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Las floraciones de cianobacterias tdxicas generan impactos negativos a nivel
ambiental, econdmico, y en la salud humana y animal. Se realizé un analisis de datos
histdricos (1989-2020, n = 423) y un experimento de enriquecimiento de nutrientes para
estudiar las cianobacterias del Rio Negro, principal rio interno del pais. En base a indicadores
cuantitativos (biovolumen, abundancia de células de cianobacterias y observacion visual), se
definieron cuatro niveles de peligrosidad de exposicion a cianobacterias toxicas. Las
cianobacterias mas frecuentes (Microcystis sp. y Dolichospermum sp.) son productoras
potenciales de diversas toxinas, incluyendo algunas que no han sido analizadas aldn en
Uruguay. Se advierte un deterioro ambiental creciente desde el afio 2000, pautado por el
aumento de la biomasa de cianobacterias y las concentraciones de toxinas (microcistinas).
Los nutrientes en el agua indican eutrofizacion avanzada, asociada al incremento del area
agricola de la cuenca. Los resultados experimentales demostraron el papel clave de los
nutrientes y el tiempo de residencia en el favorecimiento de estos organismos. Las
floraciones toxicas de cianobacterias amenazan seriamente los multiples servicios
ecosistémicos que brinda el rio, siendo indispensable la instrumentacion de planes de
monitoreo de cianobacterias y medidas de manejo para controlar la eutrofizacion a largo
plazo.

calidad de agua, eutrofizacion, embalses, nutrientes, fitoplancton.

Toxic cyanobacterial blooms generate negative environmental, economic, and
health impacts. We carried out an analysis of historical limnological data (1989-2020, n = 423)
and we performed a nutrient enrichment experiment to study the cyanobacteria of Rio Negro,
the largest internal river of Uruguay. We defined four hazard levels of exposure to toxic
cyanobacteria based on quantitative indicators (biovolume and abundance of cyanobacterial
cells and visual observation). The most common cyanobacteria (Microcystis sp. and
Dolichospermum sp.) are potential producers of various toxins, including some that have not
yet been analyzed in Uruguay. Accelerating environmental deterioration since 2000 has been
shown by an increase of cyanobacteria biomass and concentrations of toxins (microcystins).
Nutrient concentrations indicated advanced eutrophication, associated with the increase in
the area devoted to agriculture of the watershed. Experimental results demonstrated the key
role of nutrients and residence time in favoring these organisms. Toxic cyanobacterial blooms
seriously threaten the multiple ecosystem services provided by the river, making it essential
to implement cyanobacteria monitoring, and management plans to control eutrophication in
the long term.

water quality, eutrophication, reservoirs, nutrients, phytoplankton.

Blooms de cianobactérias tdxicas geram impactos ambientais e econdmicos
negativos, alem de danos a saude humana e animal. Analise de dados histéricos (1989-2020,
n = 423) e um experimento de enriquecimento de nutrientes foram realizados para estudar
as cianobactérias do Rio Negro, o principal rio interno do Uruguai. Com base em indicadores
guantitativos (biovolume e abundancia de células cianobacterianas e observacgao visual)
foram definidas quatro categorias de perigosidade de exposicao a toxinas. As cianobactérias
mais comuns (Microcystis sp. e Dolichospermum sp.) sdo produtoras potenciais de varias
toxinas, algumas das quais nunca foram analisadas en Uruguai. Elevadas biomassas de



cianobactérias e concentracdes das toxinas (microcistinas) foram encontradas desde 2000
com tendéncia a aumentar casos em categorias de alta perigosidade e alertando para a
deterioracdo ambiental, a Ultima década. Concentragdes altas de nutrientes na agua indicam
eutrofizacdo avancada associado com o aumento da area da bacia dedicada a agricultura. Os
resultados experimentais demonstraram o papel fundamental dos nutrientes e do tempo de
residencia no favorecimento de cianobactérias. A proliferacdo de cianobactérias téxicas
ameacam seriamente os multiplos servicos ecossistémicos fornecidos pelo rio, tornando
essencial a implementacdo de monitoramento de cianobactérias, planos de manejo e
monitoreamento para controlar a eutrofizacdo em longo prazo.

qualidade da agua, eutrofizagao, reservatdrios, nutrientes, fitoplancton.

A nivel global, la agricultura es el principal factor asociado a la eutrofizacién de los
ecosistemas acuaticos continentales, debido al aporte de nutrientes al agua derivados
de la fertilizacién (Moss, 2008; Ramankutty, et al., 2018). Una de las principales
consecuencias de la eutrofizacion es la aparicion de altas acumulaciones de biomasa
de cianobacterias (floraciones) (Huisman, et al., 2018), que alteran el olor y el sabor
del agua, y pueden producir distintos tipos de cianotoxinas peligrosas para la salud
humana y animal (van Apeldoorn, et al, 2007). Las floraciones tienen impactos
negativos para la sociedad, como aumentos en los costos de potabilizacion,
restricciones para el riego, cierre de zonas recreativas, o incluso el impedimento total
del uso del agua (Paerl y Otten, 2013; Chorus y Welker, 2021).

En los ecosistemas l6ticos, las actividades antropicas que afectan el flujo y la
circulacion natural del agua generan condiciones propicias para las floraciones
(Palmer y Ruhi, 2019). Por ejemplo, la construccion de embalses para la generacién
de energia eléctrica es una practica muy extendida en América del Sur (Tundisi, et al.,
1998; Palmer y Ruhi, 2019). En los embalses, el tiempo de residencia controlado
artificialmente cumple un papel importante en la acumulacién y el lavado de la
biomasa de fitoplancton aguas abajo (Davis y Koop, 2006; Rangel, et al., 2012).

El Rio Negro es el principal cuerpo de agua lotico interno de Uruguay, con un
caudal promedio de 930 m3s! (cerca de la desembocadura), y atraviesa el territorio
de este a oeste, confluyendo en el rio Uruguay (Alonso, et al., 2019) (Figura 1). Su
cuenca (68.200 km?) ocupa el 39% del territorio del pais y acoge actividades como la
ganaderia extensiva, la agricultura (secano: trigo, sorgo, soja y maiz; cultivos regados
y frutales) y la forestacion (FAO y Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento
Territorial y Medio Ambiente, 2015; IBGE, 2018). El rio se utiliza con multiples
finalidades, entre las que se destacan tres grandes represas construidas sobre el
cauce principal: Rincon del Bonete (de ahora en adelante lo llamaremos “Bonete”)
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(1.070 km?), Baygorria (100 km?) y Palmar (320 km?) (Figura 1), que generan el 38%
(~593 MW) de la energia hidroeléctrica del pais (Chalar, et al., 2014; Patrone, 2014).
Los tres embalses difieren en su profundidad (Zmax aproximada: 30, 25y 30 m, Aubriot
com. pers.) y tiempo de residencia (196, 14 y 50 dias, promedios 2009-2016, para
Bonete, Baygorria y Palmar, respectivamente) (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018). Los caudales varian
segun la estacion, siendo mayores generalmente en otofio e invierno (Chalar, et al.,
2014). El régimen de lluvias y el manejo de los embalses condiciona la dinamica del
tiempo de residencia, mayor generalmente en Bonete (fuertemente regido por el
manejo) y menor en Baygorria, siendo un embalse de paso entre los otros (Uruguay.
Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018).
El agua del rio también se utiliza para potabilizacion, riego, pesca artesanal, cultivo de
esturion, recreacion y como abrevadero para el ganado (Uruguay. Ministerio de
Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018). Los valores de
nutrientes en el agua (nitrégeno y fosforo) indican un estado hipereutréfico en los
embalses (promedios del periodo 2009-2013: 114 y 725 uglL?, para fosforo total y
nitrdgeno total, respectivamente) (Alonso, et al., 2019; Cunha, et al., 2013), en sintonia
con las tendencias generales registradas en las principales cuencas hidrogréficas del
pais (Chalar, 2009; Bonilla, et al., 2015; Aubriot, et al., 2017; Chalar, et al., 2017; Kruk,
et al., 2019). Se han registrado floraciones de cianobacterias toxicas en los embalses
antes mencionados y en playas del rio (Chalar, et al., 2014; Gonzalez-Piana, et al.,
2017, 2018), muchas veces formando espumas visibles a simple vista o desde
imagenes satelitales (Aubriot, et al., 2020).
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Figura 1. Mapa del Rio Negro y su cuenca (area gris), Uruguay, con los sitios de
estudio (1 a 17), los colores indican el nUmero de datos disponibles (ver inserto con
los coddigos) (A). Fotos (B: E. Font, 11/03/2015, y C y D: L. Aubriot, 22/03/2021):
espuma de cianobacterias en predio ganadero, Bonete (B), y en playa de Palmar, con
bandera sanitaria (C). Cianobacterias en muestra de Palmar (D).

Dadas estas condiciones, la instalacion de una planta de celulosa de gran porte
aguas abajo del embalse de Bonete implica grandes desafios ambientales (UPM I, de
UPM-Kymmene Corporation, Finlandia; produccion estimada ~ 2 millones de
toneladas secas de pasta por afo) (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento
Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2019a). Por lo tanto, es fundamental poder
contar con una evaluacidn global del ecosistema que permita una gestién adecuada,
asegurando el desarrollo sostenible y la coexistencia de diversas actividades
antropicas dependientes del rio y su cuenca (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2012). Si bien se han
generado series temporales de datos limnoldgicos consistentes a partir de 2009



(Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, 2020), no se han analizado en forma
integrada a las cianobacterias y las cianotoxinas que aparecen en el rio, y la influencia
combinada del flujo del agua y los nutrientes como factores que inciden en las
floraciones. Este trabajo tuvo dos objetivos, 1) realizar un analisis sindptico de la
informacion histérica sobre las cianobacterias planctdnicas, las cianotoxinas y los
principales parametros ambientales en el Rio Negro; y 2) mediante una aproximacion
experimental, evaluar el papel del tiempo de residencia y los nutrientes en el
crecimiento de las poblaciones de cianobacterias y las concentraciones de
microcistinas totales.

Los datos de la concentracién de nitrogeno total (NT) y de fosforo total (PT) se
obtuvieron del portal abierto Observatorio Ambiental de la DINAMA (OAN) (Uruguay.
Ministerio de Medio Ambiente, 2020), con informacién de los embalses (Bonete: BO,
Baygorria: BA y Palmar: PA) y tramos loticos (Figura 1: todos los sitios, excepto el 15),
periodo 2000 a 2019 (n = 628 y 616, NT y PT, respectivamente). Se utiliz6 la base de
datos de la Seccion Limnologia (Bonilla, et al., 2015), incluyendo registros de
fitoplancton, biomasa de cianobacterias, concentracion de clorofila a (Clo a), datos de
toxinas (n = 169) y nutrientes totales. A dicha base de datos se incorpord informacion
proveniente de informes técnicos, articulos referidos a la presencia de cianobacterias
(Pérez, et al,, 1999; Chalar, et al,, 2010; Gonzalez-Piana, et al., 2017, 2018; Uruguay.
Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018;
Estudio Ingenieria Ambiental, 2019) y datos no publicados de la Seccién Limnologia
(biovolumen de cianobacterias y microcistinas totales y sus variantes), obteniendo
una matriz final con 423 registros.

Para visualizar tendencias en la concentracién de nutrientes (NT y PT) a lo largo del
tiempo, los datos se clasificaron por tipo de ambiente (embalses y tramos 16ticos), y
se calcul6 la mediana y los cuantiles extremos (0,10 y 0,90) para ventanas temporales
entre los afos en los que se contaba con informacion de uso del suelo (ver mas
abajo).

La informacién disponible de toxinas se restringe a microcistinas (MC) (en pgL*y
por unidad de peso de biomasa cianobacteriana, seco: yggp.s.ty fresco: ugmm-3),
microcistinas totales (analizadas mediante la técnica ELISA) o las variantes LR, RR e YR
(datos de LC MS/MS o MALDI-TOF) (Brena, et al., 2021).



Se calculd la ocurrencia de géneros y especies de cianobacterias desde los
primeros registros (1991) hasta 2019, incluyendo informes con datos promediados
por periodos de tiempo diversos (Conde, et al., 1999; Chalar, et al, 2010). Se
utilizaron los datos del monitoreo visual de cianobacterias (tres categorias, O:
ausencia de cianobacterias, 1: presencia y 2: espuma) para las playas de la ciudad de
Mercedes (tramos loticos), 2017-2020, n = 63, datos tomados del portal OAN
(Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, 2020; Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA 2019b).

Recientemente, la OMS (Chorus y Welker, 2021) ha propuesto valores guia para
varias cianotoxinas (MCs, cylindrospermopsina: CYNs, anatoxinas: ATXs y saxitoxinas:
STXs), asi como indicadores cuantitativos de cianobacterias y niveles de alerta de
agua para potabilizacion y uso recreativo (ver Tabla 1). En base a dichos criterios, los
datos de cianobacterias (indicadores cuantitativos y orientativos: monitoreo visual) se
clasificaron en “categorias”, definidas en base a los umbrales de peligrosidad de
exposicion a cianotoxinas segun el uso del agua (para potabilizar o para recreacién)
(Tabla 1). Los datos se clasificaron priorizando el biovolumen, luego las células y por
ultimo la concentraciéon de la Clo a. Los niveles visuales, usados para el monitoreo de
playas, se clasificaron de forma parsimoniosa asumiendo que el limite para detectar
Clo a en el agua por el ojo humano es ~ 20 ugL™ (Tabla 1).

A los efectos de resumir los principales cambios en el uso del suelo a lo largo del
tiempo, se analizaron las areas de cobertura de los diferentes usos en la cuenca del
Rio Negro, para los afios 2000, 2008, 2011, 2015 y 2018, ya que a partir de 2000 hay
mas informacion limnoldgica. Se discriminaron seis categorias (agricultura, agua,
forestacién, herbaceo-arbustivo, monte nativo y otros), donde agricultura incluye
también pasturas (FAO y Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente, 2015; IBGE, 2018). Para 2018 se actualizd la clasificaciéon de 2015
mediante la clasificacién de imagenes satelitales (LANDSAT 8 OLI, 2018).

Indicadores cuantitativos de cianobacterias (Ciano) y niveles de alerta de
agua para potabilizacién y uso recreativo, niveles de monitoreo visual DINAMA vy
categorias de riesgo de exposicion a cianobacterias toxicas utilizadas en este estudio
(Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, DINAMA, 2019b). Valores conservadores:
*biovolumen = 0,3 mm3L1 o Clo a = 1 pglL? (con predominio de cianobacterias)
indica que las MCs o la CYN pueden alcanzar el Valor Guia cronico (de por vida) para
estas toxinas en agua potable; **biovolumen >4 mm3L?! o Clo a >12 pgL? (con
predominio de cianobacterias) indica que las MCs, las CYN o STXs pueden exceder
los Valores Guia de exposicién de corto plazo para estas toxinas; ***biovolumen >8
mm3L? o Clo a >24 pgL™ (con predominio de cianobacterias) indica que las MCs, las
CYN o STXs pueden exceder los Valores Guia de uso recreativo para estas toxinas
(Chorus y Welker, 2021).



Niveles Categorias

Nivel Células

Uso del agua de alerta Biovolumen Ciano MC-LR monitoreo usadas
8 OMS Ciano; Cloa (cellsmL?) pgL? visual en este
DINAMA estudio
3] -1
Potabilizacién  Vigilancia <°'<31 ’:g"l_} ;<5000 <1 pgl- 1 (Baja-Nula)
0,3-4 mm3L"; 2
* N £ _ - -1%
Alerta 1 1412 pgl” 5000-60000 1-12 pgL (Baja-Media)
4-8 mm3LT; 60000- 3
*% ' _ kK
Alerta 2 12-24 pgl” 120000 ~ 1224wel (Media-Alta)
Recreacion  Vigilancia -4 MMLY v0: ausencia 1-2
g 3-12 pgl ' (Baja-Media)
Alerta 1 48 mim-L =o0000- v1: presencia 4
12-24 pgl" 120000 P (Media-Alta)
3] -1
Alerta 2*** >§2T1Tgll__‘1' >120000 >24 pgl'*** v2: espuma 4 (Alta)

Experimento

Se realizd un experimento para determinar la influencia de los nutrientes
(nitrogeno: N y fésforo: P) y del tiempo de residencia en el crecimiento del
fitoplancton. El disefio de tipo factorial incluyé dos factores, nutrientes (Nutr) y
tiempo de residencia (Dilu), resultando en cuatro condiciones: control, Nutr, Dilu y
Nutr*Dilu. Las variables de respuesta fueron el biovolumen de cianobacterias y
eucariotas, y las microcistinas totales.

Se utilizd una muestra subsuperficial de 20 L del embalse Palmar (27/06/2014)
(Figura 1, sitio 12), que se traslad6 en oscuridad y a baja temperatura al laboratorio
de la Seccion Limnologia, en la Facultad de Ciencias (Montevideo), donde se
determiné la concentracién de nutrientes segun Valderrama (1981) (98 + 5,8 ugPT L*
y 0,75 + 0,09 mgNT L'}, N y P, respectivamente). La muestra fue homogeneizada y se
distribuyeron 600 mL en frascos de vidrio de 1 L. Para el factor Nutr se usé nitrato
(NaNO:3) y fosfato (K;HPOa). Las soluciones de nutrientes fueron dosificadas en pulsos
diarios (9 adiciones, una por cada dia del experimento, excepto el Ultimo). La dosis
diaria fue de 133 pgL? y 1,02 mgL? (fosfato y nitrato, respectivamente), totalizando
1,1 mgLty 8,2 mgL?, Py N respectivamente. El tiempo de residencia bajo (~ 3,4 dias)
se emuld por dilucion, realizando un recambio diario de 175 mL con agua de rio
filtrada (filtro MGF, Munktell, Alemania). El tiempo de residencia alto represento los
10 dias del experimento (sin dilucidn). Para el tratamiento combinado, Nutr*Dilu, la
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dilucion diaria fue anterior al agregado de nutrientes. Las réplicas (n = 3) se
aclimataron ~ 40 horas a 25 + 2 °C, 110 — 115 umol fotén m?s? y fotoperiodo 16:8,
luz:oscuridad y se ordenaron al azar. Durante los 10 dias de incubacién se siguieron
los cambios de la fluorescencia in vivo de la Clo a y la ficocianina (Cremella, et al,
2018) para calcular la tasa de crecimiento (en dia™). Al finalizar (10 dias), parte de las
muestras se fijaron con solucion lugol para el conteo de fitoplancton, y el resto se
congeld para el analisis de MC totales mediante la técnica ELISA (Brena, et al., 2021).
La identificacién y conteo del fitoplancton se realiz6 para cada unidad experimental,
segun métodos de rutina descritos en lllarze (2015). Las diferencias significativas
entre tratamientos se probaron mediante ANOVA de una via y una prueba de
comparaciones pareadas posterior (con distancia de Holmes), verificando
previamente la normalidad y homogeneidad de varianza de los datos.

Todas las gréficas y los analisis estadisticos fueron realizados con el programa libre
R (3.5.3).

Los estudios de cianobacterias en el Rio Negro comenzaron en la década de los
noventa (trabajos de la Seccion Limnologia, incluyendo pocos datos de 1989) y
continuaron a lo largo del tiempo en forma dispar. El sitio mas estudiado ha sido BO
(n = 111) y los menos estudiados han sido los tramos loticos del rio (aguas arriba,
entre y aguas abajo de los embalses) (n = 26, excluyendo los monitoreos visuales). Se
registraron 21 géneros de cianobacterias entre 1991 y 2018, de los cuales el 57%
pertenece a organismos filamentosos. El género Dolichospermum (orden Nostocales)
fue el mas frecuente, seguido de Microcystis, Merismopedia, Pseudanabaena y
Radiocystis (Figura 2).

Los primeros datos cuantitativos corresponden a la concentracion de Clo a e
individuos por litro (variable que no es indicadora de biomasa ni abundancia).
Posteriormente se incorporaron las estimaciones de abundancia de cianobacterias en
células (a partir del 2000) y en biovolumen (Tabla 2). El mayor nimero de registros
con informacién cuantitativa de cianobacterias corresponde a los embalses a partir
de 2010 (n = 187) (Tabla 2). Los valores mayores a 500 ugL* de Clo a y de 100 mm3L
! de biovolumen son de densas acumulaciones de biomasa de cianobacteria
(“espuma”), condiciones alcanzadas en los tres embalses (Tabla 2).

Las categorias de peligrosidad de exposicion a cianobacterias toxicas (Tabla 1)
permitieron evidenciar una tendencia al aumento de casos en las categorias de



peligrosidad media a alta desde 1989 a 2015 (Figura 3). Desde 2017 se registraron
valores que corresponden a la categoria 1-2 para aguas recreacionales, y se observé
un aumento de los registros en la categoria 3 (Media-Alta) (Figura 3). Tanto en los
embalses como en los tramos I6ticos (entre embalses o aguas abajo de los mismos),
se han reportado cianobacterias con niveles de peligrosidad altos para ambos usos
del agua (categorias 3 y 4). En los tramos |6ticos posteriores a BO, el biovolumen y las
células de cianobacterias son generalmente un orden de magnitud mas bajos que en
los embalses (Tabla 2). Antes del 2010 solo se registro un sitio 16tico (desembocadura
del Rio Yi, enero 2001) con informacion de cianobacterias (Figura 3), y ninguno en el
rio aguas arriba de los embalses.

Las Unicas toxinas que han sido analizadas en el Rio Negro son las microcistinas, en
general como totales, aunque hay reportes con algunas variantes quimicas (Tabla 2).
La informacién disponible apenas supera los 60 registros (MC totales y variante LR),
donde el 23% de los datos de la zona pelagica y el 58% de la orilla superan los 24
ugL? (Alerta 2, peligrosidad alta para aguas de recreaciéon, OMS, Tabla 1). Los
primeros informes de cianotoxinas correspondieron a floraciones de Microcystis
aeruginosa y Dolichospermum circinale en BO (MC totales: 909 y 551 pggp.s.?, sitios
Carpinteria y Represa, respectivamente; diciembre/2000) y en los tres embalses al
verano siguiente (enero/2001) (MC totales: 763; 701 y 971 pggp.s.* en BA, BO y PA,
respectivamente y un valor casi cuatro veces mas alto en el tramo 6tico) (Tabla 2). La
variante quimica de MC mas analizada ha sido la LR, pero se han cuantificado
puntualmente las MCs-RR (sitios 5 y 6) e YR (sitio 5) (Figura 1, Tabla 2), en presencia
de una floracién dominada por las cianobacterias coloniales Radiocystis fernandoii y
Microcystis wesenbergii (cianobacterias totales: 1.375; 38 y 40 mm?3L", sitios 5, 6 y 7,
respectivamente, noviembre/2014).
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Figura 2. Registro de géneros de cianobacterias en los tres embalses del Rio Negro.
Los colores indican los cuatro érdenes filogenéticos.

Tabla 2. Biovolumen de cianobacterias (2010-2015) y microcistinas (MC), (2000-2001
y 2010-2015) registrados en el Rio Negro, tramos loticos (rn), embalses (Bonete,
Baygorria y Palmar) y todos los datos (Todos). Se indica la mediana, el rango
(minimo-maximo, entre paréntesis rectos) y el n (cursiva); *: n = 1, nd: analizado y no
detectado. Los datos de biovolumen se discriminan segun la muestra haya sido
tomada en la orilla 0 en la zona pelagica (centro). Métodos: ELISA (MC_totales) o LC
MS/MS o MALDITOF para las variantes; 2: rio Yi (2000). Referencias (Ref): 1) De Ledn,
et al., 2001, 2) Conde, et al., 2002, 3) Gonzalez-Piana, et al,, 2011, 4) Gonzalez-Piana,
et al, 2017, 5) Brena, et al,, 2021 y 6) este estudio.
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Biovolumen

o Toxinas Bonete Baygorria Palmar rn Todos Ref
Cianobacterias 0,537 0,288 [0- 1,69 [0- [00600223463_ 0,545 346
(mm3L7), centro  [0-1370], 99 25,61, 75 48,71, 76 ; [0-1370] >~

40,21, 19
. . 10,4 0,510 76,2
(Cr'rf;‘;’fgcgfirl'laas [0,0300- 1660], 8 ?2@5%?’09' [0,410- i [0,0300- 3;5;6
' ' 18,91, 5 15300]
MCtotales o o0 5 32000793 2121279 oS 295,
(ugl?) ' ' 3x104, 13 3440], 4 2 [0-3x10°] ™
33,0
151 33,0 34,0 [2,29- '
-1 ! _ A
MC_LRMBLY) 138021101, 4 [26,6-5511,3 26601, 7 807" [1.80- 3;4;6
2660]
MC_RR (ugL") 23,6% nd nd 5,60% - 6
MC_YR (pgL™" 3,60* nd nd nd - 6
MC_totales 763 673 957 2880%s 886 12
(uggp.s.”) [627-899],2  [551-909], 4 [886-1030], 2 [551-2880] '
MC_t?ctaIes/ 0174 0,076 0 0,09 .
p(ejgmrriic)o [0,02-9,98], 5 [0,005-0,59], 8 - [0-0,41], 70 [0,01-9,98]
0,486 2,154 0,96
MC_LR/ peso ! ' . 0,69 )
fresco (ugmm-) 001381177 [0,55-9.851,6 [0118-87,61,17 0,01-576 %6

El PT en el agua presenté valores altos, por encima de los umbrales de condicién
eutrdfica a lo largo de todo el periodo, tanto para embalses (excepto en 2000) como
para los tramos I6ticos (Figura 4). EI NT presenté concentraciones muy altas con una
tendencia general al aumento en los cuantiles superiores (0,90) desde 2000 a 2018
(Figura 4). El uso del suelo de la cuenca del Rio Negro tuvo cambios importantes
entre 2000 y 2018. Se incrementd el porcentaje de area cubierta de la cuenca
destinada a la agricultura (15 al 23%) y la forestacién (6 a 11%) en los afios 2000 y
2018, respectivamente (Figura 4). Este cambio determin6 una disminucion de 960.870
hectareas ocupadas por la cobertura herbaceo-arbustiva (del 73 al 59% del area total
de la cuenca, en 2000 y 2018 respectivamente).
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Frecuencia de registro de floraciones en categorias de peligrosidad de
exposicion a cianobacterias toxicas (ver Tabla 1). A: para todos los datos a lo largo del
tiempo. Agrupado por embalses (Bonete, Baygorria y Palmar) y tramos I6ticos (rn),
para dos periodos, B: 1989-2010 y C: 2011-2020. n = ndmero de datos, indicado
arriba de cada barra.
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A: Cambio del uso del suelo (%) respecto al 2000 para agricultura y
forestaciéon. B: Variacién de la concentracion de fosforo total y C: Variacion de la
concentracion de nitrégeno total, desde 2000 a 2018, segun embalses y tramos
l6ticos. Se indica la mediana (circulo negro, y los cuantiles 0,10/0,90). En B las lineas
horizontales punteadas: 25 y 63,7 ugL™! de fosforo total (umbral en la legislacién
uruguaya y maxima para el estado eutrofico para embalses subtropicales segun
Cunha, et al., 2013, respectivamente).

El agregado de nutrientes resultdé en un aumento significativo del biovolumen de
cianobacterias y de las MCs (Figura 5). Las cianobacterias fueron el grupo dominante
en el fitoplancton (>90% del biovolumen total, género dominante: Microcystis), tanto
en el control como en los dos tratamientos con adicion de nutrientes (Nutr y
Nutr*Dilu). El biovolumen de cianobacterias del tratamiento Nutr fue, en promedio, 7
veces mas alto que en el control (2918 y 412 mm3L?Y, Nutr y control,
respectivamente). El tratamiento Dilu presenté una mayor diversidad de grupos
eucariotas de pequefio tamafo individual y muy baja contribucién de cianobacterias
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(~ 3% del total), siendo 3 dérdenes de magnitud menor al del control (Figura 5).
Finalmente, el tratamiento Nutr*Dilu alcanzé biovolimenes de cianobacterias altos
pero menores al control (promedio: 206 mm?3L1). Con adicién de nutrientes se
observaron los mayores crecimientos (0,204 y 0,153 dia, Nutr y Nutr*Dilu,
respectivamente), mientras que los otros tratamientos presentaron una tasa de
crecimiento muy baja (0,069 y 0,003 dia?, Dilu y control, respectivamente). La
concentracion de MCs fue significativamente mas alta en Nutr que en el resto de los
tratamientos (Figura 5). Sin embargo, las MCs expresadas por unidad de biomasa
fueron bajas en los tratamientos con adicién de nutrientes (0,012 + 0,005 ugmm-=3y
0,012 + 0,014 ugmm3, Nutr y Nutr*Dilu, respectivamente) y mas altas en los restantes
(0,029 + 0,025 pgmm3 y 1,920 + 1,45 pgmm3, para el control y Dilu,
respectivamente).
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Experimento de enriquecimiento con nutrientes y dilucion en muestras
naturales de PA Control (sin enriquecimiento ni dilucion), Dilu: dilucién diaria, Nutr:
agregado de N+P, Nutr*Dilu: ambos factores combinados. A: biovolumen total de
fitoplancton, B: microcistinas totales (MC), y C: contribucién relativa de los diferentes
grupos en el total del biovolumen. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (p <0,05). Para cada tratamiento n = 3.

Nuestro estudio permitié evidenciar la situacién del Rio Negro en relacion con la
presencia de floraciones de cianobacterias tdxicas en las Ultimas décadas. La
tendencia temporal muestra un aumento de casos de categorias que indican
peligrosidad media a alta de exposicién a cianotoxinas, algunas que no han sido
estudiadas aun en el pais, lo que representa un alto riesgo para el uso del agua con
diferentes fines.

La mayoria de las floraciones estuvieron dominadas por Dolichospermum 'y
Microcystis (o Radiocystis), las cianobacterias mas frecuentes en los cuerpos de agua
lénticos y l6ticos eutrdficos del pais (Bonilla, et al, 2015; Ferrari, et al., 2011;
Haakonsson, et al.,, 2017). Estos taxa son potencialmente téxicos, y pueden producir
lipopolisacaridos (dermatotoxinas), microcistinas (hepatotoxinas) y potentes
neurotoxinas (saxitoxina, anatoxina-a y anatoxina-a(S)) (van Apeldoorn, et al., 2007;
Furtado, et al, 2009). La mayoria de las neurotoxinas no se analizan en parte por
limitaciones en la capacidad analitica del pais, por lo que puede existir un riesgo
ambiental y sanitario que aun no ha sido identificado apropiadamente.

Las concentraciones de cianobacterias (células y biovolumen) compiladas en
nuestro trabajo indican condiciones eutroficas a hipereutréficas (Chorus y Welker,
2021), particularmente en los embalses. La mayoria de los estudios corresponden al
periodo estival, aunque floraciones de cianobacterias también han sido registradas en
otofio-invierno en los embalses (Chalar, et al., 2010, 2014), por lo que la problematica
se extiende a periodos frios, generalmente indicados como poco favorables para las
floraciones. Si bien el conocimiento de las cianobacterias en los tramos I6ticos del rio
es muy limitada y fragmentada, no se han registrado en la cuenca alta (antes de los
embalses) (Pérez, 2002 y datos de este estudio). Por otro lado, las cianobacterias
circulan por el rio a partir del embalse BO, mediado por las precipitaciones y el
manejo de los embalses, y son transportadas a PA, donde ocurre el aumento de la
biomasa y su posterior descarga hacia el rio Uruguay, e incluso a cientos de
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kilbmetros de distancia como el Rio de la Plata y Océano Atlantico (Kruk, et al., 2019;
Aubriot, et al., 2020).

Las concentraciones de microcistinas alcanzaron valores extremadamente altos en
muestras provenientes de espuma de cianobacterias, sefalando una elevada
peligrosidad para bafiistas, pescadores y animales domésticos. Recientemente se han
detectado MCs en la sangre de ganado que abrevaba en el Rio Negro (BO y BA) con
presencia de floraciones (Brena, et al., 2021), lo que podria derivar en un perjuicio
econodmico directo para la ganaderia y la salud animal. En cuanto a las variantes
quimicas encontradas en el agua, la LR fue la reportada con mayor frecuencia, en
linea con estudios anteriores (Brena, et al, 2021). En este estudio, los valores
promedio de MC por biovolumen (peso fresco) indican toxicidad media (valores
promedios para MC totales y LR: 0,024 - 3,25 uggp.s.”}, asumiendo 1mm3 = 0,25 p.s.)
respecto a los rangos encontrados en la literatura (maximos ~ 9 pggp.s.?) (Chorus y
Welker, 2021). Sin embargo, los primeros reportes conocidos (2001) tienen valores
cercanos a 1 mggp.s.* (De Ledn, et al, 2001), lo que puede deberse al analisis de
espumas cianobacterianas. Los valores y las tendencias de MCs comprometen el uso
del agua en general e indican la necesidad de incrementar los monitoreos de estos
organismos. Diversos métodos, de alta frecuencia y de bajos costos, pueden
proporcionar informacion orientativa o semi-cuantitativa en tiempo real, como el
monitoreo visual en zonas de recreacion de la ciudad de Mercedes (sitio 15, Figura 1)
(Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente;
DINAMA, 2019b), el monitoreo remoto o la medicion de la fluorescencia de
pigmentos in vivo (Cremella, et al., 2018; Aubriot, et al.,, 2020).

Los valores de nutrientes totales registrados en el Rio Negro (2000-2018) indican
condiciones eutroficas a hipereutréficas (valores de fésforo total >63,7 ugL?, Cunha,
et al., 2013). Dichas concentraciones son mayores a los promedios histéricos del rio
Uruguay y algo menores a los del rio Santa Lucia, ecosistemas Iéticos del pais
fuertemente impactados (Aubriot, et al., 2017; Alonso, et al., 2019). Los valores de
fésforo total registrados en este estudio fueron entre 2 y 18 veces mayores que el
permitido por la legislaciéon uruguaya (25 pgL™, excepto para la Clase 4), Decreto
253/979 (Uruguay, 1979). Esto, junto a los indices de estado tréfico, indican un grado
de deterioro muy importante en la calidad del agua. Las concentraciones de
nitrogeno total fueron altas y con una tendencia en ascenso desde 2000 a 2018, lo
que puede estar relacionado al aumento de la agricultura en la cuenca y la tendencia
mundial a usar fertilizantes nitrogenados (Glibert, et al., 2014).

El aumento en la agricultura varia segun regiones de la cuenca, siendo mas
importante en el Este que en el Centro y Oeste (100% y 10-50%, Este, y Centro y
Oeste, respectivamente, periodo 2011-2015) (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente; DINAMA, 2018), asociado a la expansion
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de monocultivos de soja y forestacion (Gazzano, et al,, 2019). Las cargas de PT y NT
aportadas por los cultivos han sido estimadas en 50% de la carga total en la regidon
Este y Centro (cuenca alta y media), y en mas del 80% en cuenca media a baja
(Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente;
DINAMA, 2018). Considerando que las fuentes puntuales de PT y NT son
relativamente bajas en esta cuenca (1,2% y 2,2%, PT y NT, respectivamente, para
2015-2016) (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio
Ambiente, DINAMA, 2018), emprendimientos industriales de gran porte (ejemplo:
UPM II, planta de pasta de celulosa) pueden alterar esta tendencia. Se estima que
esta planta volcara al rio aproximadamente 38 y 168 Ton.afio! de PT y NT,
respectivamente, al inicio de su funcionamiento (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2019a). Modelaciones
realizadas por DINAMA indican que la frecuencia de floraciones algales se
incrementaria, al menos en BA, en periodos de bajo caudal (<65 m3st) (Uruguay.
Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2019a).
Sin embargo, se desconocen los efectos que podria tener la descarga de UPM 1I
aguas abajo (embalse PA). Las cargas de nutrientes aportadas por UPM II en periodos
de bajos caudales y en periodos calidos (alta temperatura y luz) podrian generar un
impacto significativo en el aumento de la frecuencia y persistencia de floraciones de
cianobacterias. Estas variaciones ademas estaran regidas por el régimen de
precipitaciones que afectara al caudal.

Nuestros resultados experimentales evidenciaron el efecto combinado de los
nutrientes y el tiempo de residencia del agua en la acumulacion de altas biomasas de
cianobacterias. La muestra natural de PA utilizada tenia caracteristicas eutroficas (ver
Materiales y Métodos), pero aun asi el agregado de nutrientes generé un aumento
del biovolumen de fitoplancton 7 veces mayor al control, con dominancia de
cianobacterias toxicas. Esto implica que, bajo condiciones apropiadas de temperatura
y luz, un aumento de aportes de nutrientes puede derivar en un agravamiento de la
situacion en el ecosistema (Maavara, et al, 2015). Las altas concentraciones de
cianobacterias estuvieron acompafadas de un aumento de la concentracion de MC
totales, indicando alta peligrosidad de exposicion para humanos (Chorus y Welker,
2021). En los tratamientos con dilucion, que emulan las condiciones l6ticas, la baja
biomasa se explica por la accidon del lavado diario; por lo tanto, se demostro el papel
clave de las condiciones lénticas en la formacidon de las floraciones de cianobacterias.
El tiempo de residencia del agua del rio (~ horas a pocos dias) es mayor al tiempo de
crecimiento fitoplancténico (~ 3 dia? en condiciones naturales) (Huisman, et al.,
2018), lo que limita la acumulacion de biomasa de cianobacterias de gran tamafio
individual. Sin embargo, el represamiento de los rios aumenta el tiempo de residencia,
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permitiendo entonces el crecimiento y la acumulacion de biomasa (Davis y Koop,
2006). El lavado de dicha biomasa depende del manejo de los embalses, pero
también del régimen de precipitaciones afectadas por el evento de escala regional El
Nifio/a Oscilacién del Sur (ENSO, por sus siglas en inglés), muchas veces generando
situaciones complejas o imposibles de controlar (Aubriot, et al, 2020). Los
pronosticos de cambio climatico para la regién incluyen aumentos en la frecuencia de
fendmenos de precipitaciones extremos (sequias y lluvias), lo que puede influir de
forma significativa en el fenédmeno de las floraciones (Haakonsson, et al., 2017).

La cuenca del Rio Negro se ha visto afectada por un aumento de actividades
productivas, lo que se refleja en los valores y las tendencias de los resultados de
nuestro estudio. El aumento de la frecuencia y severidad de las floraciones toxicas en
los embalses en la Ultima década alerta sobre la situacion critica del Rio Negro y las
posibles consecuencias en los servicios ecosistémicos que ofrece (Figura 6). La
eutrofizacion de los ecosistemas limnicos en Uruguay data de varias décadas (Conde
y Sommaruga, 1999; Bonilla, et al., 2015; Aubriot, et al., 2017; Goyenola, et al., 2021), y
esta asociada al aporte de fuentes difusas como la agricultura, de fuentes puntuales
(por ejemplo, lecheria, frigorificos) y de aportes urbanos sin tratamientos adecuados
de los efluentes (Barreto, et al., 2017; Chalar, et al, 2017; Arocena, et al., 2018). Las
predicciones de cambio climatico pronostican un aumento de eventos
meteoroldgicos extremos que modificaran la circulacion del agua y el aporte de
nutrientes desde la cuenca, actuando en sinergia con la eutrofizacién (Figura 6) y
favoreciendo las floraciones (Paerl, 2017; Haakonsson, et al, 2017). Las pérdidas
econdmicas derivadas de los efectos de la eutrofizacion pueden llegar a ser muy
elevadas (Dodds, et al., 2009), por lo que son imprescindibles los planes de manejo
tendientes a reducir el aporte de nutrientes al agua (Steffensen, 2008; Sinha, et al.,
2019; Goyenola, et al.,, 2021) para revertir la situacién en el rio.
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Actividades en la cuenca Régimen de precipitaciones

(agropecuarias, industrias, urbanas) (El Nifio-Oscilacion del Sur, cambio climatico)
M ......
Contaminacién: Cambios:
|—> aumento de la carga caudal del rio y tiempo —
de fésforo y nitrégeno de residencia (embalses)

Floraciones de
cianobaterias toéxicas

Servicios del Rio Negro Consecuencias

Generacion de energia eléctrica Corrosion, aumento de los costos operativos

Potabilizacion Aumento de los costos de potabilizacién
Recreacion: playa, pesca, Pérdidas econdmicas para el turismo
actividades nauticas Restriccion o prohibicidén de bafios u otras actividades

Cierre de playas
Pérdida de valor estético del agua

Fuente de agua para el ganado Intoxicacion y muerte potencial de ganado

Acuicultura Bioacumulacion de las toxinas

Impacto global aguas abajo en:
Rio Uruguay y Rio de la Plata

Figura 6. Principales causas de las floraciones de cianobacterias toxicas (cajas
blancas), los efectos en el agua (cajas grises) y las consecuencias en los servicios que
brinda el rio (cuadro inferior). La linea punteada indica donde se deberian tomar
acciones de manejo (M) para disminuir el aporte de nutrientes.

CONCLUSIONES

Mediante la integracion de la informacion historica de campo y los resultados
experimentales, nuestro estudio logré poner en evidencia la gravedad de la situacion
actual de la eutrofizacion del Rio Negro. Las floraciones de cianobacterias toxicas
representan un riesgo elevado para la salud humana y animal, y para otros servicios
ecosistémicos. Nuestros resultados alertan que la situacion puede empeorar,
agravada por el efecto del cambio climatico. Esto derivaria en consecuencias
negativas para la sociedad y la economia si no se toman medidas que reviertan la
tendencia actual. Es necesario contar con mas estudios experimentales que permitan
identificar la causalidad e intensificar la frecuencia de los monitoreos ambientales,
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incluyendo la medicién de las cianobacterias (analisis taxondmico, cuantificacion de
biomasa, observacion visual, pigmentos in vivo, y teledeteccién) y de las toxinas. El
trabajo conjunto entre la academia y los tomadores de decision es esencial para
lograr una gestién adecuada a largo plazo que permita revertir la situacion actual y
asegure el desarrollo sostenible del Rio Negro.
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(Convenios 2013-2016 y 2020). Parte de los resultados son de la Tesis de Licenciatura
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