). Por ultimo, se realizaron modelos
de regresion lineal simple y multiple para la determinacion de las variables
explicativas y para modelar variables de respuestas de dinamica de fitoplancton.
Se utilizo el criterio de informacion de Akaike AIC, considerando el modelo més
parsimonioso con menor AIC, y los estadisticos de desempefio en regresiones
(p-valor, R?) (Logan 2010). La normalidad se verific6 mediante el Test de
Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianza por el Test de Breusch-Pagan.
Los analisis estadisticos fueron realizados por medio del software R, version
4.2.2 y el software Past version 4.03.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica general

Los valores medios por embalse de temperatura (T°C) (20.7-28.1 °C), pH (6.0-
10.1), conductividad (Cond) (70.0-727.9 uS/cm), turbidez (37.7-886.0 NTU),
oxigeno disuelto (OD) (6.8-15.0 mg/L), solidos totales en suspension (STS)
(38.0-557.3 mg/L), materia organica (MO) (5.8-438.1 mg/L), materia organica
disuelta coloreada (CDOM) (20211.7-95762.0 RFU), nitrégeno total (NT) (0.94-
12.21 mg/L), y fésforo total (PT) (0.2-4.0 mg/L), mostraron un amplio rango de
variacion. Se destacan los embalses | y J, los cuales en las variables
mencionadas presentaron los valores medios mas elevados. Todas las variables
presentaron diferencias significativas (Kruskal Wallis p valor < 0.05) en las

comparaciones entre embalses (Figura 3).
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Figura 3. Boxplot de las principales variables fisicoquimicas por embalse: a):
temperatura (T°C); b): pH; c): conductividad (uS/cm); d) turbidez (NTU); e): oxigeno
disuelto en mg/L (OD); f): sélidos totales en suspension en mg/L (STS); g): materia
organica en suspension en mg/L (MO); h): materia organica disuelta coloreada en RFU
(CDOM); i) fésforo total en mg/L (PT) y j): nitrégeno total en mg/L (NT). Se representan
la mediana (linea negra), media (punto rojo), los cuartiles, y los limites superior e inferior.
Se detalla el test de Kruskal Wallis para la evaluacion de las diferencias entre embalses
por cada variable.

Los valores medios por embalse de amonio (NH4) (5.85-130.0 pg/L), nitratos
(NO3) (38.254-787.7 ug/L), nitritos (NOz2) (0.8-18.0 ug/L), y fosforo reactivo
soluble (PRS) (105.3-391.0 ug/L), también presentaron una importante variacion
(Figura 4). EI NOs y el NO2 presentaron las concentraciones medias mas
elevadas en los embalses A y M, respectivamente. En cambio, el NHs y el PRS
alcanzaron valores maximos en los embalses K y B, de forma respectiva. Todas
las variables presentaron diferencias significativas (Kruskal Wallis p valor < 0.05)

en las comparaciones entre embalses (Figura 4).
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Figura 4. Boxplot de nutrientes disueltos por embalse: a): amonio en pg/L (NHa); b):
nitratos en pg/L (NOs); c): nitritos en pg/L (NO,) y d): fosforo reactivo soluble en pg/L
(PRS). Se representan la mediana (linea negra), media (punto rojo), los cuartiles, y los
limites superior e inferior. Se detalla el test de Kruskal Wallis para la evaluacion de las
diferencias entre embalses por cada variable.

Transparencia del agua y soélidos en suspension

Las mediciones de transparencia con disco de Secchi (DS) no superaron los 60
cm de profundidad en la columna de agua. La profundidad minima de DS fue de
4.0 cm, observada en el embalse |, y la maxima de 55.0 cm, en el embalse N.
Los embalses N, M y L fueron los Unicos cuerpos de agua que superaron los 30
cm de profundidad de DS. Por otro lado, los embalses D, G, I, J, K, L, y M
presentaron transparencias iguales o menores a 10 cm de profundidad de DS.
Los STS presentaron un rango de variacion entre 8.9 mg/L, en el embalse N, y
615.0 mg/L, valor observado en el embalse I. Los embalses J e | presentaron las
maximas concentraciones de STS, superando los 500 mg/L. Los embalses B, C,
E, F, H, Ky N mantuvieron concentraciones menores a los 100 mg/L de STS. El

resto de los embalses superaron dicha concentracion. En mas de la mitad de las
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ocasiones los sdlidos inorganicos en suspension presentaron una mayor
contribucion en relacion a la MO (total de 42). Los embalses D, H, I, J y L
presentaron una mayor contribucion de la fraccion organica, y los embalses A,

B, C, E, G, y Kun mayor aporte de solidos inorganicos en suspension (Figura 5).
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Figura 5. a): Boxplot del porcentaje (%) de la materia organica en suspension. b):
Boxplot de sélidos inorganicos en suspension (mg/L). c): Boxplot de profundidad de
disco de Secchi en cm. Se representan la mediana (linea negra), media (punto rojo), los
cuartiles, y los limites superior e inferior. Se detalla el test de Kruskal Wallis para la
evaluacion de las diferencias entre embalses por cada variable.
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a)

Ln Clorofila a pg/L

Estado tréfico: variables descriptivas

En treinta y cinco ocasiones el PT superdé los 500 ug/L, y siempre se encontrd
por encima de los 77.7 pg/L (limite hipereutréfico). EI NT en base al indice de
estado trofico (ET), presentdé en diecisiete ocasiones clasificaciones
correspondientes a las categorias eutrdficas, supereutroéficas, e hipereutrdficas,
encontrdndose por encima de los 1000 ug/L en treinta y cinco ocasiones (Figura
3). Por otro lado, en base a la profundidad de DS, todos los embalses
presentaron transparencias pertenecientes a la categoria hipereutrofica segun la
propuesta ET de Lamparelli (2004). La clorofila a por extraccién presentd en
treinta y tres ocasiones valores equivalentes a niveles “eutroficos’
“hipereutroficos” (clorofila a >10.1ug/L), observandose altas concentraciones de
clorofila correspondiente a cianobacterias en cinco embalses (D, H, I, J y L)
(Figura 6).
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Figura 6. Boxplot de la concentracion de clorofila a total por extraccién (en a) y boxplot
de la concentracion de clorofila a de cianobacterias (en b) estimada por fluorescencia in
vivo, en los catorce embalses (A-N). Los datos fueron transformados a la forma
logaritmica. Se representan la mediana (linea negra), media (punto rojo), los cuartiles,
y los limites superior e inferior. La linea roja en el eje indica el limite eutréfico para la
clorofila (=10.1 ug/L).
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Comunidad de fitoplancton
La comunidad del fitoplancton presentod diferentes composiciones de taxa entre
los embalses, observandose una diversa presencia de los principales grupos de

fitoplancton (Tabla Ill, y microfotografias de organismos en Anexo 1).

El grupo Cyanobacteria estuvo presente en diez embalses con varios géneros
coloniales y filamentosos: Planktolyngbya, Anabaenopsis, Aphanizomenon,
Aphanocapsa, Dolichospermum, Merismopedia, Planktothrix, Pseudanabaena, y
Raphidiopsis. Salvo en el embalse D localizado en la cuenca baja, el mayor
ndamero de taxa de cianobacterias fue observado en embalses ubicados en la
cuenca media-alta (embalses H, I, J, L, M). Raphidiopsis de morfotipo de R.
mediterranea y R. curvata, y Planktothrix agardhii fueron las cianobacterias con
mayor frecuencia de aparicion en los tres muestreos. El grupo Bacillariophyta fue
observado en todos los embalses, con la mayor frecuencia de aparicion del
género Nitzschia, seguido por Cocconeis y Cyclotella. El mayor nimero de taxa
de este grupo se observo en embalses ubicados en la cuenca media-alta (J, K,
L, M, N). El grupo Chlorophyta presento la mayor diversidad con veintitrés taxa
identificados, siendo observado el género Monoraphidium en todos los embalses
estudiados. Ademas de este género, se destaca la presencia de Schroederia,
Didymocystis, Ankistrodesmus y Chlamydomonas. El grupo Dinophyta fue
observado en tres embalses (C, F, N), con la presencia de organismos del
género Ceratium, entre la que se destaca la especie exotica invasora Ceratium
furcoides. El grupo Chrysophyta presenté una baja apariciéon, Unicamente en los
embalses J y M. Por parte de este grupo fueron observados organismos del
género Mallomonas. El grupo Cryptophyta estuvo presente en todos los
embalses, siendo observados los géneros Cryptomonas y Plagioselmis.
Finalmente, el grupo Euglenophyta fue observado en doce embalses, con la

presencia mayoritaria de individuos de los géneros Euglena y Trachelomonas.
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Tabla Ill. Tabla taxondmica con grupos (clados) fitoplanctonicos presentes en los
catorce embalses en los 3 muestreos realizados. Se resumen los muestreos por sitio
(noviembre de 2019, diciembre de 2019 y noviembre de 2020) y se indica con una X la
presencia de organismos para cada taxon.

EMBALSES
Taxon ABCDEFGHI JKLMN
Cyanobacteria  Anabaenopsis sp. X
Aphanizomenon sp. X X X X
Aphanocapsa spp. X X X X X X
Dolichospermum cf. circinale X
Dolichospermum cf. X
planctonicum
Merismopedia sp. X X X X X X
Planktolyngbya sp. X X X X X X X
Planktothrix sp. X X X X X X
Pseudanabaena sp. X X X X
Raphidiopsis sp. X X X X X X
Filamentosa cf. Romeria X
Bacillariophyta  Aulacoseira sp. X X X X
Cocconeis sp. X X X X X X X
Cyclotella sp. X X XX X XX X X X X
Gyrosigma sp. X
Pennada cf. Gomphonema X X X X X X
Melosira sp. X
Nitzschia spp. X XX XXX X XXX XX X
Pinnularia spp. X X X X X X
Skeletonema sp. X
Surirella sp. X
Pennada cf. Synedra X
Chlorophyta Actinastrum sp. X X X
Ankistrodesmus spp. X X X X X X X X
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Dinophyta
Chrysophyta

Cryptophyta

Euglenophyta

Chlamydomonaceae sp.
Chlamydomonas sp.
Chlorella sp.
Closterium sp.
Coelastrum sp.
Cosmarium spp.
Desmodesmus spp.
Dictyosphaerium sp.
Didymocystis sp.
Golenkiniopsis sp.
Kirchneriella sp.
Lagerheimia sp.
Lobomonas sp.
Monoraphidium spp.
Oocystis sp.
Pediastrum sp.
Pteromonas sp.
Scenedesmus spp.
Schroederia sp.
Spermatozopsis sp.
Tetraedron sp.
Tetrastrum sp.

Unicelular esférica <

micras

Ceratium spp.
Mallomonas sp.
Cryptomonas spp.
Plagioselmis spp.
Euglena sp.

Phacus sp.

5

X X X X X

X X X X X
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Strombomonas sp. X

Trachelomonas sp. X X X X X X X X X

Biovolumen y composicién de fitoplancton

El biovolumen present6 un amplio rango de variacion, entre un valor minimo de
0.075 mm?3/L (en el embalse B) y un maximo de 1453.847 mm?3/L (en el embalse
). Los embalses D, H, I, J y L presentaron biomasas superiores a 50 mm?3/L en
los 3 muestreos realizados. De forma contraria, los embalses A, B, C, E, y G
presentaron una baja biomasa de fitoplancton < a 2.0 mm?/L. Por otro lado, en
los embalses F, K y N se observaron cambios importantes en la biomasa
microalgal, con aumentos y disminuciones radicales en los tres muestreos
realizados. Se observaron diferencias significativas (Kruskal Wallis p valor <
0.05) en las comparaciones de biovolumen total entre los embalses (Figura 7 y
Tabla | de Anexo 2). Los grupos Cyanobacteria, Chlorophyta y Dinophyta
presentaron las mayores biomasas, en contraparte, los grupos Cryptophyta,
Euglenophyta y Bacillariophyta presentaron bajas biomasas (Figura 6 de Anexo
3).
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Figura 7. Boxplot de biovolumen (BV mm?3L) de fitoplancton por embalse. Se
representan la mediana (linea negra), media (punto rojo), los cuartiles, y los limites
superior e inferior. Test de Kruskal Wallis para la evaluacion de las diferencias de
biovolumen entre embalses: p valor= 0.002989, p<0.05. Se indica el grupo dominante
de la comunidad de fitoplancton. Referencia; Chlo: Chlorophyta; Crypto: Cryptophyta;
Cyano: Cyanobacteria; Dino: Dinophyta.
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El biovolumen de los grupos taxonomicos de fitoplancton presentd diferencias
significativas entre los embalses estudiados (ANOSIM, R de disimilitud de 0.57,
p valor=0.0001 <0.05). Los embalses con baja biomasa de fitoplancton
(biovolumen), se asociaron a la dominancia de Cryptophyta, Bacillariophyta y
Chlorophyta (salvo en el embalse J). En estos cuerpos de agua, Cryptophyta fue
observado como el principal grupo microalgal, particularmente en la subcuenca
del Arroyo Caneldn Grande (ACG) (zona sur). De forma contraria, Cyanobacteria
fue el principal grupo fitoplanctonico en embalses con altas biomasas algales
(Figura 8 y Tabla | de Anexo 2). En este sentido, las cianobacterias presentaron
la mayor biomasa acumulada (en mm?3/L), con una marcada dominancia de
géneros filamentosos: Planktothrix, Raphidiopsis y Aphanizomenon. Los
embalses D, H e | generaron grandes floraciones de cianobacterias de forma
continua en todos los muestreos realizados. En general, Chlorophyta no
desarroll6 altas biomasas, salvo en los embalses | y J donde se alcanzd un
biovolumen maximo de 1196.6 mm3/L por parte de Dictyosphaerium. Por otra
parte, Bacillariophyta presentd bajos biovolumenes, alternando su dominancia
en embalses con baja biomasa microalgal. Dinophyta se observé de forma
puntual en los embalses F (en muestreos de 2019) y N (en muestreo de 2020),
con la ocurrencia de floraciones con elevadas biomasas de Ceratium. Por ultimo,
si bien Euglenophyta se observdé en varios embalses, no presentd una

dominancia respecto a la biomasa total del fitoplancton.
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Figura 8. Contribucion relativa de biovolumen (en %) de grupos fitoplanctonicos
detectados en los muestreos realizados para los catorce embalses. Referencia: Chl:
Chlorophyta; Bac: Bacillariophyta; Cryp: Cryptophyta; Cian: Cyanobacteria; Din:
Dinophyta; Eug: Euglenophyta.

Los géneros filamentosos Raphidiopsis y Planktothrix fueron las principales

cianobacterias dominantes generadoras de elevadas biomasas fitoplanctonicas
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(Figura 9). Raphidiopsis presento la mayor produccion de biomasa, con un valor
mayor a los 800 mm?3/L. El género Romeria, el cual también es un género
filamentoso, registro altas biomasas pero de forma puntual en el muestreo de
noviembre de 2020, en el embalse I. Las cianobacterias coloniales presentaron
una menor contribucion al biovolumen total, salvo en el embalse J, en el cual
Merismopedia presentd la mayor biomasa cianobacteriana, superando el valor
de 75 mm?/L. Igualmente, se observaron embalses con alta produccion de

biomasa microalgal por parte de Aphanocapsa, alcanzando un valor de 14

mm>/L.
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Figura 9. Biovolumen especifico (BV en mm?®L) de los géneros de cianobacterias
filamentosas y coloniales presentes en los embalses (noviembre de 2019, diciembre de
2019 y noviembre de 2020). Se incluyen los muestreos con una biomasa de
cianobacterias total > 0.5 mm?/L. Se indica el nimero de muestreo por embalse (1:
07/11/2019; 2: 03/12/2019; 3: 17/11/2020).
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Estados troficos y comunidad de fitoplancton

A diferencia del PT, que en todos los embalses se observaron estados
hipereutroficos, las variables clorofila a y NT permitieron clasificar en un mayor
namero de clases al conjunto de embalses estudiados. Segun el ANOSIM, las
comunidades de fitoplancton (comparadas por biovolumen) presentaron
diferencias significativas en su composicion de acuerdo a los ET, presentando
un R= 0.44 para el ET determinado por clorofila a (p valor= 0.0001<0.05), y un
R=0.53 para el ET clasificado por NT (p valor= 0.0001<0.05). Para mayor detalle
ver el NMDS del Anexo 4 con la representacion grafica de la comunidad de

fitoplancton de acuerdo a los niveles de ET.

En la Figura 10, se presenta la contribucion relativa de los grupos de fitoplancton
dominantes en los muestreos por categoria de ET. En las clasificaciones
realizadas mediante el NT el grupo Cyanobacteria domind en embalses
eutroficos, supereutroficos e hipereutréficos. Chlorophyta predominé en la
categoria hipereutrofico, eutréfico y mesotréfico. Bacillariophyta y Cryptophyta
dominaron en las categorias de cuerpos de agua mesotrofico y eutrofico. La
dominancia de Dinophyta estuvo presente en las categorias oligotrofico y
mesotrofico. Por otro lado, en las categorias de ET en base a la clorofila a,
Cyanobacteria y Dinophyta dominaron en los embalses hipereutrdficos.
Chlorophyta domin6 en la categoria de embalses hipereutréfico, eutrofico y
mesotrofico. Bacillariophyta dominé en las categorias de embalses eutroficos e
hipereutroficos. Cryptophyta presentdé una dominancia en todas las categorias
de ET. Finalmente, se destaca que en los ET determinados por ambas variables
las cianobacterias no presentaron una dominancia en biomasa en estados

oligotroficos, ni mesotroficos.
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Figura 10. a): Contribucion relativa (en %) de grupos fitoplancténicos dominantes por
muestreo, agrupados por estados tréficos para clorofila a segin el indice de Cunha et
al. (2013). b): Contribucion relativa (en %) de grupos fitoplancténicos dominantes por
muestreo, agrupados por estados tréficos para nitrogeno total segun valores propuestos
por Lamparelli (2004). Referencia: O: Oligotréfico; M: Mesotrofico; E: Eutréfico; S:
Supereutréfico; H: Hipereutréfico;, Chl: Chlorophyta; Bac: Bacillariophyta; Cryp:
Cryptophyta; Cian: Cyanobacteria; Din: Dinophyta; Eug: Euglenophyta.

Exploracién de relaciones entre variables limnoldgicas

Se detallan las correlaciones de Spearman rs positivas > +0.65, y negativas < -
0.5, en ambos casos significativas (p valor < 0.05). En el Anexo 5 se presenta la
tabla completa con los coeficientes de correlacion de Spearman rs (p) para todas

las variables.

La clorofila a por extraccion presentd una relacion positiva con el pH (coeficiente
de Spearman rs p = 0.67), la Cond (0.68), los STS (0.66), la MO (0.91), el NT
(0.74), el biovolumen total de fitoplancton (0.96), el biovolumen de cianobacterias
(0.71), y la clorofila a por fluorescencia (0.97). La clorofila a por fluorescencia
presento una alta correlacion positiva con la turbidez (0.68), el pH (0.65), los STS
(0.71), la MO (0.94), el NT (0.73), el biovolumen total de fitoplancton (0.95), y el

biovolumen de cianobacterias (0.72). EI NT presentd una alta relacion positiva
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con la Cond (0.70), la turbidez (0.73), los STS (0.74), la MO (0.79), el PT (0.74),
el biovolumen de cianobacterias (0.77) y el biovolumen de fitoplancton (0.66). El
PT, ademas de las relaciones positivas mencionadas, también presenté una
relacion positiva con el biovolumen de cianobacterias (0.67), y la CDOM (0.77).
Los STS presentaron una relacion positiva con la turbidez (0.92), y la MO (0.83).
La MO presento una relacién con la turbidez (0.79), el biovolumen de fitoplancton
(0.87) y el biovolumen de cianobacterias (0.72). El NO3 present6 una relacion
positiva con la relacion ND/PRS (0.72) y con el NO2 (0.67). El CDOM y la Cond
presentaron una relacion positiva (0.78), asi como también el biovolumen de
cianobacterias y la turbidez (0.70). Ademas, el biovolumen de cianobacterias
presentd una relacion positiva con el biovolumen de fitoplancton (0.69).

Por otro lado, también se observaron relaciones negativas entre las variables
estudiadas. La clorofila a por extraccién present6é una relacion negativa con el
NO3 (-0.72). La clorofila a por fluorescencia se correlacioné de forma negativa
con las mismas variables que la clorofila a por extraccion. Como era esperable,
el DS present6 una relacion negativa con la turbidez (-0.86), y los STS (-0.83).
Finalmente, la superficie de embalses presenté una relacién negativa con el
CDOM (-0.70).

Variables descriptivas de floraciones de fitoplancton y cianobacterias

Las variables ambientales utilizadas en el Andlisis de Componentes Principales
(PCA) se contrastaron con la variable categodrica “grupo (taxondémico) de
fitoplancton dominante” compuesta por: Chlorophyta; Cryptophyta,
Cyanobacteria; Dinophyta; Bacillariophyta. Se seleccionaron dos componentes
principales, los cuales explican el 72% de la varianza de los datos (Figura 11).
El primer componente estuvo determinado principalmente por la Cond (0.37), los
STS (0.43), el NT (0.35), el PT (0.42), y la CDOM (0.39). En la segunda
componente, las variables con mayor importancia fueron los solidos inorganicos
en suspension (0.36), el pH (-0.45), la profundidad de disco de Secchi (-0.48), y
la superficie de los embalses (-0.51). Se observo una distribucion diferencial de

los grupos de fitoplancton de acuerdo a la direccion de las variables. Los grupos
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Cyanobacteria y Chlorophyta se alinearon principalmente en direccién de las

variables de la componente principal 1 (gradiente positivo).
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Figura 11. Andlisis de Componentes Principales. Los puntos indican las observaciones
por grupo de fitoplancton dominante, y las flechas las variables ambientales. El
porcentaje de varianza explicada del componente principal 1 y 2 corresponde al 53.4 %
y 19.4 % respectivamente. Referencias: Cond: conductividad; STS: soélidos totales en
suspension; NT: nitrégeno total; PT: fésforo total; CDOM: materia organica coloreada
disuelta; SSinor: sélidos inorganicos en suspension; DS: disco de Secchi; Sup:
superficie de embalses; Chl: Chlorophyta; Bac: Bacillariophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan:
Cyanobacteria; Din: Dinophyta.

Nutrientes y fitoplancton: relaciones de clorofila a y biovolumen

La clorofila a in vivo por fluorescencia y el biovolumen de fitoplancton
mantuvieron tendencias lineales positivas con la concentracion de NT y PT
(Figura 12). Las variables de respuesta clorofila a y el biovolumen, presentaron
un R? superior en las relaciones con el NT que en el PT (clorofila a, R?= 0.69 en
NT versus R?=0.35 en PT; biovolumen, R?= 0.54 en NT versus R?=0.23 en PT).
La clorofila a in vivo present6 una relacion lineal con el NT (homocedasticidad de
varianza: p= 0.1401, p > 0.05; normalidad: p= 0.06536, p> 0.05), a diferencia de
la relacion con el PT que no cumpli6 con el supuesto de normalidad
(homocedasticidad de varianza: p= 0.2459, p > 0.05; normalidad: p=0.01447, p<
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0.05). Se destaca el comportamiento diferencial en la cuenca baja (subcuenca
ACG)y la cuenca media (RSL nacientes y RSLC), respecto a las relaciones entre
el PT y NT, y la biomasa fitoplancténica (clorofila a) (Figura 12 -a) y -c). En la
subcuenca del ACG, aun en altas concentraciones de PT se observan bajas
concentraciones de clorofila a y biovolumen de fitoplancton. En contraste, en la
cuenca media, ambos nutrientes presentaron una relacion lineal positiva con la
clorofila a y el biovolumen (clorofila a, R?= 0.72 en NT versus R2= 0.77 en PT;
biovolumen, R?2=0.60 en NT versus R?=0.70 en PT). En el Anexo 6 se detalla el

analisis de las relaciones de nutrientes por subcuencas.

En referencia al cociente NT/PT, se observaron tendencias positivas con el
aumento de la clorofila a y del biovolumen de fitoplancton. La relacion lineal entre
la clorofila a y el cociente NT/PT presenté un R?= 0.17, y cumple con los
supuestos de normalidad (p= 0.1109, p > 0.05) y homocedasticidad de varianza
(p=0.8572, p > 0.05). Se destaca que las proporciones NT/PT en el conjunto de

embalses presentaron una marcada tendencia a valores < de 16 (Figura 12 -e)
yf).
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a) p valor=8.833e-12, R?=0.69, intercepto= -8.5791, b) p valor= 2.594e-08; R?= 0.54, intercepto= -18.7202,
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Figura 12. Relacion lineal de clorofila a por fluorescencia in vivo y biovolumen de
fitoplancton en funcion del nitrogeno total (NT), foésforo total (PT), y el cociente atdbmico
NT/PT. Los datos utilizados fueron transformados a la forma logaritmica.

A fin de comprender la importancia de los nutrientes con la biomasa

fitoplanctonica, se evaluaron las variables explicativas PT, NT en un modelo
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lineal multiple. Ademas de los nutrientes, se incluyeron a los sélidos inorganicos
en suspensién, como una variable que puede producir un efecto negativo en el
crecimiento del fitoplancton. El conjunto de datos de todas las variables fueron
transformados a la funcién logaritmica. Se ajustdé un modelo para la variable de
respuesta clorofila a y otro, para la variable de respuesta biovolumen de
fitoplancton (Tabla IV). EI mejor modelo ajustado para la variable de respuesta
biovolumen, explica el 62% de la variabilidad, e incluye al NT con un coeficiente
positivo, y a los sélidos inorganicos en suspension con un coeficiente negativo
(modelo 1, p valor <0.05). El PT present6 una baja significancia, por lo que no
fue seleccionado como una variable predictora. EI modelo 1 no presenta
evidencia de falta de normalidad (p= 0.4395, p > 0.05), ni de homocedasticidad
de varianzas (p= 0.1299, p > 0.05), ni independencia (p= 0.2114, p > 0.05) o

presencia de autocorrelacion (p= 0.5, p > 0.05).

Por otra parte, la clorofila a por fluorescencia presentd un desempefio similar a
la modelacion realizada con el biovolumen. EI mejor modelo ajustado explica el
72% de la variabilidad de clorofila a, e incluye al NT con un coeficiente positivo,
y a los sélidos inorganicos en suspension con un coeficiente negativo (modelo 2,
p valor <0.05). En este caso, los solidos inorganicos en suspensién mantienen
una baja significancia, aunque aportan informacion al modelo de acuerdo al
criterio AIC. El modelo 2 no presenta evidencia de falta de normalidad (p=
0.2167, p > 0.05), ni de homocedasticidad de varianzas (p= 0.5185, p > 0.05), ni
independencia (p= 0.06084, p > 0.05) o presencia de autocorrelacion (p= 0.2, p
> 0.05).

Tabla IV. Estadisticos comparativos de los modelos evaluados, para las variables de
respuesta clorofila a por fluorescencia y biovolumen de fitoplancton. Se indica el p valor
del modelo y de cada variable predictora, el AIC y el R2.

Modelos Pvalor  Pvalor Pvalor AlC R?
PT NT SSinor

Modelo 1: In(biovolumen) = 2.9927In(NT) - - 1.25e-09 0.00856 184.8 0.62

1.0374In(SSinor) - 17.1804. P valor= 6.948e-09

Modelo 2: In(clorofila) = 1.7687In(NT) - - 2.81e-12  0.0607 121.2 0.72

0.3394In(SSinor) - 8.0754. P valor=1.797e-11
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Variables condicionantes de grupos de fitoplancton

En funcion de los analisis exploratorios realizados anteriormente, se realizo un
arbol de inferencia condicional de clasificacion, donde se selecciono la variable
de respuesta “Grupo (taxonémico) de fitoplancton dominante” (determinada por
biovolumen) y las siguientes variables explicativas: “nitrégeno total”’, "fésforo
total", “sdélidos inorganicos en suspension”, "conductividad", “superficie de
embalse”, “materia organica disuelta coloreada”, “pH”, y “profundidad de DS”. La
concentracion de NT resulté en la primera y Unica variable que dividié al arbol en
dos, con un umbral de 3.237 mg/L (p valor de significancia < 0.05), indicando que
a concentraciones superiores se presenta una dominancia de las cianobacterias,
en una proporcion del 80%. En sentido opuesto, a menores concentraciones de
3.237 mg/L de NT se presenta una dominancia de Cryptophyta, seguido de
Bacillariophyta y Dinophyta. En esta rama del arbol, Chlorophyta, y
Cyanobacteria presentan la menor dominancia. El arbol presenta una precision
del 71.4% en base a la simulacion con parte de la misma base de datos (Figura
13).

<3.237 >3.237
Node 2 (n = 25) Node 3 (n =10)
1 - 1 4
0.8 — 0.8
0.6 0.6
0.4 — 0.4 —
0.2 H 0.2
0 —h T ,T‘ 0 | - | T l
Bac Chl Cry Cyan Din Bac Chl Cry Cyan Din

Figura 13. Arbol de clasificacion de inferencia condicional en base a la dominancia de
los grupos de fitoplancton. Las graficas de barras en los nodos terminales representan
la proporcion de grupos de fitoplancton. Referencia; NT: Nitrégeno total en mg/L; Chl:
Chlorophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan: Cyanobacteria; Din: Dinophyta; Bac:
Bacillariophyta.
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Umbrales de respuesta en la comunidad fitoplanctonica

El Andlisis de Taxones Indicadores de Umbral (TITAN) en funcion del NT y el PT,
presenté diferentes respuestas a lo largo del gradiente de concentracion (Figura
14). Se evaluaron diecisiete taxa presentes en la comunidad de fitoplancton;
cuatro de Cyanobacteria (géneros), dos de Cryptophyta (géneros), ocho de
Chlorophyta (géneros) y uno de Euglenophyta (géneros). Se destaca que en
Bacillariophyta se realizdé una agrupacién por clase, incluyendo a las Pennales y
Centrales. EI NT y PT presentaron un total de seis respuestas positivas (+Z
score) para un grado de pureza (>0.95) y confiabilidad (>0.95). Los géneros
Raphidiopsis (3.669 mg NT/L, Z score= 8.71), Aphanocapsa (7.814 mg NT/L, Z
score=7.62), Planktothrix (4.306 mg NT/L, Z score= 7.49), Merismopedia (2.965
Mg NT/L, Z score= 6.38), Chlamydomonas (3.669 mg NT/L, Z score= 7.69) y
Tetraedron (6.987 mg NT/L, Z score= 6.29), presentaron respuestas positivas al
gradiente de NT. Los géneros Raphidiopsis, Merismopedia, Planktothrix,
Aphanocapsa y Chlamydomonas presentaron un alto grado de pureza (p=1) y
confiabilidad (p>0.999). Por otra parte, las respuestas positivas a umbrales de
PT se observaron en Aphanocapsa (1.998 mg PT/L, Z score= 6.27),
Merismopedia (2.288 mg PT/L, Z score= 4.72), Planktothrix (1.072 mg PT/L, Z
score= 5.18), Raphidiopsis (2.651 mg PT/L, Z score= 5.03), Chlamydomonas
(2.288 mg PTI/L, Z score= 6.15), y Monoraphidium (2.289 mg PT/L, Z score=
3.34). El género Aphanocapsa presentd el mayor grado de pureza (p=1) y
confiabilidad (p >0.999).
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Figura 14. Representacion gréafica de la respuesta de cada taxa al gradiente de nitrdgeno
total mg NT/L (a) y fésforo total mg PT/L (b), en base al biovolumen de los principales
géneros de la comunidad de fitoplancton. Se indica el Z-Score (color rojo) para un
indicador de pureza >0.95 y confiabilidad >0.95.

Discusion

En esta tesis se caracterizd por primera vez el estado tréfico y la comunidad
fitoplanctonica de un nimero importante de embalses productivos de la cuenca
del Rio Santa Lucia. Los embalses agropecuarios fueron en su mayoria
hipereutroficos y productores de elevadas biomasas de fitoplancton, las cuales
pueden ser transportadas hacia el Rio Santa Lucia (curso principal) y llegar a

zonas de recreacion y tomas de agua para potabilizar. Se observaron diversos
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organismos generadores de floraciones fitoplanctonicas problematicas,
destacandose la presencia de cianobacterias potencialmente toxicas. A nivel de
cuenca, el nitrogeno total presentd la mayor importancia como variable
condicionante de la presencia de cianobacterias en la comunidad de fitoplancton.
En este sentido, las concentraciones elevadas de fosforo total, las bajas
proporciones de nitrégeno total/fésforo total, y la presencia de cianobacterias
fijadoras de nitrégeno, concuerdan con ambientes limitados por nitrdgeno. No
obstante, a pesar de las tendencias generales, en la cuenca media el fosforo
total presentd una mayor relevancia en las relaciones de nutrientes y de
fitoplancton, lo que destaca la necesidad de considerar las condiciones locales
en la definicibn de medidas de gestion. En linea con lo observado en otras
investigaciones, las condiciones hipereutroficas definidas por las elevadas
concentraciones de fosforo total presentes en todos los embalses, evidencian el
grado de contaminacién antrépica de la cuenca. Finalmente, se destaca que la
informacion recabada en la presente tesis contribuye a la generacién de nuevo
conocimiento en embalses ubicados en una cuenca de importancia estratégica

para el pais.

Caracteristicas fisicoquimicas de embalses agropecuarios

Los embalses mantuvieron condiciones similares entre los muestreos realizados,
reflejdndose principalmente diferencias entre embalses (Kruskal Wallis,
significancia p valor < 0.05). La temperatura se encontré en valores esperados
para la estacionalidad (primavera), con variaciones relacionadas a la hora de
muestreo (Barreiro et al. 2019). Este resultado sugiere que estos cuerpos de
agua someros y de relativo bajo volumen sufren importantes fluctuaciones
diarias de temperatura y podrian estar particularmente expuestos a alcanzar

temperaturas extremas (>30°C).

Los embalses presentaron un amplio gradiente de biomasa fitoplanctdnica con
predominancia de condiciones eutréficas e hipereutréficas, segun el indice de
estado eutréfico (ET) de Cunha et al. (2013) para la clorofila a. En concordancia
a las altas biomasas de fitoplancton observadas, el indice de ET de Cunha et al.
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(2013) para el PT reflejo condiciones hipereutréficas en todos los embalses
(277.7 pg PT/L). Por otro lado, el NT presentdé un comportamiento similar, con
categorias correspondientes a embalses eutréficos, supereutréficos, e
hipereutroficos, aunque con una mayor representacion de las categorias
oligotréfico y mesotréfico, segun las equivalencias del indice de ET propuesto
por Lamparelli (2004). Se destaca que las condiciones eutréficas observadas
coinciden con las registradas en los principales cuerpos de agua de la cuenca
del RSL y de nuestro pais, o que muestra la extension del fendmeno dentro de
la cuenca (Aubriot et al. 2017; Goyenola et al. 2021). Las fracciones disueltas de
nitrégeno y fésforo también presentaron valores elevados de concentracion,
aunque, con un comportamiento diferencial entre ambos nutrientes. EI PRS
presentd concentraciones de saturacion (Auer et al. 1986), correspondientes a
condiciones eutréficas — hipereutréficas en todas las observaciones (236.8 ug
PRS/L) (Cunha et al. 2013; Dodds et al. 1998). El nitrégeno disuelto presento
condiciones variables con valores de concentracion tendientes a la limitacion del
crecimiento fitoplanctonico (< 20 ug/L de NOs y NHa4) (Bergstrom et al. 2010:
Matthews et al. 2002). Sin embargo, también fueron observadas concentraciones
mayores a 500 pg/L en formas de nitrégeno disuelto (NOs + NHa4), lo que implica
una alta biodisponibilidad del nutriente. Segun la propuesta de clasificaciones de
Lamparelli (2004), todos los embalses presentaron transparencias equivalentes
a las categorias eutréficas-hipereutréficas. Las bajas transparencias de DS (4
cm de profundidad) y las altas concentraciones de solidos totales en suspension
(> 600 mg/L de sélidos totales) se corresponden a ambientes de condiciones
extremas de turbidez (Scheffer et al. 1993; Silvoso et al. 2011). Esto establece
restricciones a la fotosintesis y composicion de las comunidades acuaticas por
limitacion de la penetracion de la luz en la columna de agua (Allende et al. 2009;
Bilotta y Brazier 2008; Scheffer et al. 1993). El grado de eutrofizacién observado
por medio de los indices de Lamparelli (2004) y Cunha et al. 2013, son
consistentes con las clasificaciones de otros indices tradicionales, usualmente
utilizados en cuerpos de agua de climas templados (Carlson 1977; Dodds et al.
1998).
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Comunidad de fitoplancton de embalses agropecuarios

El conjunto de embalses estudiados presenta una gran riqueza de fitoplancton.
Las mayores biomasas fitoplancténicas fueron desarrolladas por el grupo
Cyanobacteria, salvo en los embalses F y J, los cuales desarrollaron floraciones
ocasionales de Chlorophyta y Dinophyta. Estos grupos, y en particular las
cianobacterias, son reconocidos ampliamente por ser formadores de grandes
floraciones algales (Paerl et al. 2001). La dominancia de los grupos de
fitoplancton presenté diferencias en su distribucion espacial. EI mayor niamero
de taxa de cianobacterias fueron observados en embalses de las subcuencas
del RSL (desde nacientes) y RSLC, ubicados en la cuenca media-alta. El grupo
Cyanobacteria presentd una dominancia de biovolumen en once observaciones,
con varios géneros coloniales y filamentosos: Planktolyngbya, Anabaenopsis,
Aphanizomenon, Aphanocapsa, Dolichospermum, Merismopedia, Planktothrix,
Pseudanabaena, y Raphidiopsis. Se destaca que todos los géneros identificados
de cianobacterias tienen el potencial de producir toxinas (Chorus y Bartram 1999;
Chorus y Welker 2021). De los catorce embalses estudiados, seis cuerpos de
agua superaron los 8.0 mm3L de biovolumen de cianobacterias,
correspondiendo al nivel de alerta nUmero 2 para aguas recreativas de la
propuesta de la OMS, lo que indica un elevado riesgo sanitario y ambiental de
exposicion a cianotoxinas (Chorus y Welker 2021). Las cianobacterias
filamentosas desarrollaron las mayores biomasas algales, con la dominancia de
Raphidiopsis y Planktothrix. El género Raphidiopsis ya ha sido documentado en
Uruguay, incluso con la generacién de floraciones que interfirieron con el
suministro de agua potable en la poblacion (Gonzélez-Madina et al. 2022). Los
menores estados tréficos de NT respecto al PT, concuerda con la marcada
dominancia observada de cianobacterias filamentosas capaces de fijar nitrégeno
(Aphanizomenon, Dolichospermum, y Raphidiopsis) (Yema et al. 2016). En este
sentido, otros estudios han destacado las adaptaciones en el uso de nutrientes
y de la luz por parte de Raphidiopsis y de cianobacterias filamentosas para
desarrollar grandes floraciones en ambientes turbios (Aguilera et al. 2019;
Scheffer et al. 1997).

El grupo Cryptophyta, representado principalmente por los géneros

Cryptomonas y Plagioselmis, presenté la mayor dominancia en la comunidad de
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fitoplancton (en dieciocho ocasiones). Sin embargo, su dominancia en la
composiciéon fitoplanctonica estuvo asociada a embalses pequefios de bajo
desarrollo de biomasa, y a menores concentraciones de NT. Cabe destacar, que
Cryptophyta tiene ventajas frente a otros grupos microalgales para desarrollarse
en este tipo de ambientes turbios, por su capacidad de migrar en la columna de
agua, y su nutricion de tipo mixotrofica (Jones 2000). El grupo Bacillariophyta
presentd una dominancia en el biovolumen de la comunidad de fitoplancton en
cinco ocasiones, con la mayor frecuencia de aparicion del género Nitzschia,
seguido por Cocconeis y Cyclotella. El grupo Bacillariophyta depende de la
mezcla y la turbulencia de la columna de agua para acceder a la luz, por lo que
este grupo puede no verse favorecido en embalses sobre cursos de agua
intermitentes, con baja circulacion de agua (solo en periodos lluviosos), donde la
sedimentacion puede limitar su crecimiento (Horn y Horn 2000; Reynolds et al.
2002). Por otra parte, el grupo Chlorophyta present6 la mayor diversidad de taxa
identificados, con organismos asociados a ambientes eutroficos y de alto
contenido de materia organica, como los géneros Monoraphidium, Schroederia,
y Didymocystis (Padisak et al. 2009; Reynolds et al. 2002). Las elevadas
biomasas generadas por Chlorophyta son esperables, dado que este grupo
también es conocido por formar floraciones algales probleméaticas (Watson et al.
2015), y en particular, Dictyosphaerium puede crecer en pequefios cuerpos de
agua eutrdficos (Padisék et al. 2009).

El grupo Dinophyta presentd una apariciébn ocasional, pero con una marcada
dominancia en dos embalses (F y N), generando floraciones de organismos del
género Ceratium. Se destaca dentro de este grupo la presencia de la especie
exotica invasora Ceratium furcoides, que también ha sido registrada en otras
cuencas de nuestro pais (Pacheco et al. 2021). Por otra parte, Chrysophyta
estuvo representado por organismos del género Mallomonas, manteniendo una
baja biomasa respecto a la comunidad de fitoplancton. Cabe sefalar, que a pesar
gue este género posee una amplia distribucion, presenta preferencias invernales
y algunas especies son sensibles a las condiciones altas de pH, y de
eutrofizacién, tal como se observan en el conjunto de embalses estudiados
(Reynolds et al. 2002; Siver y Skogstad 1988; Suykerbuyk et al. 1995). El grupo

Euglenophyta estuvo representado por los géneros Euglena y Trachelomonas,
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con un bajo desarrollo de biovolumen microalgal. lgualmente, Euglenophyta
presentd una amplia distribucion (en doce embalses), de forma consistente a las
condiciones enriquecidas observadas de materia organicay nutrientes (Munawar
et al. 1972; Padisak et al. 2009).

Finalmente, en relacion a los estados tréficos de los embalses y a la comunidad
fitoplanctonica, la produccion de fitoplancton y de cianobacterias estuvo
asociada a estados tréficos superiores, y a embalses en estado avanzado de
eutrofizacion (Wurtsbaugh et al. 2019). Los indices de ET determinados por la
clorofila a (Cunha et al. 2013) y el NT (Lamparelli 2004) brindaron mayor
informacion en relacion a las comunidades de fitoplancton presentes en los
embalses. En sentido opuesto, el PT y la profundidad de DS, otorgaron poca
informacion dado que las clasificaciones por ambas variables resultaron en una

Unica categoria.

Factores asociados al desarrollo de floraciones de fitoplancton

La biomasa de fitoplancton presente en el conjunto de embalses presenta una
fuerte relacion con las condiciones eutroficas observadas. En particular, la
presencia de cianobacterias estuvo asociada a concentraciones elevadas de
nitrogeno y fésforo. EI PCA y el analisis de correlaciones, contribuyd a
comprender la estructura y las relaciones existentes entre las principales
variables y la comunidad de fitoplancton. El pH, la conductividad y los nutrientes
(NT y PT) se encontraron asociados al fitoplancton, y en particular a los grupos
formadores de grandes biomasas como Cyanobacteria y Chlorophyta. La
superficie del embalse y los sélidos inorganicos en suspensién estructuraron la
comunidad en sentidos opuestos. Los patrones (contrarios) de ambas variables
son consistentes con la capacidad de retencion de sedimentos que se ha
destacado en pequefos cuerpos de agua (Schmadel et al. 2019). Los embalses
presentaron condiciones extremas de turbidez, correspondiente a una fraccion
inorganica (solidos inorganicos en suspension), y otra organica, asociada
principalmente a elevadas biomasas de fitoplancton, en concordancia con lo

planteado por Scheffer et al. 1993. Esto se refleja al observar las altas
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correlaciones entre la biomasa fitoplanctonica, los solidos totales en suspension,
y la materia organica en suspension (coeficientes de Spearman rs p > 0.7). La
moderada correlacion entre el pH, el OD, y la biomasa de fitoplancton, estaria

mayormente relacionada a la actividad fotosintética (Reynolds 2006).

El arbol de clasficacion (analisis multivariado) posiciond al NT como la principal
variable que dividio al arbol en dos, en un umbral de 3.237 mg/L, indicando que
a concentraciones superiores predomina la dominancia de las cianobacterias en
una proporcion del 80%. En sentido opuesto, las concentraciones menores a
3.237 mg/L de NT se asociaron a una dominancia de Cryptophyta, y por otro
lado, Cyanobacteria present6 una significativa menor dominancia. Un gran
namero de investigaciones han documentado como el nitrégeno puede limitar (o
promover) el crecimiento de fitoplancton. En un estudio en méas de 400 lagos
ubicados en el continente americano, el NT por sobre otros factores, presentd un
rol significativo en la biomasa de cianobacterias, particularmente en cuerpos de
agua poco profundos y con altas concentraciones de PT (Bonilla et al. 2023). De
forma similar a otros trabajos, en esta tesis se pudo observar como en
condiciones hipereutréficas de PT (>77.7 pug/L) el NT puede limitar el crecimiento
fitoplanctonico (Cunha et al. 2013; Frederick et al. 1993).

En el modelo lineal muiltiple, el NT presenté un efecto positivo, y los sélidos
inorganicos en suspension un efecto negativo, y ambas variables explicaron el
62% del biovolumen, y el 72% de la clorofila. De forma consistente al arbol de
clasificacion, el NT presenté la mayor significancia en el modelo lineal. El efecto
de los sdlidos inorganicos en suspension es esperable, dado que la turbidez
inorganica del agua es un factor que puede limitar el crecimiento del fitoplancton,
y en particular de las cianobacterias (Gonzéalez-Madina et al. 2019). Las bajas
proporciones (< 16) en las relaciones NT/PT, y las tendencias positivas con el
aumento de la biomasa de fitoplancton (relacién lineal R?= 0.17), podrian indicar
condiciones limitantes de nitrogeno (Maberly et al. 2020). Por otra parte, la
relacion negativa de la biomasa de fitoplancton y los nutrientes disueltos podria
asociarse al consumo por el fitoplancton, aunque, las interpretaciones deben
tomarse con cautela dada la complejidad de la comprension de las relaciones de
nutrientes disueltos. A diferencia del PT, el gradiente de NT se asocié en mejor
medida a las comunidades de fitoplancton presentes. Esto es importante porque
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puede indicar que utilizar Unicamente el indice de ET de PT en cuencas
enriquecidas con el nutriente podria ser insuficiente para conocer la

productividad del sistema (Cunha et al. 2013).

La mayor respuesta al NT en el andlisis TITAN fue observada en Raphidiopsis,
en elumbral de 3.669 mg/L de NT, de forma consistente con el umbral observado
en el arbol de clasificacion. El género Raphidiopsis presenta una notable
capacidad para desarrollarse en condiciones limitantes de luz, por lo que en
ambientes turbios y ricos en nutrientes pueden dominar en la comunidad de
fitoplancton (Aguilera et al. 2019; Bonilla et al. 2012). Incluso, se ha observado
como también Raphidiopsis puede presentar una gran flexibilidad ante
condiciones de deficiencia de nutrientes, lo que refleja la resiliencia de este

género a los cambios ambientales (Aguilera et al. 2019; Aubriot y Bonilla 2018).

En relacidon al PT, se destaca la respuesta de los diferentes géneros de
fitoplancton aun en condiciones extremadamente altas del nutriente. Las
concentraciones elevadas de PT (todos los embalses >77.7 pg/L de PT), no
permitieron observar respuestas en condiciones de menor disponibilidad del
nutriente. Sin embargo, en la cuenca media del RSL (subcuencas del RSL desde
nacientes y RSLC) el PT parece explicar la mayor parte de la variabilidad de la
clorofila a en comparacion con el NT (PT R2= 0.77 versus NT R2= 0.72). Por otro
lado, en la subcuenca del ACG los nutrientes se correlacionaron pero no se
encontré una relacién lineal con la clorofila a. Es destacable el comportamiento
diferencial observado en las relaciones de nutrientes y de fitoplancton en funcién
de la distribucién espacial de los embalses, dado que podria sugerir la necesidad
de implementar medidas de gestidn especificas, que aborden requerimientos por
subcuencas (Tromboni et al. 2023). La comprension de las condiciones
ambientales en las que se observan determinadas respuestas biolégicas puede
contribuir a la generacién de herramientas para la gestion (King y Baker 2014).
Por ejemplo, la normativa para calidad de agua de Uruguay, establece un valor
de referencia de 10 mg/L de nitratos para cursos de agua clase 1y clase 2 (uso
de abastecimiento de agua potable, riego de productos agricolas consumibles
en forma natural, y uso recreativo) (Decreto 253/79, Uruguay 1979). Sin
embargo, este valor se encuentra muy por encima del rango de NT observado

en el que las cianobacterias fueron favorecidas. El valor de referencia de 10 mg/L
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de nitratos es un valor alto, considerando las consecuencias fisioldgicas del
nitrato como forma de nitrégeno biodisponible (Flores y Herrero 1994; Flores et
al. 2005).

Los cuerpos de agua ubicados en zonas de produccion intensiva del suelo, son
propensos a recibir altos insumos de fertilizantes nitrogenados (Glibert et al.
2014). Las éareas agricolas y actividades como la produccion intensiva de leche,
pueden contribuir en los procesos de eutrofizacion, con grandes aportes de
fésforo (Darré et al. 2020; Osmond et al. 2019; Rheinheimer et al. 2020). Una
gran parte del NT y PT que ingresa a los cursos de agua en la cuenca del Rio
Santa Lucia, proviene de fuentes difusas, principalmente de la actividad
agropecuaria (MVOTMA 2018). Los pequefios embalses, tienen condiciones
hidrolégicas favorables para el fitoplancton por encontrarse sobre cursos de
agua intermitentes (baja circulacién), que acentlan los efectos de la
eutrofizacion. Las relaciones negativas entre el tamafio de embalses (superficie),
y las condiciones eutréficas (turbidez, nutrientes, biomasa fitoplancténica), son
esperables debido a que los pequefios cuerpos de agua de zonas rurales actian
como sumideros de sedimentos y nutrientes producto de la escorrentia y el
transporte de las cuencas de drenaje (Schmadel et al. 2019). En la presente
investigacién, se evidencia la vulnerabilidad de estos sistemas acuéaticos a sufrir
los efectos de la eutrofizacion y su gran namero constituye un riesgo de aportes

de organismos nocivos a los cursos fluviales receptores.

Este trabajo muestra otra perspectiva del impacto antrépico que sufren los cursos
fluviales, diferente a los considerados clasicamente como “puntuales y difusos”
focalizados en los aportes de contaminantes al cauce del rio. De esta forma, se
avanzo en el conocimiento del estado tréfico, en la capacidad de producir
biomasa y en los tipos de organismos fitoplanctonicos que se desarrollan en
multiples embalses productivos distribuidos en una cuenca de importancia para
el pais. La alteracion de zonas de drenaje, de cafadas y arroyos de areas
productivas, y su transformacion en sistemas lénticos, provoca que estos
ambientes funcionen como sumideros de nutrientes y como generadores de
grandes biomasas de cianobacterias potencialmente toxicas. En este sentido,
este tipo de cuerpos de agua podrian ser utilizados como centinelas de los

impactos agropecuarios, y ser incluidos en monitoreos sistematicos debido a su
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capacidad de integrar en el agua y sedimentos los procesos fisicoquimicos y

bioldgicos de cada subcuenca.
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Capitulo 2: Métodos alternativos de deteccion de floraciones de fitoplancton en

embalses agropecuarios

Introduccion

Entre los métodos mas empleados para la deteccibn de cianobacterias y
fitoplancton en tiempo real se distingue la fluorometria in situ, a través de la
deteccion de pigmentos como la clorofila a y la ficocianina. Las cianobacterias
presentan su mayor rango de excitacion de longitud de onda entre los 590 nmy
los 620 nm (debido a la ficocianina), a diferencia de las algas eucariotas que
dicho rango se encuentra entre los 400 nm y 500 nm (por la clorofila) (Millie et
al. 2002). A pesar del buen desempefio de la medicion de clorofila a por
fluorescencia in vivo, pueden existir interferencias opticas en ambientes turbios
por solidos en suspensidén, materia organica coloreada disuelta (CDOM), y
sustancias humicas (Ferreira et al. 2012; Gilerson et al. 2007). Esto ha llevado al
desarrollo de algoritmos a fin de estimar la concentracion de clorofila a y
ficocianina con mejor precision en ambientes turbios, minimizando los efectos de
las interferencias en las mediciones de fluorescencia (Cremella et al. 2018). Si
bien este método permite la medicion en tiempo real, los equipos que incorporan
dichas correcciones son costosos, por lo que su utilizacion puede verse limitada
al uso de aparatos de bajo costo (sin correcciones), pero mediante la aplicacion
de calibraciones especificas. Por estas razones, su uso en el monitoreo no
experto del tipo ciudadano, por ejemplo, por productores rurales, guardavidas,
funcionarios municipales, integrantes de ONGs ambientalistas, se ve
fuertemente restringido. Por otro lado, otros métodos de menor sensibilidad pero
de mayor accesibilidad, permiten la estimacion de la clorofila a en base a la
medicion de reflectancias en las bandas roja, verde y azul (RGB). Las relaciones
entre reflectancias permiten la evaluacion de la concentracion de la clorofila a, y
la turbidez, entre otras propiedades presentes en el agua (Bowers et al. 2000;
Goddijn y White 2006; Goddijn-Murphy et al. 2009).

HydroColor® es una aplicacion que utiliza la camara digital de un teléfono
inteligente como si fuera un radiometro de tres bandas RGB, permitiendo medir
las reflectancias del agua (Leeuw y Boss 2018). Esta aplicacion tendria el

potencial de generar informacién en tiempo real a un bajo costo, posibilitando la
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realizacion de grandes camparfas de muestreo y la incorporacién del monitoreo
del tipo no experto. La aplicacion utiliza la intensidad de la luz medida en una
serie de imagenes para calcular la reflectancia del agua en las bandas RGB en
base a la ecuacion de Mobley (1999), la cual es utilizada frecuentemente para
determinar la reflectancia remota sobre el agua. Su utilizacion requiere la
estandarizacion de los datos mediante una tarjeta gris de 18% de reflectancia, y
un teléfono inteligente equipado con camara digital, gir6scopio y brajula. El
sistema de posicionamiento global (GPS) y la conexion permite determinar la
posicion del sol, y dirigir al usuario los angulos correctos para la obtencién de las
imagenes (Leeuw y Boss 2018). Estudios marinos costeros han obtenido
resultados alentadores para la medicion de la turbidez y la concentracion de
clorofila a utilizando Hydrocolor (Gallagher y Chuan 2018). En nuestro pais,
Hydrocolor fue utilizada por Deus Alvarez (2015) en el Rio Uruguay y en la costa
de Montevideo, encontrandose relaciones lineales entre las reflectancias
rojo/verde y azul/verde, y la biomasa de fitoplancton. Sin embargo, su
desemperio y precision aun no esta determinada en ambientes turbios, como
pequefios cuerpos de agua ubicados en zonas de produccidén agropecuaria, y se
desconoce si bajo estas condiciones es posible discriminar entre cianobacterias
y organismos del fitoplancton en general.

Si bien las metodologias fluorométricas se encuentran limitadas por su alto costo,
y a su uso por personal técnico, las herramientas alternativas como las camaras
de teléfonos celulares permitirian la obtencion de datos en tiempo real, un uso
descentralizado, y la posibilidad de la categorizacion de la informacion en los
niveles de alerta propuestos por la OMS. Aplicaciones del tipo de Hydrocolor
podrian ser relevantes para contribuir a las tareas de vigilancia ciudadana y
aportar informacion a la gestion. En el presente capitulo se evalua el desempefio
de la fluorescencia in vivo de clorofila a y de reflectancias medidas con una
camara de un teléfono inteligente para la estimacion de biomasa fitoplancténica

en embalses productivos (objetivo especifico numero 3).
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Metodologia

El conjunto de las variables estudiadas fueron obtenidas en la totalidad de
embalses (A-N) y en los mismos muestreos detallados (07/11/2019, 03/12/2019
y 17/11/2020) en la “Metodologia” del capitulo 1. Se evaluo6 el desemperio de la
clorofila a determinada por fluorescencia in vivo y por reflectancias (Rrs 1/sr)
medidas en la aplicacion de HydroColor®. Para esto se analizaron las relaciones
y diferencias existentes entre la clorofila a estimada por fluorescencia in vivo y
por las reflectancias, respecto a las variables fitoplanctonicas tradicionales
(clorofila a por extraccion y biovolumen de fitoplancton) (Tabla V). Asimismo, se
relacionaron la turbidez (medida con una sonda multi-paramétrica) y la materia
organica disuelta coloreada (CDOM) (fluorémetro Turner Designs Trilogy), de
acuerdo a las relaciones entre reflectancias estimadas por Hydrocolor (Tabla V).
Se destaca que, en las mediciones de fluorescencia de clorofila a y ficocianina
in vivo se utilizd un fluorémetro de mano modelo Aquafluor (marca Turner
Designs), y se aplicaron correcciones de turbidez (Cremella et al. 2018). Para
mayor detalle respecto a la determinacion de la clorofila a por el método de
extraccion o por el método de fluorescencia (in vivo), asi como el calculo del
biovolumen fitoplancténico (mm?3/L), ver las secciones “Muestreo de variables

limnoldgicas” y “Analisis de laboratorio” del capitulo 1.

La mediciébn de las reflectancias en la superficie del agua a través de
HydroColor® se realiz6 de forma simultanea al resto de las variables medidas in
situ. A continuacion se describe coémo fueron capturadas las imagenes y el

funcionamiento de la aplicacién HydroColor®.
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Tabla V. Se resumen las variables utilizadas para la evaluacion del desempefio de los
métodos de deteccion. Se indican las variables de “referencia” y las variables
“‘evaluadas’”.

Variables de referencia

Métodos y equipos

Variables evaluadas

Métodos y equipos

Clorofila a por
extraccion (ug/L)

Biovolumen de
fitoplancton (mm3/L)

Turbidez (NTU)

CDOM UFR

Espectrofotémetro de
mesada

Microscopio 6ptico
invertido

Sonda
multiparamétrica
(Horiba U-52G)
Fluorémetro de
mesada (Turner

Clorofila a in vivo
(MglL)

Clorofila a (ug/L) por
reflectancias
Azul/Verde
Reflectancias
Azul/Verde (Rrs 1/sr)
Reflectancias
Rojo/Verde (Rrs 1/sr)
Turbidez por
reflectancias Rojo

Reflectancias
Rojo/Azul (Rrs 1/sr)

Fluorémetro de
mano (Aquafluor,
Turner Designs)
Hydrocolor-teléfono
inteligente.

Hydrocolor-teléfono
inteligente.
Hydrocolor-teléfono
inteligente.
Hydrocolor-teléfono
inteligente.

Hydrocolor-teléfono
inteligente.

Designs Trilogy)

Aplicacion de Hydrocolor

Se tomaron imagenes con una cadmara de un teléfono inteligente (Huawei Mate
20 Lite) utilizado como un radidmetro para determinar las reflectancias y
finalmente poder estimar la materia organica disuelta coloreada (CDOM), la
clorofila ay la turbidez (Leeuw y Boss 2018). Las mediciones de las reflectancias
de la superficie del agua con Hydrocolor se realizaron en paralelo al estudio de
las otras variables limnoldgicas. La aplicacion utiliza la ecuacién de Mobley

(1999) para calcular la reflectancia del agua (Rrs):

Lt - pLS

L §
th’f C

Rrs =i

donde L es la radiancia de la superficie del agua; Ls: la radiancia del cielo; Rref:
es la reflectancia de un estandar (0.18 para la tarjeta gris de 18%); Lc:
reflectancia medida del estandar; p: factor de reflectancia de la superficie del
agua (0.028 utilizada por Hydrocolor). Las radiancias relativas se calculan para
cada canal de color (RGB) con la siguiente ecuacion:
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L., = —
rel xS

donde DN: es el valor digital del pixel en la imagen (0-255); a: es el tiempo de
exposicion y S la velocidad ISO (en la captura fotografica) (Leeuw y Boss 2018).

El procedimiento requiere la captura de tres imagenes, a una tarjeta gris de 18%
de reflectancia, al cielo y por ultimo a la superficie del agua (Figura 15). Las
imagenes se tomaron procurando evitar interferencias de elementos (vegetacion
e infraestructuras) o efectos de sombreado, y desde una zona de la orilla en el
cual se minimice la afectacion por la visibilidad del fondo del cuerpo de agua. La
captura de las imagenes del agua y del cielo se establecieron de acuerdo a las
instrucciones de la aplicacion (inclinacion - orientacion) para colocar el teléfono
en los angulos correctos (a 40° o 130° del nadir, para el agua y el cielo,
respectivamente). Por lo tanto, debe de tenerse en consideracion esta restriccion
para el posicionamiento en la orilla de un embalse o playa. En el momento de

muestreo el estado del cielo se encontré parcialmente nublado.

Figura 15. Secuencia de captura de imagenes con la aplicacion de Hydrocolor por medio
de un teléfono inteligente. Se indica; a): tarjeta gris de 18 % de reflectancia; b): el cielo;
c): superficie del agua.

De esta manera, Hydrocolor calcula de forma automatica las reflectancias en los
canales rojo, azul y verde (RBG) (Leeuw y Boss 2018; Mobley 1999). La
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concentracion de la clorofila a puede ser estimada posteriormente por medio de
la relacién de las reflectancias en el rango azul/verde (Rrs B/G) y rojo/verde (Rrs
R/G). Estas proporciones son escogidas de modo que el nominador este
compuesto por la banda donde la absorcion de la clorofila sea alta (ejemplo,
parte azul del espectro), y el denominador donde la absorcion de la clorofila sea
baja (parte verde del espectro) (Goddijn y White 2006). Estas relaciones
disminuyen al aumentar la concentracion de clorofila a, y pueden ser ajustadas

mediante una ecuacién potencial (Goddijn-Murphy et al. 2009) segun:
Clorofila a en ug/L = 0.8X(Rrs B/G)*43

Para la estimacion de CDOM se utilizaron las relaciones de reflectancias en las
bandas rojo/azul (Rrs R/B), dado que se ha observado que dicha razon aumenta
de forma lineal con la concentracion de CDOM en el agua (Goddijn y White
2006).

Finalmente, la turbidez es determinada mediante la reflectancia en el canal rojo
(Rrs R) (Leeuw y Boss 2018):

Turbidez (NTU)= (27.7XRrs R)/(0.05 - Rrs R)

Cabe destacar que la aplicacion Hydrocolor realiza el calculo de Turbidez de

forma automatica.

Andlisis de datos

Las variables fueron evaluadas en funcion del grado de correlacién y de acierto
en comparaciones por rangos o categorias. Se analizaron las relaciones entre la
clorofila a estimada por fluorescencia in vivo y por las reflectancias de
Hydrocolor, respecto a la clorofila a por extraccion y el biovolumen de
fitoplancton. Se utilizaron variables categoricas de acuerdo a los grupos
taxonodmicos de fitoplancton dominantes mediante las contribuciones especificas
de biomasa (al igual que en capitulo 1), y en funcion de los niveles guias de la
OMS (Chorus y Welker 2021). La variable turbidez se categorizé tomando el
umbral de 50 NTU, de forma de generar dos categorias (categoria 1: <50 NTU,

y categoria 2: > 50 NTU) para su evaluacion por rangos. Se efectud la prueba de
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bondad de ajuste de X? para evaluar la similitud de las distribuciones en las
comparaciones de los métodos por rangos por medio de tablas de contingencia.
El porcentaje de error de las clasificaciones (evaluacion de los métodos por
rangos) se calculd de la férmula siguiente: Porcentaje de error = [(Valor
observado — Valor esperado) / Valor esperado] x 100. Se utilizaron métodos no
parameétricos, como correlaciones de Spearman y comparaciones por rangos
mediante la prueba de Kruskal-Wallis en los analisis de varianza. Para la
evaluacion de las reflectancias (cociente de bandas) por grupo de fitoplancton

dominante se realizé la prueba de Wilcoxon (método post hoc).

Se efectuaron modelos de regresion lineal simple y mdltiple para evaluar el
desempeiio de las variables estudiadas y establecer posibles interferencias,
utilizando los mismos criterios de seleccién de acuerdo a lo ya detallado en el
capitulo 1 (criterio AIC, p valor y R?). Para atender la falta de normalidad de los
datos se realizaron transformaciones a la forma logaritmica (logaritmo natural:
Ln). La normalidad se verific6 mediante el Test de Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de varianza por el Test de Breusch-Pagan. Los analisis
estadisticos fueron realizados por medio del software R, version 4.2.2 y el

software Past version 4.03.

Resultados

Estimacién de la clorofila a in vivo por fluorometria

La relacion lineal entre la variable de respuesta clorofila a in vivo (equipo
Aquafluor, Turner Designs), y la variable explicativa clorofila a por extraccion,
presentd una fuerte correlacién positiva significativa (p valor < 0.05), con un R?
de 0.98 y una pendiente de 0.82 (Tabla VI y Figura 16). Las variables presentan
un muy buen grado de ajuste lineal, aunque la varianza no fue constante a lo
largo de todo el gradiente. La mayor correlacion entre ambas variables se
observa entre los 5.5 y los 4439.0 ug de clorofila a/L con un R?=0.985. El rango
de menor concentracion de clorofila a estuvo compuesto principalmente por el
grupo Cryptophyta y presenta un menor grado de ajuste, con concentraciones

de clorofila a in vivo tendientes a la sobreestimacion (relacion >1:1). En el
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intervalo de <5.0 a 100.0 ug de clorofila a/L, de dominancia de los grupos
Cryptophyta, Bachillariophyta, Chlorophyta y Dinophyta, la clorofila a in vivo
present6 una correlacion de un R?=0.86, y una pendiente de 0.63. Al ampliar el
intervalo de clorofila de 100.0 a 4439.0 ug de clorofila a/L, rango dominado
principalmente por el grupo Cyanobacteria, y ocasionalmente por el grupo
Chlorophyta, mejora la correlaciobn entre ambas variables, presentando un
coeficiente R? = 0.97, y una pendiente de 0.78.

Tabla VI. Comparativo de estadisticos de las modelaciones lineales entre la clorofila a
por extraccion y la clorofila a in vivo por fluorescencia, en diferentes intervalos de
concentracion.

Intervalo de R? Pendiente Intercepto p-valor Normalidad Homogeneidad
clorofila a deresiduales devarianza
<5.0-4439.0 yg/L  0.981 0.82261 1.00415 <2.2e-16 0.8435 0.006121
<5.0-100.0 pg/L 0.864 0.63862 1.41108 5.003e-11 0.4913 0.6491

< 5.0 -430.0 pg/L 0.962 0.80880 1.03630 <2.2e-16 0.7915 0.05991

100.0 - 4439.0 yg/L  0.973 0.78580 1.29983 <5.003e-11  0.2078 0.7648

5.5 -4439.0 ug/L 0.985 0.85551 0.81602 <2.2e-16 0.2996 0.05466

(=2}
1

Grupofito
Bac
® Chi
® Cry
® Cyan
Din

Ln Clorofila a in vivo pg/L
N

2 4 6 8
Ln Clorofila a extraccion pg/L

Figura 16. Relacion lineal entre concentracion de clorofila a por extraccion y clorofila a
in vivo (Aquafluor, Turner Designs), con datos transformados a la forma logaritmica. La
linea negra corresponde a una relacion lineal 1:1. Se indican los grupos taxonémicos de
fitoplancton dominantes: Chl: Chlorophyta; Bac: Bacillariophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan:
Cyanobacteria; Din: Dinophyta.
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Desempefio de la clorofila a in vivo en diferentes condiciones de turbidez

La relacion lineal entre la clorofila a in vivo por fluorescencia, y la clorofila a por
extraccion present6 una fuerte correlacion positiva en diferentes condiciones de
turbidez (Anexo 7). No obstante, se destaca que en las condiciones de “alta”
CDOM vy “alta” turbidez, la clorofila a in vivo presentd un coeficiente de
correlacion mas bajo con la clorofila a por extraccion (Tabla VII). En el rango de
mayor turbidez se observa el menor grado de ajuste lineal, con la menor
pendiente (0.59) y el menor coeficiente de determinacién R? (0.96) de la relacion.
En estas condiciones, las concentraciones de clorofila a in vivo tienden a la

sobreestimacién de clorofila a por extraccion.

En contraparte, en las condiciones de menor turbidez (“baja turbidez”), se
observa un mejor desempefio en la relacion lineal, con un R? de 0.98 y una
pendiente de 0.70. En menor medida, en condiciones de “baja” CDOM se
observa un comportamiento similar, con un leve aumento en el R? (0.98),

respecto a las condiciones de “alta” CDOM (R?= 0.97).

Tabla VII. Comparativo de estadisticos de las relaciones lineales entre la clorofila a por
extraccion y la clorofila a in vivo por fluorescencia, en diferentes condiciones Opticas. Se
indica: materia organica coloreada disuelta (CDOM) alta/baja; Turbidez alta/baja.

Condiciones dpticas R? Pendiente Intercepto p-valor

CDOM alta 0.973 0.58289 100.09414 2.863e-13
CDOM baja 0.978 0.99387 6.82592 <2.2e-16
Turbidez alta 0.962 0.59285 101.67001 < 2.2e-16
Turbidez baja 0.980 0.70511 11.65488 1.102e-10

Desempefio de la clorofila a in vivo en las categorias de alerta de la OMS

El método de deteccion de clorofila a in vivo por fluorescencia presentd un
desempefio adecuado en la clasificacion de los niveles guia y de alerta de la
OMS, respecto a la clorofila a por extraccion. Para esta evaluacién se tomo el
umbral de 24 ug de clorofila a/L, correspondiente al nivel de alerta numero 2 de

uso recreativo. Las categorias de niveles de la OMS determinadas por la clorofila
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a in vivo y por la clorofila a por extraccion presentaron un alto grado de similitud,
con un porcentaje de error de 2.3%. Asimismo, el test de bondad de ajuste X?
indicé que las proporciones de las clasificaciones por ambos métodos son

similares (p valor = 1) (Anexo 8).

Clorofila a por extraccion y clorofila a in vivo versus biovolumen de fitoplancton
La relacion lineal entre la variable de respuesta biovolumen total en mm3/L y la
variable predictora clorofila a por extraccién presentdé una fuerte correlacion
positiva significativa (p valor < 0.05), con un R? de 0.93 y una pendiente de
1.46505 (Figura 17 -a). Por otro lado, el modelo lineal simple entre la variable de
respuesta biovolumen total en mm?3/L y la variable predictora clorofila a in vivo
por fluorescencia presentd una fuerte relacion positiva significativa (p valor <
0.05), con un R? de 0.92 y una pendiente de 1.75173 (Figura 17 -b).
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a) p valor= < 2.2e-16, R?=0.93, intercepto= -3.71480, pendiente=
1.46505
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Figura 17. a) Relacion lineal entre concentracion de clorofila a por extraccion y
biovolumen de fitoplancton, con datos transformados a la forma logaritmica. Los
residuales de la relacion no presentan evidencia de falta de normalidad (p=0.2849, >a=
0.05), ni falta de homocedasticidad de varianzas (p = 0.3663, >a= 0.05). b) Relacién
lineal entre concentraciéon de clorofila a in vivo por fluorescencia y biovolumen de
fitoplancton, con datos transformados a la forma logaritmica. Los residuales de la
relacion no presentan evidencia de falta de normalidad (p= 0.3365, >a= 0.05), ni falta
de homocedasticidad de varianzas (p=0.9461, >a= 0.05). En ambas figuras se indican
los grupos taxonémicos de fitoplancton dominantes: Chl: Chlorophyta; Bac:
Bacillariophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan: Cyanobacteria; Din: Dinophyta.
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Relacion entre clorofila a y biovolumen de grupos de fitoplancton

En términos globales en el conjunto de embalses la concentracion de la clorofila
a por extraccion se correlacion6 fuertemente con la biomasa de los grupos
Chlorophyta y Cyanobacteria, presentando una relacion significativa y un
coeficiente de correlacion de Spearman rs (p) de 0.75 y 0.71, respectivamente.
Los grupos restantes de fitoplancton presentaron un bajo coeficiente de
correlacion y de significancia con este pigmento, indicando una baja asociacion

entre la clorofila a y el biovolumen de estos grupos (Tabla VIII).

Tabla VIII. Coeficiente de correlacion (p) de Spearman rs entre la variable clorofila a por
extraccion y el biovolumen de los grupos fitoplanctonicos para el conjunto de embalses.
Se indica la significancia de la relacién con un “*”, para un p-valor <0.05.

Coeficiente de correlacion Spearman rs Significancia p-valor
Clorofila pg/l
Biovolumen Chlorophyta 0.75 5.8496E-09*
Biovolumen Bacillariophyta 0.22 0.14881
Biovolumen Cryptophyta -0.18 0.23671
Biovolumen Cyanobacteria 0.71 1.1281E-07*
Biovolumen Dinophyta 0.16 0.28852
Biovolumen Euglenophyta -0.006 0.96562

En la Figura 18 se muestran las relaciones lineales entre el biovolumen de
fitoplancton y la clorofila a por extraccién, evaluado en aguellos embalses con la
presencia de los grupos de fitoplancton respectivos. De esta forma, como era
esperable la clorofila a present6 una correlacion diferencial con cada grupo
fitoplanctonico. Los grupos Chlorophyta y Cyanobacteria presentaron la mayor
correlacion de biomasa con la clorofila a, con una relacién significativa, y un
coeficiente de determinacion R? de 0.78, y 0.72, respectivamente. Los grupos
Euglenophyta, Bacillariophyta, y Cryptophyta, si bien presentaron una relacion
significativa con la clorofila a, mostraron una menor correlacion con este
pigmento. La biomasa del grupo Dinophyta no presento una relacion significativa
con la clorofila a. En las relaciones que resultaron significativas (p valor <0.05),
los grupos Chlorophyta, Cyanobacteria y Euglenophyta presentaron la mayor
pendiente. Por ultimo, se destaca que la relaciéon lineal entre la biomasa del
grupo Cryptophyta y la clorofila a presentd la menor pendiente (0.77) de los

modelos lineales.
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a) Cyanobacteria p valor= 1.767e-07, R>=0.72
intercepto= -8.062, pendiente= 1.855
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b) Euglenophyta p valor= 0.0002174, R?>=0.69
intercepto= -8.1232, pendiente= 1.6768
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c¢) Chlorophyta p valor= 3.804e-13, R>=0.78
intercepto= -8.6074, pendiente= 1.8478
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d) Cryptophyta p valor= 2.238e-05, R?= 0.50
intercepto= -2.7545, pendiente= 0.7781
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e) Bacillariophyta p valor= 6.205e-07, R?= 0.57
intercepto= -5.9776, pendiente= 1.2335
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f) Dinophyta p valor= 0.1734, R?= 0.68
intercepto= -6.1840, pendiente= 2.0104
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Figura 18. Relacion lineal entre clorofila a por extraccion y el biovolumen especifico de
los principales grupos fitoplancténicos, con datos transformados a la forma logaritmica.
La linea negra corresponde a una relacion lineal con una pendiente = 1. Los residuales
de las relaciones no presentan evidencia de falta de normalidad (p > a= 0.05).

67



La relacion del cociente clorofila a/biovolumen (ug/mms3) presentd diferencias
significativas entre los diferentes grupos de fitoplancton (Kruskal Wallis p valor <
0.05). Respecto a este indicador, se observé una tendencia decreciente entre el
cociente clorofila a/biovolumen y la variable clorofila a (Figura 19). EI modelo
lineal simple de la relacion clorofila a/biovolumen y la variable explicativa clorofila
a por extraccion, presentd una correlacion negativa significativa (p valor <0.05),
con un R? de 0.57 y una pendiente de -0.46505. Los grupos Cyanobacteria y
Dinophyta presentaron valores medios mas bajos de este cociente, con 2.19
ug/mms3, y 1.17 ug/mm3, respectivamente. Bacillariophyta present6 la media del
cociente clorofila a/biovolumen mas alta, de 22.78 pg/mms3, seguido por
Cryptophyta (20.37 pg/mm3) y Chlorophyta (11.69 pg/mm?3). Se destaca que
Cyanobacteria presentd el valor medio mas “cercano” al cociente clorofila
a/biovolumen = 3 ug/mm3, el cual fue establecido para los niveles guia y de alerta
de la propuesta de la OMS de 2021.
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a) p valor= 8.218e-09, R?=0.57, intercepto= 3.71480, pendiente= -0.46505

Ln Relacién Clorofila/Biovolumen

Ln Clorofila a extraccion ug/L

b) Test de Kruskal Wallis p valor= 0.0003994, p<0.05
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Figura 19. a): Relaciéon lineal entre clorofila a por extraccion y el cociente clorofila
a/biovolumen en pg/mm3, con valores transformados a la forma logaritmica. Los
residuales de la relacion lineal no presentan evidencia de falta de normalidad (p= 0.2849,
>a= 0.05), ni falta de homocedasticidad de varianzas (p= 0.3663, >a= 0.05). b): Boxplot
del cociente clorofila a/biovolumen en pg/mms3 por grupo de fitoplancton dominante. Se
representan la mediana (linea negra), la media (punto rojo), los cuartiles, y los limites
superior e inferior. Referencia; Chl: Chlorophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan:
Cyanobacteria; Din: Dinophyta; Bac: Bacillariophyta. Se incluye linea roja punteada de
referencia de cociente = 3 pg/mm? utilizado en los niveles guia y de alerta de la OMS
2021.

Reflectancias de Hydrocolor: medicion de turbidez y CDOM en embalses
Se evalud la turbidez mediante la ecuacion utilizada por Hydrocolor, con
reflectancias < 0.05 (1/sr), y en el rango de 0.0 — 80 + 36 NTU. La variable de
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respuesta turbidez calculada por reflectancias mediante Hydrocolor, y la variable
explicativa turbidez medida con una sonda multi-paramétrica, presentd una
relacién significativa y positiva (p valor < 0.05), con un R? = 0.25 y una pendiente
de 0.8605 (Figura 20). A pesar de la baja correlacion observada, el método de
medicion de turbidez por Hydrocolor presentdé un desempefio moderado en la
clasificacion en niveles de turbidez, respecto a las mediciones de la sonda
multiparamétrica (categoria 1: <50 NTU, y categoria 2: > 50 NTU). Segun el test
de bondad de ajuste X? las proporciones de las clases de turbidez generadas por
ambos métodos fueron similares (p valor = 0.7621). En el Anexo 9 se observan
las proporciones de las clasificaciones por ambos métodos en la clase 1y en la
clase 2, presentandose un porcentaje de error de clasificacion del 27.7% y una
tendencia aparente hacia la sobreestimacion de la turbidez por parte de la

turbidez calculada a partir de Hydrocolor.

a) p valor= 0.01866, R?= 0.25, intercepto= 0.5462, pendiente= 0.8605

4

Ln Turbidez Hydrocolor NTU

25 30 35 40 45
Ln Turbidez NTU

Figura 20. Relacion lineal entre la turbidez medida con una sonda multi-paramétrica y la
turbidez calculada a partir de Hydrocolor, con valores transformados a la forma
logaritmica. Los residuales del modelo lineal no presentan evidencia de falta de
normalidad segun el test de Shapiro Wilk — W (p= 0.08266, >a= 0.05), ni falta de
homocedasticidad de varianza (p=0.2656, >a= 0.05).

Se evalu6 mediante el ajuste de un modelo lineal la relacion entre las sustancias
organicas disueltas y el cociente de las reflectancias rojo/azul (R/B) y rojo/verde

(R/G), medidas con Hydrocolor. La materia organica disuelta coloreada (CDOM),
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y el cociente de reflectancias R/B, presentaron una moderada correlacion
positiva y significativa (p valor < 0.05), con un R? = 0.26 (Figura 21 -a). Por otro
lado, la materia organica disuelta coloreada (CDOM) y el cociente de
reflectancias R/G, presentaron una correlacién negativa de baja significancia (p
valor = 0.04279), con un R? = 0.09, no observando en este caso un ajuste lineal
(Figura 21 -b).

a) p valor= 0.0006486, R?= 0.26, intercepto= -5.5287,
pendiente= 0.5879

20 L4

0.54

0.01

10.0 105 110 15
Ln CDOM UFR

b) p valor= 0.04279, R?= 0.09, intercepto= 1.68323,
pendiente=-0.14839

0.84

0.04

10.0 105 110 15
Ln CDOM UFR

Figura 21. a): Relacioén lineal entre CDOM Yy el cociente de reflectancias R/B (rojo/azul)
medidas con Hydrocolor, con valores transformados a la forma logaritmica. Los
residuales del modelo lineal no presentan evidencia de falta de normalidad segun el test
de Shapiro Wilk — W (p= 0.0617, >a= 0.05), ni falta de homocedasticidad de varianza
(p=0.9542, >a0= 0.05). b): Relacion lineal entre CDOM y el cociente de reflectancias R/G
(rojo/verde) medidas con Hydrocolor, con valores transformados a la forma logaritmica.
Los residuales del modelo lineal no presentan evidencia de falta de homocedasticidad
de varianza (p= 0.9265, >a= 0.05), pero si de normalidad segun el test de Shapiro Wilk
— W (p= 3.895e-07, < a= 0.05).
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Reflectancias de Hydrocolor: estimacion de clorofila a y biovolumen de
fitoplancton en embalses

Se exploraron los cocientes de reflectancias en las bandas rojo y verde (R/G) y
azul y verde (B/G) para la estimacion de fitoplancton. De esta forma, se realiz6
el ajuste de un modelo lineal entre la clorofila a por extraccion y el biovolumen
de fitopancton, y los cocientes de las reflectancias (R/G) y (B/G). El cociente de
las reflectancias R/G no presentd una relacion lineal (p valor > 0.05) con la
clorofila a por extraccion y ni con el biovolumen de fitoplancton (Anexo 10). En
cambio, el cociente de las reflectancias B/G y las variables clorofila a por
extraccion y biovolumen de fitoplancton, presentaron una relacion lineal
significativa (p valor < 0.05) con una pendiente negativa, y un R? de 0.45y 0.41,

respectivamente (Figura 22).

En la Figura 23, se puede observar que existe un patron diferencial de los
diferentes grupos fitoplanctonicos dominantes de acuerdo al cociente de
reflectancias B/G. Mediante el test de Kruskal-Wallis se pudo comprobar que
existen diferencias significativas entre los grupos algales en relacion a dicha
variable (Kruskal-Wallis p valor= 0.0002063). El grupo Cyanobacteria presento
diferencias significativas en el cociente de reflectancias B/G respecto al grupo
Cryptophyta y Bacillariophyta, no observandose diferencias entre otros grupos
microalgales (Figura 23 -a). En las comparaciones por nivel guia de la OMS, el
cociente de reflectancias B/G también presentd diferencias significativas entre
los niveles de alerta (Nivel 1 y Nivel 2) (Figura 23 -b).
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a) p valor= 9.47e-07, R?= 0.45, intercepto= 1.01853, pendiente: -

0.08499
1.004
0.754
Grupofito
Bac
(O] ® Ch
@ 0.504 @ cy
® Cyan
Din
0.254
@
0.004
2 4 6 8
Ln Clorofila a extraccion pg/L
b) p valor= 3.985e-06, R?>= 0.41, intercepto= 0.79254,
pendiente= -0.05344
1.004
0.754
Grupofito
Bac
[0) ® Ch
o 0.504 ® cy
® Cyan
Din
0.25
®
0.004

72'5 0'0 2'5 5'0 7'5
Ln Biovolumen mm3/L

Figura 22. a): Relacion lineal entre la clorofila a por extraccién y el cociente de
reflectancias B/G medidas con Hydrocolor, con valores transformados a la forma
logaritmica. Los residuales del modelo lineal no presentan evidencia de falta de
normalidad segun el test de Shapiro Wilk — W (p= 0.3355, >a= 0.05), ni falta de
homocedasticidad de varianza (p= 0.2668 >a= 0.05). b): Relacion lineal entre el
biovolumen de fitoplancton y el cociente de reflectancias B/G medidas con Hydrocolor,
con valores transformados a la forma logaritmica. Los residuales del modelo lineal no
presentan evidencia de falta de normalidad segun el test de Shapiro Wilkk — W (p=
0.4733, >a= 0.05), ni falta de homocedasticidad de varianza (p= 0.0716, >a= 0.05). Se
indica el grupo taxonémico de fitoplancton dominante: Chl: Chlorophyta; Cry:
Cryptophyta; Cyan: Cyanobacteria; Din: Dinophyta; Bac: Bacillariophyta.
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a) Kruskal-Wallis p valor= 0.0002063
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Figura 23. a): Boxplot del cociente de reflectancias B/G, de acuerdo a los grupos

fitoplanctdnicos. Se indican los p valores de Wilcoxon Rank como test poshoc (p <0.05).
b): Boxplot del cociente de reflectancias B/G, de acuerdo a los niveles guia de la OMS,

para un umbral de 24 ug de clorofila a/L correspondiente al nivel de alerta 2 para uso

recreativo (A1 < 24 g de clorofila a/L / A2 = 24 ug de clorofila a/L). Se indica el grupo
dominante de fitoplancton: Chl: Chlorophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan: Cyanobacteria;

Din: Dinophyta; Bac: Bacillariophyta.
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Desempefio de la clorofila a estimada con Hydrocolor en niveles de alerta de la
OMS

Se evaluo el desempefio de la clorofila a estimada a partir de las reflectancias
en las bandas azul y verde (B/G) segun Goddijn-Murphy et al. 2009. Se realiz6
un modelo lineal con la variable de respuesta clorofila a calculada con
reflectancias de Hydrocolor, y la variable clorofila a determinada por extraccion,
observandose una moderada correlacion positiva y significativa (p valor < 0.05),
con un R? de 0.44 y una pendiente de 0.6487 (Figura 24). De este modo, se
evaluo la clorofila a calculada con las reflectancias en base a la clasificacion en
niveles de alerta de la OMS, de acuerdo al umbral de 24 ug de clorofila a/L
(Anexo 11). La evaluacion por rangos de la clorofila a estimada por las
reflectancias present6 un porcentaje de error de 26.8% en las clasificaciones. El
test de bondad de ajuste X? indicd que las proporciones en la distribucién de
clases no fueron similares, respecto a las clasificaciones en base a la clorofila a
por extraccion (p valor = 0.01277). Se destaca la tendencia a la subestimacion
del nivel 2 de alerta por parte del método de determinacion de clorofila a por

medio de las reflectancias.
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p valor= 2.219e-06, R?= 0.44, intercepto= -0.8349, pendiente= 0.6487

o ~
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Ln Clorofila a Hydrocolor pg/L
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Ln Clorofila a extraccion pg/L

Figura 24. Relacion lineal entre la concentracion de clorofila a por extraccién y clorofila
a calculada por reflectancias, con valores transformados a la forma logaritmica. Los
residuales del modelo lineal no presentan evidencia de falta de homocedasticidad de
varianza (p=0.06765, >a= 0.05), pero si de normalidad segun el test de Shapiro Wilk —
W (p=0.003646, <a= 0.05).

Correccién de clorofila a de Hydrocolor y de reflectancias B/G por solidos totales
en suspension y CDOM

Se realizaron dos modelos lineales mdultiples, en donde de forma complementaria
a la clorofila a calculada a partir de Hydrocolor y a las reflectancias B/G, se
adicionaron los solidos totales en suspension (STS), y la materia organica
disuelta coloreada (CDOM). De esta forma, se evalué el efecto de las variables
mediante el Modelo 1 (M1): Clorofila a= clorofila a de Hydrocolor + STS + CDOM
y el Modelo 2 (M2): Clorofila a= Reflectancias B/G + STS + CDOM.

Los modelos resultantes 1 y 2 presentaron un desempefio muy similar, con un
R? igual, de 0.65, y un p valor significativo < 0.05 (Tabla IX). La CDOM no fue
una variable relevante (p valor no significativo), por lo que fue retirada de los
modelos. En ambos casos, no se presenta evidencia de falta de normalidad (M1,
p valor=0.1951; M2, p valor=0.2101), ni de homocedasticidad de varianzas (M1,
p valor= 0.5336; M2, p valor= 0.5153), ni de independencia (M1, p valor 0.7487:
M2, p valor = 0.7487), o autocorrelacion de variables (M1, p valor 0.804; M2, p
valor= 0.748).
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Tabla IX. Estadisticos de los modelos resultantes con la variable de respuesta clorofila
a por extraccion, y las variables predictoras; clorofila a de Hydrocolor, reflectancias B/G
(Rrs B/G), y solidos totales en suspensién (STS). El conjunto de datos de las variables
fueron transformados a la forma logaritmica. Se indica el p valor del modelo y de cada
variable predictora, el AIC y el R2.

Modelos Pvalor Pvalor Pvalor AIC R2
clorofila Rrs B/G STS
hydrocolor

Modelo 1: In(clorofila)= 0.4284In(clorofila 0.000367 - 1.66e-05 1418 0.65

hydrocolor) + 1.1720In(STS) - 1.7553. P
valor= 1.337e-09.

Modelo 2: In(clorofila)= - 1.8266In(B/G) + - 0.000396 1.68e-05 1419 0.65
1.1735In(STS). P valor= 1.434e-09

Discusion

En esta tesis se pudo evaluar el desempefio de metodologias de deteccion de
fitoplancton en tiempo real e in situ en catorce embalses agropecuarios, ubicados
en diferentes zonas de la cuenca del Rio Santa Lucia. Los métodos fueron
utilizados en un amplio gradiente ambiental, abarcando condiciones extremas de
turbidez y un importante gradiente de biomasa de organismos fitoplanctonicos.
La fluorescencia in vivo presentd un alto desempefio para medir clorofila a. El
elevado grado de correlacion entre la clorofila a por fluorescencia in vivo, la
clorofila a por extraccion y el biovolumen de fitoplancton, indica que el uso de
fluorbmetros in situ de bajo costo puede ser altamente apropiado para estimar
biomasa fitoplanctonica, ain en condiciones eutréficas y de elevada turbidez
inorganica. El método basado en reflectancias, por otra parte, presentd un peor
desempeiio para estimar clorofila a. Los mejores resultados fueron obtenidos
con el uso directo de las reflectancias B/G, destacandose la capacidad de este
cociente para discriminar clorofila a de acuerdo a los niveles guia y de alerta de
la OMS. Sin embargo, debe sefalarse que, a pesar del gran potencial de
aplicaciones como Hydrocolor, las limitaciones de operacién de la aplicaciéon
podrian dificultar la utilizacion de la herramienta por personas no expertas,
debido a las dificultades encontradas en embalses agropecuarios, los que en
general presentan alta turbidez y margenes someros. Asimismo, los resultados

inciertos de algunas investigaciones remarcan la necesidad de ampliar el
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conocimiento de herramientas como Hydrocolor para obtener una mayor

precision y confiabilidad en su utilizacién.

Clorofila a por fluorescencia in vivo en ambientes turbios: relacion con clorofila
a por extraccion y biovolumen

La clorofila a in vivo por fluorescencia presento un alto grado de correlacion con
la clorofila a por extraccion (R?>= 0.98) para el gradiente completo de
concentracion, aun en condiciones extremas de turbidez organica e inorganica y
ante una diversa presencia de organismos fitoplancténicos. La respuesta lineal
de la clorofila a in vivo es consistente con otras correlaciones generadas en
rangos de menor concentracion, con fluorometros similares (Cremella et al.
2018), y con equipos de mayor complejidad que incorporan correcciones opticas
de fabrica (Catherine et al. 2012; Gregor et al. 2005; lzydorczyk et al. 2009;
Schagerl y Kinzl 2007). Las desviaciones en la pendiente respecto a una
relacion perfecta (1:1) pueden considerarse esperadas para aguas naturales, y
posiblemente se deben a incertidumbres inherentes de las metodologias de
analisis empleadas (Catherine et al. 2012; Gregor et al. 2005; Izydorczyk et al.
2009). En el rango de menor concentracion de la clorofila a, en el cual se observé
una dominancia marcada del grupo Cryptophyta, la clorofila a in vivo presento el
menor ajuste en la relacion, con concentraciones tendientes a la
sobreestimacion. Esto es esperable dado que las interferencias épticas pueden
incrementar o reducir la magnitud de las mediciones de fluorescencia, y a
menores concentraciones este efecto puede potenciarse. La disminucion de la
pendiente y del R? de la relaciéon en condiciones de alta turbidez y alta materia
organica disuelta coloreada indican una reduccion del desempefio de la relacion
entre la clorofila a por extraccién y la clorofila a in vivo. Estos patrones
observados remarcan la importancia de incorporar correcciones a fin de
minimizar las interferencias Opticas, a la vez de contemplar de forma
representativa la diversidad local de los organismos fitoplanctdénicos
(Chegoonian et al. 2022; Cremella et al. 2018; Ferreira et al. 2012). La
clasificacion en los niveles guia y de alerta de la OMS a través de la clorofila a in
Vivo, presentd un alto desempefio respecto a las clasificaciones generadas por
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la clorofila a por extraccion (97.7% de acierto en umbral de alerta 2 para aguas
recreativas, Chorus y Welker 2021). El buen desempefio de la clorofila a in vivo
para clasificar de forma adecuada en el umbral de 24 ug de clorofila a/L de la
OMS, destaca su uso como un indicador confiable, aun en condiciones de

extrema turbidez organica e inorganica.

El biovolumen (mm?3/L) de fitoplancton presentd una fuerte correlacién positiva
con la clorofila a por extracciéon (R?= 0.93), asi como con la clorofila a in vivo (R?>=
0.92), en contraste con las relaciones usualmente observadas, motivo por el cual
se han centrado algunas investigaciones (Canfield et al. 1985; Canfield et al.
2019; Felip y Catalan, 2000; Kasprzak et al. 2008). El buen grado de ajuste lineal
del biovolumen con la concentracion de la clorofila a in vivo y por extraccion,
refleja la consistencia de los resultados obtenidos a pesar del amplio rango de
concentracion. A nivel general, en el conjunto de embalses la clorofila a se
encontrd principalmente asociada al biovolumen de los grupos Chlorophyta y
Cyanobacteria (Spearman rs =0.75, y Spearman rs= 0.71, respectivamente), lo
cual puede explicarse por las altas biomasas desarrolladas por estos grupos

frente al resto de la comunidad de fitoplancton.

En las comparaciones especificas de biovolumen por grupos (para biovolumen
>0 mm?/L) respeto a la clorofila a, Chlorophyta y Cyanobacteria presentaron la
mayor correlacion con el pigmento (R?= 0.78, y R?=0.72, respectivamente). Sin
embargo, los grupos Euglenophyta, Bacillariophyta, y Cryptophyta, también
presentaron una relacion significativa con la clorofila a, aunque, mostrando un
menor grado de asociacion con este pigmento. Se destaca que el biovolumen de
Dinophyta no presento6 una relacion lineal con la clorofila, posiblemente debido a
su condicién mixotréfica, aunque su baja presencia (niumero n en la regresion)
no permite realizar aseveraciones concluyentes. Las diferencias observadas en
las relaciones entre el biovolumen y la clorofila, son esperables, debido a que la
cantidad de clorofila celular varia en las especies, y depende de respuestas
fisiolégicas por cambios ambientales (Fietz y Nicklisch 2002; Kasprzak et al.
2008). En este sentido, el cociente clorofila a/biovolumen méas bajo en
Cyanobacteria y Dinophyta podria estar asociado al tamafio de los organismos
(volumen) y a la magnitud de las biomasas de fitoplancton desarrolladas. Cabe

destacar, que el cociente observado en Cyanobacteria presentd un valor medio
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cercano al cociente clorofila a/biovolumen utilizado en los niveles guia 'y de alerta
de la propuesta de la OMS (2.19 pg/mm? versus 3 pg/mm?3) (Chorus y Welker
2021). La disminucion del cociente clorofila a/biovolumen en funcién del
incremento de la biomasa de fitoplancton (R?=0.57), es una tendencia que ya ha
sido observada en otros estudios (Canfield et al. 2019; Felip y Catalan 2000;
Kasprzak et al. 2008). Es decir, a menor biomasa de fitoplancton se observo
mayor clorofila por biovolumen, y de forma contraria, a grandes biomasas, menor
clorofila por biovolumen. Este cambio en las proporciones clorofila a/biovolumen
podria deberse a sesgos metodolégicos, por ejemplo, debido a la complejidad
de cuantificar en el microscopio al picofitoplancton, que igualmente aporta
clorofila a la comunidad (Padisék et al. 1997), y/o a respuestas fisioldgicas por
cambios ambientales que impliquen variaciones en la cantidad de clorofila celular
(Kasprzak et al. 2008). Estos patrones observados pueden ser relevantes en la
definicion de relaciones entre indicadores de fitoplancton, por lo que merecen

mayor investigacion.

Medicién de reflectancias por Hydrocolor en embalses turbios

El modelo de regresién lineal entre la turbidez medida por sonda
multiparamétrica y la turbidez calculada por reflectancias de la aplicacién
Hydrocolor presenté un bajo R? = 0.25 (rango: 0.0 — 80 + 36 NTU). A pesar de
que en esta investigacion se encontré una relacion lineal positiva para esta
variable, los resultados no fueron tan concordantes como relaciones encontradas
en otros estudios donde han observado correlaciones mas altas, en particular en
ambientes costeros (Gallagher y Chuan 2018; Leeuw y Boss 2018). Sin
embargo, cabe destacar que en ambientes acuaticos continentales (en lagos y
rios) se observé un desempefio por parte de Hydrocolor similar al presente
estudio (R?>= 0.41), producto de una mayor dispersion en las mediciones de
reflectancias en el canal rojo (Rrs R), lo que afecta directamente a las mediciones
de turbidez (Malthus et al. 2020). En las comparaciones por rangos de turbidez,
Hydrocolor presentd un desempefio moderado, con un porcentaje de error de
clasificacion del 27.7%. A pesar de las tendencias a la sobreestimacion de
turbidez, estos resultados evidencian su capacidad potencial para diferenciar
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condiciones de alta/baja turbidez en este tipo de ambientes (umbral = 50 NTU).
Por otro lado, la materia organica disuelta coloreada present6 una mejor relacion
lineal con el cociente de reflectancias R/B, que en las reflectancias R/G (R? =
0.26 versus R? = 0.09, respectivamente), como previamente ha sido observado
(Goddijn y White 2006; Hoguane et al. 2012).

El biovolumen de fitoplancton y la clorofila a por extracciébn presentaron una
relacion lineal significativa con el cociente de las reflectancias B/G (R?= 0.41, R?
= 0.45, respectivamente). A pesar de que estas relaciones concuerdan con las
encontradas por Deus Alvarez (2015), en este caso, no se observé una relacion
significativa entre el fitoplancton (clorofila y biovolumen) y el cociente de
reflectancias R/G. La relacién significativa de las reflectancias en las bandas B/G,
es esperable dado que estas relaciones son comunmente utilizadas para las
mediciones de clorofila a en el agua (Goddijn y White 2006; Goddijn-Murphy et
al. 2009). Las reflectancias en las bandas B/G lograron discriminar entre niveles
guias y de alerta de la OMS (umbral de 24 ug de clorofila a/L, nivel 2 de alerta
para uso recreativo), aunque, no se pudo diferenciar entre grupos de fitoplancton.
Es decir, Cyanobacteria presenté diferencias significativas en sus valores
medios de reflectancias B/G con grupos productores de menores biomasas
(Cryptophyta, Bachillariophyta), pero no asi con Chlorophyta o Dinophyta que

también generaron elevadas biomasas.

La clorofila a calculada a partir de las reflectancias en las bandas B/G present6
una baja correlacién positiva con la clorofila a por extraccion (R? de 0.44) y falta
de normalidad en los residuales de la relacién (Goddijn-Murphy et al. 2009).
Respecto a la clasificacién por rangos en niveles guias de la OMS (Chorus y
Welker 2021), la clorofila a estimada por las reflectancias presenté diferencias
significativas respecto a las clasificaciones realizadas con la clorofila a por
extraccion. Las tendencias observadas a la subestimacion de la clorofila a
mediante el calculo basado en las reflectancias (Goddijn-Murphy et al. 2009),
indicarian un desempefo inadecuado por parte de este método para la
atenuacion de las consecuencias de las floraciones de fitoplancton, en particular
de las cianobacterias (Chorus 2012). De acuerdo a los modelos lineales
realizados, la clorofila a calculada con las reflectancias B/G no adicioné una

mejora predictiva al uso directo del cociente de las reflectancias B/G. Por lo tanto,
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por el principio de parsimonia y por haber obtenido mejores resultados en la
clasificacion en niveles de alerta de la OMS, en este caso resulté mas adecuado
el uso directo de las reflectancias B/G sin el célculo de la clorofila (Goddijn-
Murphy et al. 2009).

El aumento de la capacidad explicativa de la variabilidad de la clorofila a por
extraccion al incorporar a los solidos totales en suspension en el modelo multiple
(Tabla IX), sugiere que esta variable compensé parte de la biomasa de
fitoplancton no estimada por las reflectancias. En contraste, la materia organica
disuelta coloreada finalmente no fue incorporada en ningin modelo dado que
presentd una baja significancia. Estos resultados indican que en este caso, los
sélidos totales en suspensidén y la materia organica disuelta coloreada no

interfirieron en las estimaciones de clorofila a.

Algunos de los factores determinantes que puedan explicar las bajas relaciones
encontradas en esta tesis, posiblemente se relacionen a las condiciones de
mayor complejidad éptica que caracterizan a los embalses agropecuarios, en
contraste a los ambientes costeros marinos de mayor transparencia de agua
donde Leeuw y Boss (2018) y Gallagher y Chuan (2018) probaron Hydrocolor.
Por ejemplo, en un estudio en lagos y rios de Australia, en los que se incluyeron
cuerpos de agua turbios, también se encontr6 un bajo desempefio en las
mediciones de turbidez por Hydrocolor, y no lograron establecer relaciones para
la estimacién de clorofila a y materia organica disuelta coloreada (Malthus et al.
2020). En la presente investigacion, Hydrocolor se utiliz6 en condiciones
ambientales con elevadas biomasas de fitoplancton y alta concentracion de
sustancias organicas e inorganicas en suspension. En este sentido, las
condiciones de muestreo pueden no haber sido las ideales (ejemplo cielo
nuboso), y las dificultades de operacion para la captura limpia de imagenes son
complejas de implementar en embalses poco profundos ubicados en zonas
remotas, con conexion de internet limitada. El uso de la aplicacion desde la orilla,
y el efecto de los cambios de nubosidad, con la consecuente variacion de
luminosidad en la secuencia de imagenes, pueden haber afectado las
mediciones de las reflectancias, como se ha observado en otros trabajos
(Malthus et al. 2020; Yang et al. 2018). Un estudio participativo en aguas marinas

costeras de Canada con un numero elevado de muestras (n= 1270), determiné
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que las condiciones ambientales durante el uso de la aplicacion (hora del dia,
nubosidad, espuma en superficie del agua) pueden tener efectos significativos
en las mediciones de reflectancias (Yang et al. 2018). Ademas de estos aspectos
mencionados, debe destacarse que en otras investigaciones se han detectado
errores (no determinados) en las mediciones de Hydrocolor en las reflectancias
en la banda azul (Rrs B) (Malthus et al. 2020; Yang et al. 2018), por lo que

también es un aspecto a considerar que merece mayor investigacion.
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Discusion general

La presente investigacion contribuye a la comprension de la dinamica del
fitoplancton en la cuenca del Rio Santa Lucia, en particular en embalses
pequefios y medianos de los que se desconocia su estado trofico, biomasa
fitoplanctonica y presencia de organismos nocivos. Se observé una diversa
presencia de organismos generadores de floraciones fitoplanctonicas,
destacandose cianobacterias potencialmente toxicas (Aphanizomenon,
Aphanocapsa, Dolichospermum, Merismopedia, Planktothrix, Pseudanabaena, y
Raphidiopsis) (Chorus y Bartram 1999; Bernard et al. 2017), clorofitas coloniales,
y dinoflagelados exéticos invasores (Ceratium furcoides) (Pacheco et al. 2021).
Los embalses agropecuarios fueron productores de elevadas biomasas de
fitoplancton, el cual puede ser transportado hacia el Rio Santa Lucia (curso
principal) y llegar a la planta potabilizadora de OSE en Aguas Corrientes. Este
impacto potencial de multiples embalses eutréficos con floraciones de
cianobacterias sobre el Rio Santa Lucia fue propuesto por Somma et al. (2022)
al identificar el aumento del biovolumen de cianobacterias en la planta
potabilizadora de Aguas Corrientes, posterior a eventos de precipitaciones. Por
lo tanto, este trabajo permitié profundizar en el conocimiento del origen de las
biomasas de cianobacterias en el Rio Santa Lucia para orientar los esfuerzos de

mitigacion de la eutrofizacion y del aporte de organismos nocivos.

Las cianobacterias estuvieron asociadas a condiciones enriquecidas de
nutrientes, encontrandose al nitrdgeno total como la principal variable
limnolégica que explicé la ocurrencia de floraciones de cianobacterias en un
escenario de concentraciones elevadas de fésforo total. La presencia de
cianobacterias fijadoras de nitrégeno, las concentraciones de fosforo total y las
bajas proporciones de nitrégeno total/fésforo total observadas en el conjunto de
embalses, concuerdan con ambientes acuaticos limitados por la disponibilidad
de nitrdgeno. Las condiciones hipereutréficas de fésforo total presentes en todos
los embalses, impiden su evaluacion en condiciones limitantes del nutriente y
evidencian el grado de contaminacién antropica de la cuenca (Aubriot et al. 2017;
Chalar et al. 2017). Si bien los umbrales de nutrientes encontrados fueron
fundamentales para la comprension de las floraciones de fitoplancton, deben

considerarse con cautela, especialmente debido a las altas concentraciones de
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nutrientes observadas. Los resultados de esta tesis respecto a la relacion
diferencial de nutrientes y de fitoplancton en funcién de la ubicacion geogréfica
de los embalses, podria sugerir la necesidad de implementar medidas de gestidn
especificas por subcuencas, que aborden la disponibilidad espacial de los

nutrientes como se han enfocado otros estudios (Tromboni et al. 2023).

En la presente investigacion, se lograron evaluar metodologias alternativas para
el monitoreo de fitoplancton, obteniendo resultados diversos. La fluorescencia in
vivo demostré ser un método adecuado bajo los estandares de los niveles guia
y de alerta de la OMS, aun en condiciones de elevada turbidez (Chorus y Welker
2021; Cremella et al. 2018). Por otra parte, el mejor desempefio de las
reflectancias de Hydrocolor para la estimacién de fitoplancton se observo con el
uso directo de las reflectancias en las bandas B/G, logrando discriminar niveles
de alerta de la OMS (nivel 1 y nivel 2, para uso recreativo). Sin embargo, el
cociente de reflectancias B/G no permiti6 distinguir entre los grupos
Cyanobacteria, Dinophyta y Chlorophyta, posiblemente debido a que las
diferencias observadas de los valores de reflectancias B/G y los grupos de
fitoplancton estan mayormente relacionadas a diferencias de biomasa. El
aumento de la capacidad explicativa de la variabilidad de la clorofila a al
incorporar a los solidos totales en suspension de forma conjunta a las
reflectancias B/G en un modelo lineal multiple, indica que una gran proporcién
de la biomasa de fitoplancton no fue estimada por Hydrocolor. En este sentido,
los sélidos totales en suspension y la materia organica disuelta coloreada no
interfirieron significativamente en las estimaciones de clorofila a. Las dificultades
de operacién para la captura limpia de imagenes en cuerpos de agua turbios y
poco profundos, asi como los requerimientos ambientales para el uso de
Hydrocolor, podrian haber limitado el desempefio de las mediciones de las
reflectancias. Si bien las aplicaciones del tipo de Hydrocolor presentan un gran
potencial, seran fundamentales las investigaciones que prueben el desempefio
de este tipo de herramientas ante floraciones de fitoplancton de diferentes
especies y en condiciones Opticas variadas (Malthus et al. 2020; Yang et al.
2018). Finalmente, de acuerdo a los resultados de esta tesis, se requerira
avanzar en técnicas de monitoreo de cianobacterias y de fitoplancton en general

en embalses agropecuarios, de modo que permitan la implementacion de alertas
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tempranas y faciliten la toma de medidas de gestion frente a la generacion de

floraciones algales nocivas.

Conclusiones y perspectivas

En esta tesis se pudo caracterizar el estado trofico y la comunidad de fitoplancton
de un gran numero de embalses productivos de los que se carecia de
informacion. Ademas, se lograron evaluar metodologias alternativas para el
monitoreo de fitoplancton, obteniendo resultados diversos. A continuacion se

detallan los principales resultados y consideraciones finales de la presente tesis;

- Los embalses presentaron condiciones hipereutréficas de nutrientes y fueron
productores de elevadas biomasas de fitoplancton, en particular de
cianobacterias potencialmente téxicas. Los embalses agropecuarios son
ambientes propensos a sufrir los sintomas de la eutrofizacion. Por lo tanto, estos
sistemas acuaticos pueden ser considerados como centinelas del impacto
ambiental que tienen las actividades agropecuarias en el territorio y ser

seleccionados e incluidos en planes de monitoreo de calidad de agua.

- Se destaca la importancia del nitrdgeno total, como una variable explicativa
fundamental de la ocurrencia de las floraciones de cianobacterias en embalses
agropecuarios de la cuenca del Rio Santa Lucia. Asimismo, se manifiesta la
relevancia de considerar la heterogeneidad espacial de la disponibilidad de

nutrientes, aspecto relevante a considerar en las medidas de gestion.

- La fluorescencia in vivo como método para estimar clorofila en embalses turbios
presenté un muy buen desempefio para su utilizacion en los niveles de alerta de
la OMS. Este buen desempefio contrasta con su alto costo (para un empleo
extendido) y la necesidad de su uso por técnicos capacitados, lo que puede

limitar su aplicacion en el monitoreo ciudadano.

- El uso de reflectancias de Hydrocolor presentd resultados prometedores, en
particular en el cociente de las bandas B/G, y es un método de gran potencial

dado el uso extendido de teléfonos celulares. Sin embargo, el mismo cuenta con
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limitaciones operativas que pueden dificultar su utilizacion en embalses

productivos.

- Finalmente, en el contexto actual de un aumento del numero de embalses
agropecuarios, es fundamental la implementacién de sistemas de monitoreo de
calidad de agua y fitoplancton, que permitan la identificacion de zonas de alto
riesgo y la toma de acciones tempranas. Mejorar el conocimiento de los factores
que inciden en la ocurrencia de las floraciones algales y comprender su vinculo
con los usos productivos de la cuenca, sera clave para implementar medidas que

busquen reducir los riesgos de eutrofizacion en embalses de zonas rurales.
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Anexos

Anexo 1. Microfotografias de organismos de fitoplancton

b)

Figura 1. Cianobacterias filamentosas. a): Género Aphanizomenon y género
Raphidiopsis. b): Género Planktothrix. Vista en microscopio invertido a 40 aumentos. En
color rojo se indican las dimensiones en micras (diametro y largo).
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b)

Figura 2. a): Género Cosmarium, género Schroederia y género Desmodesmus. b):
Género Coelastrum. Vista en microscopio invertido a 40 aumentos. c): Género
Pteromonas. Vista en microscopio invertido a 60 aumentos. En color rojo se indican las
dimensiones en micras (diametro y largo).
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Figura 3. Género Ceratium y género Closterium. Vista en microscopio invertido a 20
aumentos. En color rojo se indican las dimensiones en micras (diametro y largo).

Figura 4. Género Aulacoseira. Vista en microscopio invertido a 20 aumentos. En color
rojo se indican las dimensiones en micras (diametro y largo).
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Figura 5. Género Cryptomonas. Vista en microscopio invertido a 40 aumentos. En color
rojo se indican las dimensiones en micras (diametro y largo).
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Anexo 2. Biovolumen total de fitoplancton en mm?/L por embalse

Tabla I. Biovolumen total de fitoplancton en mm?/L por embalse (A-N). Se indican los
valores para todos los muestreos (noviembre de 2019, diciembre de 2019 y noviembre
de 2020).

Biovolumen en mm3L?
Noviembre-19 Diciembre-19 Noviembre-20

A 0.889 1.320 0.188

B 0.713 0.075 1.213
C 0.139 0.144 0.173

D 373.552 337.150 290.588
E 0.206 0.299 0.205

F 618.424 20.353 0.176
G 1.550 0.122 1.334

H 188.349 229.912 109.325
| 514.208 1453.847 718.769
J 66.842 1276.404 260.419
K 27.716 1.023 4.707

L 87.575 387.783 67.309
M 1.231 80.618 43.679
N 1.196 1.841 361.872
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Anexo 3. Boxplot y violinplot de biovolumen por grupo taxonémico de fitoplancton
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Figura 6. Boxplot y violinplot (en colores) de biovolumen (BV en mm?®L) por grupo
fitoplanctonico para valores de BV>0 mm?/L. Se representan la mediana (linea negra),
media (punto rojo), los cuartiles, y los limites superior e inferior. Referencia: Chl:
Chlorophyta; Bac: Bacillariophyta; Cryp: Cryptophyta; Cian: Cyanobacteria; Din:
Dinophyta; Eug: Euglenophyta.
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Anexo 4. NMDS de comunidad de fitoplancton de acuerdo al estado tréfico
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Figura 7. a): NMDS de comunidad de fitoplancton de acuerdo al estado trofico
determinado por la variable clorofila a. indice de Bray Curtis, stress= 0.1286. b): NMDS
de comunidad de fitoplancton de acuerdo al estado tréfico determinado por la variable
nitrégeno total. indice de Bray Curtis, stress= 0.1283. Referencia: O: Oligotréfico; M:
Mesotréfico; E: Eutréfico; S: Supereutrofico; H: Hipereutrofico.
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Anexo 5. Coeficientes de correlacion de Spearman rs (p) de las principales
variables estudiadas

Tabla Il. Coeficientes de correlacion de Spearman rs (p) de las principales variables. Las
cuadriculas “blancas” se corresponden a las correlaciones que no fueron significativas,
para un p valor < 0.05. Referencias: Cond: conductividad; OD: oxigeno disuelto; STS:
sélidos totales en suspension; MO: materia organica; NT: nitrégeno total; PRS: fésforo
reactivo soluble; PT: fosforo total; NT/PT: nitrogeno total/ fosforo total; ND/PRS:
nitrdgeno disuelto/fésforo reactivo soluble; CDOM: materia orgénica coloreada disuelta;
Clo a in vivo: clorofila a in vivo; Clo a: clorofila a; BV total: biovolumen total de
fitoplancton; BV ciano: biovolumen de cianobacterias; SSinor: solidos inorganicos en
suspension; DS: disco de Secchi; Sup: superficie de embalses.

pH Cond _ Turbidez OD STS MO NO2 NH4 NO3 NT PRS PT NT/PT_ND/PRS CDOM Cloainvivo Cloa BV total BV ciano SSinor DS Sup
pH 1
Cond 0,55 1
Turbidez 0,30 0,36 1
oD 0,11 0,55 0,46 1
STS 029 041 0,92 0,42 1
MO 054 0,58 0,79 056 0,83 1
NO2 -0,53 -0,35 -0,22 -0,21 -0,26 -0,45 1
NH4 -0,19 -0,08 031 032 024 015 0,49 1
NO3 -0,58 -0,46 -0,26 -045 -0,25 -066 067 0,18 1
NT 042 0,70 073 060 074 0,79 -031 0,20 -0,38 1
PRS -0,14 -0,07 -0,08 -0,07 -0,03 -0,16 0,05 -0,24 0,31 0,00 1
PT 0,15 0,64 055 058 057 054 -018 -0,02 -0,22 0,74 0,31 1
NT/PT 0,33 0,09 036 016 033 043 -030 034 -046 034 -053 -022 1
ND/PRS -0,46 -0,38 -0,09 -0,30 -0,10 -047 064 049 0,72 -0,22 -0,31 -0,34 -0,01 1
CDOM 039 0,78 050 055 049 054 -019 0416 -0,28 069 006 0,77 -0,09 -0,27 1
&k\)/ﬁ/o 0,65 0,61 069 050 071 094 -047 008 -0,75 0,73 -017 048 0,46 -0,57 0,55 1
Cloa 0,67 0,68 061 048 066 091 -051 0,00 -0,72 0,74 -015 051 042 -0,56 0,55 0,97 1
BV total 0,64 0,60 060 042 063 087 -048 001 -071 066 -013 039 045 -054 046 0,95 0,96 1
BV ciano 0,46 0,59 0,70 052 064 0,72 -040 -004 -049 0,77 0,07 067 0,28 -0,47 0,61 0,72 0,71 0,69 1
SSinor -0,19 -0,04 052 0,05 061 0,17 0,13 044 0,24 0,20 -001 0,29 -0,03 0,38 0,22 0,04 -0,00 -0,04 0,11 1
DS -0,15 -0,25 -0,87 -0,35 -0,83 -0,63 -0,07 -054 0,00 -060 0,10 -0,48 -0,33 -0,20 -0,44 -0,53 -0,44 -0,40 -0,56 -0,63 1
Sup -0,39 -0,32 -0,50 -0,42 -0,48 -0,52 0,15 -0,40 0,29 -0,51 0,08 -048 -0,15 0,11 -0,70 -0,50 -0,43 -0,36 -0,50 -0,36 0,51 1

Anexo 6. Relacién de nutrientes y fitoplancton por subcuencas

De acuerdo a las diferencias en las relaciones de nutrientes en funcion de la
distribucion espacial de los embalses, en particular en la subcuenca ACG, se
realizaron modelos lineales para evaluar las relaciones de nutrientes,
considerando una cuenca media (subcuencas RSL desde nacientes y RSLC) y
una cuenca baja (subcuenca de ACG). En la cuenca media del Rio Santa Lucia,
el modelo lineal simple entre las variables de respuesta clorofila a por
fluorescencia y biovolumen, y la variable explicativa NT, presentaron un R? de
0.72 y 0.60, de forma respectiva (Figura 8 -c, -d). Por otra parte, la clorofila a por

fluorescencia y el biovolumen, y la variable explicativa PT, presentaron un R? de
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0.77 y 0.70, respectivamente (Figura 8 -a, -b). En este caso, los modelos de PT

y NT con la clorofila a in vivo cumplen con los supuestos de homocedasticidad
de varianza (en PT p= 0.6499, >0.05; en NT p= 0.3164, >0.05) y normalidad de
los residuales (en PT p=0.1868, >0.05; en NT p= 0.9952, >0.05).

a) p valor= 1.739e-08, R?= 0.77, intercepto= -5.5843,
pendiente= 1.5636

~

Cuenca

» RSL nacientes
@® RSLC

Ln Clorofila a in vivo pg/L
@

w

6 7
Ln Fésforo total pg/L

c) p valor= 1.115e-07, R?= 0.72, intercepto= -
6.9874, pendiente= 1.5198

@

Cuenca

=

» RSL nacientes
® RSLC

Ln Clorofila a in vivo pg/L

N

8 9
Ln Nitrégeno total pg/L

b) p valor= 3.33e-07, R>= 0.70, intercepto= -
13.0107, pendiente= 2.4359

Ln Biovolumen mm3/L

7
Ln Fosforo total pg/L

d) p valor= 8.124e-06, R>= 0.60, intercepto= -
14.3223, pendiente= 2.2574

Ln Biovolumen mm3/L

8 9 10
Ln Nitrégeno total pg/L

Figura 8. Relacion lineal de clorofila a por fluorescencia in vivo y biovolumen de
fitoplancton en funcién del nitrégeno total (NT), y fosforo total (PT), para los embalses
de la subcuenca del Rio Santa Lucia Chico y Rio Santa Lucia (entre nacientes y Rio
Santa Lucia Chico). Los datos utilizados fueron transformados a la forma logaritmica.
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En cambio, en la subcuenca del ACG los embalses presentaron diferencias
destacables en las relaciones de nutrientes. Las variables de respuesta clorofila
a por fluorescencia y biovolumen, en funcion de la variable explicativa NT,
presentaron un R? de 0.58 y 0.41, respectivamente (Figura 9 -c) y -d). El modelo
entre el NT y la clorofila a por fluorescencia presentd homocedasticidad de
varianza (p= 0.4742, >0.05) pero no cumplié con el supuesto de normalidad en
los residuales (p=0.004164, <0.05). La variable explicativa PT no present6 una
relacion lineal aparente con la clorofila a in vivo, ni con el biovolumen de
fitoplancton (p valor >0.05) (Figura 9 -a) y -b).

a) p valor= 0.185, R?= 0.10, intercepto= -2.2604, b) p valor= 0.4647, R?>= 0.03, intercepto= -6.0925,
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c) p valor= 0.0002374, R?= 0.58, intercepto= -8.5443, d) p valor= 0.003753, R?= 0.41, intercepto=
pendiente= 1.6228 20.5491, pendiente= 2.8553
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Figura 9. Relacion lineal de clorofila a por fluorescencia in vivo y biovolumen de
fitoplancton en funcién del nitrégeno total (NT), y fosforo total (PT), para los embalses

de la subcuenca del Arroyo Canel6n Grande. Los datos utilizados fueron transformados
a la forma logaritmica.
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Anexo 7. Relacion lineal entre clorofila a por extraccion y clorofila a in vivo, en
condiciones contrastantes (alta/baja) de turbidez y materia organica disuelta
coloreada (CDOM)
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Figura 10. Relacion lineal entre concentracion de clorofila a por extraccion y clorofila a
in vivo, en condiciones contrastantes (alta/baja) de turbidez (Turbidez cat), y materia
organica disuelta coloreada (CDOM cat). Los datos de ambas variables fueron
transformados a la forma logaritmica. Los residuales de los modelos lineales no
presentan evidencia de falta de normalidad segun el test de Shapiro Wilk — W (p >a=
0.05). La linea negra corresponde a una relacion lineal 1:1.
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Anexo 8. Comparacion de clases en niveles guia y de alerta de la propuesta de

2021 de la OMS, de acuerdo a la clorofila a in vivo y a la clorofila a por extraccion.
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Figura 11. Proporcion de clases en los niveles guia y de alerta de la propuesta de 2021
de la OMS, de acuerdo a la clorofila a in vivo (gris) y a la clorofila a por extraccién
(negro). Se indica la clase “N2” al nivel de alerta nimero 2, para un umbral de 24 ug de
clorofila a/L y a la clase “<N2” a las concentraciones de clorofila a menores al referido
nivel.

Anexo 9. Comparacion de clases de turbidez medida por sonda multi-
paramétrica y turbidez calculada a través de Hydrocolor
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Figura 12. Proporcién de clases de nivel de turbidez medida por sonda multi-paramétrica
(negro) y turbidez calculada a través de Hydrocolor (gris). El nivel “1” corresponde a
valores menores de 50 NTU, y el nivel “2” a valores mayores a 50 NTU.
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Anexo 10. Relacién lineal entre la clorofila a por extraccion, el biovolumen

fitoplancton, y el cociente de las reflectancias (R/G).
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Figura 13. Relacion lineal entre la clorofila a por extracciéon (a), biovolumen de
fitoplancton (b) y el cociente de reflectancias R/G de Hydrocolor. Las variables clorofila
a y biovolumen fueron transformadas a la forma logaritmica. Se indica el grupo
taxondmico de fitoplancton dominante: Chl: Chlorophyta; Cry: Cryptophyta; Cyan:
Cyanobacteria; Din: Dinophyta; Bac: Bacillariophyta.
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Anexo 11. Comparacion de clases en niveles guia y de alerta de la propuesta de
2021 de la OMS, de acuerdo a la clorofila a calculada por reflectancias y a la

clorofila a por extraccion
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Figura 14. Proporcion de clases en los niveles de alerta de la OMS de 2021, de acuerdo
a la clorofila a por extraccion (gris) y a la clorofila a calculada por reflectancias (negro).
Se indica la clase “N2” al nivel de alerta numero 2, para un umbral de 24 ug de clorofila
al/L, y a la clase “<N2” a concentraciones de clorofila a menores al referido nivel.
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