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1 Resumen

En los ultimos aiios, las floraciones de cianobacterias en ecosistemas acuaticos, se han vuelto
cada vez mas frecuentes con consecuencias negativas en los multiples usos del agua. Frente a
estaproblematicaambiental emergente, se han desarrollado varias metodologias para mitigarla,
entre las que se destaca la adicion de cloruro férrico (FeCl3) para el tratamiento de efluentes, y
en algunos casos la aplicacion en cuerpos de agua. Con el agregado de hierro (Fe) se busca
precipitar al fosfato biodisponible hacia los sedimentos. Por lo tanto, una reduccién del fésforo
(P) disponible en la columna de agua como nutriente conllevaria a una disminucién en el
crecimiento de cianobacterias. Sin embargo, los efectos en el ambiente pueden ser muy
complejos de predecir, en particular en presencia de cianobacterias capaces de soportar bajas
concentraciones de fdésforo, y de fijar nitrégeno atmosférico, por la necesidad de Fe para el
funcionamiento de la enzima nitrogenasa. Por lo tanto, el Fe puede actuar como controlador del
crecimiento a la vez que lo puede estimular por ser un nutriente fundamental para el
funcionamiento celular. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la adicién de
hierro en el crecimiento de fitoplancton (con énfasis en las cianobacterias) y evaluar la
concentracion éptima de hierro requerida para el control de fitoplancton en un lago artificial
situado en Parque Miramar (Canelones) con excesode Ny P. Paraesto, se realizé un experimento
en laboratorio con una comunidad de fitoplancton natural proveniente de un lago eutréfico al
que se le agregaron distintas proporciones de P:Fe: 1:0 (control), 2:1, 1:1, 1:2, 1:5 y 1:10. Se
determinaron las concentraciones de nutrientes totales y disueltos (fosforo total, fosfato,
nitrogeno total, nitratoy amonio), y se determind el crecimiento de lacomunidad fitoplancténica
mediante diversos indicadores complementarios: clorofila a determinada por métodos analiticos
(extraccién en etanol), clorofila a y ficocianina in vivo estimada por fluorescencia, turbidez
(densidad Optica a 750 nm) y biovolumen. Para esto ultimo, se realizé la identificacién
taxondmica de todos los organismos fitoplancténicos y se midieron las dimensiones necesarias
para la determinaciéon del biovolumen en microscopio dptico. Se confirmo la precipitaciéondel P
enlostratamientos de mayor relacién Fe:P. Se observo un crecimiento sostenido delfitoplancton
hasta el dia 10, maximo valor para todos los tratamientos. Se determind la dominancia de
cianobacterias (Aphanizomenon sp.) en todas las muestras analizadas al microscopio, y un
cambio en la composicion de cianobacterias que no eran dominantesinicialmente ( Cuspidothrix

sp. y Raphidiopsis sp.) segun la concentracién de coagulante aplicada. Aunque se favorecié un



claro cambio enlacomposicién de cianobacterias, los efectos del cloruro férrico en el crecimiento
no son claros para el rango de concentraciones en las que se realizé el presente experimento.
Este trabajo muestra que es necesario conocerlacomunidad de fitoplancton previoauna posible
aplicacién de FeCls e identificar el comportamiento de las cianobacterias en el transcurso del
tiempo ante el agregado de las distintas dosis de FeCls, ya que el agregado de Fe podria aumentar
el crecimiento de algunas especiesy asi, favorecer el desarrollo de floraciones de cianobacterias

téxicas y colonizadoras.

2 Introduccion

La calidad de las aguas superficiales esuno de los temas ambientales con mayor significanciaen
todo el mundo (Schindler, 1977). Los efectos de la contaminacion por nutrientes, en particular
fésforo y nitréogeno, fendmeno denominado eutrofizacién, ocupan un importante rol en la
investigacion y gestidon estatal, dando como resultado la implementacion de medidas de
recuperaciény mitigacion con altos costos (Chorus & Welker, 2021). La eutrofizacién tiene varias
consecuencias en el ambiente, como disminucion en la biodiversidad debido al crecimiento
excesivo de productores primariosy la restriccion de sus usos como la recreacién y como fuente

de agua potable.

Las floraciones o blooms de fitoplancton son producto de un crecimiento abrupto de una o unas
pocas especies en un corto periodo de tiempo (Chorus & Bartram, 1999; Reynolds, 2006). Este
fendmeno se ve favorecido bajo determinadas condiciones ambientales como la disponibilidad
de nutrientes (Bonilla etal., 2023; Paerl etal., 2016). En particular, las floraciones de
cianobacterias son las mas frecuentes en ambientes acuaticos continentales de Uruguay y del

resto del mundo (Bonillaetal., 2015; Haakonsson et al., 2017, Huisman et al., 2018).

Las cianobacterias pertenecen al dominio Bacteria (eubacterias) y comparten algunas
caracteristicas estructurales con las bacterias heterétrofas, y otras funcionales con las algas. Son
los organismos fotosintetizadores aerébicos mas antiguos del planeta (Whitton, 2012). Presentan
una ampliadiversidad morfoldgica, encontrandose formas unicelulares, coloniales y filamentosas
(Bonilla, 2009; Graham et al., 2009). Ademads, pueden alcanzar otros niveles de complejidad.

Algunas especies pueden presentar células diferenciadas que se forman a partir de una célula



vegetativa: los heterocitos cumplen la funcién de fijar nitrégeno atmosférico (Wolk et al., 1994)
y los acinetes son células de resistenciaque se generan como respuesta al estrés ambiental. Las
cianobacterias regulan su flotacién en la columna de agua a través de varios mecanismos:
disminuciéon del nimero de vesiculas de gas a medida que avanza la division celular, colapso de
algunas vesiculas por aumento de la presion citoplasmatica debido a la acumulacién de
metabolitos de la fotosintesisy acumulacién de polimeros de alto peso molecular para alcanzar
la flotacién neutra (Reynolds, 2006). La alta biomasa de cianobacterias sumada a la presenciade
cianotoxinas puede representar un problema para los otros organismos del medio acuatico y

para el ser humano (Chorus & Welker, 2021).

El fésforo (P) es el principal nutriente que estimula el crecimiento de cianobacterias ya que es un
componente esencial del metabolismo celular, forma parte de la estructura del ATP, ADN y
membranas celulares, y puede ser acumulado en granulos de polifosfato intracelular (Falkner
et al., 1989). Algunas cianobacterias pueden fijar nitrogeno (N) atmosférico, lo que les otorgauna
ventaja ante el resto del fitoplancton yaque pueden acceder a este recurso cuando se encuentra
en bajas concentraciones en el agua. Otros nutrientes pueden ser fundamentales para el
crecimiento por su relevancia en el funcionamiento enzimatico. El hierro (Fe) participa en la
fotosintesis, la sintesis de clorofila, la respiracion y la asimilacion de nitrégeno (Oliver et al.,
2012). En el ambiente acuatico, el hierro se encuentra como tricloruro de hierro (FeCls) y como
ion Fe3* o Fe?*, dependiendo de laconcentracidn de oxigeno (Bakker et al., 2016). En condiciones
de columna de agua oxigenada, el FeCls se oxida a Fe3*. Este ion puede formar un enlace
covalente con PO43- y de esta manera precipitar al sedimento, reduciendo lacarga de fosforoen
la columna de agua (Bakker et al., 2016). Si el sedimento esandxico, el FeCls no puede oxidarse
por completoy se forma Fe2*, perdiendo parcialmente su capacidad de unirse a PO43-y liberando

el fosforo que habia adsorbido (Golterman, 2001).

Debido a su capacidad de formar diversos compuestos con fosforo soluble, el cloruro de hierro
[l (FeCls) se ha utilizado para el tratamiento de aguas residuales, debido a su propiedad como
floculante y gran eficacia en precipitar particulas en suspensidn, y especificamente usado para
tratamiento terciario y para la potabilizacién del agua (Yeoman etal., 1988). También ha sido
implementado en formas alternativas, como: sulfato poliférrico, sulfato férrico, ferratoy ferroso

(Addisonetal., 2021; Deppe & Benndorf, 2002; Jancula & Marsalek, 2011; Jiang et al., 1993).



Para eliminar el P disuelto en lagos se han utilizado sales metalicas con Al, Fe, La, y Ca, en
diferentes formasy estados de activacion y oxidacidon (Ma et al., 2015). La eficaciay laidoneidad
de dichos productos quimicos para una determinada masa de agua sigue siendo debatidaenla
actualidad. En estudios recientes se observé que la eficiencia de FeCls para capturar P en
ambientes andxicos seria mayor a la esperada debido a la circulacién y oxidacién del Fe en las
capas superficiales, provocando la recaptura del fosfato (Kleeberg etal., 2013). Sin embargo, el
aporte de FeClsy por ende de Fe a cuerpos de agua Iénticos podria producir efectos complejos
sobre las comunidades bidticas, especialmente sobre las cianobacterias que podrian beneficiarse
con el Fe como micronutriente esencial (Chow etal., 1998; Larson et al., 2018). El Fe es un
cofactor clave parala funcién de la enzima nitrogenasa encargada de lafijacion de N atmosférico
(Raven et al., 1999; Rueter & Petersen, 1987). Asi, un aumento en la disponibilidad de hierro
podria favorecerlas floraciones de cianobacterias fijadoras de N atmosférico (Larson et al., 2015)
debido al aumento en las tasas de crecimiento, fotosintesis y fijacion de N (Boyd & Abraham,

2001; Shietal., 2012).

Por lo tanto, el Fe es un nutriente que puede cumplir dos papeles opuestos en el ambiente
acudtico, ya que es esencial para el crecimiento de cianobacterias, ala vez que es un elemento
cada vez mas usado para el control de la eutrofizacion, mediante el tratamiento terciario de
efluentes, y en algunos casos ha sido aplicado directamente a los cuerpos de agua (Kleeberg
etal., 2013). El ingreso de cargas mas elevadas de Fe a lagos y embalses podria tener
consecuencias sobre el desarrollo especifico de algunas cianobacterias en relacién con otras
poblaciones de fitoplancton eucariota. Una vez que parte del Fe que ingresé quedadisponible en
la columna de agua en valores adecuados para el metabolismo de cianobacterias, podria
favorecersu crecimiento, y en particular el proceso de fijacién de N> atmosférico. Por lotanto, la
investigacidon sobre el efecto de ladisponibilidad de Fe en muestras naturales con cianobacterias
podria dar respuestas acerca de su papel como nutriente y como controlador del crecimiento,
previo a su posible aplicacién en un cuerpo de agua. En esta tesis nos proponemos evaluar el
efecto de distintas concentraciones FeCls en una comunidad natural de fitoplancton, dominada

por cianobacterias, mediante una aproximacién experimental enlaboratorio.



3 Objetivo

3.1

3.2

Objetivo general

Evaluar el efecto del agregado de FeCls en el crecimiento de fitoplancton dominado por

cianobacterias provenientes de unlago eutréfico.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Identificar los distintos grupos de fitoplanctony evaluar el crecimientoen un
gradiente de relaciones Fe:P que favorezcan la precipitaciéon de P y floculacién de la

biomasa algal.

Hipotesis 1: En el rango bajo de adicién de FeCls se producird una estimulacion del
crecimiento del fitoplancton debido a que el Fe es usado como nutriente, en rangos
intermedios se espera encontrar la limitacidn del crecimiento por precipitacién de P
debido a la mayor relacidon Fe:P, y en rangos altos de FeCls se producird la precipitacion
de parte de la biomasa debido a que el exceso de Fe en solucién forma fléculos con la

materia organica y particulas en suspension.

Objetivo 2: Analizar el efecto de los tratamientos con Fe y P en el crecimiento especifico

de cianobacterias.

Hipdtesis 2: Se producird un aumento de la biomasa de cianobacterias fijadoras de N>
atmosférico en rangos intermedios de agregado de Fe, debido a los mayores

requerimientos metabdlicos de Fe como cofactor de la enzimanitrogenasa.



4 Materiales y Métodos

4,1 Descripciondel drea de estudioy métodos de muestreo

El lago Javier (Lago Calcagno) esta ubicado en Parque Miramar en el departamento de Canelones
en Uruguay (34°51°S, 56°02°W). Se trata de un lago artificial que tiene una superficie de 23,5
hectareas y una profundidad maxima de 11 metros (Fabre et al., 2010). Este lago viene siendo
ampliamente estudiado por la Seccién Limnologia de la Facultad de Ciencias (Universidad de la
Republica) y presenta floraciones frecuentes de cianobacterias (Aguilera et al., 2017; Somma,

2014).

Con la finalidad de obtener una muestra de una comunidad natural de fitoplancton dominada
por cianobacterias para hacer el experimento, se recolecté una muestra de agua dellago Javier
en un bidén de plastico con capacidad de 20 litros a una distancia aproximada de un metro
respecto a la orilla (Figura 2A). Previamente se habia enjuagado el recipiente con solucién de
hipoclorito durante una noche completa, luego cinco veces con agua potable, y finalmente cinco
veces con agua destilada. Una vezen el lugar de muestreo, el recipiente fueenjuagado tres veces
con agua del lago Javier. También se registraron varios parametros fisico-quimicos del lago (en
superficie) mediante una sonda HORIBA © U-52 previamente calibrada. Estos datos incluyen

concentracion de oxigeno, temperatura, pH y turbidez. El muestreo se realizé en primavera.

4.2 Diseiio Experimental

El experimentoserealizd en el laboratorio de la Seccidon Limnologia de la Facultad de Ciencias. El
mismo consté de 5 tratamientos con distintas relaciones Fe:P que fueron adicionadas a la
comunidad natural del lago Javier. Estos son: control (muestra sin agregado de Fe) y las relaciones
Fe:P 1:2, 1:1, 2:1, 5:1 y 10:1. Cada tratamiento se realizé por triplicado de acuerdo con la
concentracién de P total determinada previamente en la muestra de lago (ver mas abajo la
metodologia). El experimento se llevd a cabo en condiciones constantes y controladas de luz y
temperatura: 60 umol foton/m?2s emitido por luz LED en fotoperiodo de luz de 12 horas y

temperaturade 21°C. Se aifadioé fosfato (K;HPO4 10 uM) y nitrato (NaNOs 160 uM) para que estos



no sean el nutriente limitante durante laincubacién (relacion 16N:1P). Se agregd 5 uM FeClz para
la muestra 1:2 (Fe:P), 10 uM FeCls para 1:1 (Fe:P), 20 uM FeClz para 2:1 (Fe:P), 50 uM FeClz para

5:1 (Fe:P)y 100 uM FeCls para 10:1 (Fe:P). A continuacién, se muestra un resumen del disefio

experimental realizado (Figura1).

@ Muestreo lago Javier @ Agregado de FeCls, @ Durante 13 dias, las
K2HPO,y NaNO; muestras se incuban en
condiciones controladas

®@o
S H O

www w2

Control Fe:P 1:2 Fe:P 1:1 Fe:P 2:1 Fe:P 5:1 Fe:P 10:1 g 21°C
10 uM KHPO, 5 pM FeCly 10pM FeCl; 20 uM FeCl, 50 uM FeCl; 100 uM FeCl;
160 uM NaNO 10 (M K;HPO; 10 pM K;HPO, 10 yMK;HPO, 10 yM K;HPO, 10 pM KHPO,4 -
160 UM NaNO; 160 yM NaNO; 160 pM NaNO; 160 M NaNO; 160 pM NaNO; J 12 horas

| | |

En el dia 9, se realiza conteo de

Diariamente se toman Cada 3 dias se toman fitoplancton y determinacién del
muestras para analizar: muestras para analizar: biovolumen de todas las
turbidez, fluorescencia clo ay Ptotal, POy, Ntotal, NO, muestras. También se analiza
ficocianina NH. y clo a (por la muestra inicial

extraccion)
== =)
LS ) —-'w
u ] % = b |

Figura 1. Diagrama representativo del disefio experimental.

4.3 Estimacion de la biomasay del crecimiento de fitoplancton

La biomasa del fitoplancton es una variable utilizada en estudios de ecologia y en monitoreos de
calidad de agua. La estimacidon de la biomasa fitoplancténica puede ser obtenida de manera
indirecta (ej.: medicion de concentracion de laclorofila a, fluorescencia de clorofila a y ficocianina
y turbidez) o también de manera cuasi-directa, como es el caso de la determinacién de
biovolumen. En este trabajo, se evalud el crecimiento en los tratamientos experimentales

utilizando diferentes metodologias, las cuales son complementarias entre si y se describen a

continuacion.



Durante 13 dias, se evalud el crecimiento diario in vitro del fitoplancton mediante mediciones
por triplicado de la turbidez (750 nm) utilizando un espectrofotémetro Thermo Scientific
Evolution 60S en celdas de 1 cm. Este parametro es un indicador indirecto (turbiedad de la
muestra) de la biomasa fitoplancténica y estimala concentracidon de particulas ensuspension de
la muestra. Diariamente, se midid la fluorescenciain vivo de la clorofila a (indicadorindirecto de
la biomasa fitoplancténica total) y ficocianina (indicador indirecto de la biomasa de
cianobacterias) mediante el fluorémetro Turner Aquafluor (500 nm y 620 nm respectivamente).
La clorofilaa es el pigmento comun a todos los organismos productores primarios, por lo tanto,
es unindicador de la biomasa del fitoplancton total; mientras que la ficocianinaes un pigmento
exclusivo de cianobacterias (enaguadulce) por loque es un indicadorde este grupo taxonémico.
Debido a que es un método fluorométrico aplicado a organismos vivos (sin extracciéon de los
pigmentos), existeninterferencias provocadas por la turbiedad de la muestra y por la densidad
propia de estos organismos (autosombreado) (Cremella et al., 2018). Se utilizé el modelo de
Cremellaet al. (2018) para realizar la estimacidn de clorofila a total y de cianobacterias a partir

de losvalores de fluorescenciamedidos (Anexo 2).

El método clasico para la determinacion de clorofila a es mediante su extraccion en un solvente,
clarificacién de la muestra, acidificacion, y posterior medicidon en espectrofotémetro (1SO 10260,
1992). La diferencia entre la absorbancia de la clorofila acidificada (pigmento degradado) y no
acidificada (total) permite determinarlaclorofila a. Cada 3 dias se tomaron muestras para medir
la concentracion de la clorofila a por extraccién. Para esto, se filtraron las muestras (60 mL
aproximadamente) con filtros MGF Munktell de 0.7 um de didmetro de poro y se congelarona -
20°C hasta su extraccion. La extraccidon se realizdé en oscuridad para preservar al maximo los
pigmentos de clorofila segun el protocolo de la norma Internacional 1ISO 10260 de 1992 (método
de etanol caliente). Laabsorbanciaa 665 nm fue medida en espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 60S en celdas de 1 cm. Estas mediciones se hicieron por triplicado para cada

tratamiento en cada dia analizado.

Asimismo, se evalud labiomasa especifica de cadaespecie o taxaencontrada en el dia de maximo

crecimiento del experimento mediante analisis de muestras al microscopio dptico, identificacion



taxondmica de organismos fitoplancténicos y estimacidn de su biovolumen especifico como se

describe en los siguientes puntos.

4.4 Conteo defitoplanctony determinacién de biovolumen

Se realizé un conteo de fitoplancton del inéculoinicial y de las 18 muestras correspondientes al
dia en que se registré el maximo crecimiento de biomasa (dia 9: 3 réplicas por tratamiento). Las

muestras fueron fijadas con lugoly conservadas en oscuridad hasta su procesamiento.

La abundancia de organismos (org/mL) fue cuantificada seglin Sournia (1978) y Hotzel & Croome
(1999) utilizando cdmaras de sedimentacién Sedwick - Rafter de 1 mL en microscopio éptico
invertido Olympus CKX41. El conteo se realizd por campos al azar hasta alcanzar 100 organismos

de la misma especie 0400 organismos totales (Sournia, 1978).

El volumende losindividuosde cadaréplica(mm3) se calculé a partir de las medidas de individuos
(diametro, largo, ancho, etc.) y aproximando a la figura geométrica correspondiente segun
Hillebrand et al. (1999). El biovolumen de cada réplica (mm3/L) fue estimado multiplicando la
abundancia por el volumen promedio de los organismos de esa réplica de acuerdo a lo
establecido por Hilebrand (Hillebrand et al., 1999). El biovolumen es considerado uno de los

indicadores mas informativos de la comunidad fitoplancténica (Bonilla & O’Farrell, 2023).

4.5 Determinacionde nutrientes

Para ladeterminacidn de nutrientes se tomaron muestras del momento inicial, los dias 3, 6, 10y
13. Sefiltré unaalicuota de volumen conocido (60 mL aproximadamente) de cadaréplicaa través
de un filtro de fibra de vidrio MGF Munktell. Una vez realizado el procedimiento, se procedié a
congelar a -20°C las muestras filtradas, junto con las muestras sin filtrar y el material obtenido

del filtro (para clorofilaa) hasta que se realicen los andlisis correspondientes.

A partir de las muestras de agua filtradas se determind la concentracion de nutrientes disueltos.

En el caso del amonio, se utilizd el método de azul de indofenol (Koroleff, 1970). Para fosfato el



método utilizado fue el de molibdato de amonio (Murphy & Riley, 1962). En el caso de nitrato se

utilizd el método de salicilato de sodio (Miiller & Wiedemann, 1955) (Anexo 2).

Para la determinacién de los nutrientes totales, se utilizaron las muestras sin filtrar. Fésforo y
nitrogeno total se determinaron por el método de Valderrama (1981) mediante la oxidacion con
persulfato de potasio en autoclave por 30 min. Luego de la oxidacidn, cada nutriente fue

analizado como fosfatoy nitrato.

4.6 Analisis de datos

Los analisis estadisticos para determinar si las diferencias entre los valores de las muestras se
tratan de una diferencia mayor a lo que se esperaria por efecto aleatorio fueron realizados
mediante Kruskal-Wallis(analisis de varianza de unavia porrangos) y las comparaciones cruzadas
se analizaron mediante el método de Holm-Sidak con el fin de comparar las diferencias entre los
grupos (tratamientos o dias de experimento). Todos los analisis descritos se realizaron usando

SigmaPlot (versién 11.0).

5 Resultados

5.1 Efectodel FeClsen los nutrientes totalesy disueltos

Se observaron diferencias significativas para el fosforo total (figura 2), a partir del dia 3 para la
relacion 10:1 respecto al control yla relacion 1:2. En el dia 6, se mantuvo practicamente lamisma
tendenciay en el dia 10 se observd cdmo los tratamientos con mayor relacion Fe:P (10, 5y 2) se

diferenciaronrespecto al resto (Figura 2, tabla 1).
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Figura 2. Fésforo total (pg/L) en funcion del tiempo (dias). Cada color representa una relacién

Fe:P (x * sd; n=3).

Tabla 1. Valores de p y estadisticos F obtenidos mediante Kruskal-Wallis y valores de p de las
interacciones pareadas entre tratamientos mediante el método de Holm-Sidak para el fésforo
total para los dias 3, 6, 10 y 13. Se resaltan en negrita los valores que son significativamente

diferentes (pvalor< 0.05).

Fosforo total
Dia 3 DF=5, F=4,667 y P=0,013 Dia 6 DF=5, F=7,579 y P=0,002
Tratamiento C 1:2 1:1 2:1 5:1 101 C 1.2 11 2:1 5:1 10:1
C 0,621 0,210 0,305 0,080 <0,001 0,489 0,068 0,327 0,149 <0,001
1:2 0,430 0,583 0,186 0,002 0,019 0,108 0,043 <0,001
1:1 0,805 0,568 0,011 0,346 0,655 0,014
2:1 0,418 0,007 0,522 0,002
5:1 0,032 0,006
10:1
Dia 10 DF=5, F=231,488 y P=<0,001 Dia 13 DF=5, F=18,152 y P=<0,001
Tratamiento C 1:2 1:1 2:1 5:1 1021 C 1.2 11 2:1 5:1 10:1
C 0,034 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,851 0,12 0,007 <0,001 <0,001
1:2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,086 0,005 <0,001 <0,001
1:1 0,002 <0,001 <0,001 0,143 <0,001 <0,001
2:1 <0,001 <0,001 0,013 0,004
5:1 <0,001 0,545

10:1




Respecto a los andlisis de fosfato (POs) se observd algo similar que el caso anterior, pero la
significancia de la muestra 10:1 respecto a otros tratamientos se concreté a partir del dia 6. Con
el paso de los dias, esta tendenciase replicé en las muestras con mayor relaciéon Fe:P (10, 5y 2)

(Figura 3, tabla 2).
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Figura 3. Fosforo reactivo soluble (PRS) (ug/L) enfuncién deltiempo (dias). Cada colorrepresenta

una relacion Fe:P (X + sd; n=3).



Tabla 2. Valores de p y estadisticos F obtenidos mediante Kruskal-Wallis y valores de p de las
interacciones pareadas entre tratamientos obtenidos mediante el método de Holm-Sidak para
los analisis de fosfato de los dias 6 y 9. No se muestran los estadisticos para los dias 3y 13 ya que

no presentaron diferencias significativas segun laprueba de Kruskal-Wallis.

Fosfato (PO,)
Dia 6 DF=5, F=5,363 y P=0,008 Dia 9 DF=5, F=38,301 y P=<0,001
Tratamiento C 1:2 1:1 2:1 51 10:1 C 1:2 1:1 2:1 5:1 10:1
C 0,344 0,006 0,584 0,037 0,015 0,273 0,003 <0,001 <0,001 <0,001
1:2 0,992 0,148 0,006 0,003 0,029 <0,001 <0,001 <0,001
1:1 0,145 0,006 0,002 0,025 <0,001 <0,001
2:1 0,099 0,043 0,007 <0,001
5:1 0,648 0,206

10:1

El valor de la muestra inicial para NT comun a todos los tratamientos fue de 2923 + 272 pug N-
NT/L y para NO3 fue de 429 + 72 pg/L. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (Figura 4). Ambos nutrientes estuvieron presentes en concentraciones elevadas en

las etapas inicialesy finales.
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Figura 4. A: Variaciontemporal del nitrato (NOs, ug/L) enlos tratamientos. Cada color representa
una relacion Fe:P (x £ sd; n=3). B: Variacion temporal del nitrégeno total (NT, pg/L) en los

tratamientos. Cada color representauna relacién Fe:P (x £ sd; n=3)

En cuanto a la concentracion de amonio (NH4), se observé una caida en todos los tratamientos a



partir del dia 3. Mediante el analisis Kruskal-Wallis y su post-hoc Holm-Sidak no se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos (Figura5).
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Figura 5. Amonio (NHa) (pg/L) en funcién del tiempo (dias). Cada color representa una relacién

Fe:P (x  sd; n=3).

No se observaron diferencias entre tratamientos en los valores de pH a lo largo de todo el
experimento. Se observé aumento gradual de este paradmetro (entodos lostratamientos) con el
transcurrir de los dias debido a la actividad fotosintética en un lugar cerrado con alta

concentracion de biomasay con un intercambio limitado de gases (Tabla 1A).

5.2 Efecto de FeClzen el fitoplancton

En los tratamientos 5:1 y 10:1 se observé un aumento de ladensidad dptica o turbidez provocada

por la adicidn de las mayores concentraciones aplicadas de la sal de hierro (Figura1A).

Mediante medicion por fluorescencia se observd un aumento de la clorofilaa entre el dia O

(muestrainicial) hasta el dia 11, obteniéndose un maximo entre los dias 9 y 11 (figura6). Luego



se observé unadisminucion en todos los tratamientos. No se observaron diferencias significativas

entre tratamientos.
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Figura 6. Clorofila a estimada por fluorescencia (ug/L) en funciéon del tiempo (dias). Cada color

representaunarelacion Fe:P (x £ sd; n=3).

Como se observa en la figura 7, los resultados de clorofilaa medida por extraccién presentaron
un maximo de crecimientoenel dia 10, y una caida en el dia 13. En los dias 3y 6 no se observaron
diferencias entre los tratamientos. En el dia 10, en las muestras con mayor relacion Fe:P (2, 5y
10) se observoé una disminucidn con respecto al resto de los tratamientos (control, 1:2 y 1:1).
Debido a que en este caso contamos con solo 2 réplicas por muestra, para el analisis estadistico
se compararon los datos de la muestra control, 1:2 y 1:1 vs 10:1, 5:1 y 2:1 mediante ANOVA de
una via con el post-hoc Holm-Sidak. Se observaron que estos grupos fueron significativamente
diferentes (p=0,004) y los indicadores obtenidos del andlisis son los siguientes: DF=1, F=34,700y
P=0,004.
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Figura 7. Clorofila a (ug/L) cuantificada por extraccion en funcion del tiempo (dias). Cada color

representauna relacion Fe:P (x * sd; n=2).

El biovolumen del fitoplancton obtenido por conteo en el dia 9 (maximo de crecimiento segun
estimacion de % cianobacterias) presenté diferencias significativas entre tratamientos segun el
analisis Kruskal-Wallis y su post-hoc Holm-Sidak. La muestra inicial y las relaciones Fe:P: 1:2

(p<0,001), 2:1 (p=0,042) y 5:1 (p=0,039) presentaron diferencias significativas (Figura 8).
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Figura 8. Biovolumen de cianobacterias y fitoplancton eucariota (mm3/L) en la muestra inicial y

en cada tratamiento de Fe:P enel dia 9 del experimento (x £ sd; n=3).

El biovolumen de cianobacterias, fue mayor respecto al biovolumen de fitoplancton eucariota
para todos los tratamientos. Sin embargo, solo se confirmaron diferencias en el dia 9 entre el
control y el tratamiento 1:2 (p<0,001) y entre los tratamientos 1:2 y 10:1 (p=0,003) segun el

andlisis Kruskal-Wallisy su post-hoc Holm-Sidak (Figura 8).

5.3 Efecto de FeClsen cianobacterias

Se obtuvo una mayor concentracién de clorofila a de cianobacterias para todos los tratamientos
en el dia 9. Se puede observar que a partir del dia 10, los valores en 5:1 y 10:1 son levemente
mayores respecto al resto de los tratamientos. No se observaron diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 9. Clorofila a de cianobacterias en base a las mediciones de lafluorescencia en funcién del
tiempo (dias). Cada color representa una relaciéon Fe:P. Los simbolos indican el promedio de las

réplicas (n=3).

El andlisis de los géneros que aportan mayor biovolumen a la comunidad fitoplancténica se
muestranenlafigura 10 y 11. Aphanizomenon sp. presenté unadominanciainicial claradel 73,33
% respecto al resto de los organismos (figura 10) con el mayor biovolumen especifico registrado
en el experimento (9,92 + 1,93 mm3/L) (figura 11). Esta situacion es similar para el tratamiento
control (dia 9), con un valor de 61,62% respecto al resto de los organismos de la comunidad y un
biovolumende 7,07 £ 2,90 mm3/L de Aphanizomenon sp. En el resto de los tratamientos del dia
9 Aphanizomenon sp. compartié la dominancia con Cuspidothrix sp., Raphidiopsis sp. y
cianobacterias unicelulares. Cabe mencionar que Cuspidothrix sp., Raphidiopsis sp. y
cianobacterias unicelulares practicamente no estuvieron presentes en las muestras inicial y
control y luego fueron observados en el dia 9 en todos los tratamientos que tienen agregado de
hierro. Cuspidothrix sp. presentd su maximo de crecimiento en el tratamiento 1:2 del dia 9
(biovolumen = 9,61 * 597 mm3/L, corresponde a un 31,70% del total de biomasa de

fitoplancton). Para Raphidiopsis sp., el maximo biovolumen fue de 3,08 + 1,82 mm3/L y



corresponde al 13,68% del total, en el tratamiento 5:1. Se observé que las cianobacterias
unicelulares aumentaron su presencia a medida que se incrementd el agregado de hierro,
obteniendo su maxima biomasa en los tratamientos 10:1 y 5:1 del dia 9. Los resultados fueron

5,39 + 0,23 mm3/L(31,95%) y 7,35 + 0,90 mm3/L (32,71%) respectivamente.
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Figura 10. Porcentaje del biovolumen (%) por género en la muestra inicial y en los distintos
tratamientos Fe:P del dia 9. Se muestran los géneros que aportan el mayor porcentaje de
biomasa al total de la comunidad. Otros organismos representan la suma del biovolumen de

eucariotas y cianobacterias que se encuentran en menor concentracidon que las mencionadas

anteriormente.
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Figura 11. Biovolumen (mm3/L) de las cianobacterias mas importantes en términos de biomasa
para cada tratamiento (A: Aphanizomenon sp.; B: Cuspidothrix sp.; C: cianobacterias unicelulares;

D: Raphidiopsis sp.) (x + sd; n=3).

6 Discusion

El presente trabajo muestra el efecto dual del uso de Fe como posible tratamiento frente al
crecimiento de fitoplancton dominado por cianobacterias provenientes de un lago eutréfico, ya
gue puede actuar como un floculante eficaz, pero también como un nutriente esencial para el
crecimiento de cianobacterias. El rango de las mayores concentraciones aplicados de FeCls(2:1,
5:1 y 10:1) presentaron resultados prometedores para la utilizacidon en el control del estado
tréfico de un lago; sin embargo, no seria eficaz para controlar especies de cianobacterias
tolerantes a niveles bajos de P y altos de Fe, como es el caso de los géneros Cuspidothrix,
Raphidiopsis y cianobacterias unicelulares, sino que podria favorecer su crecimiento vy

dominancia enla comunidad de fitoplancton.



6.1 Influencia del agregado de un gradiente de Fe en los nutrientes totales y disueltos

El crecimiento de cianobacterias suele estar limitado por nitrégeno y/o fésforo, en sus formas
disueltas (Schindler, 1977). Estos organismos, son capaces de utilizar como fuente de nitrégeno:
nitrato, nitrito, amonioy determinadas especies, también urea (Frias et al., 1994). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo mostraron una caida en la concentracién de amonio (NH4) en
todos los tratamientos porigual a partir del dia 6. La misma, podria deberse aque eslaformade
N energéticamente menos costosa de asimilar y, ademas, es rapidamente utilizado por las algas
y cianobacterias. Contrario es el caso del nitrato (NOs) y NT que estuvieron presentes desde el
inicioy hasta el final del experimento, sin diferencias entre tratamientos. Por lo tanto, podemos

hipotetizarque el nitrégeno no fue el nutriente limitante del experimento.

Diferentes investigaciones sugieren que es posible disminuir las concentraciones de PTy P
biodisponible mediante la adicién de FeCls a cuerpos de agua (Boers et al., 1992; Gachter &
Miller, 2003; Katsevet al.,2006). En el presente trabajo se confirmé la precipitacion del P enlos
tratamientos de mayor relacién Fe:P. Desde el dia 3, se observaron diferencias significativas a
nivel de PT. A partir del dia 6 y en adelante, tanto PT como los fosfatos, mostraron una
disminucion significativarespecto alamuestra control y los tratamientos de menor relacion Fe:P.
Segun Kleeberg et al. (2013) se determind que la relacién minima para tener un impacto en la
restauracién de un lago debe ser de 1P:5Fe en los sedimentos, en nuestro caso, ese ratio se

alcanzd en los tratamientos, simulando las condiciones de la columna de agua de un lago.

Este estudio se centré en el uso de cloruro férrico (FeCls), pero existen otros floculantes para la
precipitacién de fésforo, como es el caso de sulfato férrico Fe2(S0a4)3, en el cual se obtuvieron
resultados similares (Le et al., 2021). Otros estudios han utilizado Ca, en sus formas Ca(OH). y
CaCO03, como alternativa para la eliminaciéon del P (Zhang et al., 2001). Como el fésforo seria el
nutriente limitante en el lago Javier, se esperaria que la adicion de una sal que precipite el
fésforo, podria generar una disminucidn en el crecimiento del fitoplancton en general. Sin
embargo, la adicién de concentraciones elevadas de Fe puede resultaren respuestas complejas,
e incluso opuestas a lo esperado, con un posible cambio en la dominancia hacia cianobacterias

tolerantesal estrés por bajas concentracionesde P.



6.2 Influencia del agregado de un gradiente de Fe en el crecimiento del fitoplancton
dominado por cianobacterias

Los resultados de clorofilaa por extraccién mostraron que, al precipitar el P del medio existié una
diferencia en el crecimiento del fitoplancton: a mayor relaciéon Fe:P, menor clorofila a.
Esto se observd en el dia 10, donde el valor de este indicador fue de 381,84 ug clorofilaa/Len la
muestra control y en la relacién 10:1 fue de 231,47 pg clorofila a/L (Figura 7). De todas maneras,
todos los valores obtenidos estan por encima de 50 pg/L, que es el nivel de alerta 2 para aguas
recreativas (Chorus & Welker, 2021). Esta tendencia no se observo en la medicién de clorofila a
obtenida por fluorescencia. Esto puede explicarse por la presencia de floculos de Fe que aumentan
laturbidez al momento de realizarlamedicion o por los elevadas concentraciones del pigmento que
limitan la cuantificacién fluorométrica (Cremellaet al., 2018). El efecto de los fléculos se evidendd
en la densidad éptica medida a 750 nm, que generaron la precipitacion de P y biomasa, afectando
principalmente a los tratamientos 10:1 y 5:1. Por lo tanto, es importarte que se utilicen diferentes
metodologias complementarias para obtener resultados consistentes. En nuestro caso, la
evaluacién del crecimiento global con el método clasico de extraccién del pigmentoy medicidnen

espectrofotémetro brindd resultados concluyentes.

Ademas, la cuantificacion por conteo y el calculo de biovolumen al microscopio éptico de la
comunidad fitoplancténica permitié determinar la biomasa especifica de las poblaciones de
cianobacterias y eucariotasy conocer su dominanciaa lolargo del experimento. Entodos los casos,
hubo una dominancia de cianobacterias, representando en la fraccidn total entre el 65% (10:1) y el
79,9% (1:2). Este resultado podria explicarse debido aque, la caida de P por |la precipitacion con Fe,
genera limitacién en el crecimiento. Al mismo tiempo, podria ser compensado por la presencia de
cianobacterias fijadoras de N, las cuales necesitan Fe y también P. Al existir escasez de este ultimo,
se podria activar algin mecanismo de compensacidén con otro nutriente que esté presente en el
medio en exceso (Aubriot, 2019), como es el caso del nitrato y del Fe. Esto podria justificar la
codominancia observada en las muestras del dia 9 con agregado de floculante. Este efecto, no se
observd en la muestra inicial y control (sin agregado de Fe), donde se aprecia la dominancia de
Aphanizomenom sp. respecto al resto de los organismos. Otros estudios recientes, concluyen que
Aphanizomenom es susceptible acambiosde P en el medio, porlo que coinciden con los resultados

obtenidos en este trabajo (Le etal., 2021). Por lo tanto, como no esperamos una limitacién del



crecimiento por N (ya que fue adicionado en las incubaciones), el cambio enla dominancia de otras

cianobacterias podria deberse a los mayores requerimientos de Fe por estos organismos.

Algunas especies presentan una gran eficiencia en el uso del fosfato, lo que les permite crecer en
ambientes con baja disponibilidad de este nutriente (Aubriot et al., 2011; Dolman et al., 2012). Tal
es el caso de Raphidiopsis raciborskii, que puede modificarsu estrategia de crecimientoy adaptarse
a una amplia variedad de condiciones ambientales, lo que le brinda una ventaja competitiva frente
a otras especies de fitoplancton, generando elevadas biomasas en ecosistemas limitados por
nutrientesy/o con aportes fluctuantes (Amaral et al., 2014; Bonillaet al., 2012; Briand et al., 2004;
Galvanese et al., 2019). Uno de los mecanismos que podria explicar el aumento de Raphidiopsis sp.
es la alta afinidad por el fosfato y su capacidad de almacenar concentraciones elevadas de
polifosfato (Isvanovics et al., 2000). Lo antes expuesto, respaldalos resultados de este experimento,
donde esta especie obtuvo valores menores al limite de deteccion enla muestra control e inicial (1
célula/mL) y con el agregado de FeCls, crece y obtiene su maximo de biomasa en 3,08 mm3/L.
El caso de Cuspidothrix es similar al de Raphidiopsis raciborskii, sin embargo, no se encontrd
bibliografia que pueda demostrar o explicar el fendmeno ocurrido. Por lo tanto, el caso de
Cuspidothrix seria novedoso y amerita futuras investigaciones para dilucidar sus preferencias

ambientales, en particular con altas concentraciones de Fe.

Es importante destacar que en este trabajo se cuantificaron varios indicadores (directos e
indirectos) de lacomunidad de fitoplancton con diferentes metodologias, lo que permitié comparar
sus resultadosy obteneruna visiénintegral y mas completa del fendmeno a estudiar. Por ejemplo,
el valor de biovolumen total obtenido por conteo presentd un gran desvio estandar. Una de las
explicaciones podria ser que los organismos estan en fase de crecimiento; la otra, seria por la
sumatoria de pequefios errores en el conteo, en las mediciones de las dimensiones lineales al
microscopioy posteriores calculos paraobtenerel biovolumen (Alcdntaraetal., 2018). Este proceso
implica medir a los organismos, luego calcular el volumen promedio (un error en una medicién
ahora se elevaa la 3) para multiplicarlo por la cantidad de organismos contabilizados (Bonilla &
O’Farrell, 2023). Sumado a lo mencionado anteriormente, la falta de personal técnico o de
equipamiento adecuado en laboratorios puede ser una limitante para el uso de este indicador
(Bonilla & Q’Farrell, 2023). De todas maneras, el valor diferencial que permite obtener esta
metodologia es la cuantificacion por especie y el comportamiento de estas, por ejemplo, con los

cambios de concentraciones en un ensayo con un floculante (FeClsz). En forma complementaria, la



clorofila a por extraccién permitié obtener una estimacién global de la biomasa total del
fitoplancton, mientras que mediante las mediciones con fluorescenciain vivo es posible estimar la
clorofilaa correspondiente acianobacterias, aunque con las limitaciones propias de lafluorometria
cuando se quiere cuantificar concentraciones altas del pigmento o muestras con alta turbidez
(Cremella et al., 2018). De todas formas, el indicador no brinda detalles de la composicién de

nuestra comunidad ni el comportamiento por especie.

Actualmente, lamayoria de los experimentos realizados con aplicacion de FeCls (u otros floculantes
similares) no analizan en detalle los cambios fitoplanctdnicos relativos en términos de biovolumen
especificos de cada especie (Miranda et al., 2017). Solo un trabajo, mostré cambios especificos en
los recuentos celulares de poblaciones de cianobacterias tras la aplicacion de sulfato férrico (Le
etal.,2021). Lo mas habitual es que, las evaluaciones del fitoplancton con agregados de floculantes
se cuantifiqguen en términos de dominancia de cianobacterias por clorofila a y conteo de
cianobacterias (Miranda et al., 2017). Otra opcién, es la comparacion del biovolumen de los
principales grupos taxondmicos de fitoplancton (Zhang etal., 2001) o cambios en espedes
individuales o cepas aisladas en cultivos (Araudjo et al., 2018; Chow etal., 1998; Lirling & van
Oosterhout, 2013), o una especie dentro de grupos de fitoplancton (Lelkovaet al., 2008; Lirling &
Faassen, 2012; Ma et al., 2015). Por esto, se destaca laimportancia de lo expuesto en este trabajo,
en el cual se evalué el crecimiento a nivel general y el analisis del comportamiento de la comunidad
de fitoplancton, mediante la densidad éptica, la fluorescencia, la clorofila a por extracciony la

cuantificacion al microscopio y estimacion del biovolumen especifico.

Los efectos en el crecimiento del fitoplancton no son claros para el rango de concentraciones en las
gue se realizé el presente experimento, porlo que se recomienda evaluar los efectos que tendrian
mayores relaciones de Fe:P. Sumado a esto, y dada la gran cantidad de variables que pueden
favorecer o disminuir el crecimiento del fitoplancton, se sugiere realizar una prueba(como la
propuesta en este trabajo), previo a una aplicacién de FeClsen cuerpos de agua como tratamiento
frente a la presencia de floraciones de cianobacterias. Este trabajo muestra que es necesario
conocer la comunidad de fitoplanctony cianobacterias presentes en el cuerpo de agua previoa una
posible aplicacién de FeCls e identificar cdmo se comportan estas en el transcurso del tiempo, ya
gue el agregado de Fe podria aumentar el crecimiento de algunas especies y asi favorecer una

floracién de cianobacterias téxicasy colonizadoras.



7 Conclusiones

En el presente trabajo se confirmo la precipitacién del fésforo total y el fésforodisponible enlos
tratamientos que poseen mayor agregado de FeCls. Por lo tanto, se puede afirmar que una alta
concentracion de hierro provoca lalimitacion de este nutriente, y de esta manera, podria limitar

el crecimientodel fitoplancton.

A nivel general, tomando como referencia los resultados obtenidos por clorofila a por extraccion,
se observd limitacién en el crecimiento de fitoplancton para los tratamientos con mayor
agregado de Fe. Sin embargo, los resultados de la biomasa fitoplancténica obtenida por

biovolumen, no mostraron diferencias significativas entre tratamientos.

En todas las muestras se determind la dominancia de cianobacterias. A medida que se modifica
la concentracion de Fe, se identificaron diferencias en la composicidon taxondmica de la
comunidad. En los casos de bajo nivel de Fe (y condicidninicial), se determind la dominanciade
Aphanizomenom sp. Para altos niveles de Fe, se observé codominancia de diferentes especies
gue practicamente estaban ausentes enlas muestras obtenidas dellago. Por lotanto, los efectos
no son claros para la disminucion del crecimiento de cianobacterias, sugerimos evaluar rangos
mayores de hierro. De todas maneras, es necesario realizar ensayos previos a la aplicacidn, ya

que algunas cianobacterias pueden aumentar su crecimiento con el agregado de Fe.

Nuestros resultados resaltan el doble papel de las aplicaciones de Fe (en formade FeCls), es dedi,
puede servir como un controlador eficaz de la eutrofizaciony la proliferacion de cianobacterias,
pero al mismo tiempo es un nutriente esencial en el crecimiento de estas, tal como se observo
para el caso de Cuspidothrix sp. y Raphidiopsis raciborskii. Estas especiesson capaces de superar
altas concentraciones de Fe y bajas concentraciones de P, y de esta manera, dominar en las

condiciones alcanzadas.
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9.1

Tabla 1A. Valormedio y desvio estandar de pH por tratamiento enlos dias de experimento 3, 6,

Anexo

Anexol

10 y 14.
Muestra Dia 3 dia 6 dia 10 dia 14
Control 8,93 + 0,02 9,41 + 0,04 10,60 +£0,13 11,36 +0,01
1:2 (Fe:P) 8,92 £ 0,01 9,49 * 0,05 10,59 0,07 11,33 £ 0,06
1:1 (Fe:P) 8,93 £ 0,02 9,40 = 0,08 10,44 £0,26 11,37 £0,10
2:1 (Fe:P) 8,84 + 0,03 9,42 + 0,08 10,48 +0,40 11,24 +0,27
5:1 (Fe:P) 8,61 + 0,07 9,21 + 0,07 10,32 +0,32 11,32 £0,16
10:1 (Fe:P) 8,25 + 0,03 8,85 0,18 9,98 + 0,31 11,12 +0,15
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Figura 1A. Variacion de la Turbidez (DO, densidad dptica a 750 nm) como indicador de biomasa

en funcién del tiempo (dias). Cada color representauna relacién Fe:P (x * sd; n=3).

Figura 2A. Fotografia del punto de muestreoen el Lago Javier.



Figura 3A. Imagenes del experimento, alaizquierdael dia 3 y a laderecha el dia 10.

9.2 Anexo?2

Método de salicilato de sodio (nitrato): Tomar 25 mL de muestra filtrada por GF/C y agregar 1
mL de solucidn de salicilato de sodio. Preparar un blanco de reactivo con agua mili-Q. Luego
evaporar a< 110 °C por 24 horas. Al residuo aun caliente, agregar 1 mL de acido sulfurico ppa y
agitar hasta disolver. Agregar menos de 50 mL de agua mili-Qy completar la disolucidn. Luego,
adicionar 7 mL de solucién de tartrato de sodioy potasio. Completar hasta 100 mL de agua mili-

Qy agitar hasta homogeneizar. Por ultimo, medirlaabsorbanciaen espectrofotémetroa420 nm.

Método de azul de indofenol: Agregar 0,6 mL de solucién A (fenol) a 10 mL de agua filtrada por
GF/C y agitar. Luego agregar 0,6 mL de solucién B (hipoclorito de sodio) y agitar. Guardar la
muestra en oscuridad por 1 hora. El color es estable hasta por 24 horas. Por ultimo, medir la

absorbancia a 630 nm.

Método de molibdato de amonio: Tomar 10 mL de muestrafiltrada por GF/C. Preparar un blanco
de reaccién con agua mili-Q. Agregar ImL de reactivo mixto (Molibdato de Amonio, Acido
sulfurico, acido ascérbico y tartrato de antimonioy potasio) y agitar. Luego de 30 minutos medir

la absorbancia en espectrofotémetroa 885 nm.



Modelo de Cremella et al. (2018): Este modelo permite obteneruna estimaciénde la clorofilaa
total y de cianobacterias a partir de la medida de fluorescencia con un fluorémetro Turner

Aquafluor. A continuacidn, se detallala ecuacién utilizada:

[Chla)y"® = AFplt + BFGY ,—Caaao—D;NT

Donde Chla es laclorofilaain vivototal o de cianobacterias (dependiendo de los parametros que
se incluyen en la ecuacion, Tabla 3 Cremellaet al. (2018)). Ay B son los parametros de las
regresiones multiples, Fpcy F Chlacon la fluorescenciamediday normalizada, Ces un coeficiente

de correccién de absorbancia a 440 nm, NT es la turbidez y Di es un factor de correccién para

turbidez.
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