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1 Resumen

El aumento del aporte de nutrientes y las modificaciones del régimen hidrologico del
agua son factores que regulan el desarrollo de floraciones de cianobacterias. El Rio
Negro es uno de los ecosistemas l6ticos mas importantes del pais, presenta
condiciones de eutrofia y cuenta con tres embalses en cadena en los cuales se
registran frecuentemente floraciones acumulativas de cianobacterias toxicas. El
objetivo del estudio fue determinar la influencia del tiempo de residencia del agua y de
los nutrientes como factores reguladores de la formacién de floraciones en dichos
embalses. Se trabajo con una aproximacion complementaria en dos etapas. En la
primera se analizaron datos de la composicién del fitoplancton y variables limnolégicas
a lo largo de 15 estaciones del Rio Negro. En una segunda etapa, se realizé un
experimento en microcosmos con muestras naturales del Rio Negro durante 10 dias,
en el cual se combinaron dos factores: con y sin dilucién y con y sin agregado de
nutrientes. Se evalué la respuesta general del fitoplancton a través de distintos
indicadores de biomasa (fluorescencia de clorofila a y ficocianina, y concentracion de
clorofila a), se caracteriz6 la composicion de la comunidad y se determin6 la
concentracion de microcistinas totales. Segun el conjunto de las variables
fisicoguimicas, los sitios de muestreo del rio se agruparon en tres zonas: aguas arriba,
aguas abajo y embalses mas sitios entre embalses. En los embalses del Rio Negro,
con mayores tiempos de residencia que las zonas de rio, se observé un aumento de la
biomasa de fitoplancton, especialmente de cianobacterias, las cuales también fueron
reportadas aguas abajo. Los resultados del experimento indicaron que el tratamiento
con mayor tiempo de residencia del agua y elevada concentracién de nutrientes
favorecié el crecimiento del fitoplancton. Grandes colonias de cianobacterias fueron
dominantes y se registr6 la mayor concentracion de microcistina con relacion a los
otros tratamientos. No obstante, el fitoplancton de menor talla tuvo un mayor
crecimiento relativo en el tratamiento con dilucién, lo que sugiere que cambios en el
tiempo de residencia pueden afectar la biomasa, asi como la estructura de la
comunidad fitoplanctonica. Se pudo comprobar para el Rio Negro que el aumento de
la carga de nutrientes y del tiempo de residencia del agua generan condiciones
favorables para el desarrollo de floraciones de cianobacterias. Estos resultados
advierten sobre la necesidad de considerar la sinergia entre ambos factores a la hora

de predecir la aparicion de floraciones de cianobacterias en ecosistemas I6ticos.



2 Introduccién
2.1 Calidad de aguay floraciones de cianobacterias

En las ultimas décadas, las diversas actividades antropicas y el cambio climatico han
modificado el estado trofico de muchos cuerpos de agua, lo que ha resultado en la
eutrofizacion de estos (Kalff 2002). Uno de los principales efectos de la eutrofizaciéon
es el aumento abrupto de la biomasa de fitoplancton (algas eucariotas y
cianobacterias), proceso denominado floracién. Este fendmeno deteriora la calidad de
agua y provoca la pérdida gradual de la biodiversidad del sistema, hecho que limita el
uso sustentable del recurso y su conservacion (Lampert & Sommer 2007). Las
floraciones de fitoplancton pueden generarse y permanecer por periodos de tiempo
variable, y suelen estar formadas por una o0 pocas especies, principalmente de
cianobacterias (Reynolds 2006).

Las cianobacterias son un grupo de microorganismos procariotas fotosintetizadores
aerdbicos, que se encuentran ampliamente distribuidos en todo el planeta (Graham &
Wilcox 2000). Este grupo presenta una gran variedad de rasgos eco-fisiologicos que
les permiten colonizar diferentes ecosistemas (Reynolds 1984). Por ejemplo, poseen
pigmentos accesorios de la fotosintesis (ficobilinas) que les permiten crecer en un
amplio gradiente de intensidad luminica (Whitton & Potts 2012). Asimismo, muchas de
las especies plancténicas que forman floraciones tienen la capacidad de regular su
posicion en la columna de agua a través de la produccion de vesiculas de gas. Esto
les permite aumentar su exposicion a la luz y acceder a fuentes de nitrégeno
inorganico en el hipolimnion (Reynolds 2006; Whitton & Potts 2012). Las
cianobacterias son mas eficientes que las algas en lo que respecta a la captura de
nutrientes cuando estos estan en muy bajas concentraciones (Aubriot et al. 2011) y
muchas especies tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico (N,) cuando hay
poco nitrégeno inorganico disuelto en la columna de agua (Ferber et al. 2004). Otra
caracteristica que poseen muchas cianobacterias, a diferencia de las algas eucariotas,
es la capacidad de producir cianotoxinas (Huisman et al. 2005; Reynolds 2006;
Whitton & Potts 2012).

Las cianotoxinas pueden ser de diversos tipos segun sus efectos sean hepatotoxicos,
neurotoxicos o dermatotédxicos y algunas de ellas pueden perdurar por largos periodos
en los cuerpos de agua (Codd et al. 2005). En floraciones de cianobacterias de agua
dulce la cianotoxina que se encuentra con mayor frecuencia a nivel mundial es la

hepatoxina microcistina. Esta es producida por varios géneros de cianobacterias, entre



las cuales predominan las del género Microcystis (Bonilla 2009). Adn es poco clara la
funcion que cumplen las cianotoxinas: han sido asociadas a diversos mecanismos que
incluso, a veces, son antagénicos (Jang et al. 2003; Briand et al. 2004; Babica et al.
2006). Las cianotoxinas plantean un reto importante para los procesos de produccion
de agua potable, tornandolos mas complejos y por lo tanto mas costosos. Asimismo,
aparecen consecuencias negativas para el resto de la biota y otros usos del agua
(Whitton & Potts 2012).

Debido al riesgo sanitario que representan las floraciones de cianobacterias
potencialmente tdxicas a nivel mundial, la Organizacibn Mundial de la Salud (oms
1998) ha desarrollado Niveles Guia para evaluar el estado de los ecosistemas
acuaticos asociados al riesgo para la salud humana (Tabla 1). Estos niveles se
determinaron a partir de diferentes indicadores como la concentracion de clorofila a, el
biovolumen de cianobacterias, y la concentracién de microcistina-LR. Dependiendo del
Nivel Guia se predicen las consecuencias adversas sobre la salud humana y por lo
tanto se recomienda la toma de determinadas medidas segun el uso del cuerpo de
agua, asi como la implementacion de una secuencia de acciones de manejo (Chorus &
Bartram 1999).

Tabla 1- Niveles Guia establecidas por la oms para ecosistemas acuaticos con fines recreacionales,

segun concentracion de clorofila a (Clo a), biovolumen de cianobacterias (Bv ciano), y concentracion de la
toxina microcistina-LR asociada a la cantidad de clorofila a (Chorus & Bartram 1999).

. , Clo a BV ciano  microcistina-LR
Nivel Guia

(Mol  (mm°LY) (MgL™)
1 10 2
2 50 10 20

2.2 Factores reguladores de las floraciones de cianobacterias

Los factores que desencadenan el desarrollo de floraciones de cianobacterias son
diversos y sus interacciones complejas, por lo que han sido objeto de numerosos
estudios (Huisman et al. 2005; Whitton & Potts 2012). Una de las principales variables
gue afecta, y por tanto, controla el crecimiento del fitoplancton es la concentracion de
nutrientes. La limitacion por nutrientes es frecuentemente considerada la causa de un
crecimiento reducido en ambientes naturales y un importante impulsor de la
competencia que determina la composicion de la comunidad fitoplancténica (Reynolds
2006). Los requerimientos celulares de nutrientes se asocian a la composicion
estequiométrica de la biomasa de plancton de 106C:16N:1P (Relacion de Redfield),
siendo esta relacion un buen proxy del estado nutricional del plancton en el sistema

acuatico (Lampert & Sommer 2007). La disponibilidad de carbono es, en general,
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suficiente, por lo tanto el crecimiento de las cianobacterias suele estar limitado por

nitrégeno o por fésforo.

El crecimiento del fitoplancton esta regulado principalmente por la disponibilidad de
recursos (nutrientes y luz), temperatura y depredacion. Sin embargo, en sistemas
I6ticos la hidrologia juega un papel fundamental. El alto flujo hidrico puede significar un
proceso de pérdida de fitoplancton de un cuerpo de agua. Cuando el tiempo de
residencia del agua es menor que la tasa de crecimiento de cierto organismo, este se
ve limitado en su crecimiento y hasta puede desaparecer del sistema (Straskraba
1999). Estudios sobre modelos hidrol6gicos han evidenciado la importancia de la
velocidad del flujo del agua en la formacion de floraciones y han encontrado que estas
se producen con una mayor frecuencia en las zonas de embalses en comparacién con
las de rio (Padisédk et al. 1999; Soares et al. 2008; Leigh et al. 2010), asi como en
areas de alto tiempo de residencia del agua (Michalak et al. 2013). En la mayoria de
los rios el tiempo de residencia del agua puede variar de horas a pocos dias,
dependiendo de las condiciones hidrolégicas, y en sistemas lénticos se ha descrito un
promedio de 17 afios (Kalff 2002). Los embalses sobre rios son ecosistemas
artificiales en donde se altera el tiempo de residencia del agua hasta dos o tres
ordenes de magnitud mas (dias, meses, afos) (Tundisi et al. 1999). En la actualidad
son miles los rios en los cuales se han construido embalses para diversos fines, todos
asociados al desarrollo de las sociedades humanas. La construccion de un embalse
sobre un rio ocasiona muchos cambios en la cuenca y en el sistema (Tundisi et al.
1999)

2.3 Situacién en Uruguay respecto a las floraciones de cianobacterias. Embalses
del Rio Negro como caso de estudio

En Uruguay, se han registrado floraciones de cianobacterias desde 1982 en diversos
ecosistemas eutroficos, principalmente en verano (ver recopilacion en Bonilla 2009).
En la actualidad, al igual que en la mayoria de los paises, es un fenédmeno frecuente
en muchos cuerpos de agua continentales. Las floraciones de organismos
potencialmente toxicos, como las del género Microcystis, son frecuentes en lagos
someros, costa del Rio de la Plata (De Ledn & Yunes 2001; Pirez et al. 2013) y en
embalses, como los del Rio Negro, donde se han detectado elevadas concentraciones
de la cianotoxina microcistina (De Ledn 2000; Gonzalez-Piana et al. 2011; Chalar et al.
2014).

El Rio Negro es uno de los ecosistemas loticos méas grandes del pais, con una cuenca

en territorio uruguayo de 38.000 km? (Fig. 1). El uso predominante de los suelos de su
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cuenca es la ganaderia extensiva sobre pradera con mejoras, seguido de actividades
agricolas y forestales (MGAP 2012). Sobre su curso principal se han construido tres
grandes embalses en cadena destinados a la generacion de energia eléctrica: Bonete
(afo: 1945), Baygorria (afio: 1960) y Palmar (afio: 1982). Los embalses han sido
clasificados como eutréficos segun la concentracion de fésforo total y de la biomasa de
fitoplancton registrada en algunos veranos (Chalar et al. 2011, 2012 y 2014; DINAMA
2011). Estas condiciones favorecen el desarrollo de floraciones de cianobacterias
toxicas. Los usos que el ser humano hace de este cuerpo de agua son multiples
(abastecimiento de agua para potabilizacién, riego, abrevaje de ganado, actividades
pesqueras y recreacion) por lo que cobra especial importancia la aparicion de
floraciones de cianobacterias toxicas.

Tabla 2- Ubicacioén y caracteristicas hidroldgicas de los embalses del Rio Negro (tomado de Chalar et al.

2014). En sentido aguas arriba-aguas abajo: Rincdn del Bonete, Baygorria y Palmar. *: Promedios
historicos.

Bonete Baygorria Palmar
Ubicacion 32°49'S - 56°25'W  32°53’S - 56°48'W  33°03'S - 57°27'W
Area de la cuenca (km?) 39541 42000 62411
Superficie (km?) 1070 100 320
Volumen (km®) 8.8 0.57 2.86
Profundidad max. (m) 32 20 15
Tiempo de residencia (dias)* 150 3 16

2.4 Justificacion

El presente proyecto de investigacidbn propone realizar un analisis de variables
limnoldgicas e indicadores de biomasa de fitoplancton a lo largo del Rio Negro. Los
datos se obtuvieron de los proyectos en ejecucion liderados por la Dra. Bonilla (ANl
6384 y Convenio DINAMA-Facultad de Ciencias-Cianobacterias). Asimismo, se
proponen experimentos que seran pioneros ya que buscaran determinar la causalidad
de la interaccién de los nutrientes claves y las variaciones en el tiempo de residencia
del agua con el crecimiento y toxicidad de las poblaciones de cianobacterias de los
embalses del Rio Negro. La informacion obtenida de los experimentos propuestos sera
novedosa al contar con diversos indicadores biolégicos de las cianobacterias en
relacion a la concentracion de toxinas. El estudio se enmarca en una de las principales
lineas de investigacion de la Seccion Limnologia (Ecologia de fitoplancton y
cianobacterias) y de los trabajos del grupo de investigacion csic 1176. Este trabajo
resulta de interés para comprender la dindmica de las floraciones de cianobacterias

potencialmente toxicas y asi poder predecir su ocurrencia. El conocimiento generado



podra aportar informacion relevante para una correcta gestion de los rios del pais,
principalmente del Rio Negro, de especial importancia, ya que son multiples los usos y
beneficios que se obtienen de este ecosistema.

3 Objetivo

Determinar la influencia de la hidrologia y de los nutrientes en la regulacion de la
biomasa de cianobacterias potencialmente toxicas en el Rio Negro.

3.1 Objetivos especificos

1. Evaluar si los cambios en la composicion de la comunidad de fitoplancton del
gradiente longitudinal del Rio Negro se asocian con el tiempo de residencia del
agua, en tramos de rio y tramos embalsados.

2. Determinar experimentalmente si el tiempo de residencia y la disponibilidad de
nutrientes induce cambios en la biomasa de la comunidad natural de
fitoplancton del Rio Negro.

3. Evaluar si el tiempo de residencia y la disponibilidad de nutrientes afecta la
contribucién relativa al biovolumen total fitoplancténico de dos fracciones de
distinto tamafio.

4. Evaluar si el tiempo de residencia y la disponibilidad de nutrientes afecta la
respuesta de las cianobacterias en cuanto a la cantidad de cianotoxinas

producidas.

4 Hipotesis y Predicciones

Los factores tanto bidticos como abiéticos que influyen en la formacién de floraciones
de cianobacterias son diversos y sus interacciones complejas. Determinados
nutrientes y determinadas concentraciones de los mismos pueden favorecer a unos o
a otros grupos de microorganismos del fitoplancton. El mayor tiempo de residencia del
agua (por ejemplo, en embalses) genera un ambiente propicio para el incremento de la
biomasa de cianobacterias de gran tamafio como las que comunmente desarrollan
floraciones. La hipotesis que se plantea propone que el crecimiento abrupto de la
biomasa de cianobacterias en los embalses del Rio Negro esta principalmente

regulado por la sinergia de los nutrientes y por el tiempo de residencia del agua.



4.1 Predicciones

1.

El mayor tiempo de residencia del agua en combinacion con mayor
disponibilidad de nutrientes (fésforo y nitrégeno) favorece la dominancia de
cianobacterias coloniales formadoras de floraciones.

El menor tiempo de residencia del agua favorece la mayor contribucion relativa
a la biomasa total de fitoplancton de las fracciones de la comunidad de tamafio
menor a 10 pm.
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5 Materiales y métodos

Se trabaj6é con dos aproximaciones complementarias:

En la primera parte se analizaron los datos de la comunidad fitoplanctonica a lo largo
del Rio Negro obtenidos durante la campafia de verano del afio 2013 llevada a cabo
en el marco del proyecto en ejecucion en la Seccién Limnologia (Convenio DINAMA-
Facultad de Ciencias-Cianobacterias). En una segunda etapa se llevé a cabo un
experimento en microcosmos con muestras naturales de fitoplancton del Rio Negro del
embalse Palmar (2014).

5.1 Datos de campo del Rio Negro

Se analizaron los datos de biovolumen fitoplancténico asociado a 15 sitios de
muestreo del Rio Negro desde el sitio 1 (aguas arriba, punto inicial de muestreo) hasta
el sitio 17 (aguas abajo, ultimo punto previo a la desembocadura en el Rio Uruguay)
(Fig. 1), correspondiente a muestras obtenidas del 19 al 28 de febrero del 2013. Se
compararon las zonas de embalses con los tramos de rio en cuanto a clorofila a,
biovolumen total (Bv total) y biovolumen de cianobacterias (BV ciano). Se examiné la
rigueza taxonémica a lo largo del gradiente longitudinal del rio y su relacién con el

biovolumen de cianobacterias.

Asimismo, se realiz6 un Analisis de Correspondencia simple a través del cual se
exploré la distribucion en el espacio de los diferentes taxa de la comunidad
fitoplancténica del Rio Negro en relacién a los sitios de muestreo. Para este analisis
fueron seleccionados aquellos taxa que contribuyeron, en al menos alguno de los

sitios de muestreo, con = 5 % del biovolumen total de cada estacion.

Para la descripcion de las variables abidticas del Rio Negro, se llevé a cabo un
Andlisis de Agrupacion Aglomerativa, Dendrograma de Disimilaridad (programa R
3.2.0, paquete: vegan) utilizando el método Average Linkage (criterio de minima
distancia de Gower), para lo cual se estandarizaron las diferentes variables
ambientales. A partir del mismo se realiz6 un corte arbitrario que permitié definir 3
grupos de estaciones del total de los sitios muestreados del Rio Negro, para los cuales
se calcularon algunos de los estadisticos muestrales (media, desvio estandar, valor

méaximo y minimo).
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Figura 1- Mapa de Uruguay donde se detalla la Cuenca del Rio Negro con la ubicacion de los sitios de
muestreos definidos en el Programa de Monitoreo del Rio Negro de DINAMA. Los sitios remarcados con
circulos violetas corresponden a las zonas de embalse. De derecha a izquierda (sentido de aguas arriba
hacia aguas abajo): Embalse Rincén del Bonete (3 y 5), Embalse Baygorria (9) y Embalse Palmar (11 y
13). Mapa editado por Signe Haakonsson utilizando el software ArcGIS (2015).

5.2 Experimento
5.2.1 Obtencién de muestras del embalse Palmar

El embalse Palmar (Tabla 2, Fig. 1) ha sido clasificado como eutrofico (Chalar et al.
2014). Segun datos preliminares del proyecto ANIl FCE 6384, se ha registrado un
elevado biovolumen de cianobacterias (cercano al 80 % del biovolumen total de
fitoplancton), a la vez que Gonzalez-Piana et al. (2011) han reportado la presencia de
organismos toxicos (1478 ugL™ de microcistina-LR en marzo del 2010). La muestra del
embalse (estacion RN11, cabecera del embalse) se obtuvo el 27/06/2014 obtenida de
nivel sub-superficial y de aproximadamente 20 L (muestreado por Bruno Cremella). Se

conservO en condiciones Optimas (oscuridad y baja temperatura) hasta ser
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transportada al laboratorio en Montevideo donde se acondiciond para iniciar el

experimento al dia siguiente.

5.2.2 Disefio experimental

Se llevo a cabo un experimento piloto (datos no presentados) que permitié ajustar el
dispositivo general del experimento a realizarse con las muestras del embalse Palmar,
el volumen de muestra en cada unidad experimental, asi como también la seleccién de
variables a monitorear y su posterior andlisis. También fue posible determinar el
tiempo de respuesta de crecimiento del fitoplancton a las condiciones experimentales
expuestas. El experimento piloto tuvo una duracion de 10 dias y se realiz6 en

condiciones controladas en la sala de experimentacion de PEDECIBA Biologia.

El experimento final consistié en un disefio con arreglo factorial en el que se aplicaron
2 niveles de 2 factores, resultando en 4 tratamientos con 3 réplicas cada uno (Tabla 3).
El primer factor fue concentracién de nutrientes, con 2 niveles: con y sin agregado. El
otro factor consistié en dos condiciones diferentes de tiempo de residencia del agua a
través de diluciones con agua filtrada del rio, resultando en 2 niveles: con (tiempo de

residencia= 3.4 dias) y sin dilucion (tiempo de residencia= 10 dias).

Tabla 3. Detalle de los 4 tratamientos del experimento. El nombre de cada tratamiento hace referencia a
los niveles de ambos factores aplicados, C corresponde al Control (sin nutrientes y sin dilucion).

Tratamiento  Nutriente Dilucién

C sin sin
Dil sin con
NPxdil con con
NP con sin

La muestra natural obtenida fue homogeneizada y, mediante manguera, se distribuy6
en frascos de cultivo Schott de vidrio de 1 L de capacidad, previamente lavados y
esterilizados. Cada frasco fue llenado con 600 mL de muestra hasta completar las 12
unidades experimentales (4 tratamientos con 3 réplicas cada uno). Luego los
organismos se aclimataron por aproximadamente 40 horas a 25 + 2 °C, 110 - 115
umol foton m?s™ (determinado con fotoradiémetro Li-Cor LI-250), fotoperiodo 16: 8 luz:
oscuridad en la sala de experimentacion de PEDECIBA Biologia (Fig. 2). Pasado el
tiempo de aclimatacion se aplicaron los diferentes tratamientos seleccionando las

botellas al azar.

Factor - Concentracion de nutrientes:
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A los tratamientos con el nivel con se adicionaron sales de Nitrato (NaNO3) y Fosfato
(K;HPO,4) por ser los nutrientes que frecuentemente limitan el crecimiento del
fitoplancton. Las concentraciones de Nitrégeno (N) y Fosforo (P) adicionadas fueron
seleccionadas de forma tal que generaran condiciones de saturacion, asegurando
condiciones de suficiencia por ambos nutrientes durante el periodo de incubacion. La
adicion de nutrientes para los tratamientos correspondientes se efectué en pulsos
diarios, es decir que la concentracion total a ser adicionada de ambas sales se dosificd
en 9 pulsos de igual concentracién utilizando pipetas automaticas con puntas
esterilizadas (uno por cada dia de experimento, con excepcion del ultimo). De esta
forma, los tratamientos con nutrientes recibieron diariamente una concentracion de
133 pg P- PO, L* y 1.02 mg N- NO; L™ (total adicionado en 9 dias: 8.2 mgL™ de N
como NaNO; y 1.1 mgL™ de P como K,HPO,).

Factor - Tiempo de residencia:

Consistié en efectuar diluciones 1: 1 (volumen: volumen) del medio de cultivo de los
tratamientos que llevaron el nivel con. Se represent6 un tiempo de residencia del agua
de 3.4 dias, por lo que se removié diariamente 175 mL del medio, con el sucesivo
agregado de 175 mL del agua de la misma muestra del rio. El agua del rio utilizada
para realizar las diluciones fue previamente filtrada por filtros de fibra de vidrio (MGF,
Munktell), con retencion de particulas de hasta 0.8 um aproximadamente, y se
conservo en heladera a lo largo de los dias del experimento. El tratamiento con
dilucion y agregado de nutrientes (NPxdil), se implementé de forma tal que la dilucion
diaria precediera al agregado de la concentracion de nutrientes establecida. Los
tratamientos que llevaban el nivel sin tuvieron por lo tanto un tiempo de residencia del
agua correspondiente a los dias de duracion del experimento (10 dias). Los niveles de
tiempo de residencia con los que se trabaj6é se definieron teniendo en cuenta el ciclo
de vida (tiempos generacionales) de algunos organismos fitoplancténicos claves del
Rio Negro.

Una vez iniciados los tratamientos, se mantuvo el experimento a lo largo de 10 dias

bajo las condiciones ambientales anteriormente descritas, para lo cual fue medida y

controlada diariamente la temperatura.

Figura 2- Foto del dispositivo del
experimento. Se  observan las
unidades experimentales (botellas de
cultivo) en la sala de experimentacién
climatizada, con la fuente de luz.
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5.2.3 Indicadores de respuesta
Se evalub la respuesta general de la comunidad de fitoplancton a través de la
medicion diaria de pigmentos in vivo: concentracion de clorofila a y ficocianina por
fluorometria y turbidez total por espectrofotometria (absorbancia a 750 nm). Se estimo
ademas diariamente la absorbancia a 440 nm, para calcular el coeficiente de extincion
de la luz dentro de cada unidad experimental segun Fabre (2011). Para llevar a cabo
estas mediciones se utiliz6 un fluorbmetro de campo modelo Aquafluor (TURNER

DESIGNS) y un espectrofotbmetro modelo Evolution 60 (THERMO).

A tiempo final se tomaron muestras para el andlisis de clorofila a por extraccién segun
el método 1so 1992 modificado (Bonilla 2009) en el total de la comunidad y en la
fraccion menor a 10 pym (< 10 pm). Para lo mismo, se filtraron alicuotas de las
muestras por una malla de 10 um de tamafio de poro. También se congelaron
muestras para analizar toxinas (microcistinas totales) mediante la técnica de ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), en Facultad de Quimica, ralizado por la
Dra. Beatriz Brena. La concentracion de microcistina (en pgL™) fue estandarizada por
clorofila a (ugug de clorofila a®) y por unidad de fluorescencia relativa de ficocianina
(MLQUFR de ficocianina™). Por otro lado se separ6 un volumen de muestra para
determinar la concentracion de nutrientes (N y P) disueltos y totales a través de
métodos colorimétricos y espectrofotometria. El nitrato se determiné por el método de
salicilato de sodio, el amonio por azul de idofenol, el fosfato por molibdato de amonio y

el fésforo y nitrdgeno total por oxidacion con persulfato de potasio (APHA 1995).

Finalmente, se fijaron muestras con solucién de lugol y se mantuvieron en condiciones
de oscuridad para el posterior conteo y calculo del biovolumen de la comunidad
fitoplanctdnica. El conteo se realiz6 en camaras de Sedwick-Rafter de 1 mL, mediante
el conteo de campos al azar hasta alcanzar 100 individuos del organismo mas
abundante, con un microscopio Gptico invertido oLYMPUS Ckx40. Se identificaron las
cianobacterias a nivel de género y los organismos eucariotas a nivel de grandes
grupos taxonémicos. Se tomaron medidas de las dimensiones lineales necesarias
(largo, ancho y profundidad en pum) de algunos de los organismos cuantificados para el
calculo de biovolumen especifico, utilizando formas geométricas sencillas aproximadas
a la forma del organismo (Hillebrand et al. 1999). Se midieron todas las colonias del
género Microcystis cuantificadas en cada tratamiento y se aproximé su forma a la de
un «Elipsoide prolado», segun Hillebrand et al. 1999. Para esto, se debi6 estimar la
profundidad de la colonia utilizando la graduacion del micrémetro del microscopio.

Todas las mediciones se realizaron para cada unidad experimental.
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5.2.4 Analisis de datos

Se realizaron Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias (factor 1: dilucién, factor 2:
nutrientes) para comparar el efecto de los tratamientos sobre los diferentes
indicadores y variables medidas (pigmentos in vivo, clorofila a por extraccion de la
fraccion 210 um y la fraccion <10 um, absorbancia 440 nm, concentracién de

microcistinas). Para esto se ajusto el siguiente modelo lineal:
Y,'jk =u+ (Np*dll),/-i- NP; + dilj"' Eijk

donde Y es la variable de respuesta del i-ésimo nivel del factor Nutriente (NP), con el

j-ésimo nivel del factor dilucién (dil) de la k-ésima repeticion, p es la media poblacional,
(NP*dil); es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor NP y el j-ésimo nivel

del factor dil, NP; es el efecto del i-ésimo nivel del factor NP, dil; es el efecto del j-ésimo
nivel del factor dil, y €k es el error asociado al i-ésimo nivel de NP con el j-ésimo nivel
de dil de la k-ésima repeticién. Para todos los casos se comprob6 el cumplimiento de

los supuestos propios al modelo de normalidad y homogeneidad de varianza.

Por otro lado, se realizaron correlaciones de Pearson entre las diferentes variables
bidticas monitoreadas (concentracion de clorofila a, pigmentos in vivo, biovolumen
total, biovolumen de cianobacterias, biovolumen de Microcystis sp., biovolumen de

fitoplancton eucariota, riqueza taxonémica y concentracion de microcistina).

Para los analisis estadisticos se usaron los programas Sigma Plot (11.0), CANOCO (4.0)
y R (3.2.0).
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6 Resultados

6.1 Datos de campo del Rio Negro

El biovolumen de fitoplancton varié a lo largo de todo el rio, encontrandose en los
sitios 9 y 13, correspondientes a zonas de embalse, valores mayores al resto (Fig. 3).
Ademas, se registraron diferencias en la composicién de la comunidad fitoplanctonica
en los diferentes sitios. Las estaciones correspondientes a los embalses (9, 11 y 13)
se encontraron dominadas por cianobacterias, con excepcion de los sitios
correspondientes al Embalse Rincon de Bonete (3 y 5). Fue posible observar que en
los embalses el biovolumen de cianobacterias (BV ciano) fue mas de 16 veces superior
al de los sitios precedentes en todos los casos (BV ciano sitio 3/ Bv ciano sitio 2= 16.2).
Sin embargo, en las zonas de rio dicho aumento no fue mayor a 5 veces (Bv ciano sitio
17/ Bv ciano sitio 16= 4.6) (Fig. 4). Por otro lado, los sitios aguas abajo respecto al
Embalse de Palmar (14, 15, 16 y 17) también presentaron una alta proporciéon de
cianobacterias que fue disminuyendo en un gradiente espacial aguas abajo del
Embalse Palmar. En general, en las estaciones donde dominaron las cianobacterias

fue poco frecuente la ocurrencia de taxa eucariotas con excepcion de las diatomeas
(Fig. 4).
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Figura 3- Biovolumen total (Bv Total) en las Figura 4- Contribucion relativa del biovolumen
estaciones muestreadas del Rio Negro en (Bv) de varios grupos de la comunidad de
marco de la campafia de DINAMA de febrero del fitoplancton al biovolumen total de la comunidad
2013. Con negro se identifican las estaciones fitoplancténica (Bv Total) en cada estacion de
que se corresponden con zonas de embalse, y muestreo. Las estaciones subrayadas con una
con gris aquellas que se corresponden con linea roja son aquellas que se corresponden con

zonas de rio. las zonas de embalse.

El biovolumen de cianobacterias alcanzé los mayores valores en tres estaciones, que

se corresponden con los Embalses Baygorria y Palmar (Fig. 5). La concentracién de
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clorofila a no superé los 5 pgL™ en muchos de los sitios muestreados, con excepcion

del sitio 13 (Embalse Palmar) y el sitio 17 (aguas abajo), donde se encontraron

concentraciones elevadas (Fig. 6).
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Figura 5- Biovolumen (Bv) de cianobacterias
de cada una de las estaciones muestreadas
del Rio Negro en marco de la campafia de
DINAMA de verano del 2013. La linea roja
punteada indica el valor del Nivel Guia 1 para
aguas de uso recreativo determinados por la
oms (2.0 mm3L™).
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Figura 6- Concentracion de Clorofila a en
las estaciones muestreadas del Rio Negro
en marco de la campafia de DINAMA de
verano del 2013. La linea roja punteada
indica el valor del Nivel Guia 1 para aguas
de uso recreativo recomendada por la oms
(10 paL™).

En linea con lo observado, se encontrd que existe una tendencia hacia el aumento de

la proporcion de cianobacterias en el total del biovolumen de cada estacion a lo largo

del curso del rio (Fig. 7).
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Figura 7- Grafico de burbujas donde se puede ver la dispersion del biovolumen de cianobacterias a lo
largo de las estaciones de muestreo en los gradientes latitudinal y longitudinal. El didmetro de las
burbujas es proporcional a la raiz cuadrada del biovolumen relativo de cianobacterias totales (%) en cada
estacion. El punto negro (esquina superior derecha) representa la estacion 1 en la cual no se detectaron

cianobacterias.
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Los primeros dos ejes del Analisis de Correspondencia (CA), explicaron un 38 % del
total de la variacion entre las estaciones muestreadas a partir de la composicion de
especies (20.5 % correspondiente al primer eje, y 17.5 % al segundo) (Fig. 9). Casi
todas las estaciones se agruparon indistintamente en el cuadrante inferior izquierdo
(Fig. 9), donde se encontraron los géneros fitoplanctonicos més frecuentes. En dicho
cuadrante también se encontraron los géneros mas abundantes de cianobacterias,
sobre todo las del género Microcystis, ubicadas cercanas a las estaciones 9y 13. Las
2 estaciones aguas arriba (1 y 2) se alejan del resto, siendo ambas, las que
presentaron los menores valores de biovolumen de cianobacterias. Gran parte de los
géneros del grupo Bacillariophyceae se distribuyeron en el area de valores positivos
del Eje 2.
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Figura 9- Analisis de Correspondencia de la estructura de fitoplancton del Rio Negro, febrero del 2013.
Valores de los ejes: Eje 1= 0.487 y Eje 2= 0.414. Los puntos rojos con numeros representan las 15
estaciones del Rio Negro (Fig. 1) y las abreviaciones se corresponden con los taxa, definidos en la tabla a
la derecha.

La agrupacion a partir de las diferentes variables abidticas de los sitios muestreados
del Rio Negro permitié diferenciar tres zonas de rio: aguas arriba (A), aguas abajo (C),
y otro grupo heterogéneo que agrup6 a los embalses y a los sitios entre embalses mas
el sitio 14 (contiguo al sitio de embalse 13) (B) (Fig. 10).
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Figura 10- Dendrograma construido a partir de la disimilaridad entre los sitios de muestreo del Rio Negro
(2013) para las variables abidticas que se muestran en la Tabla 4. Se utilizé el método Average linkage
(minima distancia de Gower). Las letras A, B y C, se corresponden con los grupos definidos a partir de un
corte arbitrario que se realiz6 a la distancia 4.

En la Tabla 4 se presentan los estadisticos muestrales de las variables abiéticas

analizadas para cada uno de los tres grupos definidos a partir del dendrograma.

Tabla 4- Descripcion de las variables fisicoquimicas medidas en las estaciones de muestreo del Rio
Negro en la campafia de febrero 2013, agrupadas segun su similaridad. A, aguas arriba de los embalses
n=2); B, aguas entre los embalses, los embalses y sitio 14 (n=10); C, aguas abajo (n=3). Se indica la
media junto con el desvio estandar (), minimo y maximo (min-max) de las distintas variables:
Temperatura (T), porcentaje de oxigeno disuelto (% OD), pH, conductividad (Cond.), alcalinidad (Alcal.),
nitrégeno total (NT) y fosforo total (PT).

A B C
T (°C) 24.30 +0.57 23.68 + 0.56 23.17 £ 0.06
(23.9 - 24.7) (22.7 - 24.3) (23.1 - 23.2)
% OD 66.75 + 5.30 78.82 +5.87 83.70 +1.35
(63.0 - 70.5) (68.5 - 89.9) (82.2 - 84.8)
pH 7.26 +0.17 7.60 £ 0.10 7.85+0.18
(7.14 - 7.38) (7.48 - 7.75) (7.71 - 8.05)
Cond. (uScm™)  107.75 + 23.69 87.69+10.19  134.87+11.14
(91.0 - 124.5) (68.8—101.9)  (126.9 - 147.6)
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Alcal. (mgL™) 45.00 + 8.49 43.3+7.50 66.67 + 3.06
(51.0 - 39.0) (37.0 - 60.0) (64.0 — 70.0)

NT (mgL™) 0.94 +0.23 0.58 + 0.09 0.52 + 0.03
(0.78 - 1.10) (0.47 - 0.79) (0.49 - 0.54)

PT (mgL™) 0.14 + 0.02 0.10 + 0.02 0.13 + 0.01
(0.13 - 0.15) (0.08 - 0.14) (0.13-0.14)

6.2 Experimento

6.2.1 Indicadores cuantitativos (clorofila por extraccién y pigmentos in vivo)

Los tratamientos con nutrientes agregados (NP y NPxdil), presentaron un aumento de
la sefal de clorofila a in vivo (Fig. 11). Ambos tratamientos presentaron un mayor
crecimiento de la comunidad fitoplanctonica, en particular en el tratamiento NP.
También, a tiempo final se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
con y sin nutrientes agregados para este indicador (F;= 7.625, p-valor< 0.05). Una
respuesta similar se observo en el analisis de la fraccion < 10 um de la comunidad
fitoplanctonica. El factor nutriente fue el que generd las diferencias entre tratamientos
(F1= 11.095, p-valor< 0.05).
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Figura 11- Cambios de la biomasa de la comunidad fitoplancténica a lo largo del tiempo, estimada como
la sefial de clorofila a in vivo en cada tratamiento. UFR: unidades de fluorescencia relativa estandarizada.
Simbolos y abreviaciones, circulo blanco (C), Control; circulo azul (dil), con diluciones; circulo verde
(NPxdil), con diluciones y con nutrientes; circulo violeta (NP), con nutrientes. Los simbolos indican valor
promedio (lineas verticales: desvio estandar), n= 3.
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El aumento de la sefal de ficocianina en el tratamiento NP indicé el aumento de
cianobacterias (Fig. 12). Se observo un efecto de interaccion entre ambos factores, en
la sefal para cianobacterias (ficocianina) (F,= 24.56, p-valor< 0.05), siendo dicho valor
en el tratamiento NP mayor respecto a los otros.
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Figura 12- Cambios a lo largo del tiempo de la biomasa de la comunidad fitoplancténica, estimada como
la sefial de ficocianina in vivo (cianobacterias) en cada tratamiento. urr: unidades de fluorescencia
relativa estandarizada. Simbolos y abreviaciones, circulo blanco (C), Control; circulo azul (dil), con
diluciones; circulo verde (NPxdil), con diluciones y con nutrientes; circulo violeta (NP), con nutrientes. Los
simbolos indican valor promedio (lineas verticales: desvio estandar), n= 3.

A partir del dia 7 del experimento se evidencié en el tratamiento NP una mayor
cantidad de cianobacterias relativa a la biomasa total de fitoplancton, indicado por el
cociente pigmentario ficocianina/clorofila (Fig. 13).
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Figura 13- Cambios a lo largo del tiempo de la biomasa de la comunidad fitoplanctonica, estimada como
el cociente ficocianina/ clorofila in vivo en cada tratamiento. Simbolos y abreviaciones, circulo blanco (C),
Control; circulo azul (dil), con diluciones; circulo verde (NPxdil), con diluciones y con nutrientes; circulo
violeta (NP), con nutrientes. Los simbolos indican valor promedio (lineas verticales: desvio estandar), n=
3.

Los tratamientos NP y NPxdil son los que presentaron mayores valores de clorofila a
total en tiempo final (Tabla 5). En términos generales, las concentraciones de
nutrientes son superiores en los tratamientos con nutrientes adicionados respecto a los
que no y a las concentraciones iniciales. Por otro lado, los tratamientos con nutrientes
adicionados presentaron diferencias en la concentracion de Nitrégeno Total, NH; y
NO3, siendo en todos los casos mayores en el tratamiento NP (Tabla 5).

Tabla 5- Concentracion de clorofila a (Clo a) y de los distintos nutrientes de cada uno de los tratamientos
y de la condicién inicial del agua, expresados todos en pgL™ y la relacion NT/ PT (atomos). Nutrientes:
nitrato (NO3), amonio (NHj), nitrégeno total (NT), fosfato (PO,) y fosforo total (PT). Tratamientos: C,

Control; dil, con diluciones; NPxdil, con diluciones y con nutrientes; NP, con nutrientes (n= 3). Se muestra
el valor de la media junto con la desviacion estdndar para cada componente.

Tratamiento Clo a NOs NH, NT PO, PT N:P
C 12.83 +£9.92 79.2+223 1.4+5.0 690.7 + 232.3 20017 118.1+9.0 13.0+4.2
dil 13.75+6.41 80.8 £16.3 26.6 £ 18.6 539.1 +178.9 36.9+4.3 89.9+85 13.4+46
NPxdil 85.27 +4.63 338.8+87.1 224+6.0 9135.3+171.9 659.3+94.3 787.0+23.8 25.7+1.8
NP 79.34 + 35.75 7305.3 + 354.2 98.3+101.8 8927.3+1985.9 5465+76.1 827.6+18.6 23.8+4.9
Inicial 208.2 +29.5 4.7+3.1 747.1+92.8 85.3+9.9 97.8+5.9 17.0+£3.2

La fraccion = 10 um de la clorofila a por extraccion de la comunidad fitoplancténica,
tiene una baja correlacion con los datos de clorofila a in vivo a tiempo final (r= 0.515;
p-valor> 0.05), pero si se evidencid correlacion positiva con la ficocianina in vivo (r=
0.652; p-valor< 0.05). Por otro lado, la concentracién de clorofila a por extraccién de la
fraccion < 10 um se correlaciond positivamente con la clorofila a in vivo (r= 0.622; p-

valor< 0.05), y no con la ficocianina (r= 0.0509; p-valor> 0.05).

Se observaron valores significativamente mas elevados en la clorofila a en los
tratamientos con nutrientes con respecto a los sin nutrientes, en ambas fracciones de
la comunidad fitoplanctonica (= 10 um: F;= 31.864, p-valor< 0.001, < 10 pym: F;=
59.969, p-valor< 0.001) (Fig. 14). En la fraccion menor (< 10 um) fue posible detectar
diferencias significativas para el factor dilucion (F;= 58.677, p-valor< 0.001) (Fig. 14-b),
siendo el tratamiento dil el que presenté una mayor concentracion de clorofila a

relativa al total.
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Figura 14- Boxplot de la concentracion de la clorofila a fitoplanctonica en tiempo final para cada uno de
los 4 tratamientos. a: Fraccidbn mayor e igual a 10 um b: Fraccibn menor a 10 pm. Tratamientos: C,
Control; dil, con diluciones; NPxdil, con diluciones y con nutrientes; NP, con nutrientes. La base y el alto
de las cajas representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las lineas verticales son + 1.5 veces el
rango intercuartilico y la linea horizontal dentro de cada caja indica la mediana, n= 3.

La concentracion de clorofila a por extraccion de la fraccion de fitoplancton < 10 um
representd menos del 20 % del total, con excepcion del tratamiento dil, donde

contribuy6 con mas del 70 % del total (Fig. 15).
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Figura 15- Contribucion relativa de
la fraccion menor a 10 um tamafio
de particula al total de la Clorofila a
por extraccion en tiempo final en los
4 tratamientos. Tratamientos: C,
Control; dil, con diluciones; NPxdil,
con diluciones y con nutrientes; NP,
con nutrientes. Lineas verticales:
desvio estandar, n= 3.
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El ambiente liminico dentro de cada unidad experimental (coeficiente de extincion de

la luz), no varié significativamente entre los tratamientos (Fs;= 2.938, p-valor> 0.05).

6.2.2 Composicion fitoplancténica
En todos los tratamientos se encontraron taxa de fitoplancton distribuidos entre los

grupos Cyanobacteria, Chlorophyceae, Bacillariophyceae, Cryptophyceae vy

Zygnematophyceae (Tabla 6).
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A lo largo del experimento se detectd visualmente la presencia de grandes colonias de
cianobacterias en los tratamientos NP, NPxdil y C. Estas colonias se correspondieron
con cianobacterias del género Microcystis (Fig. 16). La presencia de otros grupos de
cianobacterias, asi como de diferentes grupos eucariotas fue poco significativa en
términos de biovolumen en los mismos tratamientos. A tiempo final, y en concordancia
con lo observado, se encontr6 que en todos los tratamientos el biovolumen
fitoplanctonico estuvo dominado por cianobacterias del género Microcystis, con
excepcion de dil, en donde tuvo un biovolumen menor al 1 % (Fig. 17). Los mismos
tratamientos presentaron elevados valores de biovolumen total, y particularmente de
Microcystis sp., siendo considerablemente mayor en el tratamiento NP (Fig. 18). El
biovolumen total se correlacion6 positivamente con la ficocianina (r= 0.888, p-valor<
0.05).

Tabla 6- Taxa fitoplanctonicos encontradas en las comunidades de todos los tratamientos a tiempo final
seglin los distintos grupos taxonomicos (Cyanobacteria, Bacillariophyceae, Chlorophyceae,
Cryptophyceae y Zygmanophyceae) y segun el orden en el caso de las cianobacterias.

Grupo Taxonémico Taxa

Cyanobacteria

Chroococcal Microcystis sp.
Oscillatorial Oscillatorial 1

Bacillariophyceae

Nitzschia cf. acicularis
Nitzschia sp.
Navicula sp.
Aulacoseira sp.
Fragilaria sp.
Cyclotella sp.
Grupo Synedra
Chlorophyceae

Monoraphidium sp.

Scenedesmus sp.
Ankistrodesmus sp.
Clorofita unicelular 1
Clorofita unicelular 2
Clorofita colonial 1
Clorofita colonial 2

Cryptophyceae

Cryptomonas sp.
Crysophyceae

Mallomonas sp.
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Zygnematophyceae

Coelastrum sp.

Figura 16- Izquierda: Botellas de cultivo correspondiente a los tratamientos NP (izquierda) y NPxdil
(derecha) donde se puede observar una abundante presencia de colonias de cianobacterias del género
Microcystis. Derecha: Microfotografia de una colonia del género Microcystis presente en la comunidad

fitoplancténica del tratamiento NP. Aumento: 200x.

100
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en el BV fitoplanctoénico total (%)
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Contribucion del BV de Microcystis sp.

Tratamiento

Figura 17- Contribucion relativa del biovolumen
de cianobacterias del género Microcystis (% Bv
Microcystis sp.) al biovolumen total de la
comunidad fitoplancténica (v fitoplanctonico) a
tiempo final. Tratamientos: C, Control; dil, con
diluciones; NPxdil, con diluciones y con
nutrientes; NP, con nutrientes. Lineas verticales:
desvio estandar, n= 3.
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Figura 18- Biovolumen (Bv) de cianobacterias
del género Microcystis relativos de cada
tratamiento estandarizados para el valor de
biovolumen minimo (Bv min) de Microcystis sp.
distinto de 0, de entre todos los tratamientos.
Tratamientos: C, Control; dil, con diluciones;
NPxdil, con diluciones y con nutrientes; NP, con
nutrientes. Lineas verticales: desvio estandar,
n=3

biovolumen de

de fitoplancton eucariota de todos los

tratamientos fue significativamente inversa (r= -0.894, p-valor< 0.05 y r= -1, p-valor<

0.05, cianobacterias y eucariotas totales, respectivamente).
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6.2.3 Microcistinas totales
Se detectaron concentraciones de microcistina en todos los tratamientos con
diferencias significativas entre los mismos (F= 11.36, p-valor< 0.01), siendo en el
tratamiento NP mayor al resto de los tratamientos (Tabla 7). Por el contrario, en el
tratamiento dil, en el cudl el registr6 de cianobacterias fue muy reducido, se obtuvo un
valor muy bajo de microcistina (Tabla 7). No se encontrd correlacion significativa entre
la concentracién de microcistina y la clorofila a, pero si hubo una correlacion positiva
significativa con la ficocianina (r= 0.944, p-valor< 0.01). Se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos para el cociente Mic/Fico (concentracion
de microcistina por unidad de ficocianina) (F= 12.059, p-valor< 0.01). El cociente
Mic/Clo a fue significativamente diferente entre los tratamientos con y los sin diluir (F=
11.766, p-valor< 0.01). El tratamiento C fue el que presenté una mayor concentracion
de microcistina relativa tanto por pug de clorofila a por extraccion como por unidad de

fluorescencia relativa de ficocianina (Tabla 7).

Tabla 7- Concentracion de microcistina de cada tratamiento y la estandarizacion de dicha concentracion
con distintos indicadores cuantitativos de fitoplancton: concentracién de Microcistina/ concentracion
Clorofila a (Mic/ Clo a) y concentracion de Microcistina/ Ficocianina (Mic/ Fico). Se presenta el valor de la
media + el desvio estdndar. En cada variable las letras diferentes indican diferencias significativas entre
los tratamientos. Tratamientos: C, Control; dil, con diluciones; NPxdil, con diluciones y con nutrientes; NP,
con nutrientes (n= 3).

Tratamiento Microcistina Mic/ Clo a Mic/ Fico
(MgL™) (Mgpg de clo a®)  (UgUFR de fico™)
C 8.82+3.38b 0.99 £ 0.68 a 0.46+0.14 a
Dil 0.20+0.09 b 0.02+0.01b 0.01+0.00b
NPxdil 287+£4.10b 0.03+0.05b 0.06 £0.07 b
NP 32.35%+9.37a 0.44 £ 0.14 ab 0.19+0.02b
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7 Discusioén

Este trabajo contribuye al conocimiento de la composicion de la comunidad
fitoplanctonica del Rio Negro y sus embalses en relacion a variables limnolégicas. Fue
posible identificar diferencias entre los embalses, los sitios aguas arriba y los sitios
aguas abajo del rio (después de los 3 embalses), en cuanto a la comunidad
fitoplanctonica. Por otro lado, el experimento llevado a cabo fue pionero ya que se
trabajo con comunidades naturales del Rio Negro en microcosmos. Se pudo demostrar
el efecto combinado de las variaciones en el tiempo de residencia y de la
concentracion de nitrato y fosfato sobre el desarrollo y composicion de la comunidad

fitoplanctdnica, como se desarrollara mas adelante.

7.1 Potencial riesgo para la salud humana del agua del Rio Negro, segun
indicadores cuantitativos de cianobacterias

En la Camparfa de febrero del 2013 del Rio Negro se han encontrado elevadas
concentraciones de clorofila a en varios sitios de muestreo, sobre todo en las zonas
embalsadas. En el sitio correspondiente al Embalse Palmar y aguas abajo, la
concentracion de clorofila a supera el Nivel Guia 1 para aguas de uso recreativo
recomendado por la oms (ver Tabla 1). Acorde con estas observaciones, el
biovolumen de cianobacterias en ese mismo embalse también super6 el Nivel Guia 1
(Chorus & Bartram 1999). Chalar et al. (2014) encontraron una mayor e igualmente
elevada concentracion promedio de clorofila a en el embalse Palmar, en comparacion
con los otros embalses del Rio Negro, durante el periodo de estudio comprendido
entre setiembre 2009 y junio 2011. Cabe mencionar que muchas de las caracteristicas
bidticas y abibticas que se observan en el Embalse Palmar dependen en gran medida
de los aportes provenientes por el caudal erogado de los Embalses Bonete y Baygorria
(Chalar et al. 2015). En otros embalses de la region, como el Embalse de Salto
Grande (en el Rio Uruguay), de tamafo y tiempo de residencia similar al Embalse
Palmar, es frecuente encontrar concentraciones de Clorofila a que superan los Niveles

guia establecidos por la oms (O Farrell et al. 2012).

Por otra parte, la concentracion de clorofila a obtenida a tiempo final en todos los
tratamientos del experimento superan el Nivel Guia 1 para aguas recreacionales,
incluso, en los tratamientos con mayor concentracién de nutrientes dicho valor supera
el Nivel Guia 2. Por lo que, condiciones de elevada concentracion de nitrato y fosfato
en el ambiente lo vuelve vulnerable frente al incremento de biomasa fitoplanctonica. La

abundante presencia de cianobacterias se torna mas riesgosa cuando se trata de
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cepas toxicas, las cuales han sido ya reportadas para el Rio Negro (Gonzélez-Piana et
al. 2011).

7.2 Toxicidad de la muestra del Rio Negro

La muestra natural del Embalse Palmar con la cual se llevé a cabo el experimento
presentaron microcistina, indicando la presencia de cianobacterias toxicas. Debido a
los elevados valores de biomasa de cianobacterias determinados en el tratamiento NP,
la concentracién de microcistina fue igualmente elevada, superando el limite maximo
establecido por la oms (1998) de concentracion de microcistina para aguas con fines
recreacionales (20 pgL™) (Chorus & Bartram 1999). Por lo tanto, el riesgo para los

usuarios es mayor frente a una gran biomasa de cianobacterias.

Por otro lado, el tratamiento C fue el que presenté mayores valores de concentracion
de microcistina por unidad de biomasa, revelando que las cianobacterias presentes en
la muestra fueron mas tdxicas por unidad de biomasa cuando crecieron en tiempos de
residencia del agua altos y con concentraciones de nutrientes moderadas. Es decir
gue los organismos (las cianobacterias) fueron mas toxicas cuando crecieron en
dichas condiciones, registrando un aspecto acerca de la fisiologia de las
cianobacterias. A la vez, ante condiciones de bajo flujo hidrico, las toxinas pueden
acumularse ya que no son sometidas al efecto de lavado. En los tratamientos con
diluciones, se genera una remocién de parte del medio, y consecuentemente de la
concentracion de microcistina, por eso los valores encontrados de la toxina fueron
considerablemente menores respecto a los tratamientos sin diluir. Por lo tanto, para
evaluar la peligrosidad potencial de las muestras del Rio Negro, respecto a la
concentracion de toxinas y en relacion al uso del agua, es muy importante atender no
solo a la cantidad de biomasa, sino que también a determinadas condiciones

ambientales.

Estos resultados alertan acerca del potencial riesgo sanitario que se generan en los
embalses del Rio Negro, en donde se registran frecuentemente elevados valores de
biomasa de cianobacterias potencialmente téxicas, sobre todo en los meses de
verano. En los dltimos afios se detectaron concentraciones muy altas de la cianotoxina
microcistina-LR en areas de acumulacién de las floraciones de cianobacterias en los
embalses del Rio Negro, el mayor registro fue de 2662 pgL™ en Palmar, 551 pygL™ en

Baygorria y 2109 ugL™ en Bonete (Gonzéalez-Piana et al. 2011).
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7.3 El Tiempo de residencia del agua como variable explicativa del desarrollo del
fitoplancton

En este trabajo de investigacion se observé que la concentracion de nitrégeno y
fésforo fue similar a lo largo del Rio Negro, sin embargo para las variables bidticas
(concentracién de clorofila a, biovolumen y composicion fitoplancténica), si se

encontraron diferencias entre los distintos sitios.

Las caracteristicas hidrolégicas del ambiente contribuyen a explicar el crecimiento y
composicion de la comunidad de organismos que habitan en un sistema acuatico
(Padisédk et al. 1999; Rangel et al. 2012; Romo et al. 2013; Lu & Gan 2014). En
nuestros resultados, las diferencias encontradas para el biovolumen entre los
embalses y los sitios de muestreo suprayacentes, sugieren un efecto principal del
tiempo de residencia del agua en el crecimiento fitoplancténico. Lee et al. (2014) han
demostrado que el tiempo de residencia del agua tiene una relacion mucho mas fuerte
con la concentracion de clorofila a que la concentracion de nutrientes en un embalse
pequefio mesotréfico (1.6 km?). De todas formas, los embalses no se encontraban
saturados de nutrientes consecuentemente los valores de biovolumen encontrados en
la campafia analizada no refleja el gran potencial que tienen los embalses del Rio
Negro para sostener una gran biomasa de fitoplancton, particularmente de
cianobacterias. Llama la atencion el bajo biovolumen de fitoplancton encontrado en
esta campafa para el Embalse Bonete, el cual es el de mayor superficie y tiempo de
residencia de los 3 embalses del Rio Negro. Estas observaciones en suma con los
bajos valores de caudal del Rio Negro y de sus principales tributarios descrito por
Chalar et al. 2015 en febrero de 2013 y en los meses precedentes, sugieren que el
fitoplancton estaba limitado por nutrientes. Si bien bajo caudal podria favorecer el
crecimiento del fitoplancton ya que se produce un aumento del tiempo de residencia
del agua, cuando los aportes a los embalses son reducidos disminuye el ingreso de

nutrientes, consecuentemente el crecimiento del fitoplancton puede verse limitado.

El factor Tiempo de residencia no permite explicar la elevada concentracién de
clorofila a que se encuentran en los sitios del rio aguas abajo. Sin embargo, podemos
atribuir dichos valores a un efecto de arrastre desde los embalses, en donde se

produce un aumento y acumulacién de fitoplancton.

La importancia del tiempo de residencia como factor clave para explicar el crecimiento
del fitoplancton también pudo ser evidenciada a través del experimento llevado a cabo.
No obstante, este no fue un factor excluyente. Se observé que en el tratamiento NP se

alcanzaron elevados valores de biomasa de fitoplancton en relacion al resto de los
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tratamientos, incluso en el tratamiento con igual concentracion de nutrientes (NPxdil).
O’Farrell et al. (2012) reportaron para el Embalse de Salto Grande, que las
condiciones hidrolégicas fueron los factores determinantes en la regulacion de las
floraciones de cianobacterias de los géneros Dolichospermum y Microcystis (como las
presentes en las muestras del Rio Negro). Ya que la abundancia de estas fueron
disminuyendo a medida que aumentaba la dilucién del medio por la descarga.

7.4 Dominancia de cianobacterias coloniales en tiempos de residencia mayores

En lineas generales se observé que los géneros de cianobacterias estuvieron
asociados a las zonas de embalses y aguas abajo, principalmente las Microcystis sp.
Este género de cianobacterias ha sido igualmente dominante en los meses de verano
en embalses con fines de produccion hidroeléctrica y con dimensiones comparables
con los embalses del Rio Negro (Nogueira 2000; O Farrell et al. 2012). Por ejemplo,
para el Embalse Jurumirim (Brasil), se reporté una baja asociacion entre la ocurrencia
de M. aeruginosa y sitios influenciados por el rio y, sin embargo, una alta ocurrencia
de esta especie en sitios con mayores tiempos de residencia del agua (Nogueira
2000).

A través del Andlisis de Correspondencia, fue posible observar que los diversos
grupos de fitoplancton se agrupan indistintamente a lo largo del Rio Negro, con
excepcién de los dos sitios de muestreo aguas arriba. Estos sitios son los que mas se
diferencian del resto en cuanto a la composicion fitoplancténica, ya que los géneros de
cianobacterias estuvieron practicamente ausentes, desde este punto de vista pueden
ser considerados como los sitios mas pristinos. La comunidad fitoplancténica del resto
de las estaciones se encuentra influenciada por la gran cantidad de biomasa de
fitoplancton producida histéricamente en el Embalse Bonete (Chalar et al. 2015). Los
taxas presentes en la mayoria de las estaciones se corresponden con grupos tipicos
de rios, y que ya han sido reportados en la region: Bacillariophyceae, Cryptophyceae,
Chlorophyceae y Euglenophyceae (Pérez 2002) y las Cianobacterias que ocurrieron
con mayor frecuencia en los embalses. Dentro de los grupos de fitoplancton eucariota,
la clase que domin6 en términos de biovolumen y ocurrencia a lo largo del Rio Negro
fue Bacillariophyceae. Esta clase presenta varios géneros que ocurren con frecuencia
en sistemas eutrdficos (Reynolds 1984), como los encontrados en este trabajo.
Similares resultados fueron reportados en otros estudios para el Rio Negro (Bonilla
1997; Pérez et al. 1999; Chalar et al. 2014), Salto Grande (De Le6n & Chalar 2003) y

para el Embalse Jurumirim (Nogueira 2000).
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En el experimento, la remocion diaria de aproximadamente un ¥ del volumen del
medio total en los tratamientos con dilucion, limité el crecimiento de las grandes
colonias de Microcystis sp., las cuales estaban presentes al inicio en todos los
tratamientos. Estos organismos ademas de tener grandes requerimientos nutricionales
poseen tiempos generacionales mayores por tratarse de organismos de gran tamario.
La tasa de crecimiento exponencial en cultivos de Microcystis aeruginosa es de
aproximadamente 0.48 dias™, por lo cual requieren de ambientes calmos para
incrementar su biomasa (Reynolds 1984). A pesar de que en la muestra del Rio Negro
con la que se llevd a cabo el experimento contenia un importante inéculo de
Microcystis sp., estas solo pudieron aumentar su biomasa bajo condiciones de altas
concentraciones de N y P, y tiempo de residencia. Las condiciones calmas que se dan
en lagos y embalses permiten que Microcystis sp. incremente su biomasa pudiendo
desarrollar floraciones (Huisman et al. 2005). Romo et al. (2013) encontraron
correlacion negativa entre la tasa de renovacion del agua y el biovolumen del
fitoplancton, la clorofila a, y entre el biovolumen de Microcystis aeruginosa (entre 0.01
y 30.49 mm®L™) para un lago costero con variaciones en el tiempo de residencia. Por
otro lado, se pudo determinar en el Lago Erie que tiempos de residencia de entre 40 y
80 dias son suficientes para la generacion de floraciones del género Microcystis,

combinado con altos aportes de nutrientes (Michalak et al. 2013).

7.5 Cambios de la comunidad fitoplancténica segln el tratamiento

Se evidencid un efecto de los distintos niveles de los factores, ya que el crecimiento
del fitoplancton fue diferente entre los tratamientos. Las concentraciones de nutrientes
a tiempo final de los tratamientos muestran que los tratamientos sin adicion de
nutrientes se encuentran probablemente limitados por N (concentraciones de NT
similares a ambientes oligo-mesotréficos), a pesar de ser ricos en PT (relacion N:P=
13). Esta tendencia se apoya en que relaciones N:P mas elevadas resultaron en un
mayor desarrollo de biomasa (N:P aprox. 25). Asimismo, las concentraciones de N
iniciales (del agua del Embalse Palmar, con la que se llevo a cabo el experimento), se
corresponden con un estado mesotrofico. Por lo tanto, frente a un agregado de
nutrientes la primer respuesta de los organismos fue la de crecer, como se observa en

los tratamientos con nutrientes (NP y NPxdil), a partir de los pigmentos in vivo.

En el tratamiento NP se encontrdé una concentraciéon de NO; considerablemente mayor
a la esperada, por lo que se presume un posible error experimental en la
concentracion agregada de la sal de Nitrato, alguno de los dias del experimento. De

todas formas se desestimo la diferencia de concentraciones de dicho nutriente entre el
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tratamiento NP y NPxdil como una posible fuente de variacion, ya que ambos
presentaron concentraciones caracteristicas de ambientes hipereutréficos. No
obstante, la respuesta a lo largo del tiempo evidenciaria el efecto del factor tiempo de
residencia. El decaimiento que se observa para el indicador clorofila a in vivo en el
tratamiento NP coincide aproximadamente con el aumento abrupto de cianobacterias
segun el indicador ficocianina. Por lo tanto, se podria concebir como un remplazo en la
comunidad fitoplanctonica en dicho tratamiento. En los primeros dias, la adicion de
nutrientes fue aprovechada por el fitoplancton eucariota, que al estar dominado por
pequefias diatomeas o clorofitas pudieron aumentar su biomasa prontamente. Luego
las cianobacterias, dominadas por las colonias de Microcystis sp., que son de las de
crecimiento mas lento dentro del fitoplancton, comenzaron a crecer dominando
copiosamente la comunidad fitoplancténica. La relacion de los pigmentos in vivo
(ficocianina/clorofila a) apoyan estas inferencias, ya que se puede ver que la biomasa
relativa de cianobacterias disminuye con el correr de los dias en todos los tratamientos

con excepcion de NP.

La limitacion del crecimiento de las grandes cianobacterias, por el corto tiempo de
residencia del agua del tratamiento NPxdil, permitié que las microalgas eucariotas con
tasas de crecimiento mayores que Microcystis sp., como Clorofitas (2 dias™) o
diatomeas tipo Fragilaria (1.37 dias™) (Reynolds 1984), se desarrollaran a lo largo del
experimento. Por lo que, el menor tiempo de residencia beneficié indirectamente al
nanoplancton (compuesto principalmente por Clorofitas y pequefias diatomeas). En el
tratamiento dil, hacia los udltimos dias, se puede observar un leve aumento de la
biomasa de microalgas eucariotas segun la clorofila a. Las condiciones de menor
concentracion de nutrientes y la remocion diaria del medio de este tratamiento
dificultaron el crecimiento de muchos organismos dentro del fitoplancton. Sin embargo,
cierta fraccién de la comunidad fitoplancténica logré adaptarse a dichas condiciones vy,
al no presentar otros organismos que compiten por los recursos, pudieron prosperar.
Similar a lo descrito para el tratamiento NPxdil, los organismos que pudieron crecer
han de ser de pequefa talla, con tasas de crecimiento altas y, en este caso, con
requerimientos nutricionales que pudieron ser abastecidos con las concentraciones

naturales del medio.

Las inferencias realizadas a partir de las observaciones de las variaciones diarias de la
biomasa fitoplanctonica segun los pigmentos in vivo son apoyadas con los resultados
obtenidos a partir de la clorofila a por extraccién de las 2 fracciones de la comunidad
fitoplanctonica analizada. Estos resultados en conjunto con los antes expuestos

permiten reafirmar las predicciones planteadas acerca de los experimentos en el
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presente trabajo de investigacion: el fitoplancton de menor talla tiene tiempos
generacionales muy cortos, por lo que pudieron crecer en los tratamientos con
menores tiempos de residencia. En los tratamientos con mayores tiempos de
residencia, pudieron mantenerse y en algun caso aumentar su biomasa (tratamiento
NP) las grandes cianobacterias coloniales, que limitaron el crecimiento del fitoplancton

menor a 10 pm.

A partir de los datos de campo, los cuales fueron apoyados con la implementacién del
experimento, fue posible reconocer que solo los nutrientes, como factor, no son
suficientes para explicar los altos valores de biomasa que desarrollaron las grandes
cianobacterias formadoras de floraciones. En este escenario cobra un rol sustancial la
hidrologia del ambiente. Variaciones en el tiempo de residencia pueden afectar la
estructura de la comunidad fitoplancténica: las condiciones de mayor estabilidad fisica
generan el ambiente adecuado para el crecimiento de cianobacterias, particularmente

de las grandes coloniales formadoras de floraciones potencialmente toxicas.
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8 Conclusiones

A través del experimento se pudo determinar el papel fundamental que tiene el tiempo
de residencia del agua, en combinacion con altas concentraciones de N y P, en el
desarrollo de floraciones de cianobacterias de gran tamafio como las del género
Microcystis en un sistema IGtico clave para el pais. Los altos tiempos de residencia de
los embalses, lo convierten en un escenario propicio para el crecimiento abrupto de
grandes cianobacterias formadoras de floraciones, cuando aumentan las
concentraciones de nutrientes debido a los aportes externos desde la cuenca,
tornandose en una situaciéon de alerta. Es decir que condiciones de eutrofia
combinadas con altos tiempo de residencia generan vulnerabilidad en el ambiente
favoreciendo la aparicion de floraciones algales, particularmente de cianobacterias.
Para el Rio Negro y sus embalses es clave controlar los aportes externos, tanto los
difusos como los puntuales, evitando elevadas concentraciones de nutrientes. En los
sistemas loticos, los tributarios, la cuenca y los procesos biogeoquimicos influyen
mucho sobre las diversas variables del rio, por lo que, en futuros estudios, asi como

en programas de monitoreo es sustancian tenerlos en cuenta.

La creacion de embalses para diversos fines es cada vez mas frecuente a medida que
aumenta el consumo humano. Las alteraciones hidrolégicas de sistemas IGticos
eutrofizados, al aumentar el tiempo de residencia, generan condiciones favorables
para la aparicion de floraciones de cianobacterias. Por lo tanto, a la hora de evaluar los
beneficios que los embalses otorgan, se debe considerar las consecuencias
indeseables que estos producen en el ambiente, para los usuarios y el resto de la

biota.

Finalmente, el conocimiento generado a partir de esta investigacion resulta un aporte
fundamental para el area de conocimiento, pues se generd evidencia acerca de la

fisiologia y ecologia de las cianobacterias.
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