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RESUMEN

Se presenta la validacion de una metodologia para la estimacién del biovolumen a nivel
de organizacién celular y filamentoso del fitoplancton en el embalse de Salto Grande.

La relevancia de este trabajo radicé en su capacidad para generar datos confiables en

el ambito de la ecologia, que respaldan decisiones criticas en la gestién ambiental, a

la vez que se alinean con las normativas internacionales y locales sobre el monitoreo

de la calidad del agua. Se realiz6 un esfuerzo por integrar el aseguramiento de la

calidad metodoldgica y la investigacién ecoldgica y sanitaria, coincidiendo con criterios
establecidos en normativas como la European Commission (2000) y la Norma UNE
14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion, 2007), las cuales
contribuyen a una adecuada gestidn de los recursos hidricos. El objetivo principal de este
estudio radicé en la valoracidn precisa de los riesgos ecoldgicos y sanitarios relacionados
con los organismos formadores de floraciones identificados en el embalse que impactan
en el uso de las areas recreativas. Los resultados indican que el método analitico validado
presenta un alto grado de reproducibilidad y precisién, ambos con valores menores al

10 %, caracteristicas esenciales para cualquier técnica que aspire a ser utilizada en el
monitoreo ambiental.

Palabras clave: monitoreo de rutina, normativa, indicador ecoldgico, cianobacterias.
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ABSTRACT

This work presents the validation of a methodology for estimating the biovolume at

the cellular and filamentous organization level of phytoplankton in the Salto Grande
reservoir. The relevance of this study lies in its ability to generate reliable data in the field
of ecology, supporting critical decisions in environmental management, while aligning
with international and local regulations on water quality monitoring. An effort was
made to integrate methodological quality assurance with ecological and health research,
coinciding with criteria established by regulations such as the European Commission
(2000) and the UNE 14996:2007 standard (Asociacion Espafiola de Normalizacion y
Certificacion, 2007), which contribute to the proper management of water resources.
The main objective of this study was to accurately assess the ecological and health risks
associated with bloom-forming organisms identified in the reservoir that impact the use
of recreational areas. The results indicate that the validated analytical method presents
a high degree of reproducibility and precision, both with values less than 10 %, essential
characteristics for any technique aspiring to be used in environmental monitoring.
Keywords: routine monitoring, regulations, ecological indicator, cyanobacteria.

RESUMO

Apresenta-se a validacdo da metodologia para a estimativa do biovolume a nivel de
organizagdo celular e filamentosa de fitoplancton no reservatério de Salto Grande. A
relevancia deste trabalho reside na sua capacidade de gerar dados confidveis no ambito
da ecologia, que apoiam decisdes criticas na gestdo ambiental, ao mesmo tempo em
que se alinham com as normativas internacionais e locais sobre o monitoramento da
qualidade da agua. Foi realizado um esforco para integrar a garantia da qualidade
metodoldgica e a pesquisa ecoldgica e sanitaria, coincidindo com critérios estabelecidos
por normativas como a European Commission (2000) e a Norma UNE 14996:2007
(Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2007), as quais contribuem

para uma adequada gestdo dos recursos hidricos. O objetivo principal deste estudo

foi a avaliagdo precisa dos riscos ecolégicos e sanitarios relacionados aos organismos
formadores de florag¢ées identificados no reservatério, que impactam o uso das areas
recreativas. Os resultados indicam que o método analitico validado apresenta alto grau
de reprodutibilidade e precisdo, ambos com valores inferiores a 10 %, caracteristicas
essenciais para qualquer técnica que aspire a ser utilizada no monitoramento ambiental.
Palavras-chave: monitoramento de rotina, normativa, indicador ecoldgico, cianobactérias.

INTRODUCCION

La validacién de métodos analiticos es un proceso crucial para asegurar que un sistema
de medicién en un laboratorio cumpla con los requisitos establecidos para su uso previsto.
Segun la Norma ISO 17025:2017 (International Organization for Standarization, 2017a),
apartado 3, incisos 3.8 y 3.9, la validacién implica la “aportacién de evidencia objetiva de
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que un item dado satisface los requisitos especificados, cuando los requisitos especificados
son adecuados para su uso previsto”. Este proceso no se limita al método en si, sino que
abarca la capacidad del sistema analitico completo del laboratorio para reproducir un
proceso de medicién de manera consistente, siguiendo un protocolo de ensayo detallado.
Es, en esencia, la confirmacién de la aptitud de un método antes de autorizar su uso en

el laboratorio, como se menciona en las Directrices para la Acreditacién de Laboratorios
Ambientales (Red de Laboratorios Ambientales del Uruguay et al., 2009).

En el ambito de la ecologia, la importancia de contar con datos confiables y verificables
es cada vez mas reconocida, especialmente en el contexto de la actualizacién de criterios
guiay legislacién internacional, los cuales establecen niveles de alerta asociados a una
gestion del riesgo ante floraciones de cianobacterias, factores claves para una adecuada
vigilancia sanitaria en areas recreativas y en el monitoreo de la calidad del agua para
consumo (European Commission, 2000; Chorus y Welker, 2021; Argentina - Uruguay.
Comision Administradora del Rio Uruguay, 2019). Es por esta razén que los datos ecoldgicos
obtenidos a partir de programas de monitoreo de la calidad del agua en diversos cuerpos de
agua deben ser precisos y estar respaldados por metodologias validadas.

En este sentido, se realizé una busqueda de normas nacionales e internacionales
enfocadas en lineamientos sobre el aseguramiento de la calidad, especificamente de
las evaluaciones bioldgicas y ecoldgicas. Si bien existen en la regién normativas que
establecen criterios de calidad de agua, estas no especifican directrices para la validacion
de metodologias en la determinacién de la estimacion del biovolumen del fitoplancton.
Al respecto, los principios de aseguramiento de la calidad recogidos en la Norma UNE
14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion, 2007) son aplicables
a todas las organizaciones que producen datos de tipo ecoldgicos y a todos los trabajos
de campo y de laboratorio. La norma proporciona directrices detalladas para el disefio
de estudios, muestreo, analisis, validacion de resultados, manejo de la incertidumbre y la
interpretacion de informes. Estas directrices aseguran que las evaluaciones sean precisas,
reproducibles y representativas del estado del medio ambiente acuatico. Por esta razén
la aplicacién de la Norma UNE-EN 14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacion y
Certificacion, 2007) en Argentina y Uruguay es novedosa, ya que introduce un enfoque
especifico y detallado, mejorando significativamente la precision y consistencia de los
monitoreos ambientales en la region, dado que proporciona una guia clara y estructurada
para llevar a cabo estas evaluaciones.

El fitoplancton es un indicador clave de la calidad del agua y es uno de los elementos
mas utilizados para evaluar el estado ecoldgico de las aguas superficiales (European
Commission, 2000). En la actualidad, las autoridades encargadas del monitoreo rutinario
de sistemas acudticos a nivel mundial emplean diversos parametros del fitoplancton,
como la composicién, abundancia, biomasa y recurrencia de floraciones, para evaluar la
calidad del agua (Ren et al., 2017). Sin embargo, las técnicas convencionales para estimar
la biomasa, como la medicién de la concentracion de clorofila a o el recuento de células
mediante el método Uthermdl (Edler y Elbrachter, 2010; Chorus y Welker, 2021), presentan
limitaciones significativas. Estas técnicas no capturan la diversidad de tamafios celulares
y niveles de organizacion presentes en las comunidades naturales de fitoplancton, lo que
puede llevar a estimaciones erréneas de la biomasa.
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La técnica de biovolumen ha emergido como una de las metodologias mas adecuadas
y ampliamente utilizadas en estudios de ecologia acuatica (Hillebrand et al., 2015;
Sacca, 2017; Aguilera et al., 2023; Bonilla y O'Farrell, 2023), especialmente para evaluar
riesgos asociados a algas y cianobacterias que pueden contener metabolitos nocivos
o tdxicos. Esta técnica, que sigue las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud
y regulaciones como la UNE-EN 16695:2016 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y
Certificacidn, 2016), consiste en medir el volumen individual de cada célula o colonia de
algas y convertirlo en biomasa mediante un factor especifico para cada especie. El uso
de formas geométricas estandarizadas y la aplicacién de férmulas adecuadas mejora la
comparabilidad de los datos de fitoplancton y representa un avance significativo hacia la
implementacion de medidas de aseguramiento de la calidad en el analisis del fitoplancton.
En este trabajo se evalué un método analitico validado para estimar el biovolumen
de fitoplancton, a fin de de valorar con precisidn los riesgos ecoldgicos en el embalse
de Salto Grande, con el objetivo especifico de disponer de una mejor variable para
identificar el riesgo asociado a la proliferacién de cianobacterias de reconocida toxicidad
e incorporar su uso en los monitoreos de rutina de la regién. Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2020), las normativas para aguas
recreativas establecen tres niveles de alerta basados en la concentracién de clorofila g, el
biovolumen de cianobacterias y los niveles de cianotoxinas. Comprender estos factores
es clave para una adecuada gestion de los recursos acuaticos y para realizar analisis
de riesgo, especialmente en situaciones donde se desarrollan grandes floraciones o
acumulaciones de cianobacterias. Esto permite tomar decisiones informadas en el estudio
de la biomasa del fitoplancton en el embalse de Salto Grande y contribuye a la gestion
sostenible de estos ecosistemas.

MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio

El presente trabajo se realiz6 en el embalse de Salto Grande, cuerpo de agua ubicado

en el cauce principal del bajo rio Uruguay (29°43" a 31°12’S; 57°06” a 57°55'W; Figura 1)

en areas préximas a la represa binacional de Salto Grande, a pocos kilémetros al norte

de las ciudades de Concordia (Argentina) y Salto (Uruguay). Es un gran embalse tipo rio
subtropical, que se caracteriza por su forma alargada y su conexién directa con el cauce
fluvial del rio Uruguay, lo que influye en su dindmica hidrica y ecosistemas acuaticos
asociados. Tiene una superficie de 750 kmz, con su eje mayor en direccién NS de 144 km
de longitud, una profundidad media de 6,4 my profundidad maxima de 35 m, y un tiempo
medio de retencién de 11,3 dias (Chalar, 2006; O’Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017).

Los aportes del rio Uruguay en este tramo presentan un periodo de aguas altas de
abril a noviembre y una fase de aguas bajas en el verano, entre diciembre y marzo. El
embalse es polimictico, con estratificacién en condiciones de descarga baja del rio. Es
considerado un sistema calido tropical por su temperatura media anual mayor a 15 °Cy
su temperatura minima superior a 10 °C (Salas y Martino, 1990) y vientos predominantes
del NE y SO con promedios anuales de 7 y 14 kmh-' respectivamente. La descarga media
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anual de agua es de unos 5.000 m3 s -, con registros minimos y maximos de 434 y 29730
m3 s ' respectivamente (Bordet et al., 2017). Se presenta como un ambiente dendritico
con multiples brazos, con dos subunidades diferenciadas. Una zona central que abarca

el 70 % de la superficie total y cinco brazos laterales con caracteristicas distintas. Es

un cuerpo de agua eutréfico (O'Farrell et al., 2012; Bordet et al., 2017) y en cuanto al
fitoplancton, las cianobacterias de identificada toxicidad dominan principalmente en los
sitios brazos (arroyos laterales del embalse), representados por especies de Microcystis sp.
y Dolichospermum sp. En el cauce principal, con un aporte significativo en la abundancia,
se encuentran presentes especies de las clases diatomeas, algas verdes, dinoflagelados
(Quirds y Luchini, 1983; De Le6n y Charlar, 2003; Bordet et al., 2017). Este sistema tiene
multiples propésitos: produccién de energia, agua potable y actividades recreativas, estas
ultimas afectadas recurrentemente por floraciones de cianobacterias.
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FIGURA 1. Mapa del Embalse Salto Grande y ubicacién de los sitios de muestreo en el rio
Uruguay, aguas debajo de la presa.
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Disefio de muestreo

Las muestras analizadas se obtuvieron del programa de monitoreo sobre la calidad
ambiental del embalse que la Comisidn Técnica Mixta de Salto Grande desarrolla desde
el 2007 dentro de su Plan de Sustentabilidad Ambiental. Dicho programa tiene un enfoque
ecoldgico y sanitario vinculado con las floraciones algales, con énfasis en cianobacterias
en el embalse de Salto Grande.

Se procesaron 104 muestras de agua de superficie de acuerdo con las directrices
de la Norma UNE 15204:2006 (Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2006)
en su apartado 6; distribuidas en 17 sitios, comprendidos en sitios tipo litoral (playa)
y canal (cauce principal y tributarios), en el eje NSy EO, desde la cabecera del embalse
préximo a las ciudades de Monte Caseros (Argentina) y Bella Unidn (Uruguay) y a unos
2000 m aguas abajo de la represa, en el rio Uruguay (ver Figura 1). Las muestras se
tomaron con una frecuencia semanal en época calida (estival) y mensual en época fria
(invernal), durante el periodo 2021-2023.

Para el registro de las condiciones en las que se realizé el estudio, se determinaron
in situ variables fisicoquimicas mediante sonda multiparamétrica YSI DSPro en los
sitios de muestreo, con su correspondiente geolocalizacion. Los datos hidrolégicos
y meteorolégicos fueron proporcionados por el Area de Hidrologia de la Comisién Técnica
Mixta de Salto Grande.

Equipos

Para el andlisis de rutina del fitoplancton y las mediciones del volumen celular

y filamentoso se empleé un microscopio éptico invertido Nikon Eclipse TS100.

Los aumentos utilizados en la validacién fueron: 40x,100x, 400x, 600x; una camara
LANE optical technologies y el software Pixit Pro.A'y Micrometric SE Premium 4, el
cual se calibré mediante portaobjetos micrémetro de calibracién y micrémetro ocular
(Cabrera et al., 2008). Se emplearon camaras de sedimentacién de Uterméhl segin

la Norma 15204:2006 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2006) en
su apartado 5y, material in vivo fijado con Lugol, de los diferentes sitios del embalse.

Taxonomia, identificaciéon y mediciones

Por el interés de vigilancia sanitaria ante la produccién de cianotoxinas en el embalse

de Salto Grande, la identificacién para cianobacterias se realiz6 a nivel de especies,
considerando la presencia, forma y tamafio de atributos morfoldgicos siguiendo

a Komarek y Anagnostidis (1999; 2005) y Komarek (2013). La identificacién taxonémica

de C. furcoides, especie formadora de floraciones en el embalse, se llevé a cabo seguin

las descripciones de Calado y Larsen (1997) y Popovsky y Pfiester (1990). Para el resto

de los individuos observados se llegé a nivel de género siguiendo el criterio de Bourrelly
(1966, 1968, 1970); Parra y Bicudo (1995). Una submuestra de especimenes de las muestras
y registro fotografico fueron conservados y permanecen en el laboratorio de Quimica
Ambiental (QA), para referencia de los analistas y como archivos para estudios posteriores.
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Las estimaciones del biovolumen se realizaron a nivel celular, filamentoso y colonial,
y para dichos calculos se trabaj6 con 9 formas geométricas descritas por la Norma UNE-
EN 16695:2016 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2016) en su Anexo
A, de acuerdo con cada taxodn (esfera, esferoide, cilindro, cilindro eliptico, prisma rémbico,
esferoide alargado, huso, elipsoide y didmetro de la cintura para Ceratium) (Ver Tabla 1).
Cuando una figura geométrica asignada no se ajust6 al volumen efectivo, el resultado
se multiplicé por un “factor de correcciéon” de la forma geométrica para estimar de
modo preciso el volumen, en base a un listado de taxones establecidos con las formas
geomeétricas, factor de correccién y factor de dimensién oculta (Napidrkowska-Krzebietke
y Kobos, 2016; Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacion, 2016).

TABLA 1. Asignacion segun la taxa del nivel de organizacion, la forma geométrica
y su féormula correspondiente para el calculo de medidas lineales requeridas y célculo
del volumen.

Taxon de fitoplancton Nivel de organizacion Forma geométrica I TE]

1- Cyanobacteria

Microcystis aeruginosa Célula Esfera V=m/6-d3
Microcystis wesenbergii Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum spiroides Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum circinale Célula Esfera V=1/6-d3
Dolichospermum planctonicum Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Aphanocapsa sp. Célula Esfera V=1/6-d3
Merismopedia sp. Célula Esfera V=1/6-d3
Pseudanabaena sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
Oscillatorialles, no definida Filamento Cilindro V=m/4-d2-h
Raphidiopsis sp. Filamento Cilindro V=m/4-d2-h

2- Bacillariophyceae

Aulacoseira granulata Célula Cilindro V=m/4-d2-h

Aulacoseira granulata var.

angustissima Célula Cilindro V=m/4-d2-h

Melosira sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
Surirella sp. Célula Cilindro eliptico o1 V=m/4-d,-d,-h
Synedra sp. Célula Cilindro eliptico o2 V=m/4-d;-d,-h
Gyrosigma sp. Célula Cilindro eliptico Fo3 V=m/4-di-d,-h
Nitzschia sp. (varias) Célula Prisma rombico Fc. Fo4 V=1/2-d,-d, h
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Taxon de fitoplancton

3- Chlorophyceae

Nivel de organizacién

Forma geométrica

Férmula

Chlamydomonas sp. Célula Esfera V=m/6-d3
Pandoria sp. Célula Esferoide alargado V=m/6-d2-h
Eudorina sp. Célula Esfera V=m/6-d3

Cosmarium sp. Célula Elipsoide Fo4 V=m/6-d;-d2-h
Closterium sp. Célula Huso V=2/15-mt-d2-h
Scenedesmus sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Actinastrum sp. Célula Huso V=2/15-mt-d2-h
Desmodesmus sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h
Spirogyra sp. Célula Cilindro V=m/4-d2-h
4- Dinophyceae
Ceratium sp. Célula Dia’r:itre]ttruor:e la V=x-dv
Peridinium sp. Célula Esfera V=1/6-d3
5- Euglenophyceae
Euglena sp. Célula Elipsoide Fos V=m/6-d,-d;-h
6- Cryptophyceae
Cryptomonas sp. Célula Elipsoide Fos V=m/6-d,-d;-h

7- Chrysophyceae

Dinobryon sp. Célula Esferoide V=m/6-d2-h

Fc: factor de correccién de forma geométrica (por 1,15).

Fo; factor de dimension oculta . h=0,89 x d2; 2 h=1,00 x d2; 3: h=0,50 x d2; 4. d2 = 0,60 x d1; 5:

d2=0,80xd1.

Las dimensiones (didmetro y altura) requeridas de las formas geométricas
relevantes se midieron para cada taxén identificado, en base a las medianas de las
medidas. En aquellos organismos que se determiné esfera como forma geométrica,
no se realizaron mediciones en estado de division celular. En base a la variabilidad de

las muestras analizadas, en los organismos formadores de colonias se midieron varias

células de una misma colonia y de varias colonias de diferentes muestras, siendo un
promedio de 13 células por taxén en aquellos muestreos donde estuvieron presentes.
En las filamentosas (Raphidiopsis spp. y Oscillatoriales spp.) se midi6é un promedio

de 10 fragmentos de filamentos de una longitud fija (100pm) en cada muestreo.

En Dolichospermum spp., se midieron en promedio 15 células por filamento y de varios
filamentos de diferentes muestras segtin la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacién
Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2016), en su apartado 6.4y 6.3.
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Caracteristicas de funcionamiento del método

Se seleccionaron para la validacion del método los siguientes parametros de
funcionamiento: Iimite de deteccién cuantitativo y 6ptico, repetibilidad (error estandar
e intervalos de confianza), reproducibilidad e incertidumbre estandar de la medicion.

En relacion con el limite de deteccién cuantitativo y el limite de deteccién 6ptico,
fueron calculados mediante los criterios establecidos en la Norma UNE-EN 15204:2006
(Asociacion Espafiola de Normalizacidn y Certificacién, 2006) en su apartado 7.3.2.3.

El limite de deteccién se determiné mediante estadisticas de Poisson, calculandolo

a partir del nimero de determinaciones con probabilidad de P = 0,95 (-In 0,05) para
cada volumen de camara de sedimentacion. Siendo el valor mas restrictivo alcanzado
para la cdmara de 25 ml, en donde se obtiene la minima unidad de medida cuantificable
igual a 1 cel-individuo/ml. A partir de este valor de 1 cel-individuo/ml y en funcién

de cada forma geomeétrica se realizé el calculo del biovolumen para las diferentes

taxas estudiadas, ningun valor de biovolumen calculado por la minima medida de
cuantificacion superd 1 mm3/L. A su vez se corrobora el valor de 1 mm3/L como menor
valor de referencia establecido en la Organizacién Mundial de la Salud (Chorus y Welker,
2021), para los niveles de vigilancia sanitaria, por lo que el valor obtenido del 1 mm3/L
como limite de cuantificacién es apto para el uso normativo.

Para el estudio de repetibilidad se realiz6 el calculo de error estandar y limites de
confianza (con un intervalo de confianza de un 95 %) para cada taxa identificada, basados
en la definicion del grado de cercania entre los resultados obtenidos en sus sucesivas
mediciones realizadas en las mismas condiciones de medidas como lo establece la
Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacidn Espafiola de Normalizacién y Certificacidn, 2016)
en su apartado 6.3.

La reproducibilidad se obtuvo mediante la precisién intermedia, concepto que refiere
a la variabilidad observada en un conjunto de mediciones realizadas dentro de un mismo
laboratorio, pero bajo condiciones ligeramente diferentes, como pueden ser distintos
dias, diferentes operadores, diferentes equipos o variaciones ambientales.

Desde una perspectiva metroldgica y estadistica, la precisién intermedia integra dos
componentes clave: |a repetibilidad (o repetitividad) y la reproducibilidad. La repetibilidad
(Sr) se refiere a la variabilidad entre mediciones obtenidas por el mismo operador bajo
condiciones constantes, mientras que la reproducibilidad (SRw) refleja la variabilidad
entre mediciones realizadas por diferentes operadores o en diferentes condiciones.

La precision intermedia se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

Si=+/(Sr2+ SRw?)

Donde:

Si es la precision intermedia.

Sres la desviacién estandar de la repetibilidad, calculada a partir de la variabilidad
de las mediciones realizadas repetidamente por un solo operador en condiciones
controladas.
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SRw es la desviacion estandar de la reproducibilidad, calculada a partir de la
variabilidad de las mediciones realizadas por diferentes operadores o en condiciones
variadas de equipos o tiempos.

Este parametro es crucial para evaluar la confiabilidad de un método de medicién
en situaciones reales, ya que proporciona una estimacion de la variabilidad que
puede esperarse cuando se utiliza el mismo procedimiento en condiciones que no son
completamente constantes. En este estudio, la precisién intermedia se evalu6 a través
de la realizacion de mediciones con dos analistas en distintas condiciones de medida,
tales como diferentes tiempos, localizaciones, instrumentos y software, con un total de
36 mediciones por analista. La variabilidad observada en estos estudios permite inferir
la robustez y confiabilidad del método de medicion en condiciones reales y variadas
(Magnusson et al., 2017).

El criterio de aceptacion no se encuentra establecido en la Norma UNE-EN 16695:2016
(Asociacion Espafiola de Normalizacidn y Certificacién, 2016), no establece el criterio de
aceptacion para la reproducibilidad, por lo que en este trabajo nos basamos en Lund et al.
(1958), que establece para un nivel de significancia del 95 % un valor inferior al 20 %.

La estimacion de la incertidumbre estandar técnica de la medida en pm (micrémetro),
se analizé utilizando la componente del limite de la reproducibilidad intralaboratorio
segun la definicién expresada en la Norma ISO 3534-2:2006 (International Organization
for Standarization, 2006) apartado 3.3.10 y 3.3.11, para dos taxa dominantes y de
interés en el monitoreo de vigilancia sanitaria del embalse por su identificada toxicidad
(Microcystis aeruginosa y Dolichospermum sp.). Por un lado, se realizé la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) para conocer el comportamiento de distribucion de los
datos obtenidos, como el de homocedasticidad, estableciendo como fuentes de variacién
los siguientes factores: analistas, periodo de tiempo, equipos, abundancia y sitios de
estudios, como lo establece la Norma ISO 5725-3:2023 (International Organization for
Standarization, 2023) en su apartado 6.2.2.

El limite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de acuerdo a lo definido
en la Norma 5725-6:1994 (International Organization for Standarization, 1994), apartado
4; de la siguiente forma: R =t * V2 * oR, en donde t es el valor de Student de dos colas
con v (grados de libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa
y, v =52 para Dolichospermum sp.; con un nivel de confianza del 95 % y la desviacion
estandar relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad (oR) para Microcystis
aeruginosa y Dolichospermum sp. Por otro lado, la incertidumbre expandida U fue
calculada como el multiplo de la reproducibilidad por un factor de cobertura K = 2, con
un nivel del 95 % de confianza de acuerdo a lo establecido en la Norma ISO 21748:2017
(International Organization for Standarization, 2017b), en su apartado 6.1y 6.2.

RESULTADOS
Composicién taxonémica

Una vez establecida la metodologia, se presentan los resultados sobre los taxones de
fitoplancton. Se determinaron 31 taxa de organismos fitoplancténicos, identificados en
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muestras del embalse de Salto Grande; de los cuales 10 pertenecen a Cyanobacteria,
7 a Bacillariophyceae, 9 a Chlorophyceae, 2 a Dinophyceae, 1 a Euglenophyceae, 1a
Cryptophyceae y 1 a Chrysophyceae.

FIGURA 2. Imagenes de algunos organismos del fitoplancton formadores de floraciones en
el embalse de Salto Grande. Microcysistis wesenbergii (10x), Dolichospermum circinale (10x);
Aulacoseira granulata (10x) y Ceratium furcoides (10x).

Parametros de desempeiio

Con respecto a los parametros de desempefio, el limite de deteccién cuantitativo
calculado fue de 1 mm3/L para todas las taxa y el limite éptico, de 2 pm.

El error estandar calculado para los 31 taxones medidos estuvo por debajo del valor
del 10 %, en un 87 % (n: 27) y un 13 % (n: 4) igual o mayor a un error estandar de 15 %,
con un maximo de 16,1 %. Estos resultados se encuentran asociados a la medicién de la
cantidad células/individuos, su variabilidad de tamafio, y su frecuencia en el ambiente. A
su vez se calcularon los respectivos intervalos de confianza para los 31 taxones, con un
nivel de probabilidad del 95 %, (p: 0,05) (Tabla 2).
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TABLA 2. Resultados promedio de la estimacion de la biomasa, expresados en unidades
de volumen celular (um3) obtenidos para cada taxén, error estandar porcentual segun la
Norma (<10 %), cantidad de células/individuos medidos (n) e intervalo de confianza.

Taxon

de fitoplancton

1- Cyanobacteria

Volumen
promedio (pm3)

orel

(%)

ZZ;%ZZ 54 93,0 56 1200 829 1032
'x;io:ﬁ';” 6,0 115,38 56 120 | 1031 1286
Z;’ilr'zz;’;perm”m 7,9 264,6 33 1030 247,7 281,5
ng;’;‘;:perm”m 9,4 494,5 54 1090 442,1 547,0
,ff;f,i’lﬁf,’ffjﬂ”m 81 11 387,3 34 1310 3615 4131
Aphanocapsa sp. 3,0 14,26 9,6 | 13,0 11,58 16,9
Merismopedia sp. 3,1 16,06 1,9 | 20,0 15,5 16,7
Sesfcizlgfﬁ"”es’ no 6,0 100,0 319‘:]f12ff|10° 10,2 400 25548 | 38345
Pseudanabaena sp. 1,7 2,4 5,50 54 | 30,0 4,9 6,1
Raphidiopsis sp. 3,0 100,0 1759,71/100 ym fil| 9,1 | 30,0  624,0 895,4
2- Bacillariophyceae
Aulacoseira granulata 9.1 35,9 2503,1 54 | 61,0 2492,5 2766,8
CZ;”;Z;‘ZST Zgg";"’"m 53 305 666,7 52 250 6565 735,0
Melosira sp. 19,6 207 6515,7 54 530 65050 & 72069
Surirella sp. d1: 116,46 d2: 45,93 40,9 1862644 | 154 10,0 | 1862342 | 2425469
Synedra sp. d1:2736d2:84 | 84 173833 10,0 260 | 176377 = 219932
Gyrosigma sp. d1:1025d2: 143 | 14,3 16476,4 648 90 1646373 185704
Nitzschia'sp. (varias) | d1:132,5d2:8,4 | 4.2 2683,6 80 | 29 | 266790 31054
3- Chlorophyceae
Chlamydomonas sp. 9,2 450,51 16,1 17,0 307,9 592,9
Pandoria sp. 12,7 14,0 1263,86 78 240 10718 | 14559
Eudorina sp. 55 153,92 100 160 | 1098 198,1
Cosmarium sp. d1:50,0d2:300 | 569 = 47437,06 80 | 17,0 | 400186 548556
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Taxén Volumen orel
de fitoplancton promedio (pm3) (%)
Closterium sp. 2,5 61,5 176,67 156 | 11,0 | 122,78 230,6
Scenedesmus sp. 6,2 26,5 609,58 10,2 | 28,0 460,7 758,5
Actinastrum sp. 2,91 379 133,09 68 | 12,0 115,5 150,7
Desmodesmus sp. 6,0 16,3 362,65 10,0 | 28,0 262,5 462,8
Spirogyra sp. 16,6 264,0 52810,82 15,0 | 3,0 | 3272441 68377,6

4- Dinophyceae

Ceratium sp. 48,3 37289,47 6,3 | 36,0 | 326824 41896,6

Peridinium sp. 21,5 5175,84 82 | 60 4345,2 6006,5

5- Euglenophyceae

Euglena sp. d1:10,4d2:83 | 46,8 2151,2 73 | 13,0 | 18436 2458,9

6- Cryptophyceae

Cryptomonas sp. d1:12,93d2: 10,35 | 27,2 2183,94 10,5| 27,0 | 17291 2638,8

7- Chrysophyceae

Dinobryon sp. 56 11,7 202,64 9,8 | 24,0 163,6 241,7

d: mediana de los diametros medidos en los “n”, respectivos de cada taxdn.
h: mediana de las alturas medidas en los “n”, respectivo de cada taxon.
orel (%): error estandar porcentual.

n: numero de cel/individuos medidas correspondientes al taxén.

x;: limite inferior del intervalo de confianza al 95 %.

X: limite superior del intervalo de confianza al 95 %.

El calculo del parametro reproducibilidad experimental del método fue del 10 % con
una cantidad de 72 medidas, en condiciones diferentes de andlisis.

El valor calculado de la estimacion de incertidumbre intralaboratorio para el rango
de las medidas en pm del diametro celular para Microcystis aeruginosa fue de 12 % y para
Dolichospermum sp., del 8 % (Tabla 3).
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TABLA 3. Resumen de los resultados de la estimacion de la incertidumbre a partir del
limite de la reproducibilidad intralabortatorio.

Desviacion
Cantidad de Grados tde estandar
Tax6n de determinaciones de libertad Students relativa

Limite de Incertidumbre
Reproducibilidad Expandida
* (%) ** (%)

Cianobacterias (%)

‘ Dolichospermum sp 53 52 2,0066 1,47 4,16 8
Microcystis 31 30 2,0423 | 211 6,09 12
aeruginosa

(*) El limite de reproducibilidad intralaboratorio fue calculado de la siguiente forma:

R = t*V 2*GR, en donde t es el valor de Student de dos colas con v (grados de
libertad) igual a 30 para los datos obtenidos para Microcystis aeruginosa y v = 52 para
Dolichospermum sp., con un nivel de confianza del 95 %; y oR es la desviacién estandar
relativa medida bajo las condiciones de reproducibilidad para Microcystis aeruginosa 'y
Dolichospermum sp.

(**) Incertidumbre expandida U: intervalo de incertidumbre se encuentra
representado por un factor de cobertura K = 2, con un nivel del 95 % de confianza.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron validar y establecer los pardmetros
de desempefio del método de estimacién de biovolumen de fitoplancton desarrollado
en el laboratorio, contribuyendo al control y precision del proceso metodoldgico,
incorporando el aseguramiento de la calidad en la estimacién de la variable biovolumen.
Se trata de la primera vez que se utiliza una norma como la UNE 14996:2007
(Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacién, 2007) para verificar la calidad de
los datos ecolégicos obtenidos del medio ambiente acuatico en la gestién ambiental
del embalse, la cual esta disefiada para completar aquellas que indican directrices
generales sobre el aseguramiento de la calidad como la Norma ISO 17025:2017
(International Organization for Standarization, 2017a). Con este método validado se
logra disponer de la mejor variable para lograr de forma estandarizada y 4gil un método
que ha mostrado ser éptimo para el analisis cuantitativo del fitoplancton en el embalse,
siendo Util en diferentes dmbitos: monitoreo de la calidad del agua (Hoehn et al., 1998),
estudios ecoldgicos funcionales (Reynolds et al., 2002) y clasificacién y modelizacién
de ecosistemas como lo menciona la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacion Espafiola
de Normalizacién y Certificacién, 2016) en su apartado 0 (Introduccién). Ademds, su
aplicacion en la identificacion de floraciones de cianobacterias y su toxicidad resulta clave
para la vigilancia sanitaria (Bonilla y O'Farrell, 2023), porque es la variable que mejor
refleja la contribucion de las cianobacterias a la biomasa del fitoplacnton, considerando
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especialmente que estas son la clase dominante del fitoplancton en el embalse durante
épocas calidas con reconocida toxicidad (Chalar et al., 2002; Bordet et al., 2017).

La incorporacion de biovolumen como indicador ecoldgico, estimado mediante
metodologia basada en las especificaciones de la Norma UNE-EN 16695:2016 (Asociacion
Espafiola de Normalizacién y Certificacién, 2016), facilita una evaluacién precisa y
reproducible del estado ecoldgico del sistema acuatico y, es una mejora significativa
frente a mediciones tradicionales en monitoreos de rutina de empresas potabilizadoras
y organismos de control de la calidad del agua para uso recreativo (clorofila a, o
densidad de organismos o células), que podrian subestimar la diversidad y biomasa del
fitoplancton. Este enfoque refuerza la importancia del esfuerzo en integrar el uso de
estimaciones de biovolumen propias (a distintos niveles de organizacion y objetivos),
evitando la extrapolacién de datos de otros ecosistemas que podria introducir sesgos en
la evaluacién de la biomasa (Olenina et al., 2006); influyendo en la alerta temprana sobre
los riesgos sanitarios asociados.

Por esta razén, la incorporacién de la medida de la incertidumbre, segun lo propuesto
por la Norma UNE 14996:2007 (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacion,
2007) en su apartado 10, asegura que los resultados sean consistentes y comparables
internacionalmente respecto a valores guias de la calidad del agua.

La estimacion de la incertidumbre intralaboratorio desarrollada en este trabajo
persiguié conocer la validez de las mediciones realizadas y la estimacién de incertidumbre
segun la significacion estadistica de los resultados. Si bien fue calculada a partir del limite
de la reproducibilidad, factor que nos brinda informacion sobre la precisién intermedia
de la metodologia de medida; es de gran aporte para garantizar la calidad de los datos
generados, sobre todo cuando se carece de ensayos de interlaboratorios accesibles y
desarrollados en la region.

La estrategia de trabajar integrando las medidas a nivel de especies y géneros fue
adoptada en funcién de los recursos disponibles (habilidades técnicas avanzadas, costos y
tiempo del andlisis), y el contexto ecoldgico del embalse (recurrentes floraciones estivales
de cianobacterias, y multiples usos). Dentro de este enfoque balanceado, combinando
ambos niveles de identificacion, se obtuvieron detalles especificos como una comprensién
general de las comunidades de fitoplancton en la gestion.

El analisis basado en biovolumen identificé tres grupos algales principales:
Cyanophyta, Chlorophyta y Bacillariophyceae, que representaron aproximadamente el
100 % de la biomasa en la mayoria de las muestras. Esto es consistente con registros
histéricos del embalse tanto en el cauce principal, los brazos, como en distintas
estaciones (estival e invernal) y profundidades (Chalar et al., 1993; De Le6n y Chalar, 2003;
Bordet, 2004; O'Farrell et al., 2012; Izaguirre et al., 2018; Bordet et al., 2017) y comparable
con estudios de otros lagos donde el biovolumen es un indicador clave para la gestion
ambiental (Canfield et al., 2019).

Para los taxones de cianobacterias de importancia sanitaria por su produccién de
toxinas, como Microcystis aeruginosa y Dolichospermum spp., los volimenes celulares
obtenidos se alinean con valores reportados previamente (Bonillay O'Farrell, 2023;
Chorus y Welker, 2021), con ligeras variaciones que reflejan las condiciones especificas
del embalse. De manera similar, en Bacillariophyceae, Aulacoseira granulata mostré
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volumenes celulares con alta precision (5,3 %) y resultados superiores a los reportados
en otros estudios (Olenina et al., 2006; Reyes Motavita et al., 2023).

Ademads, se registré una presencia de Dinophyceae en las estaciones de muestreo
del embalse. El caso de Ceratium furcoides, especie registrada con alto biovolumen
(Bordet et al., 2017), mostré un volumen similar al de otros estudios con un error estandar
menor al 10 %; lo que refleja una precisién mejorada para la estimacién de su biomasa
(Napiorkowska-Krzebietke y Kobos, 2016). No obstante, se reconoce la necesidad de
establecer lineas futuras de trabajo que integren el analisis a nivel de especies en lugar
de género, lo cual brindaria estimaciones mas precisas del biovolumen y podria influir
significativamente en las evaluaciones de biomasa.

En conclusién, el método validado ofrece una herramienta confiable para la
estimacion del biovolumen de fitoplancton en el embalse con caracteristicas subtropicales,
cumpliendo con las normativas internacionales de calidad. Su aplicacién tiene un impacto
positivo en la gestién ambiental, pudiendo ser incluido en un protocolo operativo
estandar para facilitar su adopcién en la vigilancia sanitaria, posicionandolo como una
metodologia replicable y valiosa para el estudio y la gestion de ecosistemas acuaticos.
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