REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY @ ® @ INNOTEC 2015, 10 (23 - 39) - ISSN 1688-3691 - 23
BY NC

Herramientas para el monitoreo y sistema de
alerta de floraciones de cianobacterias nocivas:
Rio Uruguay y Rio de la Plata

Monitoring tools and early warning system for harmful
cyanobacterial blooms: Rio Uruguay and Rio de la Plata

Kruk, Carla*®®, Segura, Angel @®), Nogueira, Lucia @, Carballo, Carmela 1), Martinez de la Escalera, Gabriela @,
Calliari, Danilo ®)©), Ferrari, Graciela ), Simoens, Macarena (), Cea, Jacqueline @, Alcantara, Ignacio ®4, Vico, Paula @,
Miguez, Diana ) y Piccini, Claudia *@®,

@ Secciéon Limnologia, IECA, Facultad de Ciencias, UdelaR - @ Grupo de Ecologia Funcional de Sistemas Acuaticos,
UdelaR - ® MAREN, CURE-Rocha - @ Microbiologia, IIBCE, MEC - ) PDU Ecologia Funcional de Sistemas Acuaticos,
CURE-Rocha - © Oceanologia y Ecologia Marina, Facultad de Ciencias, UdelaR - ¢ Laboratorio Tecnologico del Uruguay

Contacto: ckruk@yahoo.com; cpiccini@iibce.edu.uy

RECIBIDO: 2/9/2015 — APROBADO: 14/12/2015

Resumen

Las floraciones de cianobacterias potencialmente toxicas son uno de los problemas mas difundidos en los sistemas
acuaticos a nivel global. Sin embargo, es necesario desarrollar programas de monitoreo sensibles y directamente
aplicables a la prediccion de las floraciones y su gestion. Con este objetivo se combinaron conceptos ecologicos y ge-
néticos para generar herramientas para el monitoreo de cianobacterias. Se utilizaron dos aproximaciones: agrupacion
de organismos en grupos funcionales basados en morfologia y analisis moleculares (PCR cuantitativo en tiempo real)
que indican presencia de genes que codifican para la expresion de cianotoxinas (mcy). Para evaluar las herramientas
se realizaron seis campafias de muestreo bimensuales (2013-2014) en seis estaciones con dos sitios en cada una, a lo
largo del Rio Uruguay y del Estuario Rio de la Plata, desde Salto Grande hasta Punta del Este. Se observ6 un gradiente
marcado en las variables meteoroldgicas, fisico-quimicas, y mayores abundancias de organismos planctdnicos en Salto
Grande y Punta del Este. Se encontro la presencia en todo el gradiente de poblaciones toxicas, con mayor abundancia
en Salto, particularmente del complejo Microcystis aeruginosa (CMA). Las variables ambientales mas importantes
en determinar el gradiente ambiental y las variaciones en las variables bioldgicas fueron la salinidad, la temperatura,
el viento y la turbidez. Los resultados de los nuevos indicadores (presencia en red del CMA y genes mcy) estuvieron
correlacionados con los tradicionales (ej. clorofila-a) en los casos de floraciones mds severas, y fueron sustantivamente
mas sensibles que los tradicionales en situaciones de bajas abundancias. La conjuncién de los resultados se aplicé a la
construccion de un protocolo de monitoreo y un sistema de alerta.

Palabras clave: Floraciones, grupos funcionales, genotipos toxicos, gradiente ambiental, protocolo de monitoreo,
sistema de alerta.

Abstract

Potentially hazardous cyanobacterial blooming constitutes one of the most widespread problems experienced by aquatic
systems worldwide. However, the development of novel monitoring methods sensitive enough to be directly applicable
to predict and manage blooming events is required. In order to fulfill this goal, both ecological and genetic concepts
were combined to generate novel cyanobacteria monitoring tools. Two approaches were used: grouping organisms into
functional groups and utilizing molecular analysis (real time quantitative PCR) as indicators of the presence of genes
that encode the expression of cyanotoxins (mcy). Six bi-monthly sampling campaigns were performed to evaluate the
suitability of these tools (2013-2014) at six locations composed of two sites each one, ranging downstream from Salto
Grande, at the River Uruguay, to Punta del Este, at the Estuary River Plate. A remarkable gradient was observed in the
meteorological, physical and chemical variables, as well as higher abundances in planktonic organisms both in Salto Grande
and in Punta del Este. The most abundant population of toxic species in the whole gradient were found in Salto, and in
particular those belonging to the Microcystis aeruginosa complex (MAC). The most relevant environmental variables
to determine the gradient and the variation in biological variables were: salinity, temperature, wind and turbidity. The
results of the new indicators (presence of MAC in the plankton net and mcy genes) were correlated with the traditional
ones (e.g. chlorophyll-a) demonstrating being much more sensitive in low abundance situations. The conjunction of
results was applied to the construction of a monitoring and early warning system protocol.

Keywords: Blooms, functional groups, toxic genotypes, environmental gradient, monitoring protocol, alert system.
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Introduccion

Necesidad y dificultades del monitoreo
de floraciones fitoplanctonicas

La pérdida de calidad de agua y el desarrollo de floraciones
nocivas de fitoplancton son problematicas actuales de Uruguay
y del mundo (Paerl y Huisman, 2008; Vidal y Kruk, 2008; Vidal
y Britos, 2012). Las floraciones son el crecimiento excesivo de
una o pocas especies en relacién a su concentracién original
(Smayda, 1997; Chorus y Bartram, 1999; Reynolds, 2006).
Estas disminuyen la calidad del agua y la biodiversidad, y
la situacién es mas adversa ain cuando producen toxinas.
En los ecosistemas de agua dulce las toxinas son producidas
principalmente por cianobacterias (Pérez, et al., 1999; De
Leén y Yunes, 2001; Aubriot, et al., 2009; Chorus, 2012). El
aumento de actividades agropecuarias con uso intensivo de
fertilizantes y el vertido de desechos no procesados al agua
son una de las principales causas del aumento de la frecuencia
e intensidad de las floraciones (Mazzeo, et al., 2002; Chalar,
2009; Rodriguez-Gallego, 2010). Son importantes también las
modificaciones fisicas, como la construccion de represas, la
canalizacion yla destruccion de la vegetacion riberefia (Conde,
et al,, 2002a; Conde, et al., 2002b). Las floraciones generan
inconvenientes sanitarios y sociales, asi como grandes pérdi-
das econdémicas (DINAMA, 2009; OSE, 2009; Chorus, 2012).

La preocupacion a nivel mundial sobre las floraciones ha
creado la necesidad de medidas de manejo exitosas. Para ello
es necesario desarrollar monitoreos que generen informacion
rapida, facil de interpretar y til para la prediccion de la ocu-
rrencia e intensidad de las floraciones. Existen varias especies
de fitoplancton y cianobacterias que pueden desarrollar flora-
ciones. Cada especie puede producir mas de un tipo de toxina y
dicha produccién varia con distintas condiciones ambientales,
entre distintas cepas y segun el estado fisioldgico de las células
(Piccini, et al., 2011; Martigani, 2012; Piccini, et al., 2013).

Tradicionalmente se han utilizado estimadores globales de
la comunidad del fitoplancton para su monitoreo, como por
ejemplo la concentracién de clorofila-a (Vollenweider, 1976;
Scheffer, etal., 2003). Estos indicadores son buenas herramien-
tas por su rapidez y simplicidad, pero no consideran diferentes
respuestas y efectos (toxicidad, riesgo sanitario) causados por la
presencia de distintas especies. Por estas razones es sustancial
realizar adecuadas identificaciones taxondmicas de las espe-
cies. Sin embargo, la inspecciéon microscépica es trabajosa y
la ocurrencia de especies problema no es condicion suficiente
para la presencia de toxinas en el agua. Aiin mas, el hecho de
que distintas especies tengan distintas preferencias ambientales
¥, por lo tanto, distintas respuestas al ambiente, hace que su
prediccion a partir de datos ambientales sea practicamente im-
posible (Huisman y Weissing, 2001). Es necesario desarrollar
herramientas que contemplen los mecanismos ecolégicos que
controlan el funcionamiento de las comunidades (Le Quéré,
et al., 2005) pero sinteticen el comportamiento de las cientos
de especies de fitoplancton que pueden ocurrir simultdnea-
mente (Kruk, et al., 2011) y consideren la potencialidad de
producir toxinas (Piccini, et al., 2013). La combinacién de
agrupaciones de las especies en grupos funcionales (Kruk, et
al., 2010; Reynolds, 2012) con aproximaciones que estimen la
potencialidad de producir toxinas, por ejemplo mediante la
identificacion de genotipos tdxicos, surge como una alternativa
relevante (Dittmanna y Borner, 2005).
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Microcystis y microcistinas

Las microcistinas son una de las familias de toxinas mas cono-
cidas, estudiadas y una de las mas frecuentemente detectadas.
Es producida por una gran variedad de géneros, incluyendo
algunas de las especies mds comunmente encontradas en
floraciones, como es el caso de Microcystis aeruginosa (Orden
Chroococcales) (De Leén y Yunes, 2001; Gonzalez-Piana, et
al., 2011) que forma densas floraciones superficiales en todo el
mundo incluyendo Uruguay (De Ledn y Yunes, 2001; Huisman
y Hulot, 2005) y forma parte del grupo funcional basado en
morfologia VII (Kruk, et al., 2010). Existen distintos métodos
de cuantificacion de cianotoxinas en muestras naturales, pero
muchos de ellos presentan desventajas como la reactividad
cruzada, los altos costos y el uso de elementos radiactivos
(Brena y Bonilla, 2009). Si bien en Uruguay se cuenta con la
capacidad técnica para detectar cianotoxinas, esta es todavia
restringida a microcistinas totales y LR. Es necesario el desa-
rrollo de nuevas metodologias para complementar las existen-
tes, considerando la importancia de que estos métodos sean
rapidos, sensibles, confiables, generales y de mediano o bajo
costo. Entre los métodos moleculares se encuentra la deteccion
mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) de genes
marcadores de caracteristicas diagndsticas, como por ejemplo
aquellos que codifican para las enzimas de la biosintesis de las
toxinas (Furukawa, et al., 2006). Asi, amplificando estos genes
se puede inferir la abundancia de células con potencial toxico
en una muestra, de manera altamente especifica.

El objetivo principal de este proyecto fue desarrollar
herramientas de deteccién temprana y monitoreo de ciano-
bacterias potencialmente toxicas. A nivel de los organismos
y comunidades, se implementd una herramienta de moni-
toreo agrupando a los organismos en grupos funcionales
(Kruk, et al., 2010). A nivel genético y molecular, se puso a
punto una metodologia para determinar la abundancia de
cianobacterias productoras de microcistinas basada en PCR
cuantitativo en tiempo real (QPCR). Asimismo, se cuantifi-
c6 la microcistina-LR por HPLC mediante cromatografia
liquida con detector arreglo de diodo (Lawton, et al., 1994).
La aproximacion funcional permite resumir la informacién
de muchas especies e hipotetizar sobre sus respuestas a los
cambios ambientales. La aproximacion genética aporta infor-
macion sobre la potencialidad de producir toxinas. Ambas
son herramientas innovadoras pero faciles de aplicar, rapidas
y que permiten el diagnéstico de situacién antes del desarrollo
de las floraciones. Asimismo, una estrategia sugerida como
adecuada para el monitoreo y gestion de floraciones es el uso
de «arboles de decisién» con valores criticos ordenados en
distintos niveles de alerta y distintos riesgos de exposicion
(Chorus y Bartram, 1999; Bonilla, 2009; Rodriguez-Gallego,
2010). En este trabajo se combinaron ambas aproximaciones
en un protocolo de monitoreo y un sistema de alerta basado
en las nuevas herramientas disefiadas.

Se utilizé un amplio gradiente ambiental y temporal en
el Rio Uruguay y Rio de la Plata para evaluar las herramien-
tas en condiciones que favorecen o limitan el desarrollo de
floraciones, incluyendo desde abundancias muy altas hasta
abundancias indetectables de los organismos que las causan. El
muestreo realizado fue uno de los esfuerzos simultineos mas
importantes que se han hecho en Uruguay. Conjuntamente
con la estimacion de una gran variedad de variables abidticas
y bidticas, comunitarias y moleculares, representa un impor-
tante aporte a la caracterizacion de los ecosistemas acuaticos
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estudiados, los cuales tienen un gran valor socioeconémico
y para la conservacion (e.g. Vizziano, et al., 2001; Acha, et al.,
2008). Ademads, la gran variabilidad de las condiciones abi6-
ticas y bidticas sustentan la aplicabilidad de las herramientas
disefiadas a otros ecosistemas.

Materiales y Métodos

Muestreo

Se realizaron seis camparfias de muestreo entre el 20 de ene-
ro de 2013 y el 30 de marzo de 2014, cubriendo las cuatro
estaciones del afio. Se tomaron muestras en seis sitios a lo
largo del Rio Uruguay y Rio de la Plata (Tabla 1, Figura 1).
En cada uno de estos sitios se midieron variables in situ y
se tomaron muestras en dos estaciones correspondientes a
aguas abiertas (AA) y costa (CO), excepto en el Embalse de
Salto Grande, donde AA y CO correspondieron a los brazos
del embalse generados por los rios Gualeguaycito e Itapebi,
respectivamente (Tabla 1).

Variables in situ y muestras

En cada estacion de muestreo (12) se midid la intensidad
del viento (ms!), la intensidad de la luz con fotoradiéme-
tro (umol fotén m2seg-1) y la temperatura del aire (cC), asi
como también la profundidad de la columna de agua con
ecosonda (m). Utilizando un multiparametro se registraron
en superficie y fondo la temperatura (T, °C), conductividad
(mScm-), oxigeno disuelto (OD, mgL-t), turbidez (NTU)
y salinidad del agua. Se registr6 visualmente la presencia o
ausencia de floraciones definidas como manchas verdes y
la presencia de colonias de cianobacterias en un volumen
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Figura 1. Mapa de los sectores del Rio Uruguay y del
Rio de la Plata que fueron muestreados en este proyecto.
Se indican los sitios de muestreo en circulos y refieren

a las estaciones correspondientes a costa (CO) y aguas
abiertas (AA).

de 20 L de agua superficial observado en un recipiente de
color blanco.

Las muestras de agua para nutrientes, alcalinidad y bio-
légicas se tomaron con una botella Niskin inmediatamente
debajo de la superficie del agua (subsuperficialmente). Las

Localidad Estacion Sitio de referencia Latitud |Longitud C]?)isstt:l(llzris) Pmﬁ(l;()ﬁdad

Salto (RU) AA Brazo Gualeguaycito 31°12° 57° 59 3,7 9,6
Salto (RU) CO Brazo Itapebi 31°11° 57°52’ 0,1 14,0

Fray Bentos (RU) AA Frente a Las Canas 33°10° 58°23’ 2,4 6,5
Fray Bentos (RU) CcO Al S de la PNN 33°10° | 58°21 0,02 1,5
Carmelo (RdIP) AA Frente a Carmelo, beril de canal 34°00° 58°22’ 5,8 17,4
Carmelo (RdIP) CcO Entre Punta Piedras y muelle 34°00’ 58°17° 0,01 2,1
Colonia (RdIP) pp | Smlel meél:;i‘{v deislaSan | 5 070 | 57055 5,9 8,0
Colonia (RdIP) CO Ensenada de la Colonia 34°27 57°51° 0,01 2,0
Montevideo (RdIP) AA Al SE de Buen Viaje 34°58’ 56°05’ 7,7 7,7
Montevideo (RdIP) CO Playa Pocitos 34°55° 56°08’ 0,03 2,3
Punta del Este (RdIP) AA W de Punta Britos Isla Gorriti 34°57° 55° 02’ 6,4 17,0
Punta del Este (RdIP) CO Playa Mansa 34°55° 54° 58’ 0,5 7,0

Tabla 1. Nombre, sitio de referencia y coordenadas correspondientes a las estaciones muestreadas. RU= Rio Uruguay,
RdIP= Rio de la Plata, AA= aguas abiertas, CO= costa, S= sur; N= norte, W= oeste, E= este .
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Nombre Secuencia (5-3’) Tm (°C) espTei;Izli)ﬁE)pb) Referencia
mcyJMF TAGCTAAAGCAGGGTTATCG 51,7 242 Kim et al., 2010
mcyJMR TCTTACTATTAACCCGCAGC 51,9 242 Kim et al., 2010
mcyDF2 GGTTCGCCTGGTCAAAGTAA 55,2 297 Kaebernick 2000
mcyDR2 CCTCGCTAAAGAAGGGTTGA 54,4 297 Kaebernick 2000
mcyBHF03 | AGATTTTAATCCACAAGAAGCTTTATTAGC 54,4 104 Hautala et al., 2012
mcyBHRO CTGTTGCCTCCTAGTTCAAAAAATGACT 57,5 104 Hautala et al., 2012
mcyE127F AAGCAAACTGCTCCCGGTATC 57,6 120 Sipari et al., 2010
mcyE247R CAATGGGAGCATAACGAGTCAA 55,1 120 Sipari et al., 2010

Tabla 2. Primers empleados para amplificar fragmentos de genes para la sintesis de microcistinas mediante gPCR en

tiempo real.

muestras para toxinas fueron congeladas. Las muestras cuan-
titativas de fitoplancton fueron fijadas con solucién Lugol (0,3
a 1% seglin concentracion de la muestra; Kruk, et al., 2009). Se
realizaron también muestreos cualitativos con red de arrastre
con una malla de 25 um de poro; estas muestras fueron fija-
das con formol al 4% y guardadas frescas. Para la colecta de
fitoplancton de gran tamafio se realizaron arrastres con red
conica de 115 um de malla; estas muestras fueron fijadas con
formol 4% neutralizado y en ellas se registro la presencia de
colonias de cianobacterias a simple vista.

Fitoplancton: clorofila-a, composicion,
abundancia y biovolumen

Se determiné la concentracion de clorofila-a (mg L) por
triplicado. Para ello se filtraron volimenes entre 50 y 200 mL
de agua por filtros Whatman GF/F (tamafo de poro nominal
ca. 0.7 pm) que se conservaron a -20 °C. La extraccion se
realiz6 en etanol 95% en oscuridad por 24 hs a 4 °C, segun
Jespersen y Christoffersen (1987).

La identificacion taxonémica de fitoplancton, a partir de
las muestras de arrastre con red, se realiz con microscopio
optico invertido Olympus CKX41 con una magnificacién
de 1000X. Los organismos de fitoplancton de botella fueron
contabilizados y medidos en microscopio invertido Olympus
IX81, el cual tiene integrada una cdmara CCD de alta veloci-
dad marca Olympus DP71, utilizando el software Cell F para
procesar las fotografias. Se utilizaron cdmaras Utermohl (5,
10, 15 mL) de acuerdo a la concentracion de la muestra. Se
realizaron conteos por bandas hasta alcanzar 100 organismos
de la especie mas abundante o 400 organismos en total. Se
midieron todos los organismos observados durante el con-
teo y se realizaron los clculos de dimension lineal maxima
(MLD, pm) volumen (V, pms3) y superficie (um2) individual
utilizando las aproximaciones geométricas mas adecuadas
(Hillebrand, et al., 1999). El biovolumen (mm3 L-1) se calculo
multiplicando el volumen individual de los organismos por
su abundancia. De acuerdo con sus rasgos morfoldgicos los
organismos fueron clasificados en GFBM segun Kruk et al.
(2010) y el algoritmo desarrollado en el software libre R y
disponible en Kruk y Segura (2012). Las especies fueron

ademas clasificadas en las principales clases taxonomicas
(i.e. cianobacterias).

Extraccion de ADN

El método empleado para la puesta a punto del método se basd
en el descrito por Zhou et al. (1996). Para ello, 250-300 mL de
agua se filtraron a través de filtros de membrana de celulosa de
0.2 um de tamario de poro. Los filtros se almacenaron en placas
de Petri estériles a -20 °C hasta su empleo para extraccion de
ADN. Una vez extraido el ADN y confirmada su calidad por
espectrofotometria, se almaceno a -20 °C hasta su empleo en
el qPCR. Los parametros determinados para luego cuantificar
el niimero de copias fueron el volumen filtrado de muestra yla
cantidad total y concentracién del ADN obtenido por muestra.

PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

El gPCR se ajust6 utilizando primers especificos para varios
genes del cluster que codifica para la sintesis de microcistinas
(mcy), los cuales se obtuvieron de la literatura (Tabla 2). Para
las reacciones se usé el kit Power SYBR Green PCR (Invi-
trogen) con un volumen final de reaccién de 20 pl: 9,5 ul de
agua, 0,5l de BSA (30mg ml-1), 7,76 ul de mix (Power SYBR
Green PCR), 0,12 pl de cada primer (50 uM) y 2 ul de ADN
de la muestra. El termociclador utilizado para los ensayos de
qPCR fue TouchTM Real-Time PCR Detection System (BIO
RAD) y las condiciones de ciclado fueron 2 min a 50 °C, 15
min a 95 °C y 40 ciclos de 15 seg a 94 °C, 30 seg a 60 °C y 30
seg a 72 °C. Al final se realiz6 la curva de melting desde 65
°Ca95°C, en incrementos de 1 °C cada 4 seg para confirmar
la especificidad del fragmento amplificado.

Curva de calibracion y cuantificacion
del numero de copias génicas

La eficiencia de amplificacion de los genes fue determinada
empleando vectores (plasmidos) que contienen los fragmentos
génicos clonados. Para cuantificar el nimero de copias de cada
gen en las muestras se realizaron diluciones seriadas de -10 a
-100000 de los genes clonados, se realizé el ajuste de la curva
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y se determin el numero de copias. Una vez conocido el nd-
mero de copias génicas que contenia cada reaccion de PCR,
se calculd el nimero original de copias en la muestra (basados
en el volumen filtrado y el rendimiento de ADN obtenido).

HPLC microcistinas

La microcistina-LR fue cuantificada por HPLC mediante
cromatografia liquida con detector arreglo de diodo PEC.
AGROPEC.071, basado en la Norma ISO 20179 (International
Organization for Standarization, 2005) y Lawton et al. (1994).

Anadlisis de nutrientes

El amonio (NH,*) se midi6 por medio del método de inyec-
cion en flujo, basado en QuikChem Method 10-107-06-2-P
(modificado) y por el método electrométrico basado en la
norma estadounidense Standard Methods: 4500 NH3-D. El
nitrégeno total se estimd por combustion y oxidacién a dio-
xido nitroso y posterior deteccién por quimioluminiscencia,
descrito por la norma ISO/TR 11905-2 (International Organi-
zation for Standarization, 1997). El fésforo total (PT) también
se analizo utilizando FIA, pero segun el método del fabricante
del equipo Lachat, QuikChem Method 31-115-01-3-D (La-
chat Instruments, 2009). Los silicatos fueron evaluados por
medio del método de determinacién espectrofotométrico del
molibdosilicato, siguiendo la norma estadounidense Standard
Methods: 4500-SiO2 C.

Analisis de datos

Las relaciones bivariadas se evaluaron mediante el coeficiente
de correlacidn de Spearman, indicado como rs en el texto. Se
utilizaron pruebas no paramétricas (e.g. Kruskal-Wallis, H)
para detectar diferencias en los indicadores tradicionales y
desarrollados en este trabajo frente a la presencia o ausencia
de floraciones definidas como manchas verdes y frente a la
presencia de algas verde-azuladas en el copo de la red de
malla de 115 um arrastrada por ~2 minutos. Las técnicas
no parameétricas fueron aplicadas porque varias variables no
tuvieron distribucion normal y fueron heterocedasticas, por
lo que no fue posible cumplir con los supuestos de las técnicas
paramétricas. Se utilizé un modelo de regresion lineal simple
para evaluar la relacidn entre la temperatura del agua y del
aire. Para analizar la relacion entre las variables ambientales
y las variables bioldgicas, incluyendo el biovolumen de los
grupos III, V, VI, VII y otros (Gotros), el biovolumen de cia-
nobacterias total (Ciano), la concentraciéon maxima de genes
mcy (mcy_max) y la concentracion de clorofila-a (Cloa), se
utilizaron analisis de correspondencia canonica. Se realizé
un analisis de correspondencia con remocion de tendencias
(DCA) para seleccionar el tipo de andlisis mds adecuado en
base a la longitud del gradiente de cambio de los grupos.
Como la longitud del gradiente fue 1,60 unidades de desvio
estandar se realizé un andlisis de correspondencia canénico
(CCA) (Ter Braak y Smilauer, 1998). Las variables abidticas
incluidas fueron todas las formas de nutrientes, intensidad
del viento, temperatura, turbidez, salinidad, luz en el aire,
alcalinidad y conductividad. La matriz abiética fue centrada
y estandarizada, mientras que las variables bioldgicas fueron
logaritmizadas (Log,, (x+1)). La significancia de los analisis
de ordenacidn se determiné mediante la prueba de Monte-
carlo, utilizando 499 permutaciones. Se evalué la importancia
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de cada variable con un procedimiento de seleccién hacia
adelante (CCA forward) para incluir aquellas que no fueran
redundantes con las variables ya introducidas en el modelo; se
confirmaron estos resultados utilizando el factor de inflacién
de varianza (VIF). Todos los analisis fueron realizados con el
programa libre R version 3.1.3. (R Core Team, 2013); paralos
andlisis de ordenacion se utilizé el paquete Vegan.

Resultados

Caracterizacion ambiental

Se observaron marcados gradientes en el tiempo y en el
espacio. La profundidad vari6 entre 1 y 17 metros (Tabla 1).
Los sitios mas profundos correspondieron al embalse de Salto
y a aguas abiertas en Punta del Este. Las estaciones costeras
fueron siempre las mas someras, excepto en el caso de Salto,
donde no se mantuvo el esquema costa-aguas abiertas.

Las variables meteoroldgicas y oceanograficas presentaron
una marcada estacionalidad, particularmente la temperatura,
intensidad de luz e intensidad de viento (Figura 2A-C). La
temperatura superficial del agua varié desde 11 a 34 °Cy estuvo
linealmente relacionada con la temperatura del aire (Tagua, °C
=4.3 4+ 0.69 Taire, R2= 0.61). La irradiancia sobre la superficie
del agua present6 valores entre 500 y 4000 pmol foton mz2seg-!
al mediodia y no estuvo relacionada con los indicadores de
disponibilidad de luz en la columna de agua. El viento varié
entre situaciones de calma (0 ms-) y brisa fresca (9 ms!). La
temperatura e irradiancia tuvieron un comportamiento similar
con mayores valores en los meses de verano. La mayor inten-
sidad del viento se observé en invierno, y tuvo una relacién
negativa con la temperatura (rs= -0.40, p <0.05).

Los cambios en la salinidad y turbidez fueron marcados
en el gradiente espacial (Figura 2D-F). La salinidad fue 0 en
las estaciones correspondientes al Rio Uruguay y en la parte
interior del Rio de la Plata (Salto, Fray Bentos, Carmelo y
Colonia), tomando valores de 33 en la zona estuarina media y
externa (Montevideo y Punta del Este). Montevideo presentd
la mayor variacion estacional de salinidad (rango= 7-33). La
turbidez tuvo mayores valores en Carmelo y Colonia. Ademas
de los cambios estacionales en la temperatura del agua, esta
variable mostré un patrén espacial con una tendencia a valores
mayores en Salto y menores en Punta del Este.

El fésforo total tuvo mayores valores en Montevideo y
Colonia (Figura 3). La concentracién de amonio fue mayor
en Salto y Montevideo, donde también se observé la mayor
variabilidad (Figura 3). El silice tuvo una media de 14,3 mg L!
y presento6 una tendencia a disminuir espacialmente desde Salto
hasta Punta del Este (Tabla 3). El fosfato vari6 entre indetectable
y 69 ugL-1, con mayores concentraciones en Montevideo (Tabla
3). El nitrato tuvo un valor medio de 1,45 mgL-! y sus mayores
valores se observaron en Fray Bentos (Tabla 3).

Estimadores globales de fitoplancton
e indicadores de floraciones

Se observaron floraciones en la estacion de aguas abiertas de
Salto en verano e invierno, incluyendo enero, marzo y junio
de 2013, asi como en la estacion costa de Salto en marzo de
2014. Ademas de Salto, solo se observé un evento de flora-
cién en Colonia en marzo de 2013. La presencia de colonias
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Figura 2. Variabilidad temporal (A-C) y espacial (D-F) de la irradiancia, temperatura, intensidad del viento y turbidez
en el Rio de la Plata en el periodo de estudio y para los seis sitios muestreados. Se muestran las medianas y los rangos

intercuartiles.

formadoras de floraciones ocurrio en todo el gradiente es-
pacial, salvo en la estacion aguas abiertas de Punta del Este.
Estas colonias aparecieron en la mayoria de las estaciones en
gran parte de las fechas de muestreos y correspondieron en
su gran mayoria a organismos de gran tamano del complejo
Microcystis aeruginosa (CMA), los cuales forman parte del
GFBM VII que se detalla mas adelante.

La concentracién de clorofila-a por extraccion fue mayor en
Salto y Punta del Este, con valores bajos en la zona intermedia del
gradiente. El biovolumen total de fitoplancton siguié un patrén
similar con una media de 65 mm3L-! (Tabla 3), correlacionado

conla clorofila-a (rs = 0,5, p <0,05). En cambio, el biovolumen de
cianobacterias fue mayor en Salto (2174 mm?3L-1) y disminuyé
hacia Montevideo y Punta del Este, donde fue indetectable en
varias ocasiones (Tabla 3), sin estar significativamente relacio-
nado con la concentracién de clorofila-a.

Composicion especifica y grupos
funcionales basados en morfologia

Durante el estudio se identificaron un total de 221 especies y se
registro la presencia de los 7 GFBM definidos (lista disponible
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Figura 3. Variacion espacial de la concentracién de fosforo total (PT), amonio (NH,) y biovolumen total de
cianobacterias.

Sitio (l?r\l/mtfﬁg ciano]l;;;,cteria Mlcr(}fﬁStlna_ (Pli_Sl NO_31 SiO_zl
(mm>3L-1) (mgL) pgL-1) (mgL-1) (mgL-1)
Salto 361,4 457 7,07 19,9 1,8 14,4
0,2-2188 ind-2175 0,4-15 ind-53,0 0,4-3,6 12,3-16,6
Fray Bentos 0,5 0,06 ind 19,9 Al 16,2
0,1-3,4 ind-0,49 - Ind-59,0 0,7-3,8 13,0-25,4
Carmelo 1,4 0,35 ind 27.7 1,8 14,2
Ind-3,8 ind-2,90 - Ind-64,0 1,1-3,3 11,9-16,6
Colonia 4,7 0,8 0,24 314 1,7 14,3
Ind-42,6 ind-9,11 ind-0,34 Ind-67,0 1,4-2,5 12,4-16,1
Montevideo 2,35 1,40E-004 ind 23,8 0,6 6,14
0,1-6,7 ind-8,5 E-4 - 3-69 0,4-1,5 2,20-11,9
Punta del 19,8 2,82E-04 ind 21,6 0,4 4,71
Este
0,6-141,4 ind-0,0029 - Ind-67,6 0,4-0,5 0,64-11,1

Tabla 3. Valores medios y rangos de variables bioldgicas y nutrientes disueltos en cada sitio de muestreo. BV=
biovolumen, PSR= fésforo reactivo soluble, NO,= nitrato, SiO,= silice, Ind= indetectable.
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solicitdndola al autor de contacto de este articulo). De estos, los
grupos V (flagelados de tamafio medio) y VI (organismos con
pared de silice) fueron los que mayor aporte hicieron al biovo-
lumen total de la comunidad de fitoplancton (rs = 0,70; p < 0,05
y rs = 0,51; p < 0,05, respectivamente). El GFBM VII (colonias
de gran tamafio con mucilago) fue el grupo que incluye ciano-
bacterias que alcanz6 mayores biomasas (media = 57,2 mm3L-;
rango= ind-2173 mm3L-!) siendo dominante en Salto (media
=454 mm3L) y disminuyendo hacia Punta del Este (media =
1,07E-3 mm3L-1). Asimismo, fue el grupo que aportd en mayor
proporcion al biovolumen total de cianobacterias (rs = 0,84, p <
0,05). Dentro del grupo VII se identificaron 14 especies en su ma-
yoria integrantes del Complejo Microcystis aeruginosa (CMA).

Microcistinas

La concentracion de microcistina-LR se encontrd en general
bajo el limite de deteccidn, salvo en cinco ocasiones. En Salto
(estacion aguas abiertas) alcanz6 su maximo valor en enero
de 2013 con 15 pgL-! (Tabla 3). Fue nuevamente detectada en
marzo del mismo afio en Salto y Colonia, pero con menores
valores (Tabla 3).

Cuantificacion de genes
para la sintesis de microcistinas

Se puso a punto la metodologia basada en qPCR que permite
determinar rapidamente la presencia y abundancia de ciano-
bacterias productoras de microcistina en muestras de agua.
Ademas, se determind la concentracién de dichas toxinas
por HPLC. Se detectaron genes mcy en virtualmente todas
las fechas y estaciones de muestreo (media = 1,70E+04 co-
pias mL-, rango = ind - 8,33E+05 copias mL-1). Las mayores
abundancias se registraron en la zona de Salto Grande y Fray
Bentos, disminuyendo significativamente hacia las estaciones
estuarinas (Montevideo y Punta del Este).

Se utilizo la relacion entre la concentracion total de genes
mcy'y el biovolumen del CMA como indicador de la propor-
cién de organismos con el potencial de producir toxinas. Esta
fue mayor en Salto y disminuy?6 hacia Punta del Este, aunque
alli no llego a ser 0 (Figura 4). Este indicador fue positivo en
un numero mucho mayor de casos que la concentracion de
microcistintas-LR (Figura 4).

Relaciones entre distintos indicadores
bioldgicos y las condiciones ambientales

Los indicadores simples como la presencia de colonias de CMA
observables a simple vista en un recipiente blanco y la presen-
cia de floraciones de cianobacterias como manchas verdes en
la superficie del agua, estuvieron positivamente asociadas a
los indicadores estimados con metodologias mas complejas
(Figura 5). En condiciones de presencia de colonias no se
observaron diferencias significativas en la concentracion de
clorofila-a total o de biovolumen total de fitoplancton (Figura
5AyB). Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas
cuando se analizé el biovolumen del grupo VII en relaciénala
abundancia de genes mcyBy mcyE (Figura 5 C, Ey F). Cuando
hubo colonias se observé una mayor concentracion de micro-
cistinas (H, ,,, = 7,319, p = 0,01). Comparando situaciones de
presencia o ausencia de floraciones se observaron diferencias
en todos los indicadores, incluyendo las microcistintas (H, ,,
=13,76, p < 0,001) (Figura 5G a L).
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Figura 4. Relacion entre la concentracion de genes mcy y el

biovolumen del complejo Microcystis aeruginosa (CMA) a
lo largo del espacio.

Las variables finalmente seleccionadas en el CCA como
mejor conjunto explicativo de las variables biolgicas fueron:
NO,;, SiO,, viento, temperatura, turbidez, salinidad y luz en
el aire (Figura 6). De la totalidad de la varianza (inercia) 41%
fue explicada por las variables bioldgicas condicionadas por
las ambientales, mientras que el 59% fue explicada por las
variables bioldgicas propiamente dichas. El R? fue 0,41 y el
test de Montecarlo tuvo un F=3,52 con un p<0,01.

Se observé un gradiente de mayores temperatura, turbidez,
luz en aire y concentracion de nutrientes (representativo de es-
taciones limnicas) a mayores salinidades e intensidad de viento
con menores temperaturas y nutrientes y menos disponibilidad
deluzenla columna de agua (representativo de estaciones mas
marinas) (Figura 7). Los grupos V (flagelados de tamario me-
dio a grande) y VI (diatomeas) se asociaron a las condiciones
marinas, mientras que los grupos VII, III y otros estuvieron
asociados aambientes limnicos. Dentro de las condiciones lim-
nicas el grupo VII, las cianobacterias y la presencia de colonias
prefirieron condiciones de mayor concentracion de nutrientes
y luz incidente, mientras que el grupo I, la presencia de flora-
ciones, otros grupos y la presencia de colonias de CMA en red
de zooplancton, junto con la concentracién de clorofila-a y la
abundancia méaxima de genes mcy, se asociaron a condiciones
intermedias de nutrientes y mayores temperaturas.

Esquema de monitoreo
de floraciones toxicas del CMA

En base a los resultados previos se propuso un sistema de
alerta y monitoreo dinamico en el cual es posible identificar
tres grandes etapas: 1) andlisis visual del espejo de agua, 2)
analisis visual de concentrado de agua in situ 'y 3) analisis de
laboratorio con metodologias simples (Figura 7). De forma
esquematica, en la etapa 1 se parte del andlisis visual del agua,
la cual puede presentar floraciones que son evidentes a simple
vista y se reconocen como manchas verdes superficiales. Este
nivel de alerta debe disparar la generacién de medidas pre-
cautorias urgentes que varian segtin los usos del ecosistema.
En caso de no ser visible una floracién, se continta con la
etapa 2, que incluye desde la colecta de 20 litros de agua en
un recipiente de color blanco para identificar visualmente
la presencia de colonias, hasta el arrastre de grandes volu-
menes de agua (ca. 7000 L) con redes de 100 pm de malla
utilizando embarcacién con motor. En la etapa 3 se toman
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Figura 5. Valores medios y rangos intercuartiles de indicadores tradicionales (clorofila-a, biovolumen total de
fitoplancton, concentracion de microcistina-LR) y desarrollados en este trabajo (biovolumen del grupo funcional

basado en morfologia GVII, abundancia de genes mcyB y E) con indicadores de presencia y abundancia de organismos
formadores de floraciones de cianobacterias del complejo Microcystis aeruginosa (CMA). Los paneles de A a F indican los
valores de estos indicadores frente a la presencia o no de colonias de CMA en un balde blanco de 20 litros y los paneles G
a L los valores frente a la presencia o no de floraciones identificadas como manchas verdes en la superficie del agua. Las
lineas rojas corresponden a niveles guia descritos en Chorus (2012).
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Figura 6. Triplot mostrando los resultados del analisis
de correspondencia candénica (CCA), incluyendo los
sitios (circulos), las variables bioldgicas y las variables
ambientales (flechas). Se muestran el primer (CCA1)

y segundo (CCA2) ejes candnicos. Los circulos que
representan los sitios estan coloreados de negro y

verde, indicando la presencia o no, respectivamente, de
colonias de CMA en los arrastres de red de zooplancton.
Abreviaciones descritas en Materiales y Métodos.

muestras que seran evaluadas en el laboratorio utilizando
distintas técnicas, incluyendo analisis al microscopio 6ptico,
evaluacion de la presencia de toxinas en el agua (HPLC) y, en
el caso de contar con la infraestructura necesaria y cuando
el uso previsto del agua asi lo amerite (potabilizacién por
ej.), se puede aplicar qPCR en tiempo real para la detecciéon
y/o cuantificacién de genes involucrados en la sintesis de
microcistinas. Asi, no solo se tendra informacion sobre la
presencia de colonias de organismos del CMA, sino también
sobre su potencial toxicidad.

Discusion

Los principales resultados de este trabajo incluyen la puesta a
punto de métodos combinando aproximaciones funcionales
y moleculares para determinar y monitorear cianobacterias
formadoras de floraciones potencialmente toxicas. Este tipo
de herramientas son cada vez mas exploradas en estudios
de ecologia en general (Mc Gill, et al., 2006) y su aplicacién
con fines técnicos se ha iniciado recientemente (Dittman-
na y Borner, 2005; Pearson y Neilan, 2008; Padisak, et al.,
2009; Humbert, et al., 2010). Su importancia radica en la
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Protocolo de generacion de alertas

Accion

Aspecto

Observacion de
manchas verdes en la
superfcie del agua

Fase 1

Presencia de colonias
en20L

Arrastre de red de
zooplancton
ca. 100 pm,
2 min, aprox. 7000 L

Fase 2

Arrastre de red de
fitoplancton 25 pm,
analisis microscopico

Analisis por gPCR

Fase 3

INNOTEC 2015, 10 (23 - 39) - ISSN 1688-3691 - 33

Evaluacion de
indicadores

¢Presencia
de floraciones
superficiales?

Alerta ROJA

{Presencia
de colonias
visibles?

N4
;Presencia de Si
12
CMA en red? Alerta AMARILLA
N

{Presencia
de GFBM
potencialmente
toxicos?

Métodos para
concentracion
de toxinas

{Presencia
genes de
toxinas?

No hay peligro

Figura 7. Protocolo de monitoreo y sistema de alerta. CMA= Complejo Microcystis aeruginosa, GFBM = grupos

funcionales basados en morfologia, gPCR = PCR cuantitativo.

consideracion de los distintos niveles de organizacion y los
multiples factores condicionantes de las comunidades bio-
légicas, resumiendo la informacidn sin perder la necesaria
para entender los principales mecanismos ecolégicos con-
dicionantes. De esta manera es posible mejorar la gestion de
las problematicas ambientales, incluyendo la predictibilidad
de las medidas y cambios adoptados (Mc Gill, et al., 2006;
Padisak, et al., 2009; Borics, et al., 2014).

Caracterizacion ambiental

Se observaron marcados gradientes espaciales y estacionales en
el continuo Rio Uruguay - Rio de la Plata. Si bien no existen
estudios previos que simultdneamente analicen estos dos eco-
sistemas, nuestros resultados coinciden con estudios realizados

independientemente para el Rio dela Plata (i.e. Mianzan, etal.,
2001; Acha, et al., 2008; Garcia y Bonel, 2014) y algunas zonas
del Rio Uruguay (i.e. Ferrari, etal,, 2011; Saizar, et al., 2011). Las
diferencias de turbidez y salinidad marcaron las zonas de in-
fluencia dulceacuicola y marina, las cuales estuvieron separadas
por los frentes de salinidad y turbidez, como ya se ha sefialado
en trabajos previos (Framifian y Brown, 1996; Guerrero, et al.,
1997; Acha, et al., 2008; Kruk, et al., 2014). Las variaciones de
temperatura e irradiancia se correspondieron con condiciones
promedio de los registros histdricos (Garcia-Rodriguez, et al.,
2013). Larelacion significativa entre la temperatura del aire y del
agua permitiria en futuros trabajos utilizar esta variable como
un buen indicador de las condiciones en los ecosistemas. La
intensidad del viento fue también determinante de la dinamica
espacial local (Sathicg, et al., 2014).
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Cuando se analizaron los nutrientes en el gradiente no
se observaron patrones claros, salvo los aumentos asociados
a Salto y Montevideo, posiblemente vinculados a la conta-
minacién urbana (Muniz, et al., 2011). De acuerdo a Salas y
Martino (1991), y en base a valores medios anuales de fosforo,
todos los sitios de muestreo pueden clasificarse entre meso
a hiper-eutroficos. La disminucion de silice hacia Punta del
Este mostré una disminucion de los efectos de la costa y fue
lo esperable para una variable conservativa (Calliari, et al.,
2005). En cuanto ala calidad de agua asociada alos nutrientes
y segun los umbrales establecidos en las normativas (Decreto
237/979, Uruguay, 1979), la concentracion de fosforo total fue
superior a la permitida para aguas de potabilizacién y estuvo
dentro del rango aceptable para aguas de recreacion en la
mayor parte delos sitios y fechas de estudio. Esto es relevante,
ya que indicaria que no hay problemas para los usos recrea-
tivos de los cuerpos de agua, pero si podria haber problemas
para toma de agua potable, ya sea en tomas existentes o para
el futuro establecimiento de nuevas. Monitoreos realizados
previamente en el Rio Uruguay ya habian identificaron va-
lores de fésforo por encima de los permitidos en Uruguay
(Saizar, et al., 2011). La concentracion de amonio alcanzé
valores mayores a los limites establecidos en este decreto en
Salto y Montevideo.

Estimadores globales de fitoplancton
e indicadores de floraciones

Solo se observaron floraciones de cianobacterias formando
manchas en Salto y Colonia. Estas floraciones correspondie-
ron a Microcystis aeruginosa y otras especies y géneros afines
agrupados en el Complejo Microcystis aeruginosa (CMA).
Estas son muy frecuentes en nuestro pais, donde desarrollan
importantes floraciones en el verano, tanto en el Rio Uruguay
como en el Rio dela Plata (De Ledn y Yunes, 2001; Kruk y De
Ledn, 2002; Vidal y Kruk, 2008; Bonilla, et al., 2011; Ferrari,
et al,, 2011; Vidal y Britos, 2012). Cabe destacar que uno de
los eventos de floraciones con formacion de acumulaciones
en la superficie del agua ocurrié en junio con temperaturas
de 14 °C en el agua. Esto es especialmente significativo dado
que estudios previos indican que estos organismos tienen
optimos de temperatura para el crecimiento cercanos a los
25 °C (Paerl y Huisman, 2009). A pesar de que por métodos
tradicionales (muestreo con botella) la presencia de CMA
fue solo registrada hasta Colonia, la utilizacién de redes que
permiten concentrar grandes volimenes de agua detecto la
presencia de organismos formadores de floraciones del CMA
en todo el gradiente y la mayor parte del ano.

La biomasa de fitoplancton estimada como clorofila-a y
biovolumen fue mayor en los extremos del gradiente geogra-
fico (Salto y Punta del Este), en concordancia con estudios
previos (Gémez, et al., 2004; Calliari, et al., 2005; O’Farrell, et
al., 2007; Acha, et al., 2008). La clorofila-a de acuerdo a Salas
y Martino (1991) permiti6 clasificar a los sitios entre meso a
hiper-eutrdficos (Salas y Martino, 1991).

El biovolumen de cianobacterias estimado por conteo
clasico a partir de muestras de botella fue mucho mayor en
Salto e indetectable hacia Punta del Este. Esto coincide con
estudios que mostraron muy altas abundancias de cianobac-
terias en el embalse de Salto Grande, particularmente en el
brazo de Gualeguaycito (O’Farrell, et al., 2012). En Salto esta
variable sobrepaso los limites recomendados por normativas
internacionales para agua de uso recreativo (Chorus, 2012).
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Esto se deberia a las mayores temperaturas, mayor estabilidad
del aguay concentraciones suficientes de nutrientes observa-
das en el embalse de Salto Grande, como han sugerido otros
estudios (Chalar, 2009; O’Farrell, et al., 2012).

La alta clorofila-a y biovolumen de fitoplancton en las
estaciones salinas estaria dada por una alta disponibilidad de
recursos, luz y nutrientes, pero a diferencia de lo observado
en Salto no estaria representada por cianobacterias, sino por
diatomeas y flagelados. Esto es concordante con trabajos
realizados en el Rio de la Plata, donde hay un gradiente en
la estructura comunitaria desde zonas de influencia limnica
a zonas de influencia marina (Ferrari y Pérez, 2002; Ferrari,
2008; Ferrari, et al., 2011; Kruk, et al., 2014).

Composicion especifica y grupos
funcionales basados en morfologia

De todas las especies observadas y segun la literatura (i.e.
Chorus, 2012) el 13% fueron potencialmente toxicas e in-
cluyeron cianobacterias, dinoflagelados y diatomeas. De las
especies potencialmente téxicas y de acuerdo a la literatura,
27% fueron potenciales productoras de saxitoxinas, 37% de
microcistinas y 36% de otras toxinas. En un estudio realizado
entre 2006-2009 en el Rio Uruguay, un total de 24 taxa fueron
identificadas, con los géneros Dolichospermum y Microcystis
como las especies mas representativas en las floraciones de
cianobacterias en el Rio Uruguay (Ferrari, et al., 2011).

El GFBM VII fue el grupo que alcanz6 mayores biomasas,
dominando en Salto y disminuyendo hacia Punta del Este.
Esto coincidié con lo encontrado previamente en la misma
zona (O’Farrell, et al., 2012). Este grupo incluye colonias
mucilaginosas de gran tamafo que controlan su posicion en
la columna de agua (Reynolds y Walsby, 1975; Reynolds, et
al., 2002; Reynolds, 2007; Kruk, et al., 2010). Estos organis-
mos son sensibles a las bajas concentraciones de nutrientes
y resistentes a la depredacion y el bajo tiempo de residencia
(Reynolds, 2002; Kruk, etal., 2010; Kruk, et al., 2012). Pueden
alcanzar altas biomasas y formar floraciones superficiales, y
son los unicos que presentaron floraciones en el periodo de
estudio. Dentro de las 14 especies observadas de este grupo,
siete fueron potencialmente toxicas y estuvieron principal-
mente representadas por el CMA, incluyendo al menos seis
especies de este grupo. Todas ellas forman grandes colonias
con mucilago y aerotopos, se caracterizan ademas por tener
un ciclo de vida conspicuo y colonias que sobreviven al
invierno en el sedimento (Reynolds, et al., 1981; Komarek
y Komarkova, 2003). Otsuka et al. (1999; 2000) basados en
secuencias del operon de ficocianina y el espaciador trans-
cripto intergenético (ITS), propusieron la unificacién de todas
las especies de Microcystis en un tnico complejo Microcystis
aeruginosa (CMA) (Otsuka, et al., 1999; Otsuka, et al., 2000;
Bittencourt-Oliveira, 2003). Las especies de este grupo se
caracterizan por producir varias toxinas, principalmente
microcistinas (MC), de las que potencialmente producen al
menos 11 variedades, incluyendo MC-LR. Estudios previos
han indicado co-dominancia de especies del GFBM VII
con especies el grupo III (filamentos de gran tamario, alta
relacion superficie/volumen y aerotopos) (Ferrari, et al,,
2011). Sin embargo, en este estudio el biovolumen de este
grupo y de especies representativas como Dolichospermum
fue relativamente bajo.

El grupo VII se caracteriza por su sensibilidad a la
profundidad de mezcla y la disponibilidad de nutrientes
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(Kruk, et al., 2010; Kruk y Segura, 2012), siendo favorecido
en ecosistemas de mayor estado tréfico, alta residencia del
agua y estabilidad de la columna de agua, lo que le permitiria
formar floraciones superficiales (Chorus y Bartram, 1999;
Kruk y Segura, 2012). Sumado a esto, las mayores tempera-
turas habrian favorecido las altas biomasas alcanzadas (Paerl
y Huisman, 2009; Kruk y Segura, 2012).

Microcistinas y genes mcy

La concentracion de microcistina-LR fue en general inde-
tectable, salvo en Salto y Colonia. Por otro lado, los genes
mcy estuvieron presentes en todo el gradiente indicando el
potencial para el desarrollo de floraciones en todos los sitios
estudiados a lo largo del afio. Mas alla de esto, la salinidad y
temperatura aparecerian como vinculadas a la abundancia de
poblaciones toxicas del complejo Microcystis, modulando su
abundancia, y en concordancia con las caracteristicas biol6-
gicas de las cianobacterias (Whitton y Potts, 2000; Cabrera,
et al., 2013) la salinidad seria un factor clave en el estableci-
miento de floraciones de cianobacterias, seguida del viento
y su efecto en la hidrodindmica.

Ventajas y desventajas
de las diferentes metodologias
utilizadas

En este trabajo se utilizaron metodologias tradicionales como
la presencia de floraciones, clorofila-a, biovolumen de cia-
nobacterias y la composicion de especies, y se desarrollaron
herramientas nuevas. Estas ultimas incluyeron indicadores
simples, como la presencia de CMA en red de arrastre, y
complejos, como la estimacién de biovolumen de GFBM y
abundancia de genes que codifican para microcistinas. To-
das estas metodologias tienen sus ventajas y desventajas. La
concentracion de clorofila-a es un indicador global de amplia
utilizacién, pero no da cuenta de la composicion y toxicidad.
La composicidn especifica es fundamental para entender los
potenciales efectos de las especies, pero su identificacion es di-
ficultosa, y la presencia de especies potencialmente txicas no
corresponde necesariamente con la produccion de toxinas. Por
otra parte, el uso de GFBM facilita la generacion de hipotesis y
resume la informacion de muchas especies sin llegar a su iden-
tificacion, siendo aplicable por no expertos en taxonomia. No
obstante, el conteo yla estimacién de biovolumen son costosos
en horas de trabajo de técnicos especializados y la presencia de
GFBM, al igual que las especies, no da cuenta de la toxicidad.
Una alternativa para la mejora de este aspecto es automatizar el
conteo en imagenes digitales, lo cual es mas fécil si se trata de
identificar grupos basados en morfologia. A su vez, las herra-
mientas moleculares poseen una gran sensibilidad y abarcan el
potencial téxico de una muestra, sin embargo, el hecho de que
exista el potencial gendmico no necesariamente implica que
los organismos estén efectivamente produciendo la toxina. Si
bien este tipo de técnicas requiere equipamiento especializado,
su alta sensibilidad, la posibilidad de analizar varias muestras
alavezyel corto tiempo necesario para obtener resultados las
convierten en una herramienta promisoria para el monitoreo,
especialmente de agua destinada al consumo humano. En
este sentido, seria necesario evaluar la expresion de los genes,
aunque estudios preliminares sugieren que su expresion es
constitutiva (Martinez de la Escalera, comunicacion personal).
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Relacion entre los distintos
indicadores analizados

En general se encontré una concordancia entre los indicadores
tradicionales y las nuevas herramientas desarrolladas en este
trabajo en mostrar la presencia de condiciones avanzadas de
floraciones de cianobacterias o altas biomasas de las mismas.
La clorofila-a tuvo en muchos casos valores relativamente bajos,
mientras que en el otro extremo la abundancia de genes tuvo
una mucho mayor sensibilidad y, por lo tanto, mayor potencial
parala deteccion de estos organismos en bajas concentraciones.
En presencia de floraciones como manchas, todos los indicado-
res coincidieron, ya que en estas condiciones las cianobacterias
son las que mas aportan a este indicador de fitoplancton. En
presencia de colonias, la clorofila-a o el biovolumen total no
fueron sensibles, y estarian indicando buena calidad cuando
en realidad existe la potencialidad de floraciones nocivas. Esto
se debe a que estos indicadores incluyen ademas de las ciano-
bacterias a todos los demas organismos del fitoplancton. Por
estas razones se esta utilizando en la literatura internacional y
en las normativas de otros paises la combinacion de indicadores,
por ejemplo, biovolumen, clorofila-a, presencia de especies
potencialmente tdxicas y su biovolumen, conjuntamente con
la presencia de toxinas en el agua (Chorus, 2012).

Se utiliz6 la relacion entre la concentracion total de genes
mcy y el biovolumen del grupo VII como indicador de la
proporcioén de organismos con el potencial real de producir
toxinas. Cabe destacar que si bien el género Microcystis fue el
mas abundante en este grupo, existieron varias especies y otros
géneros que son similares morfoldgicamente y que producen la
toxina. Esta relacion fue mayor en Salto y disminuy6 hacia Punta
del Este, donde si bien fue indetectable por las metodologias
tradicionales fue cuantificable utilizando redes de arrastre. Este
indicador fue positivo en mas casos que la concentracién de mi-
crocistinas-LR. Esto, ademads de estar asociado a la sensibilidad
del método, podria ser el resultado de la presencia de muchas
otras variedades de microcistinas, lo cual coincide ademas
con el elevado numero de especies del grupo VII registradas.

Propuesta de monitoreo
adaptativo del Complejo
Microcystis aeruginosa (CMA)

Los «arboles de decisién» permiten instrumentar medidas de
acuerdo a cada situacion particular y han sido incorporados
eficazmente, por ejemplo en la reglamentacion de Brasil
(Cybis, et al., 2006). La combinacién de distintos estimado-
res desde los mas robustos hasta los mas sensibles mejora
los resultados de los sistemas de vigilancia y monitoreos,
sobre todo en el poder de prediccidn y la toma de medidas
adecuadas. De esta manera se podria evitar generar alertas
cuando la composicion de la comunidad no es téxica, aunque
el indicador global indique posibles problemas o no actuar
cuando su sensibilidad es mala y, sin embargo, existan orga-
nismos toxicos en el agua. El sistema de monitoreo y alerta
desarrollado apunta a la vigilancia de uno de los grupos for-
madores de floraciones mas comunes en Uruguay y el mundo,
el CMA, el cual tiene la ventaja de alcanzar grandes tamanos.
Como se ha mencionado, existen otros grupos formadores de
floraciones muy relevantes, como el grupo III, que incluye es-
pecies filamentosas como Dolichospermum. Las herramientas
desarrolladas son aplicables a este tipo de organismos pero
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con algunas modificaciones. Por ejemplo, para el monitoreo
de este grupo de menor tamano seria necesario utilizar
redes de menor poro y considerar los genes que codifican
para saxitoxinas. En este sentido, se prevé como perspectiva
de este trabajo el ajuste de las herramientas disefiadas para
monitorear este tipo de floraciones.
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