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POLITICA EDITORIAL DEL LATU

La actividad editorial del Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU) tiene como finalidad la
difusion en la comunidad académica y profesional uruguaya de las investigaciones que apoyen el
desarrollo de tecnologias y modelos de gestion que aporten valor a los procesos de innovacion.

Misiéon
Nuestra mision es la publicacion de trabajos originales, con un enfoque de rigor y calidad tedrica
y metodologica, que contribuyan a la produccion sistematica de nuevo conocimiento cientifico
tecnologico y al fortalecimiento de la presencia uruguaya en redes regionales e internacionales.

Es de interés del LATU consolidar el campo de la documentacion cientifica a nivel local mediante
la creacién e innovacion de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

° Promover la publicacion de investigaciones de excelencia en las areas de conocimiento estratégi-
cas del LATU, alineadas a su mision como impulsor del desarrollo sustentable del pais y su
insercion internacional a través de la innovacion.

° Posicionar a los autores, técnicos y colaboradores en las plataformas electronicas internacionales,
estimulando su participacion en el marco de un proceso de edicion arbitrado por especialistas.

° Contribuir al desarrollo y transferencia de tecnologias de innovacion orientadas a la mejora
de procesos industriales, empresariales y sociales.

° Aportar y divulgar conocimiento cientifico de calidad a los técnicos, académicos, investigadores
y a la sociedad en su conjunto, tanto para la efectiva transmision de las experiencias como
para el crecimiento profesional.

° Facilitar el intercambio y la creaciéon de nuevo conocimiento entre instituciones.

Invitamos a los autores interesados en publicar en INNOTEC a ingresar a nuestra pagina en
la plataforma Open Journal Systems (http://ojs.]latu.org.uy) o a contactarse con el Centro
de Informacion Técnica del LATU a través del correo electronico innotec@latu.org.uy para
recibir instrucciones para el envio de articulos a nuestro proyecto editorial.



CODIGO ETICO DE INNOTEC

La revista INNOTEC adhiere a los principios publicados por COPE (Commitee on Publication
Ethics) en https://publicationethics.org/resources/code-conduct y promueve asf la conducta ética
de todos los participantes del proceso editorial: autores, revisores y equipo editorial.

Los autores se comprometen a:

Enviar articulos originales, de su autoria y que no infrinjan derechos de propiedad intelectual
y/o derecho de imagen y/o de datos personales de terceros, e inéditos, que no hayan sido pre-
sentados simultaneamente a otra publicacion.

Asegurar la veracidad de los datos presentados en su investigacion.

Asegurar la integridad de su investigacion, evitando la publicacion de resultados parciales.
Consignar a los autores en base al nivel de responsabilidad intelectual que han tenido en la
elaboracion del articulo, en orden decreciente, sin que medien otros criterios jerarquicos.
Designar un autor de correspondencia, que asume la responsabilidad de difundir entre todos los
autores los avances y resultados del proceso editorial.

Identificar debidamente las fuentes originales de los trabajos que cita en su articulo.

Revisar los antecedentes de otras investigaciones del ambito tedrico inmediato de su trabajo
para dar cuenta de la informacion mas actualizada y relevante.

Reconocer los apoyos académicos, financieros y logisticos que hicieron posible la investigacion
y/o la elaboracion del articulo.

Los revisores se comprometen a:

Declarar que no existe conflictos de interés para la evaluacion de un articulo.

Realizar su evaluacion respondiendo a criterios objetivos y respetando su independencia
académica.

Asegurar la confidencialidad tanto del contenido del articulo como del resultado de su evaluacion.
Preservar el anonimato en todo el proceso, apelando al editor como intermediario de cualquier
comunicacion con los autores.

Respetar los tiempos acordados con los editores de la revista para la realizacién de su trabajo.

El equipo editorial se compromete a:

Asegurar la honestidad y transparencia de todo el proceso editorial, desde la presentacion del
articulo, evaluacion por pares y publicacion en las condiciones pautadas.

Seleccionar los revisores idoneos para cada trabajo.

Garantizar la independencia de criterio de los revisores en el ejercicio de su rol.

Asegurar el anonimato de todas las partes involucradas en el proceso de arbitraje por pares.
Mediar en posibles conflictos de interés con el apoyo del consejo editorial.

Velar por el cumplimiento de los plazos acordados en cada fase del proceso.

Difundir los ntimeros publicados en las redes académicas y bases bibliogréficas de su entorno local
y regional.

Controlar el cumplimiento de los requisitos por parte de los autores y la actuacion acorde de
los arbitros.

Identificar casos de incumplimiento de los compromisos éticos enumerados en este codigo y
penalizar a sus responsables con sanciones que van de la suspension del infractor en su rol en
el proceso editorial a la difusiéon de una rectificacion publica y la remocion del articulo.



INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
PARA PUBLICAR EN INNOTEC

Ambito de los articulos y proceso de revision

INNOTEC publica articulos originales inéditos en espaifiol e inglés. Los campos teméaticos que abor-
da responden a las areas estratégicas de investigacion del LATU: Forestales, Medio Ambiente, Me-
trologia y Tecnologia Alimentaria.

Esta publicacion semestral arbitrada por un comité de revisores externos recopila las investiga-
ciones realizadas en el marco de distintos proyectos y procesos de transferencia de conocimiento para
el desarrollo de sistemas innovadores, productivos y de investigacion.

Las publicaciones editadas por el Centro de Informacion Técnica son gestionadas en Open
Journal Systems, software para la gestion del proceso editorial, desarrollado, soportado y libremente
distribuido por el Public Knowledge Project bajo licencia publica general GNU.

INNOTEC no cobra cargos de ningun tipo por el envio de originales ni por su procesamiento.
El tiempo estimado para los procesos de evaluacion y publicacion es de 8 a 12 semanas.

El proceso de envio de articulos para la revista incluye los siguientes pasos:

(a) Ingreso por parte del autor del articulo completo en el sistema utilizado por el Centro de
Informacion Técnica para la edicion de sus publicaciones en la web: http://ojs.latu.org.uy.

(b) Por medio del sistema se notifica al autor la recepcion del articulo y su eventual publi-
cacion. En este paso se considera la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de areas
estratégicas y tematicas nacionales.

(¢) Una vez aprobado por el Consejo editorial de la revista, el articulo es enviado a proceso de
arbitraje.

(d) Se asignan los arbitros, independientes y externos, quienes evaluaran el desarrollo especifico
del manuscrito, tanto en sus aspectos tematicos como metodologicos.

(e) Devuelto el informe de arbitraje, el editor se comunica con el/los autor/es en respuesta de
los comentarios que hace el evaluador del articulo. En caso de ser necesario habra otras
rondas de evaluacion.

(f) Se edita el articulo aplicando en el texto las normas del Manual de estilo del LATU y se
envia la ultima version disefiada al/los autor/es para su aprobacion final.

Para poder incluir articulos completos, se debe considerar que estos no tengan derechos de autor
otorgados a terceros a la fecha de envio y que no se hayan presentado a otras publicaciones
simultaneamente. Los articulos son publicados en OJS y se distribuyen bajo la modalidad de acceso
abierto. Los derechos autorales son protegidos por Creative Commons (CC) Atribucion-
NoComercial 4.0 Unported. Al ingresar al sistema http://ojs.Jatu.org.uy los autores deberan aceptar
la nota de copyright en la que se asumen los términos de responsabilidad, se reconoce la licencia CC
y se establece el compromiso a realizar la cita completa de la ediciéon institucional de esta primera
publicacion del articulo en sus siguientes publicaciones —completas o parciales— efectuadas en cual-
quier otro medio de divulgacion, impreso o electronico.

Los autores estéan autorizados a realizar una publicacion simultanea en sistemas de autoarchivo
o repositorios institucionales.

Los conceptos y opiniones vertidos en los articulos publicados y el uso que otros puedan hacer
de ellos son de responsabilidad de sus autores. Esta responsabilidad se asume con la sola publicacion
del articulo enviado. El LATU se reserva el derecho de publicar aquellos articulos que responden a
las areas estratégicas fijadas por la organizacion para cada edicion y de realizar modificaciones que
considere favorables a la éptima presentacion de los contenidos en la revista.

PROCESO DE REVISION

El arbitraje de esta revista se realiza por pares y bajo modalidad doble ciego, por lo que autores
y arbitros permanecen anénimos a lo largo de todo el proceso. El arbitraje es el proceso de evalu-
acion critica especializada de un manuscrito por parte de pares idéneos que operan en el area
temaética que dicho texto desarrolla. Cada articulo es revisado por un minimo de dos arbitros. Los
comentarios y recomendaciones de los evaluadores son un insumo determinante para la aceptacion
o rechazo de un manuscrito en el proceso editorial de publicaciones técnicas del LAT'U; no obstan-
te, el equipo editor es responsable de la decision final de publicacion o rechazo de un articulo y de
la notificacion al autor de contacto.



El comité técnico de arbitraje de INNOTEC es un cuerpo de especialistas técnicos seleccionados
por su grado de especializacion, prestigio académico y experiencia profesional y editorial. Nuestros
arbitros cumplen la vital funcion de evaluar el desarrollo especifico del contenido de las publica-
ciones, tanto en sus aspectos teméaticos como metodologicos, guiados por un formulario de revision
que una vez completo es presentado a los autores del articulo.

Los autores cuentan con un plazo de siete dias para la devolucion del articulo corregido segin
las recomendaciones de los arbitros.

NORMAS DE PRESENTACION Y ENVIO DE LOS TEXTOS

Para que el articulo sea considerado para su publicacion, debe cumplir con las siguientes normas de
presentacion. Ante cualquier consulta dirfjase al correo electronico de referencia innotec@latu.org.uy.

Para el correcto envio de su articulo, siga las instrucciones que se indican en OJS. Recuerde
completar todos los datos del articulo, entre ellos: titulo, autores, filiacion, resumen y palabras
clave.

Nota: Los nombres completos de los autores deberan ser incluidos en los metadatos en la forma
en la que se solicitan en OJS, pero omitidos en el documento Word del articulo, primera medida
para asegurar la integridad de la revision ciega.

DEFINICIONES:

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido intelectual o artistico de un documento.
Titulo. Refleja el contenido del texto con precision, en un maximo de dos lineas. Es neutro e
informativo.

Resumen. Provee informacion especifica. Sintetiza, anuncia y jerarquiza contenidos.
Introduccion. Incluye antecedentes concretos y datos del proceso, enumeracion de objetivos e
importancia del tema.

Materiales y Métodos. Relato de los métodos y procedimientos que permitieron obtener los
resultados presentados. Obtencion del material, condiciones y metodologia. Analisis estadisticos,
programas.

Resultados. Presentacion y expresion de los mismos en tablas y figuras.

Discusion (Conclusion). Se sigue el orden de presentacion o el orden de importancia de los resul-
tados. Se priorizan aquellos resultados que surgieron del disefio experimental. Se define y diferencia
claramente el aporte del trabajo en relacion al conocimiento previo.

Agradecimientos. Breve reconocimiento a quienes colaboraron en la produccion del articulo y/o
que permitieron el desarrollo de la investigacion.

Referencias y citas en el texto. Referencias al material bibliografico consultado para la elabo-
racion del articulo.

LOS ARTICULOS DEBEN PRESENTAR:
Titulo del articulo en maytsculas y mintsculas, en inglés, espafiol y portugués.

Nombre completo de todos los autores (solo en metadatos de OJS), ingresados en orden
decreciente segtin el grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que medien jerarquias
funcionales. Indicar la seccion o departamento al que pertenecen y empresa de la que forman parte.
Se debe senalar ademas el autor de contacto para las comunicaciones electronicas subsiguientes. Los
autores deberan contar con un niamero de registro en ORCID, que se consigna en OJS al ingresar los
autores en metadatos. Para mas informacion sobre ORCID y su relevancia para los autores puede
consultar esta pagina: https://orcid.org/.

Resumen en inglés, espaiol y portugués, de 200 palabras maximo en su version castellana.

Palabras clave, en inglés, espafiol y portugués, de dos a cinco, las cuales no deben repetir los
términos ya utilizados en el titulo.

Texto de tres (3) a veinticinco (25) paginas de desarrollo (introduccion, métodos, descripcion
de equipos, descripcion de programas, desarrollo de teorias, resultados y discusion, conclusiones,
referencias, tablas, figuras e imagenes, (ver seccion Estilo y formato de citas y referencias en este
documento). El texto deberé ser presentado en fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracion
de lineas, con titulos en mayusculas y mintisculas y en formato.doc, de cualquier version de Mic-
rosoft Word.



Secciones. Los titulos de seccion (que sefialan Introduccion, Materiales y Métodos, Discusion,
etc.) deben ser escritos en mayuscula y mintdsculas, estilo de fuente bold y centrados en el texto.
Los subtitulos seran justificados a la izquierda, escritos en maytscula y mindsculas, también en
bold. Tanto la primera letra del titulo y la primera letra de los nombres propios deben ser escritas
en mayuscula. Se debe dejar un espacio entre lineas antes y después de cada subtitulo.

Formulas, figuras, tablas e imagenes. Las figuras deben numerarse correlativamente en orden
de aparicion en el texto, y deben incluir un breve titulo explicativo en el margen inferior a las mis-
mas. Si es necesario incluir fotos o imagenes, éstas se deben designar como figuras. Las fotos deben
ser nitidas y enviadas en formato jpg (minimo 300 px aseguran una buena calidad de impresion).

Las tablas deben ser numeradas correlativamente y en forma independiente de las figuras, y
cada entrada debe ocupar su propia celda. Se deben numerar segtn el orden de aparicion en el tex-
to, incluyendo un titulo explicativo en la parte superior de la tabla. Evitar utilizar lineas verticales
y en la medida de lo posible no incluir mas de dos tablas por carilla, no dividir tablas en mas de
un folio o en forma perpendicular al texto. El texto presenta las tablas, no desarrolla su contenido,
éstas deben explicarse en si mismas. Ademas de estar insertadas en el articulo, cada figura y tabla
debe ser remitida en su propio archivo como fichero complementario en OJS, con la referencia
numérica correspondiente. Los numeros y simbolos empleados no deben ser menores al tamarfio
usado en el resto del texto (Arial 11).

Evite las notas al pie en el desarrollo del articulo.

Denominaciones en latin: deben ir en cursiva.

ESTILO DE CITAS Y REFERENCIAS SEGUN EL SISTEMA HARVARD

Si el texto esta en inglés utilizar «and» en lugar de «y», «In:» en lugar de «En:», «[Accessed: day
month year|» en lugar de «[Consulta: dia mes afio]» y «Available at:» en lugar de «Disponible en:»

Ejemplos usuales de citas

Registro de citas textuales

(Lopez, 1985, p.93)

(Gonzalez y Rubio, 1990, pp.110-111)

(Johnson, et al., 1970, pp.25-26)

Para mds de una obra del mismo autor y anio en citas textuales
(Alonso, 1988a, p.126-128)

(Alonso, 1988b, p.84)

Registro de cita ideoldgica o pardfrasis

Amor (2000) analiza los motivos para comenzar un negocio en linea...
Si el motivo para comenzar un negocio en linea es solo para imitar a la competencia, se puede
considerar que dicha razon no es la estrategia adecuada (Amor, 2000).
(Pérez y Gonzalez, 2005)

(Rodriguez, et al., 2011).

(Pérez, 2014a)

(Pérez, 2014b)

Ejemplos usuales de referencias monografias (libros)

Apellidos(s), Nombre o Inicial, afio de edicion. Titulo del libro en cursiva. N° de edicion. Lugar de
edicion: editorial. (Serie; N©). ISBN (Este tltimo si se posee)

Bobbio, Norberto, 1958. Autobiografia. Madrid: Taurus. ISBN: 84-306-0267-4.

Newman, R., Walter, C., 2008. Barley for food and health: science, technology, and products.
Nueva York: John Wiley & Sons

Revistas como un todo
Titulo de la publicacion en cursiva. Responsabilidad. Edicion. Identificacion del fasciculo. Lugar de
edicion: editorial, fecha del primer volumen-fecha del ultimo volumen. ISSN

Boletin Economico. Banco de Espafia. 1998, (1). Madrid: Banco de Espaiia, Servicio de Publicaciones,
1979- . ISSN: 0210-3737

Articulos de revistas
Apellido(s), Nombre o Inicial, afio. Titulo del articulo. En: Titulo de la publicacion seriada,
Volumen (Ntumero), paginas. Llosa, J., Smith, M., Moore, A. y Cave, K., 1998. Modulo scheduling



with reduced register pressure. En: IEEE Transactions on computers, 47(6), pp.625-638. DOI:
10.1109/12.689643

Alvarez, Begofia, Ballina, F. Javier de la y Véazquez, Rodolfo, 2000. La reacciéon del consumidor ante
las promociones. En: MK Marketing + Ventas, (143), pp.33-37.

Normas
Entidad responsable de la norma (Pais de la entidad), afio de publicacion. No. o cddigo de la nor-
ma: Titulo. Lugar de publicacion: editorial abreviada.

Asociacion Espafiola de Normalizacion y Certificacion (Espaifia), 2010. UNE 166000 EX, UNE
166001 EX, UNE 166002 EX: Gestion de la I+D+I. Madrid: AENOR.

Instituto Uruguayo de Normas Técnicas (Uruguay), 2000. UNIT-ISO 9001: Sistemas de gestion de
calidad - requisitos. Montevideo: UNIT.

Textos electronicos, bases de datos y programas informaticos

Responsabilidad principal, afio. Titulo [tipo de soporte|. Edicion. Lugar de publicacion: editor,
[fecha de consultal. Descripcion fisica. (Coleccion). Notas. Disponibilidad y acceso. Namero nor-
malizado. DOI (siempre que el material lo posea)

Rapp, A. O., Augusta, U. y Peek, R. D., 2001. Facts and ideas of testing wood durability above
ground |En linea|. Hamburgo: BFH. [Consulta: 25 de setiembre de 2008|. Disponible en: http://
www.bfafh.de/inst4/43/pdf/3doublay.pdf

Patentes

Mencion de responsabilidad principal, Afio de publicacién del documento. Denominacion del ele-
mento patentado. Identificador del documento (pais u oficina que lo registra). Clase internacional
de documento de patente. Ntumero.
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RESUMEN

La alta incidencia de floraciones de cianobacterias productoras de microcistinas
en el pais y la regién representa un riesgo muy elevado para humanos y animales.
A fin de estudiar el impacto y la presencia de las microcistinas (MCs) en ani-
males, es importante disponer de métodos simples de bajo costo. Como primera
aproximacion a estos objetivos en peces, se estudiaron Astraloheros facetus (Cas-
tafietas) expuestas a una floracion de Microcystis spp (MCs 60 y 600 ngMCs/L)
en un bioensayo subcrénico (18 dias). Si bien no hubo mortalidad, la histopato-
logia mostro infiltracion grasa en el higado, méas relevante en los peces expuestos
a la mayor concentracion. Para analizar MCs en pescados se optimizaron dos mé-
todos inmunoquimicos sensibles basados en un anticuerpo recombinante de llama
(nanobody) de alta especificidad: ELISA y MALDI-TOF cuantitativo, utilizando
particulas magnéticas funcionalizadas. Los métodos fueron recientemente desa-
rrollados localmente. La excelente correlacion ELISA/MALDI-TOF (rSpearman
= 0,988, p< 107) resalta el potencial de este ELISA como herramienta simple y
costo-efectiva para minimizar las muestras a analizar por métodos de referencia.

Las concentraciones de MCs en las Castanetas fueron relevantes, acordes con
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bioensayos en otras especies y peces de la naturaleza. Esto destaca la importan-
cia de analizar MCs en pescado para consumo.

PALABRAS CLAVE: cianobacterias, cianotoxinas, inmunoensayos.
ABSTRACT

The high incidence of cyanobacterial blooms producing microcystins in Uruguay and
its region represent a very high risk for humans and animals. To study the impact
and the presence of microcystins (MCs) in animals, it is important to use simple,
low-cost methods. As a first approach to these objectives in fish, a subchronic
bioassay (18 days) was performed with Astraloheros facetus (Castafietas) exposed to
a Microcystis spp, bloom containing MCs (60 and 600 ng MCs/L). Even though there
was no mortality, the histopathology showed fatty infiltration of the liver, which
was more relevant in fish exposed to the highest concentration. To analyze MCs in
tissues, two sensitive immunochemical methods based on a highly specific recombinant
llama antibody (nanobody) were optimized: ELISA and quantitative MALDI-TOF,
using functionalized magnetic particles. The methods were recently developed locally.
The excellent correlation ELISA/MALDI-TOF (r Spearman = 0.988, p <107),
highlights the potential of this ELISA as a simple and cost-effective tool to minimize
the samples to be analyzed by reference methods. The concentrations of MCs in tissue
of Astraloheros facetus were relevant, consistent with bioassays in other species and
fish from nature. This highlights the importance of analyzing MCs in fish for
consumption.

KEY WORDS: cyanobacteria, cyanotoxins, immunoassays.
RESUMO

A alta incidéncia de floragdes de cianobactérias produtoras de microcistinas no pais
e na regido representa um risco muito elevado para humanos e animais. Para avaliar
o impacto e a presenca de microcistinas (MCs) em animais, ¢ importante dispor de
métodos simples e de baixo custo. Como primeira aproximagao a esses objetivos em
peixes, Astraloheros facetus (Castafietas), expostos a uma floragio de Microcystis
spp, contendo microcistinas (60 e 600 pgMCs/L), foram estudados em um bioensaio
subcronico (18 dias). Embora ndo houve mortalidade, a histopatologia mostrou
alteracdo tipo infiltragdo gordurosa no figado, mais relevante em peixes expostos a
maior concentracgio. Para a analise de microcistinas em tecidos, dois métodos
imunoquimicos sensiveis, recentemente desenvolvidos localmente, baseados em um
anticorpo de chama recombinante altamente especifico (nanobody) foram otimizados:
ELISA e MALDI-TOF quantitativo, usando particulas magnéticas funcionalizadas.
A excelente correlagio ELISA / MALDI-TOF (rSpearman = 0,988, p < 107) destaca
o potencial desse ELISA como uma ferramenta simples e econdmica, para minimizar
as amostras a serem analisadas por métodos de referéncia. As concentragoes de MCs
no tecido de Castafietas foram relevantes, de acordo com bioensaios em outras
espécies e peixes da natureza. Isso destaca a importancia da analise de MCs em peixes
para consumo.

PALAVRAS-CHAVE: cianobatérias, ciantoxinas, imunoensaios.
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INTRODUCCION

En Uruguay, numerosos ecosistemas acuaticos se encuentran eutrofizados y estan
afectados por floraciones de cianobacterias toxicas (Chalar, 2009; Aubriot, et al.,
2011; Bonilla, et al., 2015). La frecuencia e intensidad de estas floraciones han au-
mentado en todo el mundo (Huisman, et al., 2018) y en los tltimos afios se ha obser-
vado un crecimiento notorio en los principales cuerpos de agua del pais y la region.

En el verano de 2019, las floraciones de los embalses del Rio Negro y del Rio
Uruguay fueron transportadas aguas abajo por los caudales extremos producidos
por las intensas lluvias, de forma que alcanzaron todo el Rio de la Plata y llegaron
incluso a las costas de Rocha (Kruk, et al., 2019). Esto gener6 alarma y afect6 fuer-
temente el uso recreativo de las playas durante el verano. Las principales causas de
estas floraciones, tales como el aporte de nutrientes a los cursos de agua derivados
de la intensificacion agricola y la falta de tratamiento de las aguas residuales do-
mésticas e industriales, no son facilmente reversibles a pesar de las iniciativas para
corregirlas (Uruguay, 2019). Dado que no se pueden esperar mejoras significativas
en el corto plazo, es necesario implementar medidas de mitigacion y adaptacion
que permitan proteger a la poblacion de los riesgos asociados a estas floraciones.

Las microcistinas (MCs) son las toxinas de cianobacterias (cianotoxinas) en-
contradas maéas frecuentemente, tanto a nivel regional como global (Dérr, et al.,
2010, Svircev, et al., 2019); y son las que ocasionan la mayoria de los casos de
intoxicacion reportados (Chorus y Bartram, 1999; Meriluoto, et al., 2017; Svircev,
et al., 2017). En los principales cursos de agua y embalses del pais, estas toxi-
nas presentan concentraciones altamente variables (Gonzalez-Piana, et al., 2017,
Gonzélez-Piana, et al., 2018), que pueden ser muy elevadas, especialmente en
ambientes litorales y en playas del Rio de la Plata. Las acumulaciones de espuma
cianobacterianas pueden alcanzar valores maximos de 10.000 pg/L o méas en tem-
porada estival (Gonzalez-Piana, et al., 2011; Pirez-Schirmer, et al., 2013; Bonilla,
et al., 2015). Esto representa un riesgo muy alto para humanos y animales, ya sea
por contacto directo o por consumo de agua y alimentos contaminados (Chorus, et
al., 2000; Zanchett y Oliveira-Filho, 2013; Meriluoto, et al., 2017).

Las MCs son una familia de méas de 240 heptapéptidos ciclicos hepatotoxicos
(Figura 1) con diferente composicion e isomerizacién de sus aminoécidos (Nieder-
meyer, et al., 2014; Qi, et al., 2015; Spoof y Catherine, 2017). La microcistina LR
(MC-LR), que presenta Lisina y Arginina en las posiciones 2 y 4 respectivamente,
es la variante quimica méas representativa de la familia debido a su alta toxicidad
y ocurrencia. En base a un valor de ingesta diaria tolerable de 0,04 pg/kg por
dia, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha definido un valor gufa de 1
ng/L para MC-LR en agua potable (Chorus y Bartram, 1999). Como la mayoria
de las variantes son también toxicas, en muchos paises la normativa se refiere a
equivalentes de MC-LR (Ibelings, et al., 2014), término que incluye a las diferentes
variantes analizadas.

La elevada diversidad estructural de estas cianotoxinas implica la necesidad de
utilizar métodos analiticos selectivos de alta performance, como la cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), que son de
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muy alto costo y complejidad (Meriluoto, et al., 2017; Flores, et al., 2018). Adi-
cionalmente para la cuantificacion se necesitan estandares de todas estas variantes
quimicas, de las cuales la mayoria no estan disponibles comercialmente. En fun-
cion de estas dificultades, diversos métodos sencillos alternativos, especialmente
los inmunoensayos, han ganado amplia aceptacién para el monitoreo en aguas
(Zaffiro, et al., 2016). A nivel pais, en los ultimos afios, el uso de inmunoensayos
ha permitido un importante avance en cuanto a las posibilidades de monitoreo y
a la disponibilidad de datos de cianotoxinas en cursos de agua (UNESCO, 2009;
Bonilla, et al., 2015).

5 4 & H CooH
3

Figura 1. Estructura general de las microcistinas: Ciclo(-D-Alal-L
X2-D-MeAsp3-L-Z4-Adda5-D-Glu6-Mdha7); X y Z son L aminoacidos
varios; D-MeAsp: D-eritro- B-acido metilaspartico; Adda: acido 3-ami-
no-9-metoxi-2,6,8-trimetill-10-fenildeca-4,6-dienoico; Mdha: N-etil-dehi-
droalanina. MC-LR: X es Leucina y Z es Arginina.

Por otro lado, numerosos reportes a nivel internacional muestran que la ingesta de
MCs a través de los alimentos (principalmente pescado) podria ser superior a la
proveniente del consumo de agua potable (Ibelings, et al., 2014; Poste, et al., 2018)
y algunos paises han definido valores guia en alimentos (Ibelings, et al., 2014). En
Uruguay y otros paises en desarrollo, las dificultades de acceso a equipamientos de
LC-MS/MS requeridos para el analisis en estas matrices (Merilouto, et al., 2017,
pp-385-389) limitan las posibilidades de generar informacion sobre la concentracion
de estas toxinas en pescado.

Los inmunoensayos del tipo ELISA son sencillos, rapidos, no requieren equi-
pamiento costoso, permiten detectar MC-LR y presentan alta reactividad cruzada
con las variantes mas frecuentes, por lo que son altamente utilizados como metodo-
logias de monitoreo. Sin embargo, los inmunoensayos brindan una respuesta global
sin identificar las variantes quimicas presentes y pueden presentar problemas de
efecto matriz, especialmente en matrices bioldgicas complejas (Flores, et al., 2018;
Font, 2016). Por estas razones, ademéas de su comparacion con métodos analiticos
de alta performance se requiere una cuidadosa evaluacion de su desempefio en

matrices bioldgicas. En base a la experiencia adquirida previamente en el anélisis
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de aguas, se propone estudiar la aplicabilidad y el desempefio analitico de inmu-
noensayos que faciliten la determinaciéon de MCs en peces y permitan evaluar el
posible impacto en la salud humana y ecosistémica. Como primer paso hacia estos
objetivos, en este trabajo se presentan los resultados del anélisis de peces prove-
nientes de un bioensayo subcroénico de exposicion (18 dias) en Astraloheros facetus
(nv: Castafietas), utilizando una floracién productora de MCs en concentraciones
frecuentemente encontradas en nuestros cuerpos de agua en temporada estival.
La concentracion de MCs en los peces expuestos fue analizada por dos métodos
inmunoquimicos, recientemente desarrollados en el pais, que involucran la utiliza-
cién de anticuerpos monoclonales recombinantes de llama (nanobodies): ELISA
(Pirez-Schirmer, et al., 2017) y MALDI-TOF cuantitativo con pre-concentracion
en particulas magnéticas (Pirez-Schirmer, et al., 2019). Ademas se realizaron cor-
tes histologicos de los peces para el estudio de los dafios provocados por la expo-

sicién (histopatologia).
MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y caracterizacion de la biomasa
de cianobacterias para bioensayo

La biomasa de una floracion del Rio de la Plata del género Microcystis se concentrd
utilizando una malla de fitoplancton de 20 pm, y se conservo a -80°C en alicuotas de
aproximadamente 60 g hasta su utilizacion. La identificacion taxonémica mediante
microscopia mostr6 la presencia de dos especies: M. aeruginosa y M. novacekii.
Como estimacion de la biomasa de cianobacterias se determind Clorofila-a por
espectrofotometria (American Public Health Association, American Water Works
Association y Water Environment Federation, 2005). Las MCs se analizaron me-
diante un ELISA basado en anticuerpos policlonales (Pirez-Schirmer, et al., 2013).
Las variantes de MCs presentes se identificaron por MALDI-TOF, utilizando es-
pectrometro de masas Microflex LRF (Bruker Daltonics, Billerica, MS, USA) con
laser de nitrogeno a 337 nm, operado en modo positivo con reflector y extraccion
tardia, optimizado para péptidos en el rango de relacion m/z 500Da — 2000 Da. El
anélisis se realizo con una intensidad del laser de 30%, el cual se dispard 100 veces
en 10 posiciones diferentes de cada spot. La calibracion del equipo se realiz6 con
estandar para calibracion de péptidos (Bruker Daltonics). La identificacion de las
relaciones m/z obtenidas se realiz6 comparando con las reportadas en la recopila-
ciéon de Spoof y Catherine (2017).

Bioensayo Australoheros facetus (Castainetas)

El disefio experimental del bioensayo tuvo como primer objetivo obtener mues-
tras de un pez nativo expuesto en condiciones controladas, similares a las que
pueden ocurrir en el ambiente natural, para la evaluacion de nuevas metodologias
de anélisis de toxinas en sus tejidos. Se propuso a su vez, obtener datos preli-
minares de los dafios histopatolégicos y las concentraciones de toxinas que son

incorporadas en los peces. Los peces fueron obtenidos de un mismo desove de
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la especie nativa Australoheros facetus (nv: Castafietas), mantenida y cultivada
en bioterio. El bioensayo se realizd en acuarios de 20 L, con temperatura, pH
y oxigeno disuelto promedios de 21,7°C; 7,5 y 12,5 mg/L respectivamente. Los
acuarios contaron con aireacion, filtro biomecanico de esponja (RS-430K), y se
simulé un fotoperiodo natural (12h luz:12h oscuridad). Los peces se alimentaron
diariamente con alimento balanceado para peces en pellets (Aqua, Supra). Quince
juveniles, de 34,5 - 41,4 mm de largo por acuario (total aproximadamente 17 g de
peces), se expusieron durante 18 dias a la biomasa caracterizada anteriormente.
La exposicion se realizo en dos condiciones: 0.75 g de la biomasa/litro de agua
(tratamiento 1) y 7.5 g biomasa/litro de agua (tratamiento 2). El contenido de
MCs en los tratamientos fue de aproximadamente 60 y 600 ug MCs/L, respecti-
vamente. Las exposiciones se realizaron por duplicado y se incluyeron dos contro-
les sin adicionar floracion (6 acuarios en total). El dia 10 se adicion6 nuevamente
biomasa a la misma concentraciéon inicial.

La concentracion de toxinas en el agua de cada uno de los acuarios se analizo
por triplicado mediante ELISA policlonal, los dias 1, 7, 10, 15 y 18. A tiempo final
se sacrificaron los peces mediante sobredosis de anestésico (Eugenol) para estudio
histopatologico y analisis de MCs. Se utilizaron las técnicas histopatologicas con-
vencionales (inclusion en parafina, obtencion de cortes seriados de 5 pm de espesor)
con tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E), y observacion en microscopio éptico

Olympus BX50. Se analizaron dos individuos por acuario (N= 4 por tratamiento).

Extraccion de microcistinas de peces

Los peces provenientes de cada acuario se dividieron en dos submuestras de 6 peces
cada una, se descabezaron y se homogeneizaron con trituradora. Fracciones de 1,7
g (pescado hiimedo) de cada submuestra se extrajeron con 10 mL de una mezcla de
acetonitrilo y agua (75:25 v/v) con 1% éacido formico. Los extractos se desgrasaron
mediante particion liquido-liquido con hexano saturado en acetonitrilo (Geis-Aste-
ggiante, et al., 2011), y el solvente se evaporo6 a 45 °C en un equipo Speedvac con-
centrator Thermo SPD1010-230. Los extractos se neutralizaron con 1 M Tris-base
pH 10, y se complet6 el volumen hasta 10 mL con agua Milli-Q.

Con el fin de evaluar la recuperacion, se realizaron dos fortificaciones de MC-
LR en Castafietas blanco, no expuestas en el bioensayo, previas a la extraccion de
los tejidos y a un nivel de 10 ng MC-LR /g de pescado htimedo, valor guia de accion
propuesto en California para MCs en pescado (Butler, et al., 2012, p.4).

Inmunoensayo utilizando anticuerpo monoclonal (nanobody)

Los extractos de Castafetas se analizaron mediante un ELISA, con el anticuer-
po monoclonal de llama (nanobody), como se describe en Pirez-Schirmer y otros
(2017) (clon A2.3). El nanobody se produjo recombinante en Escherichia coli (E.
coli), biotinilado in vivo para facilitar su deteccién con un conjugado estreptavi-
dina-peroxidasa (Thermo). Se utilizaron placas recubiertas con 100 puL/pocillo de
una solucion de 60 pg/L de conjugado MC-LR- seroalbimina bovina (MC-LR-
BSA) en buffer fosfato salino (PBS), bloqueadas con gelatina al 0,5% en PBS. El
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andlisis se realizo por triplicado con 50 puL de la muestra o estdndares previamente
mezclados en placa de dilucion, con 11 pL de Tris 1 M, NaCl 0,27 M, EDTA disodi-
co 0,27 M, BSA 1% a pH 7,5 (Buffer interferencia o BI). Las muestras y estandares
preincubados se sembraron en la placa de ELISA y se agreg6 una solucion 7 pg/L
de nanobody. Luego de la incubacién y etapas de lavados, la detecciéon se reali-
z6 con estreptavidina-peroxidasa y posteriormente se agregd soluciéon conteniendo
sustrato de la enzima peroxidasa H,0, y 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB)
en buffer acetato pH 5,5. Las curvas de calibracion se realizaron con MC-LR en
el rango de concentraciones: 0,1 - 5,0 ug/L en PBS. Se grafica el porcentaje de
absorbancia de cada estandar respecto al cero (%A /Ao) versus la concentracion de
MC-LR, utilizando ajuste sigmoidal 4PL del software GraphPad Prism 7.

Previo a la realizacion del bioensayo, se evalu6 el efecto matriz mediante curvas
de adicion en extractos de Castafietas blanco (no expuestas en el bioensayo), en
todo el rango de trabajo (10 concentraciones de MC-LR, entre 0,1 y 5,0 ug/L de
extracto). En este caso, los anélisis se realizaron por cuatriplicado (cada dia) y en
cuatro dias. Se evaluaron las siguientes cifras de mérito: veracidad (recuperacion
utilizando curvas de calibraciéon en PBS) y precisién intra e inter-ensayo. Los
criterios de desempefio analitico de referencia seleccionados fueron los siguientes:
recuperaciones en el rango 70-120% y coeficiente de variacion (CV) menor que 20%
(Meriluoto, et al., 2017, pp.249-251). El limite de cuantificacion (LC) se considerd
como la minima concentracién en la cual se cumplen estos criterios. Los parame-
tros de las curvas del ensayo (A ; IC,)) en matriz Castafieta y en PBS se compa-

raron utilizando el test extra sum-of-squares F del software Graph Pad Prism 7.0.

Meétodo cuantitativo mediante MALDI-TOF

Se utiliz6 un método MALDI-TOF cuantitativo ultrasensible (Pirez-Schirmer, et
al., 2019). Las MCs de la muestra o estandares se capturaron y concentraron en
particulas magnéticas (MagnaBind Streptavidin Beads, Thermo Fischer), conte-
niendo el nanobody anti-MC inmovilizado y un estandar interno (IS: MC-YR mo-
dificado con B-mercaptoetanol), el cual posibilité la cuantificaciéon. Un volumen de
1 mL de estandares y muestras de extracto de Castafietas (dilucion 1/4 o superior
en PBS conteniendo 0.2 % BSA, en caso de muestras fuera del rango del ensayo)
se incubaron con 5 plL de las particulas durante 15 minutos, se realizaron 2 lavados
con PBS-Tween 0,1% y 2 lavados con Agua-Tween 0,002%. Las particulas se resus-
pendieron en 10 pL de una solucién 50% ACN — 50% (0,1% acido trifluoroacético
en H,0), y luego se adicioné 10 pL de matriz para MALDI (Acido o-cyano-4-hi-
droxicinamico, CHCA). En estas condiciones la captura permite, ademas de la
purificacion del extracto, un factor de concentracion de 12,5 veces. Las particulas
magnéticas fueron sembradas directamente en la placa de MALDI por triplicado y
se dejo secar a temperatura ambiente. El analisis se realizo en un equipo Microflex
LRF MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) operado en modo positivo con reflector
y extraccion tardia usando un laser de nitrégeno de 337 nm. El instrumento fue
optimizado en el rango de relacion m/z 500 Da-2000 Da, y el laser (intensidad
50%) se disparé 250 veces en 8 lugares individuales por spot (2000 shots por spot).
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Las curvas de calibracion (0,025- 1,0 yg MC-LR/L) y las muestras se analizaron
por triplicado, graficando el cociente entre la intensidad del ion correspondiente a
la relacién m/z de cada MC individual encontrada y del IS.

La evaluacion del desempeiio del método se realizo utilizando los mismos crite-
rios mencionados anteriormente (Meriluoto, et al., 2017, pp.249-251). Se realizaron
adiciones de MC-LR en extracto de Castafietas blanco, no expuestas en el bioen-
sayo (dilucion 1/4 del extracto), en tres dias, a concentraciones de 0,025, 0,05 y
0,5 pg/L.

RESULTADOS

Bioensayo

La concentracion de MCs en la biomasa de cianobacterias utilizada, determinada
mediante ELISA; fue 67 mg MCs/Kg y la Clorofila-a 49 mg/Kg. Esta relacion
MCs/clorofila corresponde a una floracion de alta toxicidad (Chorus y Bartram,
1999). En el espectro de MALDI-TOF obtenido para la biomasa (Figura 2), se
observa un pico de alta intensidad con relacion m/z correspondiente a MC-LR y
dos de menor intensidad con relaciones m/z que pueden corresponder a [d-Leu!]
MC-LR y MC-RR, entre otras.
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Figura 2. Espectro de MALDI-TOF de la biomasa de cianobacterias utilizada
en el bioensayo. (relacion m/z segtin Meriluoto y otros 2017: MC-LR
995,6; [d-Leul]MC-LR 1037,6; MC-RR 1038,6; MC-WR 1068,6).

El analisis de MCs del agua de los acuarios mostr6 que en el dia 7 los valores dis-
minuyeron a menos del 2% de la concentracion inicial. Para simular una situacion
ambiental frecuente de reincidencia de las floraciones, el dia 10 se reaplicdé nueva-
mente la biomasa a la misma concentracion inicial. La concentracion de MCs dis-
persa en los acuarios volvi6 a decaer rapidamente, y al final del bioensayo (dfa 18),
la concentracion residual fue menor al 1% de la obtenida luego de la reaplicacion.
Las Castafietas sobrevivieron en el transcurso del bioensayo subcronico en todas
las concentraciones de exposicion.

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (10 - 29)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

17



BADAGIAN, LETAMENDIA, PIREZ, CARNEVIA, BRENA
NUEVAS METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DE MICROCISTINAS EN PECES... DOI: 10.12461/20.03

Histopatologia

En los controles se observo una estructura normal de los principales érganos es-
tudiados: higado, rifién y tubo digestivo. Se detectdé solamente en branquias la
presencia de leve edema en las laminillas branquiales.

En los peces expuestos al tratamiento 1 (0,75 g biomasa/L de agua) se ob-
servo una alteracion de tipo infiltracion grasa en la mayor parte del higado, con
algunas zonas de degeneracion grasa macrovesicular. Los hepatocitos aumentaron
de tamafio con las vacuolas lipidicas intracitoplasméticas, adquirieron una forma
redondeada y desplazaron el niicleo hacia la periferia, otorgando en su conjunto
una coloracion méas palida (Figura 3). En los peces expuestos al tratamiento 2 (7,5
g biomasa/ L de agua), se observd que esta alteracion a nivel hepatico fue mas
intensa, con predominio de degeneracion grasa macrovesicular y zonas con escasos
nucleos picnoéticos. (Figura 3).

Las alteraciones observadas a nivel hepatico, compatibles con degeneracion
grasa, han sido descriptas por Preeti y otros (2016) y Acuifia y otros (2020), como
resultado de la exposicion a floraciones conteniendo MCs. En tanto numerosos au-
tores tales como Li y Xie, (2009), Prieto y otros (2008), Le Manach y otros (2018),
reportan alteracion de la estructura de cordones de hepatocitos con aumento del

espacio intercelular, degeneracion y necrosis coagulativa.

3" oY y A ;- 7 o

z’;i&‘-!?w.? G

Figura 3. Alteraciones hepaticas en Castafietas expuestas a dos concentraciones
de microcistinas. A: Grupo Control, B: Tratamiento 1, C: Tratamien-
to 2. H&E a 400X. N= 4 por tratamiento.

Evaluacion del desempeiio analitico de métodos para la determinacion
de microcistinas en peces

ELISA

En experimentos previos, se observo que el ELISA policlonal presenta un impor-
tante efecto matriz en extractos de tejidos de peces (datos no reportados), por lo
que en este trabajo se utilizo el ensayo basado en un anticuerpo monoclonal de
llama (nanobody). En la Figura 4 se reporta el estudio de efecto matriz en extracto
de Castafieta adicionado con MC-LR (0.1-5 png/L de extracto). Se observa que las
curvas de adicion del ELISA monoclonal en PBS y matriz de pescado no presen-
taron diferencias significativas de ajuste (A =103 y 94, IC, =0,47 y 0,56 respecti-

vamente; p_ =0,2146).

valor
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Figura 4. Curvas de adicion de MC-LR en matriz extracto de Castafieta y buffer
salino PBS, analizados por cuatriplicado.

En la Tabla 1 se presentan los resultados de recuperacion y precision de las adiciones
en matriz (extracto de Castafieta blanco), analizadas utilizando la curva de PBS,
en todo el rango estudiado, obtenidos en un periodo de 4 dias. En esta matriz, el
rango del ensayo que cumple con los criterios analiticos establecidos (recuperacion
70-120%, CV < 20%) fue de 0,15 - 5 yg MCs/L. En tanto, el limite de cuantifica-
cion del método (LC), fue de 0,15 pg/L (0,9 ng/g pescado himedo). Los niveles de
recuperacion de MC-LR en extracto de Castafieta fortificado a un nivel de 10 ng/g
pescado hiimedo se encontraron en el rango 46%-86%. Estos valores concuerdan con

los antecedentes ya reportados (Meriluoto, et al., 2017, pp. 360).

Tabla 1. Recuperacion (%) y precision (CV%) de adiciones en el rango 0,1 - 5
ng MC-LR/L de extracto de Castafeta blanco. Anélisis realizados por

cuatriplicado cada dia, en un periodo de 4 dias.

Concentracion
(»g MCs/L)

Recuperacion %

2,5 78 14

2 80 13
1,5 81 7

1 83 12
0.8 77 10
0,6 82 8
03 94 13
0,15 98 18
0,1 124 26
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MALDI-TOF cuantitativo

En la Tabla 2 se presentan los resultados de recuperacion y precision en matriz de
extracto de Castafieta blanco (dilucién 1/4), analizado por MALDI-TOF cuanti-
tativo, para las tres concentraciones adicionadas dentro del rango de trabajo. La
dilucion del extracto fue necesaria para lograr la formacion de un buen pellet de las
particulas. El limite de cuantificacion fue 0,025 ug/L de dilucién de extracto (0,6
ng/g pescado hiimedo).

Tabla 2. Recuperacion (%) y precision (CV%) de adiciones en extractos de
Castaneta blanco (dilucion 1/4). Analisis realizados en triplicado cada

dia, en un periodo de tres dias.

Concentracion adicionada

(wgMCLR,/L) Recuperacion(%) CV(%)
0,025 117 1
0,05 104 10
0,5 99 7.5

Concentracion de microcistinas en Australoheros facetus

Las concentraciones de MCs en las Castafietas del bioensayo, analizadas mediante
el ELISA monoclonal, se muestran en la Tabla 3. La mediana de los peces expues-
tos al tratamiento 1 fue de 7,2 ng MCs/g pescado hiimedo y al tratamiento 2 fue de
9,2 ng MCs/g pescado humedo. Se observo una alta variabilidad en los resultados

entre muestras de acuarios con las mismas condiciones de exposicion.

Tabla 3. Concentracion de MCs en Castafietas expuestas en el bioensayo
analizadas por ELISA monoclonal. Se presentan los datos de mediana,
minimo y méaximo para las cuatro submuestras de cada tratamiento.

Se analizaron dos submuestras de cada acuario por triplicado.

Muestra Mediana Minimo Maximo
(ngMCs/g pescado) (ngMCs/g pescado) (ngMCs/g pescado)
Controles NC NC NC
Tratamiento 1 7,2 3,8 14
Tratamiento 2 9,2 4,7 48

Analisis de muestras por MALDI-TOF cuantitativo

En los extractos de los peces se observaron solamente dos picos (Figura 5), que
corresponden a las relaciones m/z de los iones [M+H|": MC-LR (m/z 995,5) y
[L-MeLan] MC-LR (conjugado de MC-LR y cisteina, m/z 1116,6). El pico de MC-
LR prevalecié ampliamente sobre el conjugado en todas las muestras analizadas.
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Este conjugado con cisteina representa un metabolito de detoxificacién en anima-
les, de menor toxicidad que la toxina libre (Schmidt, et al., 2014; Li, et al., 2014).
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Figura 5. Espectro de MALDI-TOF cuantitativo para Castafietas expuestas
altratamiento 1 durante bioensayo de exposicion a floracion de ciano-
bacterias. La relacion m/z de 1123 corresponde al estandar interno.
MC-LR: m/z 995.6; [L-MeLan7]MC-LR: m/z 1116.6 segtin Meriluoto y
otros (2017).

En la Tabla 4 se reportan los resultados de concentracion de MC-LR obtenidos por
MALDI-TOF cuantitativo. La mediana de los peces expuestos al tratamiento 1 fue
de 13 ng MCs/g pescado htimedo y al tratamiento 2 fue de 14 ng MCs/g pescado
hamedo. De igual manera que para el ELISA, se observo una alta variabilidad entre
muestras con las mismas condiciones de exposicion.

En las muestras de Castafietas fortificadas previamente a la extracciéon, se ob-
tuvieron valores de recuperacion en el rango 64-82%, valores que se encuentran de
acuerdo a los antecedentes (Meriluoto, et al., 2017, pp.360).

Tabla 4. Concentracion de MCs en Castafietas expuestas en el bioensayo,
determinadas por MALDI-TOF cuantitativo. Se presentan los datos
de mediana, minimo y maximo para MC-LR para las cuatro submues-
tras de cada tratamiento. Se analizaron 2 submuestras de cada acuario
por triplicado.

Variante MC-LR

Muestra Mediana Minimo Maximo
(ngMCs/g pescado) (ngMCs/g pescado) (ngMCs/g pescado)

Controles ND ND ND
Tratamiento 1 13 5,9 20
Tratamiento 2 14 7,7 52

Comparacion de métodos

En la Figura 6, se muestra la comparacion de resultados obtenidos por ambos métodos
=098, p_, = T7,424¢% R? =0.95,n = 12).

para los peces del bioensayo (r Spearman—
Si bien el método requiere una mayor evaluacion para el estudio de peces provenientes

Spearman valor

de la naturaleza, se destaca que la correlacion ELISA vs. MALDI-TOF cuantitativo
para MC-LR fue excelente, lo que resalta el potencial del ELISA con nanobody como
una herramienta de detecciéon para minimizar el nimero de muestras analizadas por
métodos analiticos de alto costo y performance.
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Figura 6. Comparacion de resultados de concentracion de MCs obtenidos por
ambos métodos, en extractos de Castafietasa tiempo final del bioensayo
de exposicion (R*=0,988).

DISCUSION

El bioensayo de A. facetus se realizé utilizando floraciones naturales productoras de
MCs en condiciones que usualmente pueden encontrarse en cursos de agua eutrofi-
zados, como en los grandes embalses de los rios Negro y Uruguay, y en el Rio de la
Plata. Las concentraciones de MCs contenidas en la biomasa, aplicada tanto en el dia
inicial del bioensayo como en la reaplicacién, decayeron rapidamente en los acuarios.
Las razones de este rapido decaimiento de las MCs en el agua pueden ser multiples,
pero es claro que s6lo una minima fraccion de la cantidad aplicada se detecté en los
peces. Es asi que, por ejemplo, en el tratamiento 1 se aplicaron 2400 pg de MCs por
pecera de 20 litros (dos veces 1200 pg) y s6lo se encontraron en los peces, aproxima-
damente, 0,12 pg MCs (7,2 ng MC-LR/g pescado, en un total de 17 g de peces). Una
vez que las MCs se liberan al agua por ruptura celular, su concentracion disminuye
a tasas muy variables dependiendo de las condiciones, como resultado de procesos
tales como adsorcién a material particulado, descomposicion quimica, fotolisis y
degradacion biologica (Schmidt, et al., 2014). Estos procesos limitan la exposicion a
las MCs, y el impacto en los peces y la biota.

Atn cuando no se encontr6é mortalidad, a nivel subcronico se observaron altera-
ciones hepéticas en los peces expuestos y no asi en los peces control. La infiltracion
grasa y la degeneracion grasa macrovesicular observadas en el higado han sido
reportadas en otros peces frente a floraciones productoras de MCs (Preeti, et al.,
2016; Acuna, et al., 2020), y sugieren un efecto de toxicidad en principio reversible,
pero que puede conducir a una funciéon celular deteriorada e insuficiencia hepética.
Ademas hay que considerar el efecto sinérgico acumulado de las toxinas con otros
componentes toxicos presentes en la biomasa de cianobacterias, tales como lipo-
polisacaridos, entre otros, que no han sido suficientemente estudiados (Roegner,
et al., 2019).
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Es posible que en nuestros sistemas hidricos eutrofizados, eventos de mortandades
de peces observados en temporada estival estuvieran relacionados con las floraciones
productoras de MCs. Los resultados presentados contribuyen al conocimiento de las
lesiones histopatologicas de peces expuestos a floraciones de cianobacterias en el pais.
Para una mejor identificacion de las causas de estas mortandades se deberé continuar
profundizando estos estudios.

Los peces expuestos en el bioensayo se utilizaron para estudiar la concentracion
de MCs mediante nuevas metodologias de analisis. Estos métodos podrian facilitar
la evaluacion del riesgo de consumo de pescado expuesto a floraciones productoras
de MCs. Los inmunoensayos del tipo ELISA son, por su sencillez y alta sensibilidad,
herramientas con multiples ventajas para el anélisis de MCs, pero su aplicabilidad en
tejidos animales presenta mayores desafios que su uso en agua. En funciéon de su alta
especificidad y selectividad reportada para diferentes analitos, en este trabajo se uti-
lizaron inmunoensayos basados en anticuerpos recombinantes monodominio de llama
(nanobodies) (Gonzalez-Sapienza, et al., 2017). De todos modos, es necesario estudiar
el efecto matriz del ensayo, ya que multiples componentes de los extractos podrian
interferir en el analisis (Ibelings y Chorus, 2007; Hu, et al., 2017). Los resultados en
extractos de Castanietas no expuestas, adicionadas con microcistina-LR en un amplio
rango de concentracion, evidenciaron un muy buen desempefio del ELISA utilizado
en este trabajo.

Otra posible limitacién de los inmunoensayos se debe a que, ademéas de las va-
riantes de MCs presentes, podrian detectar metabolitos de detoxificacion (conjuga-
dos MCs con cisteina y glutation), que presentan mucho menor toxicidad que las
correspondientes toxinas libres (Schmidt, et al., 2014; Li, et al., 2014). Para confir-
mar y cuantificar la presencia de diferentes variantes de MCs y distinguirlas de sus
metabolitos, se utilizo6 un nuevo método ultrasensible de MALDI-TOF cuantitativo,
originalmente validado para aguas y sueros de animales (Pirez-Schirmer, et al., 2019).

La altisima correlacién encontrada entre la determinacion de MCs por ELISA y
la microcistina-LR mediante MALDI-TOF cuantitativo permite visualizar que la uti-
lizacion del ELISA de nanobody tiene muy alto potencial para el estudio de extractos
de peces. Sin embargo, debe resaltarse que se requieren experimentos complementa-
rios, incluyendo el anélisis de un alto niimero de peces de diferentes especies expuestos
en la naturaleza y la comparaciéon con métodos de referencia como el LC-MS/MS.

Los niveles de toxinas presentes en las Castafietas del bioensayo se encuentran en
consonancia con los encontrados en otros bioensayos reportados (Adamovsky, et al.,
2007; Li, et al., 2004; Dyble, et al., 2011; Cazenave, et al., 2005), e incluso en estudios
de la naturaleza (Flores, et al., 2018). Es destacable que esto sucedi6 a pesar de que
las condiciones de los bioensayos antes reportados (especie, tiempo, via de exposicion)
fueron diferentes a las del presente trabajo. Otro aspecto relevante es que la tasa de
biotransformacion de las MCs es muy rapida en peces y depende de la especie, asi
como del tejido estudiados (Adamovsky, et al., 2007; Dyble, et al., 2011). Los valores
de vida media de equivalentes de MC-LR (determinados por ELISA) reportados en
musculo de Cyprinus carpio y Hypophthalmichthys molitriz son de 2,8 y 0,7 dias, y
en higado de 4,0 y 3,5 dias, respectivamente (Adamovsky, et al., 2007). Esto implica
que puede existir una alta variabilidad del contenido de toxinas en diversos tejidos

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (10 - 29)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

23



BADAGIAN, LETAMENDIA, PIREZ, CARNEVIA, BRENA
NUEVAS METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DE MICROCISTINAS EN PECES... DOI: 10.12461/20.03

de peces, no solamente en funcion de la especie sino también del tiempo trascurrido
luego de la exposicion a la floracion. Es muy probable que los peces de este bioensayo
estuvieran en una etapa avanzada de detoxificacion y eliminacion, pero igualmente se
encontraron en algunas muestras valores de concentracion por encima del valor guia
de accion de California para MCs en alimentos de 10 ng/g tejido htimedo (Butler,
et al., 2012, p.4). Por lo tanto, considerando estos resultados y la intensidad de las
floraciones productoras de MCs en los principales cursos de agua del pais, resulta
importante estudiar el contenido de toxinas en pescado de consumo y profundizar

en la validacion de métodos sencillos de anélisis como los propuestos en este estudio.
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Water flow and temperature
as main factors that regulate
phytoplankton and cyanobacterial
blooms in a large subtropical river

El caudal y la temperatura del agua son los principales
factores que regulan el fitoplancton y las floraciones

de cianobacterias en un gran rio subtropical

O caudal e a temperatura da agua sdo os principais fatores que
regulam o fitoplancton e as floragoes de cianobactérias em um

ande rio subtropical
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ABSTRACT

Seasonal variations and interannual changes (2006-2019) of the phytoplankton
community, related to variations in water quality and river discharge, in the lower
part of the Uruguay River in South America are presented. In total, 422 microalgae
and cyanobacterial taxa were identified. Cryptophytes, cyanobacteria, and diatoms
were the predominant groups. Although nanoflagellates and cryptophytes were always
present in plankton, statistical differences were found in seasonal assemblages
of phytoplankton. According to the similarity analysis SIMPER, the typical
species for each season were identified: Aulacoseira spp. in winter, Dolichospermum
uruguayense, Durinskia baltica and Ankistrodesmus arcuatus in spring, Microcystis
aeruginosa, M. wesenbergii, Dolichospermum uruguayense and D. circinale in
summer and Ceratium cf. furcoides, A. arcuatus, Raphidiopsis and Jaaginema sp.
in autumn. Under lentic river conditions (<2000 m?* s?) and above 22 °C, high
biomass was recorded due to the blooms of Microcystis and Dolichospermum. In
2010, M. panniformis reached 10.4 pg It microcystin-LR. Raphidiopsis mediterranea
and R. raciborskii began to be registered in spring (2009 and 2014 respectively)
reaching 1041 cell ml" in spring 2017. This paper shows that flow, transparency
and temperature are the main factors that regulate phytoplankton biomass and

cyanobacterial blooms in the Uruguay River. In the summer, when the Uruguay
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River is in low flow conditions, cyanobacteria remain in the river. When flow
increases, cyanobacteria are transported downstream and could reach the estuary
of the Rio de la Plata, impacting its beaches.

KEY WORDS: harmful algal blooms, large rivers, Rio de la Plata, diversity.

RESUMEN

Se presentan las variaciones estacionales y los cambios interanuales (2006-2019)
de la comunidad de fitoplancton, relacionados con las variaciones en la calidad
del agua y la descarga del rio, en la parte inferior del rio Uruguay, en Ameérica
del Sur. En total, se identificaron 422 taxones de microalgas y cianobacterias;
cryptomonas, cianobacterias y diatomeas fueron los grupos predominantes.
Aunque los nanoflagelados y las cryptomonas estuvieron siempre presentes en el
plancton, se encontraron diferencias estadisticas en los ensambles estacionales del
fitoplancton. Segiin el analisis de similitud SIMPER, fueron identificadas las especies
tipicas para cada estacion. Para el invierno, Aulacoseira spp.; para la primavera,
Dolichospermum uruguayense, Durinskia baltica y Ankistrodesmus arcuatus; para
el verano, Microcystis aeruginosa, M. wesenbergii, Dolichospermum uruguayense
y D. circinale; y para el otofio, Ceratium cf. furcoides, A. arcuatus, Raphidiopsis
y Jaaginema sp. En condiciones lénticas del rio (<2000 m® s) y por encima de
los 22 °C se registraron altas biomasas debido a las floraciones de Microcystis y
Dolichospermum. En 2010, M. panniformis alcanzo6 los 10.4 ng I'' de microcistina-
LR. Raphidiopsis mediterranea y R. raciborskii comenzaron a registrarse en la
primavera de 2009 y de 2014, respectivamente, alcanzando las 1041 cel ml"! en la
primavera de 2017. Los principales factores que regulan la biomasa del fitoplancton
son el caudal, la transparencia y la temperatura. En verano, cuando el rio Uruguay
se encuentra en bajas condiciones de caudal, las cianobacterias permanecen en el
rio. Si el caudal aumenta, son transportadas aguas abajo, pudiendo alcanzar el
estuario del Rio de la Plata, afectando sus playas.

PALABRAS CLAVE: floraciones de algas nocivas, grandes rios, Rio de la Plata,
diversidad.

RESUMO

S&o apresentadas as variagdes estacionais e as mudangas interanuais (2006-2019)
da comunidade de fitoplancton, relacionadas com as variagdes na qualidade
da adgua e a descarga do rio, na parte inferior do Rio Uruguay, na América do
Sul. No total, foram identificados 422 taxons de microalgas e cianobactérias.
Cryptomonas, cianobactérias e diatoméias foram os grupos predominantes.
Embora os nanoflagelados e crytomonas estiveram sempre presentes no plancton,
foram achadas diferengas estatisticas nas assembleias sazonais do fitoplancton.
Segundo a andlise de similitude SIMPER, as espécies tipicas para cada estacéio
do ano foram identificadas. Para o inverno, Aulacoseira spp.; para a primavera,
Dolichospermum uruguayense, Durinskia baltica e Ankistrodesmus arcuatus; para

o verdo, cianobactérias Microcystis aeruginosa, M. wesenbergii, Dolichospermum
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uruguayense e D. Circinale; e para o outono, Ceratium cf. furcoides, A. arcuatus,
Raphidiopsis sp. e Jaaginema sp. Nas condigoes lénticas do rio (<2000 m® s)
e por cima dos 22 °C, foram registradas altas biomassas devido as floragdes de
Microcystis e Dolichospermum. Em 2010, M. panniformis alcangou os 10,4 ng
I'' de microcistina-LR. Raphidiopsis mediterranea e R. raciborskii comegaram a,
ser registradas na primavera de 2009 e 2014, respectivamente, chegando as 1041
cel ml' na primavera de 2017. Os principais fatores que regulam a biomassa de
fitoplancton sdo o caudal, a transparéncia e a temperatura. No verdo, quando o
Rio Uruguai tem caudal baixo, as cianobactérias permanecem no rio. Se o caudal
do rio aumenta, as cianobactérias sdo transportadas dgua abaixo, podendo chegar
até o estuério do Rio da Prata, afetando as praias.

PALAVRAS CHAVE: floragdes de algas nocivas, grandes rios, Rio da Prata,
diversidade.

INTRODUCTION

In large rivers, significant autotrophic primary production of phytoplankton is
expected and is limited to middle river sections, or to lowland areas of higher-order
rivers order presuming favorable conditions for phytoplankton growth (Reynolds
and Descy, 1996). In subtropical rivers, the development of phytoplankton biomass
is strongly correlated with the concentration of nutrients, turbidity or light
availability (Basu and Pick, 1995; Dodds, 2006). According to Reynolds (2000),
hydrological factors such as discharge and dead zones (areas of high resilience) are
the most important factors in the development of the rivers’ phytoplankton. In the
subtropical region, seasonal changes in the phytoplankton community are related
to seasonal changes in temperature (Cloern, et al., 2014).

The Uruguay River is one of the largest rivers in South America (>1,800 km);
it belongs to the La Plata Basin, forming the triple border of Brazil, Argentina
and Uruguay. One of the main factors affecting the river’s water quality was the
construction of more than ten hydroelectric dams (i.e. It4, Machadinho, Itapiranga,
Roncador, Garabi, San Pedro, Salto Grande) to meet the growing energy demands
which accompanied the region’s economic growth, (National Water Agency, ANA,
2005). In Uruguay, the Salto Grande Dam, located 300 km upstream from the
mouth of the river, has an important regulatory effect over the discharges above
and within the Rio de la Plata estuary (EcoMetrix, 2006). Based on historical
values (1980-2015), the average annual discharge of the river is 5527 m® s, but in
2017, it reached 7598 m?® s (Salto Grande Mixed Technical Commission, [s.d.]).

Agriculture is an important activity in the Lower Uruguay River Basin with
a significant production of citrus fruit and other crops (O’Farrell and Izaguirre,
2014). The most important Uruguayan city in the area studied is Fray Bentos,
which is also an active port. This lower section of the Uruguay river gained
importance after the installation of a pulp mill in 2006, and the subsequent start
of its operations in November 2007 (Uruguayan Technological Laboratory, LATU,
2019). Periodical reports on navigation, cyanobacterial blooms and fisheries
surveys are published locally by the Salto Grande Mixed Technical Commission
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and the Uruguay River Administrative Commission (CARU, [s.d.]). In addition to
this, binational monitoring in the pulp mill’s area of influence has been carried out
since 2012 and along the binational Argentina-Uruguay section since 2018. CARU
surveys the state of the river through water, sediment and biota samples monitoring
on both sides of the river and in the center of the channel showing the acceptable
limits. Thirteen water quality parameters measured showed concentration values
above the limits established in CARU’s Standard for 179 variables. Parameters
that systematically exceed CARU Digest levels are Iron, Oils and Fats, and Total
Phenolic Substances (CARU, [s.d.]).

Although several authors have conducted phytoplankton studies in the Uruguay
river basin (de Diaz, 1961; et al, 1986; O’Farrell, 1994; O’Farrell and Izaguirre, 1994;
Bonilla, 1997; Pérez, et al., 1999; Pérez, 2002), most of the existing studies on the
Uruguay River were focused on the Salto Grande dam (Quir6s and Luchini, 1982;
De Leon and Chalar, 2003; Chalar, 2006, 2009; O’Farrell, et al., 2012; Chalar, et
al., 2002, 2017;) since 1979, when the lake reservoir was formed. Little research has
been done on the topic of phytoplankton composition and ecology in its lower part.
O’Farrell and Izaguirre, (1994), showed a gradient along the Argentinean banks
and the Uruguay River’s tributaries during 1986-1987 where the potamoplankton
was dominated by nanoflagellates, cryptophytes and Aulacoseira genus. They found
that the seasonal succession of phytoplankton diversity was mainly regulated by
temperature, transparency and water discharge, with turbidity showing up as a
limiting factor for algae development during summer’s low water periods, but a
correspondence analysis was not performed. Many other reports focused on
cyanobacterial blooms. Ferrari and others (2011) reports two possible scenarios which
could account for the dynamics of cyanobacterial blooms in the Lower Uruguay River.
The first one is that in high flow conditions, the bloom is concentrated in the dam
and reaches the open waters of the Rio de la Plata estuary as a result of rainfall, or
because of the management of the Salto Grande dam. During the summer, when low
flow conditions (lentic conditions) are present, the bloom is concentrated locally by
a stable high water column. A marked gradient was observed in the meteorological,
physical, and chemical parameters of the plankton assemblages from Salto Grande to
Punta del Este, in a comprehensive monitoring during 2013-2014, along the Uruguay
River’s banks and the Rio de la Plata coastline (Kruk, et al., 2015). In the sampling
from both summers (2013 and 2014), a Microcystis bloom was registered in the
Salto Grande dam. An exceptional bloom observed in the summer of 2019 reached
Uruguay’s Atlantic ocean coast. This event occurred under extreme precipitation
conditions that induced high water flows, which transported cyanobacterial blooms
downstream (Kruk, et al., 2019). Recently, a synoptic study showed the relevance of
temperature and precipitation on the distribution of cyanobacteria, comparing lentic
and lotic freshwaters in the country (Haakonsson, et al., 2017). The study found
that the filamentous Dolichospermum was the most widely distributed and the most

frequent genus in the region surveyed.
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The aim of this study was to identify the main factors that produce seasonal
changes in the phytoplankton community of the lower Uruguay River, as well as
its relationship with water quality. This work is based on the data compiled over a
fourteen-year period (2006 to 2019). We reported on the composition, abundance,
carbon biomass of microalgae and cyanobacteria and water quality variables.

MATERIAL AND METHODS
Study area

Uruguay belongs to a subtropical climate zone (Kottek, et al., 2006) characterized by
hot and humid summers and generally mild winters with the following features: mild
moderate rain (1000-1600mm annual average between 1961-1991), humid subtropical
climate (Cfa type) (INUMET, [s.d.]) and annual average temperature of 17.5 °C with
temperatures above 22 °C in the warmest months. During the study period (2006-
2019) the average values of air temperature were 17.9 °C with precipitation values of
1207 mm, (data provided by UPM weather station).

The study area comprises three sites along the lower part of the Uruguay River:
an upstream site located in Nuevo Berlin (NB), a central site in Fray Bentos (FB) and
a downstream site at Las Caifias (LC). A long-term (2006-2019) seasonal sampling was
carried out at the three sites. In each site, three samples were taken covering littoral,
center and channel zones of the Uruguayan section of the river (Figure 1). The NB site
is located between natural channels and islands. The central site, FB, is located close
to the international bridge and the city of Fray Bentos, which is also an active port. In
the downstream site at LC, the river becomes wider, forming an extensive plain with

sandy beaches that attract a significant number of tourists during summertime.

B
| At [ZN =
&// 22
URUGUAY A
% NUEVO
BERLIN

UPM (Pulp miti)
FRAY BENTOS

LAS CANAS

Rio Negro

23 122 [Te3] LAS CANAS

Figure 1. A) Study area of the Uruguay River and sampling sites from
upstream to downstream: Nuevo Berlin (NB), Fray Bentos (FB) and
Las Caiias (LC) (black-white circles). B) Sampling design.
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Samplings and analysis

Fourteen seasonal sampling surveys (summer: February, autumn: May, winter: August
and spring: November) on three sites with a transect with three points (littoral, center
and channel) were carried out during July 2006 to November 2019, with a total of
486 sampled points (Figure 1). Conductivity, temperature, oxygen and pH were
measured in situ with a YSI 6600 V2 sensor and the transparency was estimated
with a Secchi disc. Water samples were taken directly for nutrients and chlorophyll
analyses, using standard methods as described in detail by Ferrari and others (2011),
Tana and others (2013), Uruguayan Technological Laboratory, LATU (2016, 2017,
2018, 2019). Discharge at the Salto Grande dam displays considerable variability
related to regional and global processes, with high discharges during El Nino events
in phase with El Nifio Southern Oscillation (ENSO) due to heavy rainfall (Colombo,
et al., 2015). The opening and closing of the floodgates is the main influence on the
flow of the river, since in this lower section there is no significant contribution from
tributaries that could modify its flow rate. The daily average of the Salto Grande dam
discharge was obtained for the period of study from the river’s binational monitoring
entity (Salto Grande Mixed Technical Commission, [s.d.]). The total nitrogen and total
phosphorus were used tu calculate N:P atomic ratios. The monthly geometric mean
total phosphorus concentration following IET (PT) = 10%(6-((0,42 - 0,36*(In PT))/In
2)) — 20 was used to determine the Uruguay River’s trophic status (Lamparelli, 2004).
Subsurface phytoplankton samples were collected with bottles and fixed in situ with
Lugol’s solution for quantification, and net samples were collected and fixed with
formaldehyde (4%) for taxonomical studies (Sournia, 1978). When cyanobacterial
blooms occurred, cyanobacteria samples were gathered for microcystin-LR analysis
were taken using HPLC, according to the ISO 20179 (International Organization
for Standarization, 2005). During the sampling period, three extra samplings
were carried out in the summer of 2009 and the spring of 2010, as a result of a
cyanobacterial bloom warning in the area near the Fray Bentos site.

The sedimentation method based on Utermohl (1958), was used to identify
and quantify phytoplankton. Half or the entire chamber was screened under
low magnification (100 or 200x) for organisms >50 pm, while smaller organisms
were counted under 400x magnification according to cell density in each sample.
Phytoplankton organisms were identified at the lowest possible taxonomic level
and divided into groups or Classes. For cyanobacteria, the most recent taxonomical
classification presented by Koméarek and others (2014) was used. Determinations
were made following Komérek and Anagnostidis (2008a, 2008b) and Komarek
(2013). To identify some diatoms, the oxidation technique was followed (Battarbee,
1986). Counts included at least 100 cells of the most abundant species, in order to
achieve a confidence interval of 95% (Lund, et al., 1958). In the case of Microcystis
spp. blooms, the methodology followed Box (1981), counting the number of cells
per ml in a gridded Sedgewick-Rafter counting chamber. Biovolume was estimated
from mean cell dimensions and shape based on Hillebrand and others (1999). The
cell biovolume was transformed to biomass as cell carbon (pgC cel™), according to
Menden-Deuer and Lessard (2000). Biovolume was multiplied by the density (cell
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ml!) to estimate phytoplankton carbon biomass (ngC ml!). Picoplankton cells (<2
nm) were not counted because this requires a special methodology.

Exploratory analyses were performed to identify major patterns and define
final tests. In order to evaluate spatial (site and zone) differences among
samplings, analyses of similarities ANOSIM were performed with phytoplankton
and environmental matrixes. The carbon biomass of the main phytoplankton
groups (Cyanobacteria, Chlorophyta, Bacillariophyta, Cryptophyta and “other”)
were logarithmically transformed and similarity matrices were constructed with
the Bray-Curtis index. ANOSIM results showed significant temporal differences
between sampling surveys regarding biomass matrix (RGlobal = 0.544), meanwhile
no significant spatial differences were found in either sites (RGlobal = 0.011,
p>0.001) or in zones, (RGlobal = 0.016, p>0.001). The same results were found
with environmental matrices, (RGlobal temporal = 0.876, p> 0.001) with no
differences either per sites (RGlobal sites = -0.016, p>0.001) or per zones (RGlobal
zones = 0.017, p=0.001). In addition, the analysis of variance ANOVA showed no
significant differences either between the three sites (NB, FB and LC) or between
zones (littoral, center and channel) for phytoplankton density F( o = 0.79, p =
0.52, biomass F(4‘ = 0.92, p = 0.45, richness F(4‘ = 0.16, p = 0.95 and Shannon
diversity index F< i amm — 121, p = 0.30. Those analyses enable the use of monthly
averages. For those analyses, environmental variables were used: (nitrates (NO3
mgl'), total nitrogen (TN mgl"'), nitrate (NO3 mgl'), total phosphorus (TP ngl!),
soluble reactive phosphorus (PO4 pgl?), chlorophyll a (Chl a pgl?), Secchi disk (SD
cm), conductivity (mS ¢cm'K), temperature (T °C), pH and discharge (Qm?s?),
were normalized and Euclidean indexes were used for the similarity matrix. Flow
data of the sampling dates were used to perform the analysis.

To evaluate the role of each species and its contribution to the season, the
coefficients of similarity between samples and the average similarity / dissimilarity
between all the pairs of samples in each group was calculated, applying the
similarity percentages breakdown (SIMPER) using the PRIMER routine (Clarke
and Warwick, 2001). This analysis identifies the species that are mostly responsible
for the observed patterns. Species that contributed the most to the similarity
within a season were considered typifying. The species that contributed the
most to the dissimilarity within a group, were considered discriminates between
groups (Clarke, 1993, Clarke and Gorley, 2006). For the SIMPER analysis, the
biomass matrix was used. The small Cryptophytes heterotrophic organisms were
not considered for this analysis. A one way ANOSIM was performed to analyze
differences between seasons.

For the environmental matrix, Spearman’s correlation coefficient was used.
Bubble biplots were used to highlight the relationship between flow and temperature
in phytoplankton biomass. For XY graph, Crytophytes were not considered. To
determine the set of environmental variables which contribute to explain the
variability of phytoplankton biomass, we performed a Canonical Correspondence
Analysis (CCA) using the unimodal method. This analysis is valid to apply for
any size of the environmental gradient (Legendre and Legendre, 2012). A biomass

matrix for species with >25% in the total Logl0 (x +1) sample was used. The

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (30 - 66)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

36



FERRARI
WATER FLOW AND TEMPERATURE AS MAIN FACTORS... DOI: 10.12461/20.07

environmental matrix was normalized and the significance of the contributions
from environmental variables with the ordination of species was tested through
Monte Carlo permutations test (p <0.05). The significance of canonical correlation
coefficients of each environmental variable for axes 1 and 2 was evaluated by means
of an approximation of t-Student statistic (Ter Braak, 1986). A Multivariate
Stadistical Package (MVSP software) was used.

RESULTS

Environmental variables

Surface water temperature varied seasonally between 11.5 °C in winter and 28.8
°C in summer. Conductivity showed low variation (32-279 pS cm™) throughout the
period. pH did not show a wide range of variation (6.1-9.5); the Secchi disc values
ranged between 0.20 and 1.60 m and the turbidity reached 78 NTU (Table 1).

Table 1. Seasonal average and maximum-minimum during 2006-2019. Average

and standard deviation of nutrients and in situ parameters for each

season. nd: Not determined.

; Ll MRt ool el TRy e sy ety il [t
Nitrogen  Phosphorus /i Phosphorus 1 OBV 5 XY Dise oc) e flow
(mg 1) (ng 1) g (ng 1) ng (cm) L (m?®s-1)
g}if}fﬁ“ 0.9 61.4 0.5 42,0 5.3 196 609 264 67.9 T4 75 | 4525
stdev 0.2 45.1 0.2 30.9 18.9 74192 11 117 04 07 2893
IO 73.3 0.6 34.0 14 25.4 612 184 69.2 72 85 11698
wverage
stdev 0.7 421 0.3 23.1 14 131 326 15 175 04 14 14073
VR g 89.2 0.8 2.8 0.6 27.0 457 145 644 73 95 | 7296
wverage
stdev 0.2 95.5 0.3 19.1 0.8 110 134 15 134 04 09 4461
SPRING 11 83.9 0.7 23.6 1.6 299 483 233 732 72 79 11365
\verage
stdev 0.3 123.8 0.2 185 2.8 116 121 28 489 07 16 8325
R 1.1 77.2 0.6 30.8 2.2 254 | 53.8 20.6 68.7 73 84 844
——
minimum 0.1 nd nd nd nd 9.0 20.0 11.6 324 6.1 2.3 522
medmum! 6.8 1340.0 1.7 163.0  185.0  78.0 160.0  28.8 279.0 9.5 13.0 56070

Nutrient fluctuation at the three sites was similar, with an increase in total nitrogen
at NB (in winter), while soluble phosphorus showed three peaks in autumn 2007, 2011
(near 100 pg I"). Fluctuations of total phosphorus remained within historical ranges,
with the exception of two peaks, one in August 2011 at the three sites, with the highest
concentration at FB reaching values of 887 pg I, and in November 2019 with 1340 pg
I at FB (Table 1). The general trophic state of the Uruguay River was mesotrophic
(52-59), presenting some eutrophic (60-63) sampling in Aug-11, Feb-17, May-19,
Nov-19 due to peak of total phosphorus (Figure 2).
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Figure 2. Monthly Redfield ratio N:P (solid line) and monthly trophic status
index IET (dotted line) during 2006-2019. Bold solid lines show the
limit of 59 for IET. Above, eutrophic state is indicated. Orange squares:
annual average and orange line: tendency line.

The atomic Redfield ratio showed no nitrogen limitation condition for phytoplankton
growth. Most of the time, the ratio was values above 20, but in Nov-06, Aug-11, Feb-17
and Nov-19, this ratio was below 16 at times when PT concentration was above 100 pg
I* (Figure 2).

Phytoplankton diversity biomass and chlorophyll a

During the study period, from July 2006 to November 2019, 422 taxa of algae and
cyanobacteria were recorded at three selected sites (Annex 1). The phytoplankton
groups were: Cyanobacteria, Bacillariophyta, Chlorophyta s.l., Zygnemaphyta,
Cryptophyta, Chrysophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Raphidophyta, Xanthophyta,
and undetermined flagellates. For the purpose of graphics, an additional group
called “Others” composed of Chrysophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Raphidophyta,
Xanthophyta and undetermined flagellates were grouped together.

The diatoms presented the highest number of taxa (158), followed by the
Chlorophyta s.l. with 95 taxa, including 55 green coccal algae, 56 Euglenoids (Annex 1).
Cyanobacteria were represented by 49 taxa. From a total of 158 diatoms recorded, 134
taxa belonged to pennates and 24 taxa to centric diatoms. During high flow periods,
most of the diatom taxa were tychoplankton. Dinoflagellates were represented with 18
taxa and Cryptophyta and Crysophyta with 9 taxa each. Raphidophyta was represented
with the species Gonyostomum semen (Annex 1).

The lowest number of taxa per sample (4) were found in winter 2008 (NB), winter
2009 (LC), spring 2008 (FB and LC) and in autumn 2010 (NB and LC). The highest
taxa number per sample (69) was found in summer 2016 and 2013: 52 taxa both NB,
followed by 43 taxa in LC and 42 in FB. The genera Nitzschia and Trachelomonas
showed the highest number of species (21 and 17). The diatom Hydrosera whampoensis
and the cyanobacteria Jaaginema sp. and Microcrocis sp. were recorded for the first
time in Uruguay. The most frequent species, found in more than 30% of the samples
were: Plagioselmis lacustris (92,6%), Cryptomonas cf. marssonii (86,6%), Aulacoseira
granulata (71,6%), Ankistrodesmus arcuatus (57,8%), Aulacoseira granulata var.

angustissima (54,56%), Plagioselmis nannoplanctica (53,5%), Aulacoseira cf. muzzanensis
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(45%), Cryptomonas cf. ovata, Cryptomonas cf. reflexa (40%), Trachelomonas rugulosa
and the centric sp. 1 (30%) that constitute the potamoplankton.

Figure 3 shows phytoplankton carbon biomass variations of the main four groups
in each sampling site during the study period. The cryptophytes, cyanobacteria and
diatoms were the most representative groups and to a lesser extent, the chlrophytes.
The maximum total biomass was 1270 ngC ml' in NB (Nov-10). Dolichospermum
uruguayense was the most abundant cyanobacteria with 6903 cell ml?* in low flow
conditions (1275 m® s*) and high temperature (24.4 °C). In the same sampling survey
in FB and LC, this species, D. uruguayense, was recorded with values of 1414 and
1597 cell ml?, respectively. In the sampling of spring 2010, high values of the three
parameters were recorded in FB (8073 cell ml!, 126.8 ngC ml?, 9.2 n glI') and in
LC (5734 cell ml', 132 ngC ml', 7.0 pg I'), although the most abundant species
was the cyanobacteria Pseudanabaena mucicola. Another high peak of phytoplankton
abundance occurred in summer 2008 in NB (9497 cell ml?, 347 ngC ml*, 6.8 p gl')
when the flow was 2861 m® s and the temperature reached the highest value (28 °C).
In this opportunity, the dominant Cyanobacteria was Microcystis aeruginosa with
6705 cell ml! (Figure 3).

Only three phytoplankton biomass peaks of other groups occurred, almost 130 ngC
ml* (Aug-08 and 09, Feb-13 in NB) with 99% of Crytophyta and 126 ngC ml* (Feb-15,
NB) of Chlorophyta (Eudorina elegans). In the summer of 2017 and 2019, the biomass
of “other groups” increased through the presence of the dinoflagellates and euglenoids
species. Big size species, like Ceratium and Trachelomonas, contributed to the total
biomass (Figure 3).

Extra monitoring samples in the summer due to a cyanobacterial bloom were
taken at the Fray Bentos site. In 2006, the highest microcystin-LLR was recorded with
2010 pg I' in a M. aeruginosa bloom. In 2009, the values were 6.2x10° cell ml.
M. aeruginosa represented 90% of the total abundance followed by D. uruguayense,
M. wesenbergii and D. circinale. The other case was in spring 2010, when a high
concentration of microcystin-LR was recorded at the FB site with 10.4 pg 1'%, In this
bloom, M. panniformis reached 1.66x10°¢ cell ml'' and D. uruguayense was observed
with values of 2x10° cell mlI™* at the NB site. Recently, in 2012 in FB Remeros marina,
M. aeruginosa reched 8.5x10° cell ml™.

Other potentially toxic species began to be registered in 2009: Raphidiopsis
mediterranea and R. raciborskii in spring of 2014, reaching 1041 cell ml"! in spring
2017. Cuspidothriz sp., Microcrocis sp. and Aphanizomenon gracile appeared in
the summer 2015.
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Figure 3. Monthly average carbon biomass (ngC ml"), for each group:
Cyanobacteria (CYANO), Chlorophyta (CHLORO), Bacillariophyta
(DIATO), Cryptophyta (CRYPTO) and OTHERS for each sampling
between July 2006 and November 2019 on sites: Nuevo Berlin (NB),
Fray Bentos (FB) and Las Canas (LC).

Spearman’s correlation coefficient showed high correlation between abundance and
carbon biomass (r = 0.52) while relatively low with secchi disc (cc = 0.25), temperature
(cc = 0.26) and flow (-0.16). Bubble biplots are used to highlight the relationship
between flow and temperature in phytoplankton biomass. The diagram shows that the
highest biomass was recorded at the highest temperatures and with flow rates of less
than 2000 m?® s (Figure 4).
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Figure 4. Increasing bubble diagram showing total biomass (ng C ml') with
regards to flow (m® s') and temperature (°C) during July 2006 -
November 2019.

Tables 2 and 3 show the SIMPER analysis carried out with carbon biomass val-

ues. A. granulata was present in all seasons throughout the sampling period. The
typifying species for each season were: Aulacoseira spp. in winter, Dolichospermum,
uruguayense, Durinskia baltica and Ankistrodesmus arcuatus for spring, the cyano-
bacteria Microcystis aeruginosa, M. wesenbergi and Dolichospermum uruguayense
and D.circinale in summer, and Ceratium cf. furcoides, A.arcuatus, Raphidiopsis and
Jaginema sp. in autumn. (Table 2). The discriminant species for winter-spring were
Dolichospermum uruguayense and Ceratium cf. furcoides, for summer-winter, M.
aeruginosa and Ceratium cf. furcoides and for summer-autumn, D. uruguayense and
C. furcoides (Table 3). There were significant differences between seasons (ANOSIM,
Global R: 0.085; p = 0.001) (Table 4).
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Table 2. Summary of SIMPER results. Species contributions in each season.
Average similarity (Av. Sim.) of typifying species in each season, their
contribution (%) to the within-group similarity, and cumulative total (%)

of contributions.

Av.Sim. Contribution% Cumulative tota

Aulacoseira granulata 7.0 53.0 53.0
A. _qranulatq var. angus- 20 15.2 68.2
tissima
Aulacoseira cf. muzzanensis 0.7 5.3 73.5
Ceratium furcoides 0.5 4.0 7.5
Ankistrodesmus arcuatus 0.4 3.0 80.5
Trachelomonas rugulosa 0.4 2.8 83.3

Species SPRING Cumulative total%

Average similarity: 15.19

Aulacoseira granulata 7.8 51.3 51.3

A. granulata var. angustissima 1.5 9.8 61.1
Dolichospermum uruguayense 1.3 8.5 69.7
Durinskia baltica 1.1 7.0 76.7
Ankistrodesmus arcuatus 0.6 3.8 80.4
Aulacoseira italica 0.5 3.6 84.0
Aulacoseira muzzanensis 0.4 2.9 86.9

Species SUMMER Av.Sim Cumulative total%

Average similarity: 20.45

Aulacoseira granulata 7.3 35.8 35.8
Aulacoz&;ﬁ;::;{zgjgm var. 59 25.4 61.1
Microcystis aeruginosa 1.1 5.2 66.4
Dolichospermum uruguayense 0.8 4.1 70.5
Microcystis wesenbergii 0.8 4.0 74.5
Dolichospermum circinale 0.8 4.0 78.4

Species AUTUMN

/.Si > i ion% > ative total%
Average similarity: 10.17 Ay Contribution% Cumulative total%

Aulacoseira granulata 4.5 43.8 43.8
Ceratium cf. furcoides 1.3 12.3 56.1
Aulacoz{z‘:;ﬂzg;lgtu var. 11 111 67.2
Ankistrodesmus arcuatus 0.7 6.6 73.7
Aulacoseira cf. muzzanensis 0.5 4.8 78.5
Trachelomonas rugulosa 0.4 3.7 82.2
Raphidiopsis sp. 0.4 3.5 85.8
Jaaginema sp. 0.3 3.1 88.8
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Table 3. Average Dissimilarity percentages (Av. Diss) and species contributions (%)
in each season. Discriminant species by group determined by SIMPER
analysis with biomass matrix.

Groups WINTER & SPRING Contributions%

Average dissimilarity = 87.53

Aulacoseira granulata 10.1 11.6

A. granulata var. angustissima 52 17.5
Dolichospermum uruguayense 4.5 22.6
Ceratium cf. furcoides 3.8 27.0
Peridinium sp. 1 3.7 31.2

Groups WINTER & SUMMER S Contributions%

Average dissimilarity = 87.05

Aulacoseira granulata 7.7 8.9
A. granulata var. angustissima 6.9 16.9
Microcystis aeruginosa 3.5 20.9
Ceratium cf. furcoides 3.2 24.5
Dolichospermum uruguayense 3.0 28.0

Groups SPRING & SUMMER

Average dissimilarity = 85.16

Aulacoseira granulata 7.1 8.3

A. granulata var. angustissima 6.0 15.3
Dolichospermum uruguayense 5.0 21.2
Microcystis aeruginosa 3.3 25.0
Durinskia baltica 3.1 28.6

Groups WINTER & AUTUMN

Average dissimilarity = 89.43

Aulacoseira granulata 12.0 13.4

A. granulata var. angustissima 6.7 20.9
Ceratium cf. furcoides 6.2 27.8
Jaaginema sp. 2.8 30.9
Aulacoseira cf. muzzanensis 2.8 34.0
Trachelomonas rugulosa 24 36.7

Groups SPRING & AUTUMN Contributions%

Average dissimilarity = 89.73

Aulacoseira granulata 11.5 12.8

A. granulata var. angustissima 5.0 18.4
Dolichospermum uruguayense 5.0 24.0
Ceratium cf. furcoides 4.8 29.3
Durinskia baltica 4.3 34.2

Groups SUMMER & AUTUMN Av. Diss Contributions%

Average dissimilarity = 88.67

Aulacoseira granulata 8.9 10.1

A. granulata var. angustissima 7.7 18.8
Microcystis aeruginosa 4.2 23.5
Ceratium cf. furcoides 3.7 27.6
Dolichospermum circinale 3.5 31.5
Dolichospermum uruguayense 3.3 35.2
Microcystis wesenbergii 2.9 384
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Table 4. Analysis of Similarity (ANOSIM) results of biomass matrix for each season.
R statistic (Global R) and significance level of sample statistic: p< 0.001

Seasons
Winter — Spring 0.100 0.001
Winter - Summer 0.129 0.001
Winter — Autumn 0.034 0.001
Spring - Summer 0.099 0.001
Spring - Autumn 0.077 0.001
Summer - Autumn 0.151 0.001

Correlation between environmental variables and carbon biomass

Transparency, flow and temperature were the most important variables explaining
phytoplankton structure. According to the CCA analysis, 57.7% of the total variance
was explained in the first two axes. The variables that contributed to the first axis
were flow (cc = 0.71), Secchi disc depth (SD cc = -0.64) and temperature (cc = -0.63)
(Figure 5 y Annex 2).

There was a positive correlation between the euglenoids Lepocinclis caudata,
Trachelomonas planctonica, the diatoms Ulnaria ulna, the dinoflagellate Ceratium
furcoides and the cyanobacteria Jaaginema and Raphidiopsis mediterranea with
flow and total phosphorus and nitrogen, while cyanobacteria (Dolichospermum cf.
planctonicum, D. uruguayense and Microcystis spp.) correlated with temperature, pH,
Chl a and transparency (SD) (Figure 5).
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Agra Aulacoseira granulata Maer Microcystis aeruginosa
Agang Aulacoseira granulata var. angustissima Mnov Microcystis novacekii
Aita Aulacoseira cf. italica Mtor Mallomonas cf. tonsurata
Amp Amphora sp. Muwes Microcystis wesenbergii
Cfur Ceratium cf. furcoides Peri1 Peridinium sp. 1
Chir Ceratium hirundinella Per3 Peridinium sp. 3
Crho Ceratium cf. thomvoides Pmor Pandorina morum
Dbal Durinskia baltica Pwill Peridinium cf. willei
Dcir Dolichospermum circinale Raci Raphidiopsis raciborskii
Doli Dolichospermum uruguayense Raphi Raphidiopsis mediterranea
Dpla Dolichospermum planctonicum Sflu Strombomonas cf. fluviatilis
Eele Eudorina elegans Sova Strombomonas cf. ovalis
Egau Euglena cf. gaumei Tmus Terpsinoe musica
Gsem Gonyostomum semen Tpla Trachelomonas planctonica
Jaa Jaaginema sp. Ulna Ulnaria ulna
Lcau Lepocinclis caudata Vol Volvocal sp. 2
Lpla Lepocinclis cf. playfairiana Vspe Volvoz cf. spermatosphaera

Figure 5. Biplot diagram Canonical Correspondence Analysis for species with
biomass over 25%. Cond: conductivity, T: temperature, pH, TN:
total nitrogen, TP: total phosphorus, SD: Secchi disc, Chl a: chloro-
phyll a, ODO: oxygen and flow. Code of species are presented.

The river flow fluctuated from 2006 to 2019 a minimum of 522 m3.s' (February
2008) to a maximum of 56070 m®.s?! (May 2017) showing several peaks. When
flow rate decreased, transparency increased, favoring the development of
phytoplankton, increasing the biomass during the summer period (Figure 6).
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Figure 6. Monthly flow average for the three zones and the three sites (m?*s™)
(grey area), phytoplankton biomass groups (ngC ml?) (bars) and
temperature (solid black line), from 2006 to 2019. CYANO:
cyanobacteria (green bar), CHLORO: Chlorophyta (dark green bar)
DIATO: Bacillariophyta (red bar) CRYPTO: Crytophyta (black bar)
and OTHERS: Chrysophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Raphidophyta, Xanthophyta: Blue bar)

DISCUSSION

After fourteen years of monitoring in the lower Uruguay River, phytoplankton
biomass showed a seasonal pattern in which the flow, transparency and temperature
were the structuring factors of the phytoplankton community. Potamoplankton is
subjected to unidirectional transport, and it is affected by the physical, hydrological
and geographical characteristics of the watershed. In the lower Uruguay River,
like in any other lotic ecosystem (Giblin, et al., 2010, Zalocar De Domitrovic,
et al., 2007, Sabater, et al., 2008), turbulence, associated with flow, has a direct
effect on transparency, attenuating the penetration of light. In general, when flow
increases, not only do turbulence and suspended solids increase due to erosion,
but so do phosphorus and nitrogen levels. In high discharge conditions, the basin
bottom is stirred, and resuspended sediments decrease transparency and increase
the light extinction coefficient, resulting in decreasing values of phytoplankton
biomass (Kirk, 1994). Parana River, a similar regional river, showed the same
behavior with regards to biogeochemichal processes and phytoplankton ecology
(Bonetto, et al., 1983, O’Farrell, et al., 1996, Zalocar de Domitrovic, et al., 2007,
Colombo, et al., 2015, De Cabo, et al., 2003). High densities of phytoplankton at
the lower Parana River during low flow were also recorded, similar to our results
for the Uruguay River and to Ferrari and others (2011), O’Farrell and Izaguirre
(2014) and Haakonsson and others (2017), have shown that water temperature
and rainfall regime may play a key role in the proliferation of cyanobacteria,
with precipitation providing indirect meteorological data of the river’s hydrological
condition.

Temperature defines the typical seasonal patterns of rivers in the region
(O’Farrell and Izaguirre, 2014); Zalocar de Domitrovic, et al., 2007, Soares, et al.,

2007). Seasonal changes in phytoplankton community are related to seasonal
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changes in temperature, as it happens in other regions (Salmaso, N. and Braioni,
2008, Desortova, B. and Puncochar, 2011). This pattern of seasonal phytoplankton
development is generally observed in temperate European rivers, such as in the
middle stretch of the Elbe River in Germany, as well as in several rivers in England
(Desortova, B. and Punc¢ochar, 2011).

This is the first study that shows this seasonality with different phytoplankton
community assemblages. Wehr and Descy (1998) believed that the most successful
algal groups in large rivers were Bacillariophyta and Chlorophyta. Prevalence of
diatoms and coccal green algae in phytoplankton composition is common for the
large temperate rivers in Europe (Desortové, B. and Punochar, 2011, Sabater et
al., 2009, Reynolds and Descy 1996). Dokulil (2014) states that the phytoplankton
species composition has always been dominated by diatoms, particularly centric
taxa in the Danube River and others, like the Loire River (Descy, et al., 2012) and
the lower Ebro River (Pérez, et al., 2009). Montesanto and others (2000), recorded
a total of 122 phytoplankton taxa in the lower branches of the Aliakmon river
(Greece), where the diatoms were one of the two more important groups. Garnier
and others (1995) also reported similar patterns in the River Seine that contained
a mixed group comprised of approximately 200 taxa, of which 90 were diatoms and
60 were Chlorophyceae, similar to findings for regional studies in the Paraguay-
Parana Rivers (Zalocar De Domitrovic, 2005), Negro River (Pérez, 2002), and
Salado River (O’Farrell, 1993). However, in the Uruguay River, cryptophytes,
cyanobacteria and diatoms were the most representative groups, followed by
chlorophytes, dinoflagellates and euglenoids. Descy and others (2012) have proved
that the presence of a few dominant species accompanied by a large number
of sporadic species is the main feature of phytoplankton community structures
in large river ecosystems, and similar results have also been reported in many
European rivers. The different phytoplankton studies conducted in the Uruguay
River have coincided in showing a relatively high species richness (around 200-400
taxa). The phytoplankton community composition and species richness (422 taxa)
turned out to be lower than in previous studies in this region of the river, such as
during 1986-1987, when 730 taxa were observed (O’Farrell, 1994). This could be
due to the fact that most sampling points were on tributaries, not on the Uruguay
River itself. The species richness was similar to other regulated rivers in the region,
such as the Negro River, with 218 taxa (Pérez, 2002), the Salado River with 291
taxa (O’Farrell, 1993), the Parana River (Garcia de Emiliani, 1990) and to other
tributaries of the Parana River (Garcia de Emiliani and de Manavella, 1981).
Nanoflagellates, Cryptomonas spp. and Aulacoseira spp. were the most frequent
genus throughout the whole period, since they are organisms well adapted to
systems with high suspended material content. This was also described by O’Farrell
and Izaguirre, (2014), for the potamoplankton of the Uruguay River. Cryptomonas
are capable of moving through the water column and respond well to conditions
of high nutrient content. They can also convert to mixotrophic nutrition during
light-limiting conditions. These organisms are very palatable for zooplankton, and
their high density makes the system very rich for the next trophic level (Klaveness,
1988).

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (30 - 66)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

47



FERRARI
WATER FLOW AND TEMPERATURE AS MAIN FACTORS... DOI: 10.12461/20.07

Total phosphorus concentration in Uruguay’s aquatic systems has been shown
to be the most critical variable for water quality. The Uruguay River is not a
limited nutrient system— it has appeared as mesotrophic with some peaks in total
phosphorus, above the current limit set at 25 pg/l, leaning towards eutrophic.
Consequently, nutrients would not be a limiting factor for phytoplankton
development. According to previous studies upstream, in the Salto Grande
reservoir, the main access route of nutrients into the system is also the flow of the
Uruguay River (Beron, 1990; Conde, et al., 1996; Chalar, et al., 2017; EcoMetrix,
2006). The lower stretches of the river are a natural receptor for nutrient discharge.

This study showed the presence of 49 Cyanobacteria taxa. Different species of the
genera Dolichospermum and Microcystis were dominant among the bloom-forming
species, in agreement with what was reported at the Argentinean banks (O’Farrell,
et al., 2014). A new species of Dolichospermum was also described: Dolichospermum
uruguayense, referring to the Uruguay River (Kozlikova-Zapomeélovéa, et al., 2016).
Cyanobacterial blooms commonly occur during summer in the lower Uruguay
River and they have been reported since 1974 (Quir6s and Luchini, 1982; Di Persia,
et al., 1986; Beron, 1990; Conde, et al., 1996; Chalar, et al., 2017). M. aeruginosa
had already been reported in this study area, reaching high concentrations from
September 2006 to November 2008 (O’Farrell and Izaguirre, 2014) and its toxin,
microcystin, was detected in the Uruguay River on several occasions (Vidal y
Britos, 2012; UNESCO, 2009; Bonilla, et al., 2015; Kruk, et al., 2015). Those
blooms, together with the Rio Negro dam blooms, could be an important source
of the Rio de la Plata estuary cyanobacterial blooms, affecting the balneability
of the coastal zone and its beaches (Sienra and Ferrari, 2006; Kruk, et al., 2019).
This work showed a small upward tendency in the IET index over fourteen years.
This implies a tendency towards increasing eutrophication and, consequently, more
cyanobacterial blooms could be expected in the River. This work also shows that
flow and temperature are the main factors that regulate cyanobacterial blooms
in the Uruguay River: under low flow conditions, the cyanobacteria remain in
the Uruguay River, whereas when flow increases during the summer months,
they reach the Rio de la Plata estuary, impacting its beaches. According to
Haakonsson and others (2017), Raphidiopsis and other Nostocales are spreading
out their distribution as competitive genera among bloom-forming cyanobacteria
in freshwater ecosystems. In a future scenario, complicated by global warming,
with predicted increases in temperature and rainfall, this saxitoxin-producing

species could have a much higher biomass.
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ANNEXES

Annex 1. Species composition showing the current name and occurrence
frequency of phytoplankton for each season during 2006-2019. Numbers

reflect the frequency of occurrence in each season through the years.

WINTER SPRING SUMMER AUTUMN

CYANOBACTERIA

Anabaena sp. 4 2 2 1
Anathece minutissima Komérek et al. 2011 0 0 1 0
Aphanizomenon gracile Lemm 1 0 0 0
Aphanizomenon sp. 0 1 4 0
Aphanotece sp. 0 1 0 0
Coelosphaerium cf. dubium Grun. in Rabenh. 0 0 0 1
Cuspidothriz sp. 4 4 4 1
Dolichospermum civ‘cina{e (R_abenh. ex Bornet et Flahault) 9 12 44 10

‘Wacklin et al.
Dolichospermum crassum (Lemm.) Wacklin et al. 0 5 5 3
Dolichospermum planctonicum (Brunnthaler) Wacklin et al. 1 0 4 2
Dolichospermum spiroides (Kleb.) Wacklin et al. 0 1 0 0
Dolichospermum uruguayense Kozlikova-Zapomélova et al. 1 35 34 3
Dolichospermum viguieri (Denis & Frémy) Wacklin et al. 7 7 15 1
Geitlerinema sp. 0 2 1 0
Geitlerinema splendidum (Grev. ex Gomont) Anagn. 0 0 3 0
Jaaginema sp. 23 10 18 25
Johanseninema constrictum (Szafer) Hasler et al. 0 0 0 1
Komwophoron crassum (Vozzen) Anagn. & Kom. 0 2 1 5
Komuvophoron sp. 2 0 3 6
Leptolyngbya sp. 0 0 3 0
Limnothriz sp. 1 0 0 4
Lyngbya sp. 2 2 0 0
Merismopedia glauca (Ehr.) Kiitz. 0 1 4 2
Merismopedia sp. 0 0 1 3
Merismopedia tenuissima Lemm. 0 1 1 0
Microcrocis sp. 0 0 1 0
Microcystis aeruginosa (Kiitz.) Kiitz. 4 10 41 15
Microcystis flos-aquae (Wittr.) Kirchn. 0 0 2 0
Microcystis novacekii (Kom.) Comp. 0 2 7 0
Microcystis panniformis Kom. et al. 0 0 1 0
Microcystis sp. 0 6 9 3
Microcystis wesenbergii (Kom.) Kom. 0 0 39 1
Oscillatoria cf. ornata Kiitz. ex Gom. 0 1 0 0
Phormidium sp. 3 0 7 2
Planktolyngbya cf. holsatica (Lemm.) Anagn. & Kom. 0 0 0 1
Planktolyngbya limnetica (Lemm.) Komark. & Cronberg 1 0 4 1
Planktothriz isothriz (Skuja) Kom. & Komark. 1 0 3 3
Planktothriz sp. 0 3 4 0
Planktothriz sp. 2 0 1 0 0
Pseudanabaena catenata Lauter. 12 1 10 8
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Pseudanabaena moniliformis Kom. & Kling 0 1 0 0
Pseudanabaena mucicola (Naum. & Hub.-Pest.) Schwabe 2 8 19 4
Pseudanabaena sp. B 6 12 2
Raphidiopsis raciborskii (Wolos.) Aguil. et al. 0 1 9 2
Raphidiopsis curvata Fritsch & Rich 2 1 5 0
Raphidiopsis mediterranea Skuja 1937 10 21 26 29
Snowella lacustris (Chod.) Kom. & Hind. 0 0 1 0
Undetermined cyanobacteria 7 1 0 2
Undetermined oscillatoriales 13 7 6 2
Actinastrum gracillimum G.M. Smith 0 0 0 1
Actinastrum hantzschii Lagerh. 9 11 41 8
Ankistrodesmus arcuatus Kors. 67 79 74 61
Ankistrodesmus fusiformis Corda 0 1 0 0
Binuclearia lauterbornii (Schm.) Pros.-Lav. 4 1 5 1
Chlamydomonas cf. duplex Skuja 1 1 7 0
Chlamydomonas sp. 1 5 5 8 7
Chlorella sp. 7 3 0 1
Chlorella vulgaris Biej. 2 2 13 7
Undetermined unicellular chlorococcales 1 1 2 0
Undetermined chlorophytes 2 2 0 0
Closteriopsis longissima (Lemm.) Lemm. 9 1 5 12
Coelastrum microporum N&g. 0 30 11 2
Coelastrum pseudomicroporum Kors. 1 0 2 0
Coelastrum sp. 3 1 4 0
Coenochloris fottii (Hindak) Tsarenko 1 0 9 0
Comasiella arcuata var. plutyqism (G.M.Smith) E.Heg. & 0 0 0 1

M.Wolf

Crucigenia tetrapedia (Kirchn.) Kunt. 2 2 2 0
Crucigeniella apiculata (Lemm.) Kom. 0 0 5 0
Crucigeniella sp. 1 0 2 0
Desmod arthrodesmiformis (Schr.) An et al. 3 1 6 0
Desmodesmus bicaudatus (Dedus.) Tsarenko 0 0 3 0
Desmodesmus cf. abundans (Kirchn.) Hegew. 0 0 1 0
Desmodesmus cf. maximus (West & West) Heg. 0 1 0 0
Desmodesmus communis (Hegew.) Hegew. 10 15 41 9
Desmodesmus denticulatus (Lagerh.) Hegew. 0 0 3] 1
Desmodesmus intermedius (Chod.) Hegew. 1 1 1 0
Desmodesmus opoliensis (Richt.) An et al. 0 2 3 0
Desmodesmus protuberans (Frit. & Rich) Hegew. 0 3 1 0
Desmodesmus serratus (Corda) An et al. 0 0 0 2
Desmodesmaus sp. 0 1 0 38
Dictyosphaerium ehrenbergi Négeli 0 0 3 0
Dictyosphaerium sp. 0 0 4 4
Eudorina cf. cylindrica Thomason 0 0 0 3
Eudorina elegans Ehr. 5 5 21 S
FEudorina sp. 0 3 8 1
Genicularia sp. 2 0 0 0
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Golenkinia sp. 0 0 0 1
Gonium pectorale Miiller 0 0 2 0
Hariotina reticulata Dang. 0 0 0 4
Hindakia tetrachotoma (Printz) Bock et al. 1 0 17 0
Kirchneriella lunaris (Kichn.) Schmidle 0 1 1 0
Messastrum gracile (Rein.) Gar. 3 7 4 0
Micractinium bornhemiense (Conr.) Korshikov 0 0 3 0
Micractinium pusillum Fres. 1 1 8 1
Monactinus simplex (Meyen) Corda 2 1 12 7
Monoraphidium cf. flezuosum Kom. 1 9 3 7
Monoraphidium cf. irregulare G.M. Smith 6 21 22 4
Monoraphidium cf. tortile (West & West) Komark. 0 0 1 1
Monoraphidium contortum (Thur.) Komark. 16 5 20 2
Monoraphidium griffithii (Berkeley) Komark. 23 23 14 16
Monoraphidium komarkovae Nyg. 13 4 12 0
Monoraphidium minutum (Nég.) Komark. 3 3 1 0
Qocystis elliptica West, 0 1 0 0
Qocystis parva West & West 0 0 5 1
Qocystis sp. 0 0 2 0
Pandorina morum (Miiller) Bory 12 11 40 8
Pandorina morum var. major 0 0 1 0
Paradozia multiseta Svirenko 0 0 4 0
Pediastrum duplex Meyen 1 1 11 0
Pseudoschroederia antillarum (Kom.) Hegew. & Schnepf 2 2 9 0
Pyramimonas sp. 0 2 1 0
Raphidocelis danubiana (Hind.) Marv. et al 0 0 0 1
Scenedesmus ecornis (Ehr.) Chod. 2 B3] 12 0
Scenedesmus obtusus (Chodat) Meyen 0 0 1 0
Scenedesmus sp. 0 6 3 )
Schroederia setigera (Schroeder) Lemm. 1 1 8 0
Selenastrum bibraianum Reinsch. 0 0 3 0
Spermatozopsis cf. exsultans Korsh. 12 8 17 1
Sphaerocystis schroeteri Chod. 1 9 12 4
Stauridium tetras (Ehrenb.) Corda 0 2 2 0
Tetradesmus incrassatulus (Bohlin) Wyn. 2 0 5 0
Tetradesmus lagerheimii Wyn. & Guiry 4 6 7 3
Tetradesmus obliquus (Tur.) Wyn. 2 0 0 0
Tetraedron minutum (Braun) Hans. 1 1 8 3
Tetrachlorella alternans (Smith) Korsh. 1 0 2 0
Tetraselmis cordiformis (Carter) Stein 19 15 44 22
Tetrastrum sp. 5) 0 3 2
Ulothrichal undetermined 0 0 0 2
Ulothriz sp. 2 0 0 1
Volvocal sp. 1 1 7 7 6
Volvocal sp. 2 3 1 6 4
Volvox aureus Ehr. 0 0 0 1
Volvoz cf. spermatosphaera Powers 0 0 4 5)
Volvox sp. 0 0 0 0
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Willea apiculata (Lemm.) John et al. 0 0 0 0
Willea crucifera (Wolle) John et al. 1 0 3 0
Chlorococcal sp.1 2 0 0 0
Chlorococcal sp.2 4 4 1 0
Chlorococcal sp.3 8 2 1 1
Undetermined Chlorococcal 2 4 0 1
Undetermined colonia 10p 1 0 4 0
Undetermined colonia 3p 1 6 8 0
Undetermined colonia 5p 0 1 5 0
Undetermined Chlorophyceae 0 1 0 2

ZYGNEMAPHYCEAE

Closterium aciculare West 8 1 2 1
Closterium acutum Bréb. 21 45 50 18
Closterium ceratium Perty 0 1 0 2
Closterium cf. calosporum Witt 0 1 3 0
Closterium cf. cornu Ehr. ex Ralfs 0 2 1 1
Closterium cf. kuetzingii Bréb. 0 0 0 1
Closterium cf. moniliferum Ehr. ex Ralfs 1 1 2 1
Closterium gracile Bréb. ex Ralfs 0 5 0 0
Closterium sp. 1 2 3 1 0

Closterium sp. 2 2 0 2 0

Closterium sp. 3 3 0 4 0

Closterium sp. 4 0 0 2 0

Closterium sp. 5 0 3 0 3
Cosmarium sp. 0 1 0 1

Cosmarium granatum Bréb. ex Ralfs 0 0 0 0
Cosmarium punctulatum Bréb. 0 0 0 0
Mougeotia sp. 1 0 0 0
Sphaerozosma aubertianum f. archeri (Gutw.) Petl. 0 0 0 2
Staurastrum cf. anatinum Cooke & Wills 1 0 0 0
Staurastrum leptocladum Nordstedt 1 1 0 0
Staurastrum mutabile Turner 0 0 1 0
Staurastrum sp. 1 0 0 3 1

BACILLARIOPHYCEAE

Achnanthes cf. inflatagrandis Metzeltin et al. 1 2 1 0
Achnanthes sp. 6 0 1 2

Achnanthidium minutissimum (Kiitz.) Czarn. 6 2 6 0
Actinocyclus normanii (Greg.) Hust. 4 1 0 0
Actinocyclus normanii f. subsalsus (Juhlin-Dannfelt) Hustedt 3 0 0 0
Amphipleura pellucida (Kiitz.) Kiitz. 2 3 2 4
Amphora cf. copulata (Kiitz.) Sch.& Arch. 3 0 0 1
Amphora sp. 12 6 3 7

Amphora sp. 2 0 2 0 5

Asterionella formosa Hassall 1 0 0 0
Aulacoseira ambigua (Grun.) Sim. 3 9 6 4
Aulacoseira ambigua f. spiralis (Skuja) Ludwig 13 18 39 7
Aulacoseira cf. distans (Ehr.) Sim. 5 2 37 2
Aulacoseira cf. italica (Ehr.) Sim. 11 26 8 1
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Aulacoseira cf. muzzanensis (Meis.) Kram. 57 53 62 47
Aulacoseira granulata (Ehr.) Sim. 84 92 103 69
Aulacoseira granulata var. angustissima (Mull.) Sim. 61 64 90 50
Aulacoseira herzogii (Lemm.) Sim. 3 11 20 1
Aulacoseira islandica 0 0 6 5
Biremis bicontracta (Qstrup) Cantonati & Lange-Bertalot 1 0 0 0
Centric sp. 1 60 47 45 18
Centric sp. 2 8 12 28 1
Centric sp. 3 12 0 15 1
Centric sp. 4 1 0 2 0
Centronella reicheltii Voigt 2 0 0 1
Cocconeis placentula Ehr. 7 B 5 2
Cocconeis sp. 1 0 0 0
Craticula sp. 0 3 1 2
Cyclotella meneghiniana Kiitz. 8 8 1 11
Cyclotella sp. 1 1 6 0
Cymbella cf. charrua Metz. et al. 0 1 0 0
Cymbella cf. cistula (Ehr.) Kirch. 2 0 1 0
Cymbella cf. cymbelloides (Grun.) Gus. 0 0 0 1
Cymbella cf. dorsenotata Ostrup 0 0 0 1
Cymbella sp. 1 4 8 & 8
Cymbella sp. 2 0 0 0 0
Denticula kuetzingii Grun. 2 0 0 4
Diatoma sp. 0 1 0 0
Diatoma vulgare Bory 0 0 0 1
Diploneis sp. 0 0 1 0
Encyonema cf. minutum (Hilse) Mann 0 2 0 0
Encyonema jemtlandicum Krammer 7 3 3 3
Encyonema sp. 1 1 5 2 0
Encyonema vulgare Krammer 0 0 0 1
Encyonopsis microcephala (Grun.) Krammer 2 0 0 0
Entomoneis sp. 0 2 0 0
Epithemia sp. 1 0 1 1
Eunotia bilunaris (Ehr.) Scha. 1 4 0 2
Eunotia cf. naegelii Migula 0 1 0 1
Eunotia sp. 7 4 4 3
Fragilaria cf. capucina Desm. 4 0 0 0
Fragilaria crotonensis Kitton 0 4 3 0
Fragilaria goulardii (Bréb. ex Grun.) Lange-Bertalot 5 0 9 1
Fragilaria sp. 5 3 1 0
Fragilaria sp. 2 2 2 7 0
Fragilaria sp. 3 2 0 0 0
Frustulia sp. 1 2 0 0
Geissleria sp. 5 4 2 3
Gomphonema capitatum Ehr. 1 0 0 2
Gomph cf. acuminatum Ehr. 1 2 2 1
Gomphonema cf. affine Kiitz. 0 0 0 1
Gomphonema cf. anglicum Ehr. 1 0 0 0
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Gomphonema cf. brasiliense Grun. 0 2 0 0
Gomphonema cf. salae Lange-Bertalot & Reich. 0 4 0 0
Gomphonema cf. turris Ehr. 2 1 0 1
Gomphonema parvulum (Kiitz.) Kiitz. 1 2 2 4
Gomphonema respectabile Metz. et al. 1 2 0 0
Gomphonema,/ Gomphoneis sp. 1 14 6 2 2
Gomphonema sp. 2 2 0 1 0
Gomphonema sp. 3 0 1 0 0
Gomphonema sp. 4 1 0 0 1
Gomphonema sp. 5 0 1 0 0
Gyrosigma acuminatum (Kiit.) Rabenhorst 0 1 1 0
Gyrosigma cf. kuetzingii (Grunow) Cleve 5 5 1 2
Gyrosigma cf. obtusatum (Sulliv. & Worm.) Boyer 0 0 0 0
Gyrosigma sp. 1 9 6 8 2
Halamphora montana (Krass.) Lev. 2 6 0 4
Hantzschia abundans Lange-Bertalot 0 0 0 1
Hantzschia amphiozys (Ehr.) Grun. 0 4 0 6
Hantzschia sp. 1 1 1 1
Hydrosera whampoensis (Schw.) Deby 1 3 0 0
Iconella guatimalensis (Ehr.) Ruck & Nakov 9 2 10 3
Lemnicola exigua (Grun.) Kulik. et al. 0 0 1 1
Melosira varians Agardh 27 15 13 5
Navicula capitatoradiata Germain ex Gasse 2 1 1 2
Navicula cf. gregaria Donkin 6 2 0 5

Navicula cf. neomundana (Lange-Bertalot & Rumrich) Lan-

ge-Bertalot et al. 1 v © il
Navicula kuseliana Lange-Bertalot & Rumrich 24 16 25 4
Navicula sp. 1 11 6 5 7
Navicula sp. 2 14 4 4 2
Navicula sp. 3 14 4 1 14
Navicula sp. 4 3 1 1 0
Navicula sp. 5 0 1 6 0
Navicula sp. 6 0 1 1 0
Navicula sp. 7 0 2 0 0

Nitzschia acicularis (Kiitz.) Smith 12 3 12 2 17
Nitzschia amphibia Grun. 5 0 1 1
Nitzschia cf. filiformis (Smith) Van Heurck & B3] 8 1
Nitzschia cf. incurva var. lorenziana Ross 2 1 1 0
Nitzschia cf. scapelliformis Grun. 0 1 0 0
Nitzschia cf. sigma (Kiitz.) Smith 2 1 0 0
Nitzschia cf. sigmoidea (Nitz.) Smith 3 1 1 0
Nitzschia frustulum (Kiitz.) Grun. 0 0 0 5
Nitzschia fruticosa Hustedt 0 7 11 0
Nitzschia linearis Smith 1 2 4 1
Nitzschia palea (Kiitz.) Smith 25 13 28 18
Nitzschia reversa Smith 0 0 3 0
Nitzschia sp. 1 3 20 12 11
Nitzschia sp. 2 2 3 0 1
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Nitzschia sp. 3 1 0 0 0

Nitzschia sp. 4 5 2 7 0

Nitzschia sp. 5 0 1 0 0

Pinnularia acrosphaeria Smith 1 0 0 0
Pinnularia cf. minoricapitata Kram. 0 1 0 2
Pinnularia cf. similis Hust. 1 0 0 0
Pinnularia dubitabilis Hust. 1 0 0 0
Pinnularia fistuciformis Metz. et al. 0 0 0 1
Pinnularia microstauron (Ehr.) Cleve 2 2 0 2
Pinnularia sp. 1 5 0 5 5
Pinnularia sp. 2 6 2 0 0
Pinnularia sp. 3 0 2 0 0
Pinnularia sp. 4 0 1 0 0
Pinnularia sp. 5 1 0 0 0

Placoneis cf. elegans Metz. et al. 0 1 0 0
Placoneis cf. gracilis Metz. et al. 1 1 2 0
Placoneis clementis (Grunow) E.J.Cox 5 5 6 4
Placoneis serena (Freng.) Metz. 5 0 2 4
Placoneis sp. 4 0 1 2
Planotidium sp. 1 0 0 0

Pleurosira laevis (Ehr.) Comp. 0 1 1 0
Pseudostaurosira parasitica (Smith) Morales 1 0 0 0
Rhoicosphenia abbreviata (Agardh) Lange-Bertalot 0 1 0 0
Sellaphora parapupula Lange-Bertalot 1 2 0 0
Sellaphora sp. 6 0 2 1
Skeletonema potamos (Weber) Hasle 26 20 27 12
Staurosira/ Staurosirella sp. 0 0 1 0
Surirella angusta Kiitz. 0 1 0 1
Surirella apiculata Smith 2 3 7 0
Surirella guatimalensis 1 0 4 0
Surirella librile (Ehrenberg) Ehrenberg 1 0 0 0
Surirella ovalis Bréb. 0 0 0 0
Surirella sp. 1 0 0 0 0

Surirella splendida (Ehr.) Kiitz. 2 1 2 1
Tabularia sp. 4 1 1 4

Terpsinoe musica Ehr. 1 1 1 0
Thalassiosira sp. 14 0 5 4
Tryblionella cf. hungarica (Grun.) Freng. 0 0 1 0
Tryblionella levidensis Smith 0 0 1 1
Ulnaria acus (Kiitz.) Aboal 23 8 3 3
Ulnaria ulna (Nitzsch.) Comp. 25 18 8 15
Pennada sp. 1 9 12 6 2

Pennada sp. 2 2 10 20 1

Pennada sp. 3 2 3 2 1

Pennada sp.4 27 26 16 9

Pennada sp. 5 0 1 1 0

Pennada sp. 6 0 0 0 0

Pennada sp. 7 0 0 3 0
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Pennada sp. 8

1

0

3

0

CRYPTOPHYCEAE

Chroomonas cf. nordstedtii Hansgirg 0 1 0 6

Chroomonas sp. 5 15 16 1

Cryptomonas cf. marssonii Skuja 109 106 111 95
Cryptomonas cf. ovata Ehr. 62 56 56 26
Cryptomonas cf. pyrenoidifera Geitler 5 0 0 0
Cryptomonas cf. reflexa Skuja 52 58 51 27
Cryptomonas curvata Ehr. 11 23 9 13
Plagioselmis cf. lacustris (Pasch. & Rutt.) Javorn. 126 105 110 109
Plagioselmis nannoplanctica (Skuja) Novarino et al. 83 52 68 57

Dinobryon divergens Imhof 1 0 2 0
Goniochloris cf. fallax 0 2 4 0
Kephyrion sp. 2 5 2 3
Mallomonas cf. caudata Iwanoff 0 2 0 0
Mallomonas cf. tonsurata Teiling 5 4 11 3
Mallomonas sp. 1 1 2 0 0
Mallomonas sp. 2 0 1 0 0
Stylococcus sp. 0 0 6 0

Synura cf. uwvella Ehr. i3 2 1 0

DINOPHYCEAE

Ceratium cf. furcoides (Levander) Langhans 20 17 22 19

Ceratium cf. thomvoides Hickel 2 9 1 0

Ceratium hirundinella (Miiller) Dujardin 3 4 1 0

Undetermined athecate dinoflagellate 3 1 7 2

Thecate dinoflagellate 15p B 4 4 3

Durinskia dybowskii (Wolos.) Carty (=Durinskia baltica 3 16 17 9
(K.M.Levander) Carty & Cox)

Fusiperidinium cf. wisconsinense (Eddy) McCarthy et. al 0 3 2 0

Gonyaulaz cf. apiculata 0 0 1 0

Gymnodinium sp. 0 4 1 2

Peridinium cf. willei Huitfeldt-Kaas 0 1 13 11

Peridinium sp. 1 9 38 27 14

Peridinium sp. 2 3 1 12 4

Peridinium sp. 3 1 4 5 30

Peridiniales sp. 4 0 0 3] 1

Peridiniales sp. 5 2 3 4 0

Peridiniales sp. 6 1 1 2 1

Gymnodiniales 0 6 1 2

Jyst of dinoflagellate 0 0 14 1

EUGLENOPHYCEAE

Euglena cf. gaumei Allorge & Lefévre 17 17 36 14
Euglena cf. sanguinea Ehr. 4 9 11 1
Euglena ehrenbergii Klebs 0 1 2 1

Euglena sp. 1 0 6 6 )
FEuglena sp. 2 4 6 6 1
FEuglena sp. 3 0 0 1 0
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Undetermined euglenoids 5 0 0 0
Lepocinclis acus (Miiller) Marin & Melk. 4 8 10 6
Lepocinclis caudata (da Cunha) Pascher 6 5 3 1
Lepocinclis cf. fusiformis (Carter) Lemm. 0 0 2 0

Lepocinclis cf. playfairiana (Def.) Def. 1 2 0 1
Lepocinclis cf. salina Fritsch. 0 0 1 0
Lepocinclis ovum (Ehr.) Lemm. 1 2 9 3
Lepocinclis oxyuris (Schm.) Marin & Melk. 3 1 11 0
Lepocinclis sp.1 L=22 a=10 0 2 0 0
Lepocinclis sp.2 L=22,5 a=15 0 2 0 0
Phacus acuminatus var. acuticauda (Roll) Huber-Pest. 0 0 0 1
Phacus cf. orbicularis Hibner 0 0 1 0
Phacus longicauda (Ehr.) Duj. 0 2 1 1
Phacus onyz Poch. 0 3 2 0
Phacus cf. suecicus 0 0 1 0
Phacus tortus 0 0 1 0
Phacus sp. 1 5 2 7 1
Strombomonas cf. fluviatilis (Lemm.) Defl. 3 3 15 3
Strombomonas cf. longicauda (Swir.) Defl. 0 0 1 0
Strombomonas cf. ovalis (Playf.) Defl. 1 1 7 1
Strombomonas cf. treubii (Wolosz.) Defl. 0 0 ) 0
Strombomonas cf. urceolata (Stokes) Defl. 0 0 1 0
Strombomonas cf. verrucosa (Daday) Defl. 0 0 3 0
Strombomonas deflandrei (Roll) Defl. 0 0 0 0
Strombomonas girardiana (Playf.) Defl. 4 4 12 0
Strombomonas scabra (Playf.) Tell & Conforti 19 20 33 9
Strombomonas triquetra (Playf.) Defl. 0 1 1 0
Strombomonas cf. gibberosa 3 0 1 0
Strombomonas sp. 0 0 1 0
Trachelomonas armata (Ehr.) Stein 0 2 1 0 21
Trachelomonas bacillifera Playfair 1 2 2 1
Trachelomonas cf. hispida (Perty) Stein. 2 6 7 0
Trachelomonas cf. oblonga Lemm. 12 14 24 7
Trachelomonas cf. raciborskii Wolosz. 3 3 2 0
Trachelomonas cf. superba Svir. 2 0 1 0
Trachelomonas cf. tuberculata Midd. 0 0 1 0
Trachelomonas cf. verrucosa Stokes 8 10 14 2
Trachelomonas hispida var. punctata Lemm. 1 0 0 1
Trachelomonas lacustris Drez. 0 1 0 1
Trachelomonas planctonica Swirenko 21 20 23 6
Trachelomonas rugulosa f. paralella Tell & Domit. 2 1 0 0
Trachelomonas rugulosa Stein 42 30 39 34
Trachelomonas sculpta Balech 4 11 10 5
Trachelomonas similis var. spinosa Hub.-Pestalozzi 0 0 0 0
Trachelomonas sp. 1 1 6 1 B
Trachelomonas sp. 2 0 2 3 0
Trachelomonas sp. 3 2 1 1 0
Trachelomonas sp. 4 0 5 1 1
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Trachelomonas volvocina (Ehr.) Ehr. 10 12 21 13
Trachelomonas volvocinopsis Swirenko 16 10 15 1
Tetraédriella regularis (Kiitz.) Fott 1 0 0 0
Goniochloris cf. fallaz Fott 0 0 0 0
Ophiocytium capitatum Wolle 0 1 0 0
Gonyostomum semen (Ehr.) Dies. 4 9 8 0
Undetermined flagellates 3 3 6 1
Undetermined organisms 5 0 2 0

Annex 2. Canonical correspondence analysis (CCA), principal axes and abiotic

variables contribution made to the main species biomass matrix

Eigenvalues Axis 1 Axis 2
Eigenvalues 0.32 0.11
Percentage 3.37 1.13
Cumulative. Percentage 3.37 4.50
Cumulative constraint 43.17 57.70
Species-environmental correlations 0.78 0.55
>tween env. variabl S Envi. Axi Envi. Axis 2
Total Nitrogen 0.33 0.19
Chlorophyll a -0.31 0.19
Temperature -0.63 0.51
Conductivity -0.13 -0.14
pH -0.61 0.21
Oxygen 0.30 0.15
Flow 0.71 0.55
Transparency (Secchi disc depth) -0.64 -0.17
Total Phosphorus 0.28 -0.16
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RESUMEN

Se estudié un conjunto de datos recolectados durante el ano 2016 en ochos pozos
de la ciudad de Maturin, Estado de Monagas, Venezuela, en un intento por evaluar
y determinar las aportaciones de la fuente que afectan la calidad del agua. Una
técnica precisa de regresiones lineales miltiples (RLM) se utilizé como herramienta
avanzada para el modelado y pronéstico de la calidad de las aguas subterréaneas.
Igualmente, se utilizé el analisis de componentes principales (ACP) para simplifi-
car y comprender la compleja relacion entre el agua y los parametros de calidad. Se

traron seis componentes principales responsables del 86.5 de la variaciéon
total. Se comprob6 que la mayor fuente de contaminacion de los acuiferos de Ma-
turin la constituyen las descargas residuales con altos valores de coliformes fecales.

El resultado del estudio mostroé que el uso del ACP como entrada mejord
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la prediccién del modelo RLM al reducir su complejidad y eliminar la colinealidad
de datos, donde el valor de R? en este estudio fue de 0.99, indicando que el 99% de
la variabilidad de los indices de calidad del agua (ICA) es explicada por las once
variables independientes utilizadas en el modelo.

PALABRAS CLAVE: antropogénicos, anélisis estadistico multivariado, monitoreo

ambiental, contaminacion.
ABSTRACT

A set of data collected during 2016 was studied in eight wells in the city of
Maturin, Monagas, Venezuela, in order to evaluate and determine the contributions
of the source that affect water quality. An accurate multiple linear regression (MRL)
technique was used as an advanced tool for modeling and forecasting groundwater
quality. Likewise, principal component analysis (PCA) was used to simplify and
understand the complex relationship between water and quality parameters. Six
main components responsible for 86.57% of the total variation were found. It was
proved that the main source of contamination of Maturin aquifers was the residual
discharges with high values of fecal coliforms. The result of the research showed that
the use of PCA as inputs improved the prediction of the MRL model by reducing its
complexity and eliminating the collinearity of data, where the value of R? in this study
was 0.99, indicating that 99% of the variability of the water quality index (WQI) is
explained by the eleven independent variables used in the model.

KEYWORDS: antropogenic, multivariate statistical analysis, environmental

monitoring, pollution.
RESUMO

Um conjunto de dados coletados durante 2016 em oito pogos na cidade de Maturin,
Monagas, Venezuela, foi estudado na tentativa de avaliar e determinar as contribuigoes
da fonte que afetam a qualidade da dgua. Uma técnica precisa de regressdo linear
multipla (RLM) foi usada como uma ferramenta avangada para modelar e prever
a qualidade das dguas subterrineas. Da mesma forma, a Anéalise de Componentes
Principais (ACP) foi usada para simplificar e entender a complexa relagao entre
agua e parametros de qualidade. Seis componentes principais foram encontrados,
responséveis por 86,57% da variacio total. Verificou-se que a principal fonte de
contaminagdo dos aqiiiferos de Maturin foram as descargas residuais com altos
valores de coliformes fecais. O resultado do estudo mostrou que o uso de ACP
como insumos melhorou a previsdo do modelo RLM, reduzindo sua complexidade
e eliminando a colinearidade de dados, onde o valor de R? neste estudo foi de 0,99,
indicando que 99% da variabilidade dos indices de qualidade da agua (ACI) é
explicada pelas onze variaveis independentes usadas no modelo.
PALAVRAS-CHAVE: antropogénica, analise estatistica multivariada,

monitoramento ambiental, contaminacao.
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INTRODUCCION

El agua es vital para la naturaleza y es un recurso limitante para los seres humanos y
otros seres vivos. Se requiere agua de calidad y en cantidades adecuadas para satisfacer
las crecientes necesidades domésticas, industriales y agricolas (Azaza, et al., 2011; Pa-
zand, et al., 2012). Dependiendo de su uso y consumo, puede ser un recurso renovable o
no renovable. Por lo tanto, los problemas de calidad del agua y sus opciones de gestion
deben recibir mayor atencion en los paises.

El agua subterrénea es la principal fuente de agua para fines domésticos, agricolas
e industriales en el mundo. Se estima que aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial usa agua subterranea para beber (Simge y Aysen, 2014). Entre las diversas
razones, las mas importantes son la falta de disponibilidad de agua superficial potable
v la creencia general de que el agua subterranea es mas pura y segura que el agua
superficial debido a las cualidades protectoras de la cubierta del suelo (Mishra, et al.,
2005; Arumugam y Elangovan, 2009). Sin embargo, en los tltimos afios, debido a la
llegada del crecimiento industrial, la aplicacion a gran escala de fertilizantes sintéticos
para la produccion agricola y el uso de pesticidas e insecticidas para la produccion
han causado una gran preocupacion respecto a la susceptibilidad de contaminacion del
agua subterranea.

Los cambios naturales en la calidad del agua subterranea se deben a la interaccion
rocaragua y a las reacciones de 6xido-reduccion durante la filtracion del agua a través
de los acuiferos. Ademaés de estos procesos, los agentes patogenos transmitidos por el
agua, los contaminantes toxicos y no téxicos son los principales parametros de calidad
del agua que se transportan desde el area de recarga al area de descarga a través de los
acuiferos por el movimiento del agua subterrdnea (Simge y Aysen, 2014). La calidad
del agua se identifica en términos de sus parametros fisicos, quimicos y biologicos. Las
aguas subterraneas contaminadas no pueden lograr un ecosistema equilibrado. Un eco-
sistema equilibrado es aquel en el que los seres vivos y el medio ambiente interacttian
de forma beneficiosa entre si. La calidad del agua obviamente juega un papel critico
en esta relacion (Ntengwe, 2006), ya que es clave para el mantenimiento de un entorno
bien equilibrado.

Un problema particular en el caso del monitoreo de la calidad del agua es la com-
plejidad asociada al analisis de la gran cantidad de variables medidas. Los conjuntos de
datos contienen abundante informacion sobre el comportamiento de los recursos hidri-
cos. La clasificacion, el modelado y la interpretacion de los datos monitoreados son los
pasos mas importantes en la evaluacion de la calidad del agua (Boyacioglu, 2006). La
aplicacion de diferentes técnicas estadisticas multivariadas, como el anéalisis de conglo-
merados (AC), el analisis de componentes principales (ACP), el anélisis factorial (AF)
y el analisis de regresion multiple (ARM) ayudan a identificar componentes o factores
importantes, representando la mayoria de las variaciones de un sistema (Ouyang, et al.,
2006; Shrestha y Kazama, 2007). Estan disefiados para reducir el nimero de variables
a un pequeno niamero de indices al intentar preservar las relaciones presentes en los
datos originales. El objetivo de este estudio consistio en utilizar los ACP y ARM en los
estudios de calidad del agua para extraer los parametros mas relevantes que permitan

evaluar las variaciones en la calidad de las aguas subterraneas de la ciudad de Maturin.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El trabajo se llevo a cabo en la ciudad de Maturin, municipio de Maturin, estado de
Monagas, situado geograficamente a 9°46’46” de latitud norte y 63°11°05” de longitud
oeste, y a una altura de 63.5 m.s.n.m (Figura 1). Holdridge, citado por Gil y otros
(2012), sefialan que el clima de la zona es del tipo bosque seco tropical, caracterizado
por presentar una estacion lluviosa de mayo a diciembre y una estacion seca de enero
a abril, con una precipitacion media anual de 1219.6 mm, una temperatura media
anual de 25.9 °C, una evapotranspiracion potencial de 1372 mm y una evaporacion
de 1573 mm. Tiene una superficie de 13.352 km?y es la sexta urbe mas grande del
pais con 542.259 habitantes (Instituto Nacional de Estadistica, 2011).
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Figura 1. Ubicacion geografica de la Ciudad de Maturin. Estado Monagas.
Venezuela. Fuente: (Gil, et al., 2012).

Segun el Ministerio del Poder Popular del Ambiente (2009), los acuiferos de Matu-
rin se encuentran ubicados en la region hidrologica de la provincia del Orinoco, en
el sistema acuifero Mesa-Las Piedras, y se caracterizan por presentar una profun-
didad media de 40 m, un nivel medio de 10 m y un caudal de 10.5 1/s. Constituyen
uno de los reservorios subterrdneos con mayor potencial del pafs con unidades
litologicas de sedimentos poco o nada consolidados (gravas, conglomerados, arenis-
cas, con intercalaciones de arcillas y lutitas), que cubren un area de 352.000 km?
(Duran, 2011).
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Lugares de muestreo

Se realiz6 una encuesta detallada dentro de un radio de 10 km en Maturin para
identificar los pozos de perforacion activos que se utilizan con fines agricolas y
consumo humano. En consecuencia, se seleccionaron 8 pozos de perforacion en
diferentes lugares (Figura 2) para el muestreo del agua, de los cuales 5 lugares (P1,
P2, P3, P5, y P7) se ubicaron en zonas urbanas, y 3 en zonas rurales y agricolas
(P4, P6 y P8).
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Figura 2. Ubicacion de los pozos de muestreo.

Conjunto de datos

En este estudio, veinte parametros de calidad del agua fueron observados a lo largo
de los pozos de monitoreo del acuifero. Un total de 960 observaciones se utilizaron
para la distribucion de fuentes y técnicas de modelado. El indice de calidad del agua
(ICA) se determiné para evaluar el estado de la calidad del agua y la clasificacion de
la clase del acuifero en base a los datos de calidad del agua, utilizando la metodologia
empleada por Gil y otros (2018). Los veinte parametros de calidad del agua consis-
tieron en: fenoles, hierro (Fe), calcio (Ca), magnesio (Mg), manganeso (Mn), sodio
(Na), potasio (K), nitrito (NO,), nitrato (NO,), sulfato (SO,), bicarbonatos (HCO,),
carbonatos (CO,), coliformes totales (CT), coliformes fecales (CF), temperatura,
conductividad eléctrica (CE), pH, total de solidos disueltos (TDS), dureza (mg/1) y
cloro (Cl). El ICA proporciona una manera ttil de predecir cambios y tendencias en
la calidad del agua considerando multiples parametros. Por lo tanto, en este estudio
se formo con catorce variables seleccionadas: coliformes fecales (CF), temperatura,
conductividad eléctrica (CE), pH, sodio (Na), manganeso (Mn), hierro (Fe), fenoles,
potasio (K), nitrito (NO,), nitrato (NO,), sulfato (SO,), dureza (mg/1) y cloro (CI).
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Tratamiento previo del conjunto de datos

Los datos se dispusieron inicialmente segin las estaciones y el mes de muestreo.
A todos los datos se les aplico la prueba de normalidad de Wilk-Shapiro (Azkue y
Soto, 2004), con una probabilidad del 95%. La hipétesis nula de que los datos son nor-
males es rechazada al nivel de significancia o (o = 0.05) si la probabilidad de la prueba
es inferior al nivel de significancia (p < 0.05). Esta se llevo a cabo con el paquete esta-
distico SAS, version 8.0, y el procedimiento “univariate”. Luego, el calculo estadistico
de ACP y RLM se realizo utilizando el software SPSS, version 16.0.

Analisis de componentes principales (ACP)

El analisis de componentes principales presenta los pardmetros més significativos y
describe la reduccion de datos de una representacion de conjunto de datos completos,
con la pérdida minima de informacion original (Helena, et al., 2000 y Wunderlin, et al.,
2001). Los ACP son sensibles a los valores atipicos, a los datos que faltan y a la mala
correlacion lineal entre las variables debido a la insuficiencia de las variables asignadas
(Sarbu y Pop, 2005). Por lo tanto, debe realizarse un tratamiento previo detallado
al conjunto de datos para obtener una imagen mas clara en datos complejos. Es una
técnica prominente para el reconocimiento de patrones en los intentos de explicar la
varianza de un gran conjunto de variables correlacionadas y la transformacion en un
conjunto mas pequeno de variables independientes (no correlacionadas) (componentes
principales). El componente principal (CP) se expresa como:
Y, = Z, X+ Z,X, + ZX, .t 2, X (1)

Donde Z es la carga del componente, Y es la puntuacion del componente, X es el valor
medido de una variable, i es el niimero del componente, j es el niimero de la muestra
y m es el nimero total de variables. Mientras tanto, el analisis factorial (AF) intenta
extraer una estructura lineal de dimension inferior del conjunto de datos. Reduce atin
maés la contribucion de las variables menos significativas obtenidas de ACP y el nuevo
grupo de variables conocidas como varifactores (VF), que se extrae mediante la rota-
cion del eje definido por ACP. En el AF, el concepto basico se expresa en la ecuacion 2.

Y, =2 P+ 7 P+ L Pt L Pt Co(2)

pl™ 1i proori j

Donde Y es el valor medido de una variable, i se refiere a la carga del factor, P es
la puntuacion del factor, C es el término residual que representa los errores u otras
fuentes de variacion, i es el nimero de muestra, j es el nimero de la variable y r es
el niimero total de factores. Principalmente, los métodos ACP y AF se expresan en
ecuaciones similares; la diferencia esta en CP, donde se expresa como una combinacion
lineal de variables medidas. Mientras que en AF, la variable medida se expresa como
una combinacion de factores y la ecuacion contiene el término residual y, por lo tanto,
un VF puede incluir variables latentes no observables, hipotéticas (Helena, et al., 2000,
Wunderlin, et al., 2001 y Liu, et al., 2003).
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El analisis de componentes principales o el analisis factorial se realizo en la matriz de
correlacion de los datos reorganizados (todas las observaciones para cada grupo de
sitios), por lo tanto explica la estructura del conjunto de datos subyacentes. La matriz
de coeficientes de correlacion mide qué tan bien puede explicarse la varianza de cada
constituyente en funcion de la relacion entre si. EI ACP de las variables normalizadas
(conjunto de datos de calidad del agua) se realiz6 para extraer CP significativos y
reducir atin mas la contribucion de las variables con menor importancia; estos CP se
sometieron a rotacion varimax (en bruto) generando VF.

Los CP resultantes de ACP a veces no se interpretan facilmente y la rotacion de
varimax debe realizarse para reducir la dimensionalidad de los datos e identificar las
nuevas variables mas significativas. El coeficiente del factor varimax (VF) con una
correlacion de > 0.75 se explica como una carga de factor significativo fuerte (Liu, et
al., 2003). Mientras que los rangos de correlacion de 0.75-0.50 y 0.50-0.30 se consideran
carga de factores moderada y débil respectivamente. En pocas palabras, el anélisis de
componentes principales tiene como objetivo descubrir un conjunto maéas subyacente
de factores que explican el patron principal de todas las variables originales (Saima,
et al., 2009).

Analisis de regresion lineal miltiple (RLM)

El anélisis de regresion lineal multiple (RLM) nos permite establecer la relacion que se
produce entre una variable dependiente Y y un conjunto de variables independientes
(X1, X2,... XK). El analisis de regresion lineal multiple, a diferencia del simple, se apro-
xima mas a situaciones de analisis reales; puesto que los fenémenos, hechos y procesos
naturales son complejos por definicion y, en consecuencia, deben ser explicados en la
medida de lo posible por la serie de variables que, directa e indirectamente, participan
en su concrecion (Karim y Abdolrahman, 2011).

La anotacion matemética del modelo o ecuacion de regresion lineal miltiple es la
siguiente:

Y=8+6X +6,+X +... X +E .....(3)

uk

Donde Y, denota la respuesta observada en el intento u o variable dependiente, X
representa el nivel del factor ¢ en el intento u o variables independientes, las [ son
pardmetros desconocidos y & representa el error aleatorio en Y.

En el anélisis de regresion lineal miltiple, la construccion de su correspondiente
ecuacion se realizé con el método “stepwise” o paso a paso, seleccionando las varia-
bles una a una. La finalidad fue buscar entre todas las posibles variables explicativas
(parémetros fisicos, quimicos y biologicos) aquellas que mas y mejor expliquen la
variable dependiente (ICA), sin que ninguna de ellas sea una combinacion lineal de
las restantes. Este procedimiento implica tres pasos: en el primero, solo se introduce
aquella variable que cumple con los criterios de entrada; en segundo lugar, se valora
si la misma cumple con los criterios de salida; y por tltimo tltimo, se calculan los fac-
tores de bondad de ajuste de los datos al modelo de regresion lineal y los parametros
del modelo verificado. El proceso se inicia sin ninguna variable independiente en la
ecuacion de regresion y el proceso concluye cuando no queda ninguna variable fuera

de la ecuacion que satisfaga el criterio de seleccion (garantiza que las variables selec-
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cionadas son significativas) y/o el criterio de eliminacion (garantiza que una variable
seleccionada no es redundante). El analisis comenzo con 20 variables explicativas y

terminé recomendando solo 11 variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estadisticas descriptivas relacionadas con la calidad del agua se presentan en la
Tabla 1. Los valores de calidad del agua para el manganeso, nitrito, nitrato, fenol y
coliformes fecales sobrepasan los limites permisibles segtin la Organizacion Mundial
de la Salud (Organizacion Mundial de la Salud, 2006) y la normativa nacional Decre-
to N° 883 (Venezuela, 1995). Para el pH, el valor promedio se encuentra un poco por
debajo del valor umbral. Los valores de dureza, sodio (Na), conductividad eléctrica
(CE) y cloruro (Cl) parecen ser de desviacion estandar muy alta. Estas variables
cambian considerablemente en los pozos con respecto a sus valores promedios, pero
no influyen en la calidad de sus aguas porque no sobrepasan los valores limites esta-
blecidos en las normas planteadas.

Tabla 1. Estadisticos descriptivos basicos de los parametros fisicos, quimicos y
biolégicos estudiados en 8 pozos del Municipio de Maturin. Periodo
marzo-mayo, 2016.

RANGO (N2 DE POZOS) LMP
Parametro Unidad Minimo Maximo Media Dg;l;kto OMS %3‘;;;33?
. 29.51 .
Temperatura °C 28.20 (P-4) 31.20 (P-3) 0.66
(P-3,5,8)
pH 4.12 (P-6) 7.56 (P-1) 5.57 6.0-8.5 1.01
Dureza mg/1 15.15 (P-4) 217.17 (P-1) 27.73 500.0 63.08
CE pS/cm 30.00 (P-4) 600.00 (P-1) 152.19 3000 177.20
Fe mg/1 0.00 (P-6) 0.54 (P-1) 0.09 (P-3) 0.1
Mn mg/1 0-00 0.50 (P-8) 0.09 0.1 0.5 0.15
& (P-1,2.34,5,6,7) R ; ' 2 -
Na mg/1 2.53 (P-4) 90.62 (P-) 30.35 200
K mg/1 5.00 (P-2) 40.00 25.00 50 8.34
' (P-14,7)
NO, mg/1 0-00 22.00 (P-8) 4.04 5 3 6.07
? & (P-2,3,4,5,6.7.8) 00 (- ' ’
NO, mg/1 4.50 (P-3) 59.50 (P-2) 25.13 5 50 12.80
, 0.00
50, mg/1 i 45.00 (P-1) 5.42 400 250 12.24
/ (P-1,2,3,4,5,6,7,8)
Cl mg/1 30.00 (P-2) 150.00 (P-6) 67.92 600 250 27.97
Fenoles mg/1 0.0026(P-2) 0.0224 (P-3) 0.0075 0.002 0.063
CF NMP/100ml g 4300 (P-1) 260.75 0 913.1636

(P-1,2,3.4,5,6,7.8)

*LMP=Limite méximo permitido por la normativa venezolana, Decreto 883% (Venezuela, 1995) y la Organizacion
Mundial de la Salud, 2006.
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Analisis de componentes principales (ACP)

Antes de ejecutar los analisis de componentes principales (ACP), se aplico la prueba
de Kolmogorov Smirnov (K-S) a todo el conjunto de datos para comprobar si se ajus-
taron a una distribucion normal. La prueba K-S indico que todas las variables siguen
una distribucién normal de registro. Por otra parte, a fin de confirmar la idoneidad
de los datos para el anélisis de componentes principales se aplicaron las pruebas de
Kaiser-Mayer-Olkin (KMO) y de esfericidad Barlett. La prueba de KMO mide ade-
cuacion del muestreo y sefiala la fraccion de variables que tienen varianza comun.
Los valores de KMO superiores a 0.5 son considerados como satisfactorios para ACP.
En el presente estudio, el valor de 0.575 (Tabla 2) indica que el conjunto de datos
estuvo en forma para el analisis de componentes principales. En tanto, la prueba de
esfericidad de Barlett indica si las variables estan significativamente relacionadas y si
la matriz de correlaciéon es una matriz de identidad. El nivel de significancia de 0.00
para este estudio indicd claramente que la matriz de correlaciéon no es la matriz de
identidad y que las variables estan significativamente relacionadas.

El analisis de componentes principales se aplico a los datos obtenidos de los ocho
sitios de muestreo, utilizando el software SPSS 16.0. Los resultados del ACP en la
matriz de correlacion y factores fueron extraidos por el método del centroide rotado
a través de la rotacion Varimax (Ahmed, 2005). Existen reglas para determinar el
adecuado namero de factores a conservar. Entre ellas se encuentra el que se conoce
como criterio de Kaiser (Kaiser, 1960), que indica que hay que conservar los compo-
nentes principales cuyos valores propios sean mayores que la unidad o que el porcen-
taje de varianza total explicada por cada componente o factor (varianza acumulada)
sea lo suficientemente alto (Holland y Witthuser, 2009; Belkhiri, et al., 2010; Kanade
y Gaikwad, 2011). Bajo estos criterios, solo los factores con valores propios mayores
o iguales a 1 fueron aceptados como posibles fuentes de varianza en los datos, con la
mas alta prioridad atribuida al factor que tiene la suma mas grande del eigenvector
(Belkhiri, et al., 2010). Los autovalores indican la importancia del factor, valores
mayores a 1 son considerados significativos. Los resultados del ACP sefialaron que
los primeros seis valores de los autovalores son mayores a 1 y por lo tanto fueron
considerados como significativos. En la figura 3 se puede observar que la mayor parte

de la variacion en los datos originales se explica por los primeros seis factores.

Tabla 2. Prueba de KMO y Bartlett.

Medida de adecuacion muestral de K -Meyer-Olkin.

Prueba de esfericidad de Bartlett

Chi-cuadrado

. 571.638
aproximado
Gl 171
Sig. 0.00

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (67 - 88)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

75



GIL MARIN
MODELO DE CALIDAD DEL AGUA SUBTERRANEA MEDIANTE... DOI: 10.12461/20.02

7

Autovalor

_
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Numero de componente

Figura 3. Gréfico de sedimentacion.
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Los valores propios para diferentes factores, varianza porcentual, variacion porcentual
acumulada y componentes cargados (sin rotar y Varimax rotadas), son presentados
en la Tabla 3. Este analisis condujo a la explicacion del 86.57% de las varianzas en los
datos. Los parametros de carga para los seis componentes del ACP del conjunto de
datos se dan en la Tabla 4. Liu y otros (2003) clasificaron a las cargas factoriales como
“fuertes”, “moderadas” y “débiles”, correspondientes a valores de carga absolutos de >
0.75, 0.75-0.50 y 0.50-0.30, respectivamente. A modo de determinar el factor relevante

para cada factor solo se tomaron en cuenta valores superiores a 0.65.

Tabla 3. Analisis de componentes principales por método de extraccion.

ianza total explicada

oAl ks | S g Re s | Susiis
Total sér?a?nlzaé acumalado Total sgr?:nlzaa acumﬁlado Total ‘j/;r?zfnlzaa acumﬁlado
1 6.930 36.475 36.475 6.930 36.475 36.475 5.966 | 31.400 31.400
2 2.766 14.558 51.033 2.766 14.558 51.033 2.934 | 15.443 46.843
3 2.392 12.587 63.620 2.392 12.587 63.620 2.098 | 11.043 57.887
4 1.847 9.719 73.338 1.847 9.719 73.338 2.095 | 11.024 68.911
5 1.375 7.238 80.577 1.375 7.238 80.577 1.976 | 10.400 79.311
6 1.139 5.996 86.573 1.139 5.996 86.573 1.380 | 7.262 86.573
7 732 3.854 90.427
8 732 2.943 93.370
9 .443 2.330 95.700
10 .250 1.313 97.014
11 .182 .958 97.972
12 161 .846 98.818
13 118 .621 99.439
14 .069 .365 99.804
5 .018 .096 99.900
16 .012 .063 99.964
17 .007 .034 99.998
18 .000 .001 99.999
19 .000 .001 100.000

Meétodo de extraccion: analisis de componentes principales.
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Tabla 4. Matriz de componentes rotados.

Componente

Temperatura 114 -.003 .060 .079 .186 922
..... o o o] o o] o o] o o] o 304
..... CE .946 258 046 -.017 11 —.014'”.
..... TDS 944 o .251 ol .062 ol -.033 ol 111 -018
..... S - o] i o] i o] o o] o _025
..... - o o] L o] o o] e o] o 194
Ca 971 213 .060 .019 .010 .004
..... e i o] o o] P o] o o] - 057
..... " i o] o o] o o] o o] - _056
Na -.178 -.095 -.923 .096 -.167 .044
..... . i o] . o] i o] L o] o _467
..... o, i o] o o] i o] s o] - 242
NO, 185 -.058 .057 -.812 .030 -.032
..... %, o o] o o] e o] o o] o _'117....
..... CI .359 o .098 ol -.482 ol 671 ol .059 —059
HCO, .830 -.168 -.261 -.234 118 117
..... o o o] o o] . o] - o] o 259
..... o - o] o o] e o] o o] o _112
CF .233 .944 -.023 .031 -.013 .028

Método de extraccion: Analisis de componentes principales.
Método de rotacion: Normalizacion Varimax con Kaiser.

* La rotacion ha convergido en 8 iteraciones.

El primer componente (CP1), denominado componente geolégico, explica el 36.48% de
la varianza total, presentando una fuerte correlacion positiva con las variables pH, CE,
Ca, dureza, TDS, y HCO,. Esta combinacién de variables destaca el grado natural de
mineralizacion del agua y podria estar relacionada con la geologia del area estudiada,
derivada de los procesos de evaporacion y disolucion. Por otro lado, esto indica que las
variables CE, Ca, dureza, TDS y HCO, en el area de estudio estan muy influenciadas
por los valores del pH. Los valores de pH presentaron un valor minimo de 4.12 (P6)
y un méximo de 7.56 (P1), con un promedio de 5.57, que les otorga a las aguas sub-
terraneas de la ciudad de Maturin una naturaleza ligeramente acida. A pH bajo, una
parte importante del carbono inorganico disuelto estd como acido carboénico (H,CO,)
o CO, disuelto. Ademés, las aguas subterraneas suelen contener cantidades apreciables
de Acido silicico no disociado, que se suele expresar como silice disuelta. En general,
un agua con un pH menor a 6.5 podria ser acida y corrosiva. La dureza depende de la
presencia de Ca’4 y Mg?+ en el agua. Un patrén similar en la variacion estacional de
dureza y HCO, se debe posiblemente a la disolucién de minerales como la calcita y la
dolomita a través del proceso de meteorizacion HCO,. Este proceso esta representado

por la siguiente reaccion simplificada (Cai, et al., 2007).
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CaCO, + CO, + H,0 < > Ca’+ + 2HCO,-

La reaccion del CaCO, mineral con dioxido de carbono disuelto (4cido carbonico)
libera HCO,- y Ca’" en el agua del acuifero. Existe una relacion inversa entre la
temperatura y el CO, disuelto (Zare, et al., 2011), por lo tanto, la intensidad de
la intemperie de carbonatos y la concentracion de HCO, y dureza es mayor en las
estaciones frias y menor en las estaciones célidas.

El segundo componente (CP2) representa el 14.56% de la varianza total, y fue
correlacionado de manera fuertemente positiva con las variables CT y CF, lo que
revela la intensiva descarga de aguas residuales en el acuifero. Este componente
principal representa un factor microbiologico de la calidad del agua. FEn esta in-
vestigacion, se observd un valor minimo de 0 NMP/100ml de coliformes fecales
y un valor maximo de 4,300 NMP/100ml, que sobrepasa en mas de un 4,000% al
méaximo permitido por la normativa vigente, siendo el valor promedio de 260.75
NMP /100ml. Estos altos valores de coliformes fecales tienen como causa principal la
filtracion de aguas contaminadas hacia los acuiferos debido a una mala disposicion
de sus desechos fecales (pozos sépticos, napas fredticas y otros) y a las actividades
pecuarias de la zona. Las bacterias coliformes se excretan en grandes cantidades
en las heces de los humanos y otros animales de sangre caliente. En consecuencia,
el agua contaminada por materia fecal se identifica como potencialmente peligrosa
debido a los organismos indicadores que coexisten con Escherichia coli (E. coli), que
causa el colera (Cansu, et al., 2008). Algunos ejemplos de enfermedades causadas
por beber o nadar en agua contaminada con heces son diarrea, colera, disenteria e
infecciones de piel, ojos, oidos, nariz y garganta (Organizacion Mundial de la Salud,
2006).

El CP3, denominado factor mineral, representa el 12.59% de la varianza total del
conjunto de datos del agua del acuifero y muestra una fuerte correlaciéon negativa
con el sodio (Na) y una moderada correlacion positiva con el magnesio (Mg). Este
factor contiene variables hidrogeoquimicas (Mg y Na), que se originan en la minera-
lizacion de los componentes geologicos de los acuiferos. La contribucion de Mg a este
factor puede considerarse como resultado de los procesos de intercambio de cationes en
la interfaz suelo-agua (Guo y Wang 2004) y la disolucién de minerales con calcio que
se encuentran en la region (Memet y Bulent, 2009). Segtin Beita-Sandi y Barahona
(2010), el Na en aguas naturales varia de manera considerable dependiendo de las con-
diciones geologicas locales y las descargas de aguas residuales. La correlacion negativa,
del Na indica que su introduccién en el agua subterranea no se debe a la disolucion
natural del suelo o la roca, y la fuente de este parametro puede estar relacionada con
una contaminacion del tipo antropogénica.

El CP4 representa el 9.72% de la varianza total y muestra una fuerte correlacion
negativa con los nitratos (NO,) y una moderada correlacion positiva con fenoles y
CIl. Este componente principal representa un factor de contaminacioén organica de la
calidad del agua, que se produce por desechos domésticos y nutrientes. Mientras se
produzca nitrificacién en el agua, un aumento en NO,” y una reduccién en NH," es
un evento normal. En cuanto al nitrato (NO,), se observé su presencia en todos los

puntos de muestreo, resultando con mayor concentracion el P2, con valores de 59.50
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mg/1, y un valor minimo para el P3 con 4.50 mg/l. A pesar de que las aguas subterra-
neas presentaron nitrato, solo en P2 se observaron valores por encima de la normativa
(Organizacion Mundial de la Salud, 2006). EI NO,- presente en las aguas subterraneas
tiene un origen organico. Los altos valores de esta especie se asocian con la actividad
antropica, excreto de animales, uso de fertilizantes (Cardona, et al., 2004 y Jin, et al.,
2004). La concentracion de esta especie en aguas subterraneas no contaminadas varia
ampliamente, aunque no suele sobrepasar los 10 mg/1 (Porras, et al., 1985). Para el
fenol, (C,H,OH) se observaron diferencias significativas en los meses de muestreo y en
los pozos estudiados, dando como resultados valores mayores a 0.002 mg/1 en todos los
muestreos, valor umbral indicado por la normativa Decreto N° 883 (Venezuela, 1995).
Las concentraciones de este compuesto en las aguas subterrdneas de la ciudad de Ma-
turin son alarmantes ya que las estudiadas durante el periodo de lluvia incrementaron
los valores del compuesto quimico, sobrepasando los niveles permitidos. Esto es suma-
mente inquietante ya que estudios cientificos sefialan que un exceso de este compuesto
en el agua para consumo puede generar toxicidad, debido a su accién cancerigena y
mutagénica en los seres vivos (Nieves, et al., 2005), ademéas de alteraciones en el in-
testino y en muchos casos la muerte, segiin la concentraciéon de ingesta. Su presencia
en las aguas subterraneas de Maturin es una caracteristica que se debe analizar con
mas detalle ya que su incorporacion a los acuiferos puede estar asociado a procesos de
contaminacion de la fuente por desechos industriales, aguas servidas o residuales y/o
agentes quimicos que presenten este compuesto fenolico (Diaz, et al., 2005). Por otra
parte, el cloruro en el agua potable se origina de fuentes naturales, aguas residuales,
efluentes industriales y escorrentia urbana. Su concentraciéon excesiva aumenta la ve-
locidad de corrosion de los metales en el sistema de distribucion de agua y depende
de la alcalinidad del agua; y esto puede llevar a un aumento de las concentraciones de
metales en el suministro (Organizacion Mundial de la Salud, 2006).

El quinto componente (CP5) explica el 7.24% de la varianza total, presentando
una fuerte correlacién positiva con las variables NO,- y Mn; y se puede asumir como
un componente antropogénico téxico. En el proceso de nitrificacion, NO,- es un
intermediario inestable que tiende a transformarse en NO,. El manganeso (Mn) no
existe como un metal libre en la naturaleza, pero forma parte de otros minerales, al-
gunos de los cuales incluyen diferentes 6xidos, silicatos, boratos, sulfuros, carbonatos
y fosfatos (Nadaska, et al., 2010). El Mn se introduce en ambientes acuaticos a través
de fuentes antropogénicas, como descargas de aguas residuales municipales, lodos de
depuracion, emisiones de las industrias de aleaciones, hierro y acero, y procesamien-
to de minerales y mineria. Ademés de ser un elemento esencial para el ser humano
y otros animales, tanto la carencia como la sobreexposicion pueden causar efectos
adversos, como lo indican diversos estudios que han notificado efectos neurologicos
adversos tras la exposicion prolongada a concentraciones muy altas en el agua de
consumo (Calla y Cabrera, 2010). La presencia de Mn puede derivarse de la genera-
cién de procesos de reduccion (bajo potencial redox) en las corrientes contaminadas
con aguas residuales; estos procesos solubilizan metales como el Mn (Chavez-Alcan-
tar, et al., 2011). Las aguas residuales son también fuente de metales pesados (Cha-
vez-Alcantar, et al., 2011). A pesar de la ausencia del elemento en algunos pozos, se

evidenci6 su presencia en otros, y en concentraciones que sobrepasan la normativa
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sanitaria (0.1 mg/1). Los pozos P2, P4, P5 y P6 no evidenciaron la presencia de este
elemento, por lo que el promedio general de manganeso estuvo en 0,09 + 0,15 mg/1,
con un valor méximo de 0,50 mg/1 para el P8 y un minimo de 0,00 mg/1.

El ultimo componente (CP6), denominado componente fisico, explica el
5.99% de la varianza total, presentando una fuerte correlacion positiva con la
variable temperatura. La temperatura es una de las variables fundamentales a
ser medidas en ambientes acuaticos, debido a su influencia en todos los procesos
hidrolégicos, quimicos y bioldgicos. Tiene gran efecto en la solubilidad de las sales
y las reacciones biologicas de los seres vivos, y también acelera la putrefaccion y la
demanda de oxigeno (Benitez, 2004). Ademaés influye en el pH, afecta los procesos
fisicos y quimicos (pH, equilibrio iénico, velocidades de reaccién) y los procesos
biologicos (tasa metabolica, descomposicion de materia organica); y por lo tanto,
repercute en el efecto de los agentes contaminantes (Villa, 2011). La temperatura
es un pardmetro muy importante para un acuifero. En este sentido, Gil (2003)
sefiala que, por lo general, las temperaturas de las aguas subterraneas permanecen

constantes a menos de que existan factores externos que intervengan.

Analisis de regresion lineal miltiple (RLM)

Basicamente, la RLM se basa en un proceso lineal de ajuste de minimos cuadra-
dos y requiere un elemento traza o propiedad a ser determinada para cada fuente
o categoria de fuente (Mohd, et al., 2011). La RLM se utiliz6 para identificar las
posibles fuentes de contaminacion en los pozos muestreados. Dos tipos de mode-
los béasicos de receptores que generalmente se aplican a la fuente son el balance
quimico de masa (BQM) y las técnicas multivariadas (Gordon, 1988). Usando el
paquete estadistico SPSS, version 16.0, se realizo6 el andlisis de regresion multiple
para determinar los factores que contribuyen con el indice de calidad del agua. En
este anélisis se fijo el indice de calidad del agua (ICA) como variable dependiente,
y pH, CE, Fe, Mn, Na, NO,, NO,, SO,, ClI, Fenol y CF como variables indepen-
dientes (o predictoras).

El procedimiento Stepwise de SAS, con la opcion de Backward, que comenzo6 con
las 20 variables tomadas en consideracion para el analisis de los ICA, finalmente nos
redujo el niimero de variables a 11 sin perder la precisiéon en el anélisis de datos,
con un R? igual a 0.9999. Segtin Grivas y Chaloulakou (2006), el procedimiento
de regresion miltiple por pasos se usa cominmente para producir un modelo par-
simonioso que maximiza la precision, con un nimero opcionalmente reducido de
variables predictoras. El coeficiente B representa el coeficiente en el modelo para
predecir la calidad del agua. ET representa el error estandar o tipico del coeficiente
B, mientras que el B estandarizado es el peso de cada variable independiente. Esto
es mas importante, ya que el objetivo principal del estudio es evaluar la influencia
de los predictores en la calidad del agua en lugar de predecir la calidad del agua.

Los resultados del anélisis estadistico se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Analisis de regresion multiple para determinar los factores
que contribuyen con Indice de calidad del Agua (ICA).

Parametros Coeficiente TE;::() Estan(ﬁn‘iza(lo Posicion  t student's Valor p
(ET)

(Constante) -39.477 0.487 -81.102 <0.001a
Cow a3 oo 0053 N moum oo
""""""" e oo oom oo v ses oo
.............. Fe9417 0.436 0.011 VII 21.614 <0001d
""""""" Mo mes  oa 08 v omas oo

Na 0.017 0.003 0.003 X 5.107 <0.001a

v, 206 o 0105 Mo ares oo
v om0 oo Vi omas oo
............. 804002 o o . o <00033
.............. 010025 o o . o <00013

Fenol 6318.542 10.973 0.332 I 575.81 <0.001a

CF ......................... 0126 ........ . o I e <0001d .......

a Altamente significativo

Los once pardmetros considerados para la evaluacién del ICA estan contribuyendo
significativamente con el ICA. Los CF, el fenol y los nitritos presentan los valores
mas altos de los pesos de los 3 estandarizados y tienen una marcada influencia en el
indice de calidad del agua en el area de Maturin. Para el resto de los parametros de
calidad del agua, aunque estadisticamente significativo (p <.001), su contribucion al
ICA es insignificante en comparacion con CF, Fenol y nitritos, basado en el coeficien-
te B estandarizado obtenido del andlisis de regresion miltiple realizado para definir
el ICA. La mala calidad del agua de Maturin se puede determinar en orden por CF,
Fenol y nitritos. Este estudio brinda una visiéon general de la calidad del agua potable
de aguas subterraneas en esta zona. La identificacion de los indicadores de calidad
del agua ayudarfa a concentrarse en pocos elementos (atributos) durante un estudio
(el chequeo) regular de la calidad del agua; por lo tanto, solo se determinarian los
pardametros de CF, Fenol y nitritos. Esto ahorra tiempo, energfa y gasto en gran
medida sin comprometer la calidad de los resultados.

La Tabla 6 muestra el resumen del modelo del ICA. El valor R? ajustado es alto y el
cuadrado medio residual es bajo para el modelo. Los coeficientes de regresion derivados
no son cero ni menos que el error estdndar. Para un modelo, el R? ajustado aumenta
si la adicion de la variable reduce el cuadrado medio residual. Ademas de esto, no es
bueno retener variables insignificantes, es decir, variables con coeficientes cero o coefi-

cientes menores que sus correspondientes errores estandar (Montgomery, et al., 2003).
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Tabla 6. Analisis de varianza del modelo de regresion multiple.

Suma de Cuadrado

Fuente cuadrados GL medio Cociente-F P-Valor
Modelo 338160.39 11 30741.854 1157469 0.000
Residuo 0.319 12 0.027

Total (Corr.) 338,160.71 23

R-cuadrado=99.9997 porcentaje

R-cuadrado(ajustado para g.1)=99.9995 porcentaje

Error estandar de est.=0.278912

Error absoluto medio=0.16287

Estadistico de Durbin-Watson=2.455 (P=0.0294)

Autocorrelacion residual en Lagl—-0.231793

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica un 99.9997% de la varia-
bilidad en el ICA. El estadistico R-cuadrado ajustado, que es mas conveniente
para comparar modelos con diferentes numeros de variables independientes, es
99.9995%. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion tipica de los
residuos que es 0.278912. Este valor puede usarse para construir los limites de pre-
diccion para las nuevas observaciones. El error absoluto medio (MAE) de 0.16287
es el valor medio de los residuos. El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los
residuos para determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el orden
en que se introdujeron los datos en el fichero. Dado que el p-valor es inferior a
0.05, hay indicio de una posible correlacion serial. Para decidir la simplificacion del
modelo, se tom6 en cuenta que el p-valor mas alto en las variables independientes
fue 0.003, perteneciendo a SO,. Puesto que el p-valor es inferior a 0.01, ese término
es estadisticamente significativo para un nivel de confianza del 99%. Por lo tanto,

no vale la pena quitar ninguna variable del modelo.

Por ultimo, los coeficientes de regresion del modelo para la ecuacion ICA se mues-

tran a continuaciéon:

ICA = -39.477 + 6.373*pH + 0.005*CE (uS/cm) + 9.417*Fe (mg/l)
+ 81.618*Mn (mg/l) +0.017*Na (mg/l) +2.104*NO2 (mg/l) +
0.136*NO,(mg/l) + 0.02*SO, (mg/l) + 0.025%Cl (mg/l) +6318.54*Fe-
nol (mg/l) + 0.126*CF (NMP/100ml)......... (3).

El anélisis de varianza (ANOVA) para el modelo indic6 que el valor observado F
fue 1,1157,469 para ICA, mientras que el valor critico de tabla F (0.01, 11, 12) fue
4.23, revelando que el valor observado es muchas veces mayor que el valor critico.
Para que un modelo de regresion sea tutil como predictor, la relacion F observada
debe ser al menos cuatro o cinco veces mayor que el valor critico de F, como lo

sefialan Montgomery y otros (2003).
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Gupta y Roy (2012), para aguas subterrdneas en una zona minera de la India, re-
portan una ecuacion multiple con 9 parametros fisicoquimicos (arsénico, magnesio,
dureza, COD, turbidez, dureza total, BOD, DO, nitrato y sulfato). Mientras Pius
y otros (2012), también para aguas subterraneas en una zona industrial al sur de
la India, definen una ecuacién con pH, alcalinidad, TDS, Ca, Mg, cloruro, sulfato

y nitrato como variables independientes (o predictores).
CONCLUSIONES

La mayor fuente de contaminacion de los acuiferos de Maturin la constituyen las
descargas residuales con altos valores de coliformes fecales infiltrados, producto
de una mala disposicion de sus desechos fecales (pozos sépticos, napas freaticas y
otros) y de las actividades pecuarias de esta zona. En segundo lugar, se ubican las
actividades de la industria petrolera y la agricultura, en las cuales se identifican a
los pardmetros de fenoles y NO, como las mayores cargas de contaminacion.

Los ACP dieron como resultado seis factores que explicaron el 86.57% de la
varianza acumulada en el conjunto de datos. El primer factor explico el 36.48% de
la varianza acumulada; el segundo factor, el 14.56%; el tercer factor, el 12.58%:; el
cuarto, el 9.72%; el quinto, el 7.24%; y por ultimo, el sexto, el 5.99% de las varian-
zas acumuladas.

Los resultados del analisis de regresion lineal multiple (RLM) revelan que pH,
CE, Fe, Mn, Na, NO,, NO,, SO, Cl, Fenol y CF son los pardmetros mas impor-
tantes utilizados para evaluar los cambios en la calidad del agua subterrédnea. Los
resultados anteriores muestran que el modelo APC-ARM proporciona una buena
precision para el pronostico del ICA, donde el valor R? es 0.99 y el modelo indica
que el 99.99% de variabilidad del ICA se explica por las once variables indepen-
dientes utilizadas en el modelo. El analisis estadistico multivariado gestiona nume-
rosos y complejos datos para disminuir el nimero de variables y proporcionar datos
completos. En este estudio, los métodos estadisticos multivariantes se expresaron
como bastante exitosos en la determinaciéon de la calidad del agua. Numerosas
variables fueron explicadas con un menor ntimero de variables. Al mismo tiempo,
estas variables proporcionaron informacién mas ttil sobre la calidad del agua sub-
terranea del drea de Maturin. Por lo tanto, esta técnica se puede aplicar con mucho

éxito para la planificacion y el seguimiento de la calidad en el futuro.
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RESUMEN

La geocronologia constituye una herramienta fundamental para el estudio de even-
tos histéricos. Su desarrollo en Uruguay se ha vinculado estrechamente con estudios
arqueologicos. En los tltimos 20 afios, las técnicas de datacion se han expandido
hacia otras disciplinas, propiciando cambios y mejoras metodolégicas. El método
mayormente utilizado para estudiar la cronologia de eventos climaticos y ambienta-
les més recientes del Holoceno es el de ?""Pb-"*"Cs. El objetivo del presente trabajo
es el desarrollo en Uruguay del método geocronolégico de ?'"Pb-'¥"Cs y su aplicacion
a un caso de estudio. Para ello, se tom6 un testigo vertical de sedimento en la La-
guna de las Nutrias (Rocha), que fue submuestreado, y las secciones fueron medidas

por espectrometria gamma, determinando los radionucleidos *'Pb, **Ra y 37Cs.
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La concentracion de 2°Pb fue modelada matematicamente, encontrandose que
el modelo de mejor ajuste es el de flujo constante. Este modelo fue corroborado
positivamente contra el perfil historico de actividad de *"Cs procedente de even-
tos nucleares. Se determind la tasa de sedimentacion anual, siendo de 3.1+1.5
mm/ano?, desde 1870 a 1986 AD; y de 4.74+0.8 mm/afio?!, de 1986 AD hasta
el presente. Asimismo, se infiri6 un evento extremo posiblemente asociado a la
variabilidad climética inherente a la pequena edad del hielo.

PALABRAS CLAVE: geocronologia, sedimentacion, paleolimnologia.

ABSTRACT

Geochronology constitutes a fundamental tool for the study of historical events.
Its development in Uruguay has been closely linked with archaeological studies. In
the last 20 years, dating techniques have expanded into other disciplines, leading
to methodological changes and improvements. The most widely used method to
study the chronology of most recent Holocene climatic and environmental events
is 2Ph-¥"Cs. The objective of this manuscript is the development in Uruguay of
the *Pb-¥"Cs geochronological method and its application to a study case. For
this, a vertical sediment core was taken from Laguna de las Nutrias (Rocha),
which was sub-sampled, and the sections were measured by gamma spectrometry,
determining the *'°Pb, ?*Ra and *"Cs radionuclides. The ?'’Pb concentration was
mathematically modeled, finding that the best fit model is the constant rate of
supply model. This model was positively corroborated against the historical profile
of ¥7Cs activity from nuclear events. The annual sedimentation rate was calculated
to be 3.1 £ 1.5 mm/year! from 1870 to 1986 AD and 4.7 + 0.8 mm.year" after
1986 AD. Likewise, an extreme event possibly associated to the inherent climatic
variability of Little Ice Age was inferred.

KEY WORDS: geochronology, sedimentation, paleolimnology.
RESUMO

A geocronologia constitui uma ferramenta fundamental para o estudo de eventos
historicos. Seu desenvolvimento no Uruguai estd intimamente ligado a estudos
arqueologicos. Nos tltimos 20 anos as técnicas de datagao expandiram-se para outras
disciplinas, promovendo mudangas e melhorias metodologicas. O método maiormente
utilizado para estudar a cronologia de eventos climaticos e ambientais mais recentes do
Holoceno é o #%Pb-1¥"Cs. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento no Uruguai
do método geocronologico ?''Pb-¥"Cs e sua aplicagio em um estudo de caso. Para
isso, foi coletado um testemunho vertical de sedimentos na Laguna de las Nutrias
(Rocha), o qual foi subamostrado, e as segoes foram medidas por espectrometria
gama, determinando os radionuclideos ?'’Pb, **Ra e ¥"Cs. A concentragao de *'°Pb
foi modelada matematicamente, constatando que o melhor modelo de ajuste é o
modelo de fluxo constante. Este modelo foi corroborado positivamente contra o
perfil historico da atividade de ¥Cs de eventos nucleares. A taxa anual de sedi-
mentagao foi determinada, sendo de 3,1 + 1,5 mm/ano”, de 1870 a 1986 dC,
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e 4,7 + 0,8 mm/ano?, de 1986 dC até o presente. Da mesma forma, um evento
extremo foi inferido possivelmente associado & variabilidade climéatica inerente a
pequena edad de hielo.

PALAVRAS CHAVE: geocronologia, sedimentacao, paleolimnologia.

INTRODUCCION

Dos son los conceptos fundamentales sobre los que se apoya la percepcion del
tiempo: la duracion y la sucesion. La duracion es el intervalo entre un aconteci-
miento y otro, mientras que la sucesion distingue entre diferentes acontecimientos,
déandoles un orden. En la cultura occidental el tiempo es percibido como algo
lineal e irreversible. Mediante la mecanizacion del tiempo se establece la medida
del mismo, dando la nocion de que esté dividido en fracciones de igual duracion
(Puente, 2005). En este marco, la geocronologia es una herramienta fundamental
para el estudio de eventos histéricos o sucesiones de eventos. Si bien en Uruguay
el desarrollo de la geocronologia se vincula estrechamente con los estudios arqueo-
logicos, en los ultimos 20 afios, las técnicas de datacion se han expandido a otras
disciplinas cientificas como las ciencias ambientales o el estudio del cambio climé-
tico. La interdisciplina ha hecho propicia la mejora metodologica de las técnicas de
datacion, asi como la aplicacion de nuevas técnicas, adecuadas para otras matrices
y otros rangos temporales.

Los primeros fechados realizados sobre muestras del Uruguay fueron mediante
HC, alrededor de 1980 (Baeza, et al., 1977; Baeza, 1985). Mas del 80% de los
trabajos de Uruguay en los que se emplea geocronologia utiliza esta metodologia
(Azcune, et al., 2019), siendo asociados en su mayorfa a datos arqueologicos de
registros prehispanicos.

Para la cronologia de eventos recientes, donde se pretende estudiar, por ejemplo,
la influencia antropogénica en un cuerpo de agua, el método mas utilizado es el
de 2Pb - ¥'Cs (Madella, et al., 1998). Debido a su rango dinamico, que abarca
tnicamente los tltimos 150 afios (Ivanovich y Harmon, 1992), el método comenzd
a utilizarse en Uruguay en 2002 (Garcia-Rodriguez, et al., 2002) en el estudio de
eventos recientes, tanto climaticos como ambientales.

El 2'%Pb es un is6topo inestable del Pb y pertenece a la serie de decaimiento natu-
ral del #*U. El mismo presenta un periodo de semidesintegracion (t, ,) de 22.20 afios,
decayendo por 3~ a °Bi, y presentando una emisién « asociada de 46.539 keV con
4.25% de probabilidad de ocurrencia (Shamsuzzoha Basunia, 2014). Si bien en siste-
mas cerrados la serie de decaimiento del 2*U deberia estar en equilibrio, en sistemas
abiertos este equilibrio se rompe por el escape a la atmosfera del *?Rn, gaseoso. El
**Rn, radionucleido de t, ,=3.8 dias, ya en la atmosfera, decae de manera sucesiva a
través de varios radionucleidos a '%Pb, el cual se asocia con aerosoles, precipitandose
con la lluvia en zonas continentales y alojandose por escorrentia en el sistema sedi-
mentario reciente de sistemas continentales lénticos u oceanicos.

El 2Pb alojado en el sedimento proviene de dos fuentes: 1) del equilibrio del U

en el sedimento, y mas precisamente del equilibrio del ?Ra, con el que alcanza un
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equilibrio secular. A este *’Pb se le asigna la nomenclatura *Pb base (*'Pb, ). 2)
El 2°Pb depositado por precipitacion pluvial es adsorbido en particulas suspendidas
en la columna de agua y posteriormente sepultado en el fondo lagunar. A este *°Pb
se lo denomina *"Pb en exceso (*'Pb_) (Crusius y Anderson, 1995). El *'’Pb base,
al encontrarse en equilibrio secular con el *Ra, radionucleido de t, ,=1600 afios,
puede ser considerado constante a escala anual o decadal (Rink y Thompson, 2015).
En cambio, la actividad del 2’Pb en exceso se encuentra sujeta a su decaimiento ra-
dioactivo, permitiendo calcular la fecha de sedimentacion al evaluar la desintegracion
radioactiva en funcion de la profundidad.

Los principios del método de »°Pb han sido propuestos en 1963 y 1964 (Goldberg,
1963; Crozaz, et al., 1964) para muestras de nieve en la Antartida, adaptandose la
técnica para sedimentos lacustres en 1971 (Krishnaswamy, et al., 1971) y marinos en
1972-1973 (Koide, et al., 1972; Koide, et al., 1973).

Pese a que se trata de una técnica ampliamente utilizada, la misma asume que
el proceso de sedimentacion sigue un modelo conocido y que no ocurren procesos de
transformacion post-depositacional del #'Pb en exceso. Dichas suposiciones, en caso de
ser cumplidas en mayor o menor medida, pueden derivar en edades certeras (Hu, et al.,
2018), o totalmente erréneas (Tylmann, et al., 2016). Esto deriva en la necesidad de
validar el modelo de datacion obtenido por #°Pb con un método de datacion diferente
u otras fuentes de informacion complementarias (Chang, et al., 2017). Por este motivo,
se utiliza el método ?""Pb-'*"Cs en lugar de emplear tnicamente el método de ?'°Pb,
va que el ¥7Cs, de origen antropico, podréa confirmar o contradecir el modelo de edad
obtenido mediante el modelo de *°Pb. Por su parte, el *"Cs es producido por fision
nuclear, presenta un decaimiento 3 a **'Ba, con un t,,=30.08 afios, y su aparicion en
sedimentos se debe al fall out en el planeta. Dicho fall out se ha originado por el vertido
a la atmosfera de eventos nucleares armamentistas (bombas o ensayos) o pacificos (ac-
cidentes de reactor u otros), cuyos acontecimientos principales son de fecha conocida.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo en Uruguay de la metodologia para rea-
lizar geocronologia mediante *Pb - ¥"Cs, y su aplicacion a un caso de estudio nacional.
Estas capacidades metodologicas son de gran importancia para las ciencias ambienta-
les, ya que permiten evaluar la evolucion historica de distintos sistemas ambientales
en el pasado reciente. Hasta el presente trabajo, en Uruguay, todas las cronologias que
utilizaron esta metodologia en sistemas sedimentarios fueron realizadas en laboratorios
extranjeros, tales como: Laboratorio de Quimica Inorgénica Marina, Instituto Oceano-
grafico, Universidad de San Pablo, Brasil (Bueno, et al., 2018), Bremen State Radioac-
tivity Meassurements Laboratory, Alemania (Marrero, et al., 2014), UFZ Centre for
Environmental Research, Alemania (Garcia-Rodriguez, et al., 2002).

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

El muestreo fue realizado en febrero de 2018 en la Laguna de las Nutrias, Rocha,
Uruguay (Figura 1), laguna natural de 33.8 ha de &rea, con una cuenca de 44.7
ha y una profundidad maxima de 1.5 m. Se trata de una laguna somera, de agua

dulce y turbia, desarrollada sobre depoésitos de la Formacion Laguna Merin, con
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un alto nivel de eutrofizacion segin sus niveles de nitrogeno y fosforo (Kruk, et
al., 2006, 2009). La eleccion de este sistema léntico se basa en sus caracteristicas
sedimentologicas e hidrodindmicas, la cuales aseguran la decantaciéon y ausencia
de mezcla de sedimentos (al no contar con afluentes, solamente incorpora agua
mediante precipitacion pluvial y escorrentia). Asimismo, la laguna esté alejada
de actividades antropicas de gran porte que generen perturbaciones de importan-
cia (Sanchez-Cabeza, et al., 2012). Se tom6 un testigo vertical de sedimento de
65 cm de longitud en la zona de mayor profundidad y libre de colonizacién ma-
siva de macrofitas de la laguna, de forma manual, empleando para ello un tubo
de cloruro de polivinilo (PVC) de 150 mm de didmetro interno (coordenadas de
muestreo 34°40°50.8” S, 54°17°42.0”” O). Se inmovilizo la interfase agua-sedi-
mento mediante el empleo de espuma fenolica saturada en agua (espuma floral)
previo al sellado, y se dispuso la columna de sedimento de forma horizontal, de
manera de evitar la compactaciéon y movimiento de agua intersticial (Garcia-Ro-
driguez, 2002). El testigo de sedimento fue almacenado a 4°C hasta el momento
de su apertura.

CAftoniopolis

'S
Santa-MarigdejRochakca Paloma

Figura 1. Localizacion de la Laguna de las Nutrias en la costa uruguaya
(cotas imagen: 34°34’22”°S 54°31°30”0 — 34°47°00”’S 54°07°07”°0)

Preparacion de muestra
El testigo fue abierto de manera longitudinal, y luego fraccionado de forma transver-

sal cada 1 cm, desde la superficie hasta los 30 cm de profundidad, y cada 2 ¢cm, desde
los 30 cm hasta el final (Figura 2).
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Figura 2. Apertura de testigo de sedimento y submuestreo

Cada seccion de sedimento fue secada a 60°C hasta masa constante (aproximada-
mente 48 h), molida en molino Micro-Mill de Bel-Art™ SP Scienceware™ hasta un
tamaifio menor a 125um, y sellada en placas Petri de 35mm x 10mm por al menos
4 semanas, para asi alcanzar el equilibrio secular de las series naturales del **U y
232Th'

Determinacion de radionucleidos

Para la determinacién de los radionucleidos ?'°Pb, Ra y *"Cs, las muestras fueron
medidas por 150.000 segundos cada una, con un tiempo muerto que vari6 desde
0.1 a 0.4%. Para ello se utiliz6 un sistema de espectrometria gamma con detector
de germanio de alta pureza (HPGe) ORTEC GMX35P4-76-RB acoplado al siste-
ma de espectrometria Gamma DSPEC jr. ORTEC-AMETEK. Para la calibracion
en eficiencia fue utilizado el patron TAEA 385 — Irish Sea Sediment, preparado y
medido en las mismas condiciones que la muestra. El ?'°Pb fue estudiado mediante
su fotopico de 46.54 keV, el *Ra mediante el fotopico del ?*Pb de 351.93 keV, y el
1¥7Cs mediante el fotopico del ®*"Ba de 661.66 keV.

Analisis de datos

La concentracion de *"’Pb fue modelada matematicamente mediante el modelo de
actividad constante o concentracion inicial constante (CIC — Constant Initial Con-
centration) (Robbins y Edgington, 1975) y el modelo de flujo constante (CRS -
Constant Rate of Supply) (Appleby y Oldfield, 1978). Para la realizacion de dichos
modelos matematicos se utilizo el software Microsoft® Excel® para Office 365 MSO
(16.0.12527.20260) 32 bits.

Modelo de concentracion inicial constante — CIC
Este modelo supone como hipétesis una concentracion inicial (C,) de deposito del
*'Pb__ constante, con lo cual la concentracion de actividad de cualquier seccion

i (C,) se calculard mediante la ley de desintegracion radiactiva como:

C,=C xe™ con X=In(2)/t siendo  t,,=22.2 afios parael *'Pb

1/2 1
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Por lo tanto, la edad de cada secciéon puede calcularse como:
t,=(1/N)xIn (C /C)

Modelo de flujo constante - CRS

Este modelo tiene como hipotesis un flujo constante, es decir que la cantidad de
*Pb_ anual por area es la misma. Se define la actividad acumulada especifica

por unidad de area A como:
A=[>(C,/S) di con S como la seccion del testigo

De forma analoga a CIC, la edad de cada seccion se puede calcular como:

t,=(1/N)xIn (A /A)
RESULTADOS
Actividad especifica de los radionucleidos

La actividad especifica de *°Pb y **Ra para cada una de las secciones, calculada
en base a la masa de sedimento medida, a la correccién por autoabsorciéon y a
la eficiencia del detector, es presentada en la Figura 3. Para el calculo de incer-
tidumbres se tuvieron en cuenta las asociadas a la actividad radioactiva, que
cumple con una distribucién Poisson, tanto de las muestras como del ruido de

fondo, asi como las informadas para el patron utilizado.
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Figura 3. Distribucion de actividad especifica de **Ra y ?'°Pb en relacion

a profundidad
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La actividad especifica del 2Ra oscila en base a una actividad constante, ya que
la misma depende tnicamente del decaimiento radiactivo de la serie natural del
28U, Para el ?'°Pb, se observa un decaimiento exponencial con la profundidad,
hasta valores de actividad de *°Pb constantes, actuando en la parte exponencial
el decaimiento radiactivo del ?°Pb depositado por precipitacion pluvial (*°Pb
en exceso). Podria afirmarse que la base constante constituye tnicamente la
actividad del #°Pb proveniente del decaimiento de la serie del **U en el mis-
mo sedimento (*°Pb base) (Sanchez-Cabeza, et al., 2012). Este comportamiento
pseudo-constante a tiempos cortos se debe al equilibrio secular existente entre
el 2'%Pb y el Ra encapsulado en el sedimento. Restando ambas contribuciones,
puede calcularse la actividad del *°Pb_, la cual es presentada en la Figura 4 para

todo el testigo.

| 4
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Figura 4. Distribucion de logaritmo de actividad especifica #*’Pbex en relacion
a la profundidad

Al igual que para la actividad especifica de 2°Pb y 2*Ra, la actividad especifica de
BTCs para cada una de las secciones fue calculada en base a la masa de sedimento
medida, la correcciéon por autoabsorcion y la eficiencia del detector. La misma es

presentada en la Figura 5.
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Figura 5. Distribucion de actividad especifica de ¥’Cs en relacion a profundidad
Modelado de la actividad del ?'°Pb en exceso

Para el modelo CIC se hizo la suposicion de concentracion inicial constante de
*Pb_, presentandose en la Figura 6 un grifico de la edad en relaciéon a la pro-

fundidad.
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Figura 6. Datacion por ?°Pb utilizando el modelo de concentracion inicial
constante (CIC)
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Para el modelo CRS se hizo el supuesto de una cantidad de *"Pb__anual por uni-
dad de area constante, en la Figura 7 se presenta el grafico de la edad en relacion

a la profundidad.
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Figura 7. Datacion por *’Pb utilizando el modelo de flujo constante (CRS)
DISCUSION

Al evaluar los modelos mateméaticos CIC y CRS utilizados, se observa que el
CIC tiene una dificultad al suponer una concentracion inicial de deposito de
*Pb_ constante, lo que implica que la masa anual de sedimento tiene la misma
proporcion de *Pb_. Esto no es real en zonas de alta presion antropomorfica,
con variabilidad anual de precipitaciones o presencia de otros procesos erosivos,
algunos de ellos caracteristicos de la zona costera donde esta laguna se ubica (ej.
Harris, et al., 2014). Por otro lado, el modelo CRS parte del supuesto de que la
cantidad de *"Pb__anual por 4rea es la misma; solamente requiere que el aporte
de *'Pb__ sea constante en el tiempo, lo que constituye una suposicion mucho mas
general (Fernandez Garcia, 2012). Asimismo, del grado de ajuste presentado por
los datos del testigo de la Laguna de las Nutrias a ambos modelos, representado
en el valor de r?, es posible inferir que el modelo de mejor ajuste es el CRS.

En ambos modelos, para el cilculo de incertidumbres se realiz6 la propagacion
de la incertidumbre de las medidas de ?°Pb y *Ra implicadas en cada punto.
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Verificacion de modelo CRS mediante distribucion temporal de
actividad de 3"Cs
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Figura 8. Distribucion de actividad especifica de ¥"Cs en funcién del tiempo

En la Figura 8 se representa un gréafico de actividad especifica de ¥’Cs para cada
seccion del testigo, en relacion a la datacion realizada mediante el modelo CRS.
En trazo azul de dicha figura se grafica la actividad especifica de *"Cs, de origen
antropico, generado por fision nuclear y liberado al ambiente en accidentes nu-
cleares o pruebas de armas nucleares. Ademés, en trazo rojo se muestra la linea
de tendencia suavizada segun la media movil cada 2 puntos. En dicha figura se
pueden encontrar diversos méaximos, correspondientes a procesos de fisiébn como
los anteriormente mencionados, que se dieron en diferentes lugares del planeta;
los de mayor importancia son presentados en la Tabla 1.

Los corrimientos de las fechas con respecto a los eventos sefialados pueden
deberse a dinamicas de transporte atmosférico, ya que una vez que alcanzan la
atmosfera, los radionucleidos demoran desde meses hasta afios en transportarse,
hasta finalmente depositarse en el sedimento. Los fenéomenos de distribucion se
dan primero a nivel troposférico, extendiéndose dentro del mismo hemisferio, por
vientos, y luego, a nivel estratosférico de manera global, por difusion y decanta-
ciéon. La presencia de valores de ¥"Cs mayores a 0 desde 1900 y su crecimiento
hacia los afios donde encontramos los maximos se deben a movilidad vertical
post-deposicion de dicho radionucleido en el sedimento (Foster, et al., 2006). Las
incertidumbres presentadas en dicho grafico son, en el eje X las correspondientes
a las dataciones realizadas segun el modelo CRS, y en el eje Y calculadas de for-

ma analoga a las de los demés radionucleidos medidos.
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Tabla 1. Maximos de distribucion de ¥’Cs y los eventos histéricos asociados

Maximo de *"Cs Evento asociado Tiempo (afios AD)
Bombas nucleares de Hiros-
}ggg;l i gi hima, Nagasaki (Japon) y 1945
' ’ Trinidad (Estados Unidos)
Pruebas de armamento
1964.147.6 nuclear efectuadas prmc,lpal— 1963
mente en Muroroa, Pacifico
Sur, por el gobierno francés
1990.543.7 Accidente de Qhernobll, 1986
Ucrania
92009.241.2 Accidente de ,Fukushlma7 2011
Japon

En base al modelo de datacion mediante CRS se pudo calcular la tasa de sedi-
mentacion. En la Figura 9 se presenta un grafico de dicha tasa de sedimentacion
en funcion del tiempo. En el mismo se observan dos zonas con tasas de sedimen-
tacion diferentes, pero a la vez aproximadamente constantes para cada periodo.
Especificamente, en una zona inferior (Zona A), estimada desde 1870 (limite
inferior de confiabilidad para dataciones actuales por ?°Pb) hasta 1986, de 3.1
+ 1.5 mm/ano, y una zona superior (Zona B), desde 1986 hasta el 2018, de 4.7
+ 0.8 mm/afio”. Dichas tasas de sedimentacion son calculadas como la media de
las tasas de sedimentacion en cada zona, representadas en el grafico de la Figura
9 como lineas de trazo rojo, punteado. Asimismo, los intervalos de confianza son
calculados como el doble de la desviacion estandar de las tasas de sedimentacion,
y son representados en el grafico como zonas grises. El incremento de sedimen-
tacion reflejado entre las zonas A y B del grafico se explica por la tendencia
historica creciente de precipitacion total anual, segiin indican los datos climéticos
historicos de la estacion pluviométrica Rocha, donde se observan precipitaciones
menores a 900 mm/ano! hasta la década de 1980, y mayores a 1100 mm/afio” a
partir de la misma (Garcia-Rodriguez, 2002).

Cabe destacar que con anterioridad a 1880 se observa un evento de muy baja
sedimentacion (seno) asociado a otro posterior, entre 1880 y 1900, de muy alta
tasa de sedimentacion (cresta). Esto podria corresponderse con la alternancia
de periodo de sequia extrema, pero con suelos atn vegetados, y escasos aportes
de sedimentos al cuerpo lagunar, seguido de un periodo hiimedo. Durante este
ultimo, las abundantes lluvias habrian generado procesos de erosion y escorrentia
superficial (lavado) sobre un suelo con un escaso tapiz vegetal, favoreciendo el
aporte de sedimento, con el consiguiente aumento de la tasa de sedimentacion.

Este escenario podria asignarse a las condiciones que imperaron en el hemisferio
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sur durante la Pequeiia Edad del Hielo (Piovano, et al., 2002; del Puerto et al.,
2011). Si bien para inferir las edades anteriores a 1870 se podria suponer que la
tasa de sedimentacion se mantuvo relativamente constante en 3.1 mm/afio™, esto
podria derivar en un error en caso de existir eventos extremos que afecten direc-
tamente la tasa de sedimentacion, como el inferido anteriormente.

9.00
8.00
7.00 — /
Zona B
6.00 iom—
Zona A e X ‘
5.00 Y

/ | HW
b A
Wl HH

1.00

‘17\
1
1
L
l D
—

Tasa de sedimentacion (mm.afio™)

E

0.00
1860.0 1880.0 1900.0 1920.0 1940.0 1960.0 1980.0 2000.0 2020.0

Atio

Figura 9. Distribucion de tasa de sedimentacion respecto al tiempo

CONCLUSIONES

Se ha presentado el desarrollo de una metodologia adecuada para realizar geocro-
nologia mediante 2'Pb-*"Cs en sistemas lacustres. Estas capacidades analiticas
y de trabajo se encuentran actualmente disponibles en Uruguay. La metodologia
fue aplicada a la Laguna de las Nutrias como un caso de estudio, obteniéndose
edades certeras mediante el uso del modelo de flujo constante de *°Pb; verifi-
cadas por la aparicion en el perfil sedimentario de concentraciones méaximas de
137Cs provenientes de eventos historicos conocidos. Asimismo, dicha metodologia
ha sido empleada para obtener la tasa de sedimentacion interanual de la laguna,
marcando dos periodos con diferentes tazas de sedimentacion, bien delimita-
dos y asociados a la pluviosidad total anual, y un evento climéatico extremo de
aridez (posiblemente asociado a la pequefia edad del hielo). Las capacidades
metodologicas desarrolladas podran ser utilizadas por diversos investigadores
en reconstrucciones paleoambientales, permitiendo evaluar procesos histéricos
tanto naturales como antrépicos asociados a cuerpos de agua con caracteristicas
ambientales similares a la Laguna de las Nutrias.
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RESUMEN

La temperatura de transicion vitrea (Th) de un material es el rango de tempe-
raturas donde ocurre la transicién entre un estado cauchoso y un estado vitreo,
produciéndose cambios que se ven reflejados en sus propiedades fisicoquimicas.
El objetivo de este trabajo es determinar las curvas de transicion vitrea (Tg VS.
Humedad de grano) de tres variedades uruguayas de arroz y evaluar si existen di-
ferencias significativas entre ellas. Se estudia también la influencia de la humedad
de cosecha (HC). Para ello, cada muestra de arroz se seca por diferentes periodos
de tiempo para obtener humedades de grano (HG) en un rango entre 10% y 22%
(en base humeda).

A continuacion, se mide la T, por calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Los resultados se comparan aplicando ANOVA vy el test de Tukey. Se observo que
la Tg aumenta a medida que disminuye la HG para las tres variedades estudiadas.
Las curvas de transicion vitrea muestran que existen diferencias significativas entre
las tres variedades en el rango de HG de 12% a 16%. La HC no afecto la T, en
todo el rango estudiado. Los resultados obtenidos pueden aplicarse para optimizar
el proceso de secado del arroz, minimizando la formacion de fisuras.

PALABRAS CLAVE: secado de arroz, calorimetria diferencial de barrido, DSC.
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ABSTRACT

The glass transition temperature (Tg) of a material is the range of temperatures
where the transition between a glassy and a rubbery state occurs, producing changes
that are reflected in its physicochemical properties. The objective of this research
is to determine the glass transition curves (Tg vs. grain moisture content) of three
Uruguayan rice varieties and assess whether there are significant differences among
them. The influence of the harvest moisture content (HMC) is also evaluated. To
do this, each rice sample is dried for different periods of time to obtain grain
moisture contents (GMC) in a range between 10% and 22% (on a wet basis).
The T is then measured by differential scanning calorimetry (DSC). The results
are comp;red by applying ANOVA and the Tukey test. It was observed that the
Tg increases as GMC decreases for the three varieties studied. The glass transition
curves show that there are significant differences among the three varieties in the
range of GMC going from 12% to 16%. The HMC did not affect the T, in the range
studied. The results obtained can be applied to optimize the rice drying process,
minimizing the formation of fissures.
KEYWORDS: rice drying, differential scanning calorimetry, DSC.

RESUMO

A temperatura de transi¢io vitrea (Tg) de um material é o intervalo de temperaturas
em que ocorre a transi¢cdo entre um estado borrachoso e um estado vitreo,
produzindo-se alteragdes que se refletem em suas propriedades fisico-quimicas.
O objetivo deste trabalho ¢ determinar as curvas de transi¢do vitrea (T, x
Umidade de grio) de trés variedades de arroz uruguaias e avaliar se ha diferengas
significativas entre elas. A influéncia da umidade de colheita (UC) também é estudada.
Para isso, cada amostra de arroz é secada por diferentes periodos de tempo para
obter umidades de griio (UG) em um intervalo entre 10% e 22% (em base tmida).
A seguir, a T, ¢ medida por calorimetria de varredura diferencial (DSC). Os
resultados sdo comparados aplicando ANOVA e o teste de Tukey. Observou-se que a
T, aumenta a medida que a UG diminui nas trés variedades estudadas. As curvas de
transigao vitrea mostram que ha diferengas significativas entre as trés variedades no
intervalo de UG de 12% a 16%. A UC nao afetou a T, em todo o intervalo estudado.
Os resultados obtidos podem ser aplicados para otimizar o processo de secagem do
arroz, minimizando a formacgao de fissuras.
PALAVRAS CHAVE: secagem de arroz, calorimetria de varredura diferencial, DSC.

INTRODUCCION

El arroz es uno de los cereales més consumidos alrededor del mundo. Estéd compuesto
principalmente por agua y diferentes biopolimeros (Sun, et al., 2002). El almidon,
principal biopolimero del arroz, tiene una estructura semi-cristalina formada por mo-
léculas de amilosa casi lineales y moléculas de amilopectina altamente ramificadas
(Zeleznak y Hoseney, 1987). La amilosa y los puntos de ramificacion de la amilopectina
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constituyen la fase amorfa, mientras que las cadenas de ramificacion de la amilopectina
constituyen la fase cristalina del granulo de almidon (Perdon, et al., 2000).

La composicion del almidon tiene una fuerte influencia en las propiedades
del arroz. El fenébmeno de transicion vitrea ocurre en la parte amorfa, siendo la
temperatura de transicion vitrea (Té’) el rango de temperaturas donde se transita
del estado vitreo al estado cauchoso (Liu, et al., 2010). Durante la transicion,
el material sufre una serie de cambios drasticos que se reflejan en diversas pro-
piedades de este. La dureza, el modulo de elasticidad y las fuerzas de tracciéon
y compresion tienen un valor mayor en la zona vitrea respecto a la cauchosa,
mientras que el calor especifico, el volumen especifico y el coeficiente de expan-
sién son menores (Kunze, et al., 2004). Estos cambios en las propiedades del
material se utilizan para determinar la T, empleando diferentes técnicas. Las mas
utilizadas son la calorimetria diferencial de barrido (DSC), basada en el cambio
de la capacidad calorifica, y el analisis mecanico dinamico (DMA), basado en un
cambio en las propiedades de elasticidad y viscosidad del material (Liu, et al.,
2010; Perdon, et al., 2000).

La Tg depende de diversos factores, tales como la humedad de grano (HG), la
composicion del almidon y las dimensiones del grano de arroz. Perdon et al. (2000)
determinaron la T del arroz Bengal (cultivar de grano medio con bajo contenido de
amilosa) y del arr(:z Cypress (cultivar de grano largo con alto contenido de amilosa)
a diferentes humedades de grano, con el fin de desarrollar un diagrama de estado de
arroz cargo. Ellos no encontraron un efecto significativo del cutivar en la T,. Sieben-
morgen y otros. (2004) tampoco encontraron un efecto significativo de la variedad
de arroz en la T, cuando compararon arroz Bengal (grano medio) con arroz Drew
(grano largo).

Conocer la Tg de una variedad es de fundamental importancia durante el proceso
de secado de la misma. Secar a una temperatura por debajo de T, (estado vitreo)
implica un proceso de secado més lento ya que los granulos de almidon estdn mas
compactos y el agua se encuentra relativamente inmovil (Siebenmorgen, et al., 2004).
Por el contrario, secar a temperaturas superiores a la T (estado cauchoso) es mas
rapido ya que las moléculas tienen una movilidad mayor, por lo que la humedad pue-
de difundir hacia el exterior del grano més facilmente. Sin embargo, el secado a altas
temperaturas genera un gradiente severo de humedad dentro del grano de arroz, ya
que el agua es removida de la superficie mas rapido de lo que demora en migrar desde
el centro del grano hacia la misma. Un gradiente de temperatura o de humedad pue-
de generar dentro del grano regiones con diferentes propiedades mecénicas, ya que
parte de este puede encontrarse en estado vitreo y parte en estado cauchoso (Perdon,
et al., 2000). Estas diferencias crean tensiones de traccion y compresion que pueden
resultar suficientes para fisurar el grano. El tempering, un proceso que mantiene los
granos de arroz en recipientes a la temperatura de secado durante determinado lapso
de tiempo, se utiliza para atenuar este efecto. El objetivo es disminuir el gradiente
de humedad permitiendo que el agua migre desde el centro a la superficie del grano
sin que exista evaporacion en la superficie, y, por lo tanto, obtener una humedad
uniforme dentro del mismo (Cnossen, et al., 2001). Cnossen y Siebenmorgen (2000)

encontraron que altas temperaturas de secado pueden utilizarse sin reducir el ren-
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dimiento siempre y cuando se aplique un periodo de tempering suficiente a tempe-
raturas superiores a la Th De esta forma, conocer la Tg del arroz antes de iniciar el
proceso de secado permite establecer las mejores condiciones de secado y tempering,
optimizando el proceso y reduciendo la formacion de fisuras.

Uruguay ha desarrollado sus propias variedades de arroz apuntando a un nicho de
mercado de alta calidad. Dentro de este contexto, resulta de interés determinar la Tg
de estas variedades de forma de optimizar el proceso de secado, aumentando asi el
rendimiento y la productividad econémica.

El objetivo del presente trabajo es determinar las curvas de transicion vitrea (Tg
vs. HG) de tres variedades uruguayas de arroz y evaluar la influencia de la variedad

y la humedad de cosecha en las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de arroz

Tres variedades de arroz uruguayas, Uyl, Uy2 y Uy3, son cosechadas en 2017 en
la region sudeste del pais. Las mismas habifan sido caracterizadas anteriormente
(determinacion de longitud, ancho y espesor de grano promedios) pasando dos
muestras de 150g de cada variedad por un clasificador de arroz por imagen (Sel-
gron, Brasil).

Para las variedades Uyl y Uy3, se recolectan muestras con dos humedades de
cosecha (HC) diferentes para evaluar el efecto de este parametro en la T,. Todas las
muestras son transportadas al laboratorio, donde se determinan sus humedades.
A continuacion, cada muestra se divide en tres submuestras (triplicado). Se coloca
1 kg de cada triplicado en una camara de secado y se extraen muestras de 50 g de
cada una a diferentes tiempos (correspondientes a diferentes HG). Se determina la

HG y la T de cada una, segiin se detalla a continuacién.

Secado y determinacion de humedad

El arroz se seca en condiciones suaves usando una cdmara con temperatura y hu-
medad relativa del aire controladas (Alfa Laval Gruppe, Alemania), hasta alcanzar
la HG deseada (entre 10% y 22% en base htimeda). Las condiciones del aire se re-
gulan a 22°C y 65% de humedad relativa (HR) o 32°C y 50% de HR, dependiendo
de las HG que se quieran alcanzar.

Para medir la HG, se muele la muestra en un molino manual (Kett, Japon), se
pesan aproximadamente tres gramos en una capsula de aluminio y se secan en una
estufa de conveccion forzada (Memmert, Alemania) a 130°C durante una hora. El
contenido de humedad de la muestra se calcula por gravimetria y se expresa como
porcentaje en base htimeda.

Para muestras con HG mayor a 16%, se utiliza un método en dos etapas (Jindal
y Siebenmorgen, 1987). Se pesan aproximadamente 20 g de arroz paddy, se dejan
secar sobre la superficie de la estufa durante 24 horas y se pesan nuevamente (para

determinar la pérdida de agua). Luego, se muelen aproximadamente tres gramos
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de dicha muestra y se procede de la misma forma que para las muestras de HG

menor a 16%.

Determinaciéon de Tg

La T, se mide utilizando calorimetria diferencial de barrido (DSC) siguiendo el
procedimiento descrito por Perdon y otros. (2000). Este método se basa en la
determinaciéon de la variacion de la capacidad calorifica cuando se produce la
transicion del estado vitreo al cauchoso. El equipo utilizado es un DSC Q2000 (TA
Instruments, Estados Unidos) calibrado con indio. El rango de temperatura va de
-50°C a 150°C, con una velocidad de calentamiento de 20°C/min. Los granos se
pelan manualmente y se cortan en tres partes iguales con bisturi. Posteriormente,
se colocan en cépsulas de aluminio con tapa hermética (TA Instruments, Suiza) y
se sellan. Como referencia se utiliza una capsula vacia tapada y sellada. Se toma
como Tg, la temperatura en el punto de inflexion de la curva de capacidad calorifica
(calor en funcion de la temperatura). Se analizan un total de cinco granos de cada
triplicado (quince granos para cada condicion de variedad y HG), cuidando que no

estén dafiados ni tengan ningin defecto.

Analisis estadistico

Se comparan las Tg de las diferentes variedades a cada HG aplicando anélisis de
varianza (ANOVA de un factor). Dado que las humedades de grano de las muestras
no son exactamente iguales, para obtener valores de Tg a una humedad de grano
determinada y poder comparar, se realiza una interpolacion lineal entre las dos
HG mas proximas. En caso de existir diferencia significativa entre las muestras,
se aplica el test de Tukey para conocer cudles son las muestras diferentes entre si.

Para determinar si existe influencia de la HC en la Tg, se aplica ANOVA de un
factor a las muestras de una misma variedad y diferentes HC, para las diferentes
HG estudiadas. Nuevamente, para obtener valores de T, a una humedad de grano
determinada, se realiza una interpolacion lineal entre las dos HG mas proximas.
Para todos los anélisis se utiliza el programa JMP version 12 (SAS Institute,
Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion dimensional de Uyl,
Uy2 y Uy3. A pesar de que las tres variedades son consideradas de grano largo,
se observa una diferencia en la longitud del grano, siendo la variedad Uyl la mas

larga y la Uy3 la mas corta.
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Tabla 1. Dimensiones promedio de arroz cargo de las variedades Uyl, Uy2 y Uy3.
L/A: relaciéon (Largo/Ancho) promedio de cada variedad.

Variedad Largo (mm) Ancho (mm) Espesor (mm)

Uyl 76 2,1 36 1,9
Uy2 74 2,2 34 1,9
Uy3 6,7 2,0 34 1,7

La Tabla 2 muestra las HC, la humedad inicial de cada triplicado (HI) y las HG

de los triplicados a medida que se fueron secando en camara. Todas las humedades

se expresan en base hiimeda.

Tabla 2. Humedades de cosecha (HC) promedio del lote, humedad inicial de
cada triplicado (HI) y humedades de grano (HG) a diferentes tiempos
de secado en camara (subindices de HG de 1 a 10 indican tiempos de
secado diferentes).

Secado en camara

HC HI HG: HG2 HG3 HGs4 HGs HGs HGr HGs HGy HGio

Vadedad o ) ) ) ) R B R R ) %) (%)
21,8 20,0 180 17,1 154 13,7 12,8 120 103
21,7 21,6 21,0 20,5 19,9 18,5 17,5 14,6 12,8 11,8 11,2 10,5
Uvl 21,6 20,7 20,2 19,5 18,2 17,5 14,8 13,0 12,2 11,6 10,4
Yy

18,0 16,7 16,0 14,2 1133 12,3 10,4

18,0 18,0 16,7 15,9 13,9 12,9 12,0 10,4

18,0 16,7 15,7 14,7 13,6 12,8 10,1

22,1 21,2 200 186 173 143 12,7 114 10,3

Uy2 21,9 21,8 20,5 19,5 18,6 17,1 14,0 12,3 11,6 10,3

21,8 21,3 208 187 170 13,8 12,1 11,2 10,3

Uy3

186 186 169 159 14,6 13,3 124 120 11,3 11,01

186 169 162 141 135 12,7 12,0 11,5 1092
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Para todas las variedades, los lotes cosechados con mayor humedad presentaron
una HC de 21,6 + 0,5%. Los lotes de las variedades Uyl y Uy3 cosechados mas
secos, presentaron una HC en el rango de 18,3 + 0,3%.

La Figura 1 muestra las curvas de T, de las tres variedades estudiadas, cons-
truidas a partir de las muestras con una HC de 21,640,5%. Para la variedad Uyl,
la T, vari6 entre 45,2 °C y 49,1 °C en el rango de HG estudiado (10 - 22%). En el
mismo rango, la variacion para la variedad Uy2 fue entre 46,3 °C y 49,1 °C y para
la variedad Uy3 entre 46,7 °C y 51,4 °C. Se observa que la Tg aumenta a medida
que disminuye la HG para las tres variedades. Estos resultados son esperados ya
que el agua posee un efecto plastificante en las partes amorfas del almidon (Sabla-
ni, et al., 2009). Resultados similares se encontraron en publicaciones anteriores
donde se estudiaron muestras de almidon (Zeleznak, et al., 1987; Liu, et al., 2010)
y muestras de arroz de otras variedades (Sun, et al., 2002; Siebenmorgen, et al.,
2004).

60
55
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&)
o 45
= -0 Uyl
‘B Uy2
35| —A=Uy3. . . .
30

<)

HG (%)

Figura 1. Curvas de temperatura de transicion vitrea (T ) en funcion de la
humedad de grano (HG) de las variedades Uyl Uy2 y Uy3 cosechadas
a una humedad de 21,64+0,5%.

Aplicando ANOVA, se observa que existen diferencias significativas entre las T de las
tres variedades cosechadas a una HC de 21,640,5%, en el rango de HG de 12%Da 16%.
En la Tabla 3 se muestran estos resultados (se muestra solo el rango de HG en el que
hubo diferencias significativas) y los resultados del test de Tukey. Se observa que en el
rango de HG de 12% a 16%, la T, de la variedad Uyl siempre fue significativamente
menor que la Tg de la variedad Uy3 (para una misma HG), mientras que para la va-
riedad Uy2 en general no hubo diferencias significativas con ninguna de las otras dos
variedades (excepto para las HG de 12% y 14%).

Teniendo en cuenta las dimensiones de los granos de cada variedad (Tabla 1), po-
demos concluir que las variedades con mayor diferencia entre sus Tg (Uyl y Uy3) son

las que presentan mayor diferencia en el largo de grano.
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Tabla 3. Comparacion de las temperaturas de transicion vitrea (TL’) de las
variedades Uy1, Uy2 y Uy3 a diferentes humedades de grano (HG),
para una humedad de cosecha de 21,640.5%.
Tgm Tg,Q yTg,B son triplicados de una misma condicion.
1: p<0,05 indica diferencia significativa; 2: letras iguales indican que
no existe diferencia significativa.

HG (%) Variedad Tgu1 (°C) g ANOVA!
Uyl 44,62 46,56 46,50 A
16 Uy2 46,67 47,13 47,83 p=0,04243 AB
Uy3 47,68 48,17 47,76 B
Uyl 46,01 46,53 46,75 A
15 Uy2 46,77 47,35 47,53 p=0,00466 AB
Uy3 47,95 48,46 47,84 B
Uyl 45,61 46,67 46,36 A
14 Uy2 46,89 47,57 47,24 p=0,00213 A
Uy3 48,89 48,74 48,05 B
Uyl 46,47 47,53 45,86 A
13 Uy2 47,03 48,19 47,46 p=0,01697 AB
Uy3 49,83 49,40 48,26 B
Uyl 46,98 47,20 47,47 A
12 Uy2 48,94 48,92 48,34 p=0,00936 B
Uy3 48,69 50,56 49,28 B

Otros autores no encontraron diferencias significativas en las T, cuando compararon
una variedad de arroz de grano largo (Cypress) con una variedad de grano medio
(Bengal) (Siebenmorgen, et al., 2004; Perdon, et al., 2000). Sun y otros. (2002)
tampoco encontraron diferencias al comparar arroz de la variedad Drew (grano
largo) con arroz de la variedad Bengal (grano medio) y Cypress (grano largo).
Estas discrepancias con nuestros resultados se podrian deber a diferencias en la
composicion del almidéon de cada variedad. Hay una relacion directa entre la Tg y
el peso molecular del almidon (Perdon, et al., 2000). Por otra parte, Liu y otros.
(2010) encontraron que, a mayor contenido de amilosa en el almidén, mayor es la
T,. Considerando que las variedades Uyl y Uy3 son las que tuvieron mayores dife-
rencias en sus T , se eligieron estas para evaluar si existe un efecto de la HC en la
T,. La Figura 2 ;nuestra las curvas de T, de las variedades Uyl y Uy3 construidas
a partir de muestras con HC de 21,640,5% y 18,34:0.3%.
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Figura 2. Curvas de transicion vitrea (T,) de las variedades Uyl y Uy3
cose chadas a humedades de 21,640,5% y 18,340,5%.

Aplicando ANOVA para comparar las T, de la variedad Uyl con una HC de 21,6%
respecto a las T, de la misma variedad a una HC de 18,3%, se observa que no existen
diferencias significativas para ninguna de las HG analizadas (rango 11 — 18%). Para
la variedad Uy3 tampoco se observa una diferencia significativa de la Tg entre las
dos HC analizadas, para todo el rango de HG (datos no mostrados). Por lo tanto, se
concluye que la HC no afecta la T, para las variedades y el rango de HG estudiados.
Conocer la Tg de las diferentes variedades uruguayas de arroz tiene una aplica-
cién importante en la industria arrocera. Para que el almacenamiento del arroz sea
seguro, el mismo se seca hasta una HG de 13% o inferior. Durante un tipico proceso
de secado, la temperatura del aire puede alcanzar los 60°C, por lo que los granos pue-
den encontrarse dentro o por encima del rango de T,. Por otra parte, la humedad de
las capas més superficiales del grano puede ser més baja que la humedad del centro,
haciendo que la T de la superficie sea mas alta (Cnossen y Siebenmorgen, 2000).
Por lo tanto, los grianos pueden encontrarse en estado vitreo, cauchoso o tener zonas
en estado vitreo y zonas en estado cauchoso dentro de un mismo grano (Perdon, et
al., 2000). Esto puede generar tensiones ocasionadas por el cambio en propiedades
fisicas al pasar de un estado a otro, llevando a la fisura del grano y por lo tanto a la
disminucion del rendimiento del proceso (Cnossen y Siebenmorgen, 2000). En base a
esto, se podria pensar que resulta més conveniente secar a temperaturas por debajo
de T, Sin embargo, la difusividad es mucho mayor en el estado cauchoso, por lo que
el secado a temperaturas superiores a la Tg resulta mas rapido y eficiente (Cnossen,
et al., 2002). En la practica, ciclos de secado y tempering alternados son utilizados
para secar a una temperatura superior a la T, evitando la formacion de fisuras y
aumentando asi el rendimiento del proceso (Schluterman y Siebenmorgen, 2007).
Por lo tanto, conocer las curvas de Tg de variedades uruguayas de arroz permite
ajustar el proceso de secado para cada variedad, optimizando al mismo tiempo la

velocidad de secado y el rendimiento del arroz obtenido.
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CONCLUSIONES

Se construyeron las curvas de transicion vitrea de tres variedades uruguayas de
arroz. Las mismas mostraron diferencias significativas entre las variedades en un
rango de HG de 12% a 16%. La HC no afect¢ la T, en todo el rango estudiado.
Los resultados obtenidos pueden aplicarse para disefiar un proceso de secado
que optimice la velocidad del mismo, al tiempo que minimice la formacion de fisu-

ras, aumentando asi el rendimiento del arroz obtenido.
AGRADECIMIENTOS
Agradecemos al Laboratorio Tecnologico del Uruguay (LATU) por la financiacion.

REFERENCIAS

Cnossen, A.G. y Siebenmorgen, T.J., 2000. The glass transition temperature
concept in rice drying and tempering: effect of milling quality. En: Transactions
of the ASABE, 43(6), pp.1661-1667.

Cnossen, A.G., Siebenmorgen, T.J. y Yang, W., 2002. The glass transition
temperature concept in rice drying and tempering: effect on drying rate.
En: Transactions of the ASABE, 45(3), pp.759-766.

Cnossen, A.G., Siebenmorgen, T.J., Yang, W. y Bautista, R.C., 2001.
An application of glass transition temperature to explain rice kernel fissure
occurrence during the drying process. En: Drying Technology, 19(8), pp.1661-1682.

Jindal, V.K. y Siebenmorgen, T.J., 1987. Effects of oven drying temperature
and drying time on rough rice moisture content determination.
En: Transactions of the ASABE, 30(4), pp.1185-1192.

Kunze, O.R., Lan, Y. y Wratten, F.T., 2004. Physical and mechanical properties
of rice. En: Champagne, E.T., ed. Rice chemistry and technology.
Minnesota: AACC. pp.191-221.

Liu, P., Yu, L., Wang, X., Li, D., Chen, L. y Li, X., 2010. Glass transition
temperature of starches with different amylose/amylopectin ratios.
En: Journal of Cereal Science, 51, pp.388-391.

Perdon, A., Siebenmorgen, T.J. y Mauromoustakos, A., 2000. Glassy state
transition and rice drying: Development of a brown rice state diagram.
En: Cereal Chemistry, 77(6), pp.708-713.

Sablani, S.S., Bruno, L., Kasapis, S. y Symaladevi, R.M., 2009. Thermal
transitions of rice: development of a state diagram. En: Journal of Food
Engineering, 90, pp.110-118.

Schluterman, D.A. y Siebenmorgen, T.J., 2007. Relating rough rice moisture
content reduction and tempering duration to head rice yield reduction.
En: Transactions of the ASABE, 50(1), pp.137-142.

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (106 - 116)
REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

115



GARCIA, PONCE DE LEON, MOREIRA, BILLIRIS
EFECTO DE LA VARIEDAD Y DE LA HUMEDAD DE COSECHA... DOI: 10.26461/20.01

Siebenmorgen, T.J., Yang, W. y Sun, Z., 2004. Glass transition temperature of rice
kernels determined by dynamic mechanical thermal analysis. En: Transactions
of the ASABE, 47(3), pp.835-839.

Sun, Z., Yang, W., Siebenmorgen, T., Stelwagen, A. y Cnossen, A., 2002.
Thermomechanical transitions of rice kernels. En: Cereal Chemistry, 79(3),

Pp.349-353.

Zeleznak, K.J. y Hoseney, R.C., 1987. The glass transition in starch.
En: Cereal Chemistry, 64(2), pp.121-124.

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (106 - 116)
Tamrmm REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY 116



mzo

DOI: 10.12461/20.06

Aplicacién del Codigo de Barras
de ADN (DNA Barcoding)

para la identificacién de especies

vegetales de interés industrial

Application of DNA Barcoding for the identification
of plant species of industrial relevance

Aplicacao do Codigo de Barras DNA para a identificacao de
espécies vegetais de interesse industrial

RECIBIDO: 21/4/2020 » APROBADO: 8/6/2020 g frey@latitud.org.uy

&a REY BENTOS, FABIANA (1); CAPDEVIELLE SOSA, FABIAN (2)
(1) LATITUD, FUNDACION LATU. MONTEVIDEO, URUGUAY
(2) UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DEL URUGUAY. DURAZNO, URUGUAY

RESUMEN

El mercado de productos botanicos se incrementa a nivel mundial debido a la
preferencia de los consumidores por los productos naturales. Esto hace que sean
blanco de adulteracion, lo cual es mas comun y dificil de detectar en los derivados
industrializados. Es critico contar con procedimientos confiables que permitan su
autentificacion. En este estudio se aplicaron herramientas moleculares basadas en
ADN para la generaciéon de informacion genémica aplicada con el fin de clasificar
muestras de hierbas aromaticas y medicinales. Se aplico la estrategia del Codigo de
Barras de ADN (DNA Barcoding) utilizando muestras de tejido fresco de identidad
taxonomica conocida (referencias) y muestras industrializadas. Los resultados ob-
tenidos indican que los marcadores rbcL y matK son amplificables con los cebado-
res utilizados, obteniéndose secuencias bidireccionales de alta calidad, en el caso de
tejido fresco en el 83% de los casos para rbel y en el 63% de los casos para matK.
En las muestras industrializadas los valores fueron de 50% y 35% respectivamente.
La herramienta BOLD permitio la clasificacion de la mayor parte de las muestras.
Esta metodologia es una herramienta util y accesible que permite la clasificacion
en grupos, si bien su desempeno se ve acotado por la representaciéon de las especies
en las bases de datos.

PALABRAS CLAVE: barcodes rbcl y matK, hierbas arométicas y medicinales,

clasificacion.
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ABSTRACT

The market for botanical products is growing worldwide due to consumers preference
for natural products. This makes them targets for adulteration, which is more
common and difficult to detect in industrialized derivatives. It is critical to have
reliable procedures that allow their authentication. In this study, DNA-based
molecular tools were applied to generate applied genomic information to classify
samples of fresh and industrialized aromatic and medicinal herbs. The work was
based on the DNA Barcoding strategy using fresh tissue samples of known taxonomic
identity (references) and industrialized samples. The results obtained indicate that
the rbcL and matK markers are amplifiable with the primers used, obtaining high
quality bi-directional sequences in the case of fresh tissue in 83% of the cases for rbcL
and in 63% of the cases for matK. In the industrialized samples the values were 50%
and 35% respectively. The BOLD tool allowed the classification of most of the
samples. This methodology is a useful and accessible tool that allows the classification
in groups, although its performance is limited by the representation of the species in
the databases.

KEYWORDS: barcodes rbcL y matK, aromatic and medicinal herbs, classification.

RESUMO

O mercado dos produtos botéanicos esta em crescimento a nivel mundial, devido
a preferéncia dos consumidores por produtos naturais. Isto torna-os alvos de
adulteracao, o que é mais comum e dificil de detectar nos derivados industrializados.
E fundamental dispor de procedimentos fidveis que permitam a sua autenticacdo.
Neste estudo, foram aplicadas ferramentas moleculares baseadas no ADN para
gerar informagao gendmica aplicada para classificar amostras de ervas aromaticas
e medicinais frescas e industrializadas. O trabalho baseou-se na estratégia de
codificacao de barras de ADN utilizando amostras de tecido fresco de identidade
taxonomica conhecida (referéncias) e amostras industrializadas. Os resultados
obtidos indicam que os marcadores rbcL e matK sdo amplificiveis com os iniciadores
utilizados, obtendo sequéncias bidireccionais de alta qualidade no caso do tecido
fresco em 83% dos casos para rbeL e em 63% dos casos para matK. Nas amostras
industrializadas, os valores foram de 50% e 35%, respectivamente. A ferramenta
BOLD permitiu a classificagio da maioria das amostras. Esta metodologia é uma
ferramenta 1util e acessivel que permite a classificagio em grupos, embora o seu
desempenho seja limitado pela representagdo das espécies nas bases de dados.

PALAVRAS-CHAVE: barcodes rbcL y matK, ervas arométicas e medicinais,

classificagao.
INTRODUCCION
En las ultimas décadas, los conceptos de calidad, autenticidad y trazabilidad han

acaparado el interés de los consumidores, asi como de la industria, los productores, los

comerciantes y las agencias reguladoras. Los consumidores exigen alimentos frescos,
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sabrosos, nutritivos y seguros. Mas atn, un numero cada vez mas grande se inclina
por el consumo de alimentos funcionales que ofrecen beneficios especificos para la
salud (Opara, 2003).

En este escenario, las plantas aromaticas y medicinales han despertado gran
interés por sus propiedades y por la necesidad de la poblacion de establecer ha-
bitos de vida més saludables. Son requeridas para uso culinario, medicinal, en
perfumeria y cosmética, aromaterapia, para la elaboracion de suplementos ali-
menticios y extractos para la producciéon de nuevas drogas. Para ello se utilizan
distintas partes de la planta (semillas, frutos, raices, tallos, corteza, rizoma de
las flores) con el fin de explotar sus propiedades terapéuticas, asi como sus sa-
bores o aromas (EFSA Scientific Committee, 2009), (World Health Organization,
1999). Como consecuencia, ha aumentado la demanda y el comercio de este tipo de
plantas y sus derivados a nivel mundial. Un reporte publicado por Persistence Market
Research da cuenta de este aumento, destacando que el valor del mercado global de
suplementos botéanicos en el afio 2017 fue estimado en 40.000 millones de dolares y se
proyecta en mas de 65.000 millones de ddlares para el afio 2025 (Persistence Market
Research, 2017).

A pesar de esto, la regulacion de este tipo de productos, tanto para consumo ali-
mentario como medicinal, atn sigue siendo muy variable entre los paises (Schilter, et
al., 2003). La ausencia de una regulacién clara y compartida entre los diversos paises,
asi como la creciente demanda de productos de alta calidad derivados de este tipo de
plantas, ha conducido a un aumento en los casos de adulteracion, sustitucion y fraude
(Frigerio, et al., 2019). Segtin un estudio publicado por Ichim, un 27% de los productos
herbales que se ofrecen en el mercado global se encuentran adulterados ya sea porque
contienen sustitutos no declarados, contaminantes, especies de relleno; o bien porque
ninguna de las especies esta declarada (Ichim, 2019).

Los criterios de identidad y pureza juegan un rol preponderante en el aseguramien-
to de la calidad y reproducibilidad de los productos derivados de estas materias pri-
mas, lo cual contribuye a su seguridad y eficacia (Joshi, 2004; Coutinho Moraes, et al.,
2015). Los productos industrializados, deshidratados y en polvo son mas propicios para
las adulteraciones ya que el adulterante es méas dificil de distinguir visualmente. Para
estos fines es critico contar con procedimientos confiables que permitan la autentifica-
ciéon. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hace hincapié en la importancia de
las metodologias cualitativas y cuantitativas que permitan estandarizar los materiales
vegetales mediante su caracterizacion botéanica, composicion quimica y actividad bio-
logica (Nikam, et al., 2012). Los métodos tradicionalmente utilizados para identificar
especies en materiales botanicos se basan en la bisqueda de similitudes a nivel macros-
copico y/o microscopico con respecto a un material estandar, asi como en propiedades
fisicoquimicas de los mismos. Estas metodologias presentan limitaciones para su uso
en productos procesados en los que los caracteres morfologicos no se han preservado,
pueden ser afectadas por las condiciones de cultivo y/o recoleccion, y requieren un alto
nivel de experticia (Liu, et al., 2019; Lu, et al., 2019).

Los métodos moleculares basados en ADN permiten obtener informacion confiable
ya que la composicién genética es tinica para cada individuo y no se ve afectada por la
edad, las condiciones fisiologicas, ni los factores ambientales. Como los marcadores no
son especificos de un tejido pueden detectarse en cualquier estadio del desarrollo del
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individuo (Heubl, 2010). El codigo de barras de ADN (DNA Barcoding) fue propuesto
como una alternativa para identificar especies, basado en el uso de una pequena region
del genoma ubicada en una posicion especifica, que se encuentra presente en forma uni-
versal en todos los linajes y funciona como identificador tinico de cada especie (Hebert,
et al., 2003). Inicialmente fue disefiado para su aplicacion en animales, pero su uso
fue extendido a plantas y hongos (Kress, 2017). En animales, el sistema se basa en la
amplificacion de la region 5’ del gen de la subunidad 1 de la enzima citocromo oxidasa
(cozl), ubicado en el genoma mitocondrial. Esta region, denominada CO1, cumple
con los criterios establecidos para una region estandar (Kress y Erickson, 2007). En
plantas, la eleccion de la region a utilizar fue compleja. La baja tasa de sustitucion del
ADN mitocondrial en plantas imposibilito el uso de la region CO1, tal como sucede en
animales. En 2009, luego de que se llevaran a cabo numerosos estudios, el Consortium
for the Barcode of Life (CBOL) recomendd la combinacion de rbeL y matK como re-
giones estandar para plantas terrestres (CBOL Plant Working Group, 2009). Ambas
corresponden a porciones de genes funcionales ubicadas en el cloroplasto (Fazekas,
et al., 2008). A partir de alli varios autores han sugerido la combinacion de estos dos
marcadores con otros para mejorar la discriminacion, como el marcador nuclear ITS,
el espaciador intergénico trnH-psbA o el intron trnL del cloroplasto (Chen, et al., 2010;
Taberlet, et al., 2007; Newmaster, et al., 2007; Fazekas, et al., 2008).

En los tultimos afos se ha observado un aumento significativo en el niimero de
publicaciones referidas al uso del Codigo de Barras de ADN (DNA Barcoding) para
identificar especies vegetales de uso culinario o medicinal, y para autentificar o trazar
plantas y productos botéanicos. Este hecho es de suma importancia ya que demuestra
el interés de la comunidad cientifica por un método con estas caracteristicas (Bruni, et
al., 2010; Stoeckle, et al., 2011; De Mattia, et al., 2011; Kool, et al., 2012; Newmaster,
et al., 2013; Galimberti, et al., 2014; Vassou, et al., 2015; Frigerio, et al., 2019; Stall-
man, et al., 2019; Lu, et al., 2019; Veldman, et al., 2020). Asimismo, algunos estudios
se han enfocado en la busqueda de contaminaciones, sustituciones y uso de especies
mas economicas con la finalidad de adulterar productos botanicos (Stoeckle, et al.,
2011; Newmaster, et al., 2013).

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar y demostrar la aplicabilidad de herra-
mientas moleculares basadas en la estrategia del Codigo de Barras de ADN (DNA
Barcoding), para la clasificacion de muestras de especies vegetales -frescas y procesa-

das- de interés industrial en nuestro pafs.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las especies incluidas en este trabajo se describen en la Tabla 1. Se utilizaron tres
ejemplares de cada especie, excepto Origanum majorana y Petroselinum crispum, de
las cuales se obtuvo una sola muestra. Los ejemplares fueron proporcionados por el Ins-
tituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INTA), de su coleccion de germoplasma
vinculada al proyecto FPTA N° 137 Desarrollo del sector de las plantas medicinales y
aromdticas en Uruguay (Davies, 2004). Fueron usados como muestras de referencia por

tener identificacién taxondmica.
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Ademés, se incluyeron muestras comerciales de algunas de las especies en estudio con
el objetivo de evaluar la metodologia en muestras problema. Las mismas fueron pro-
porcionadas por el Departamento de Analisis de Productos Agropecuarios del LATU

y por una empresa del ramo (Tabla 2).

Tabla 1. Descripcion taxondmica de los materiales vegetales de referencia utilizados.

N Especie Género Familia Orden
vulgar
Ajo Allium sativum Allium Amaryllidaceae Asparagales Liliopsida
Albahaca Ocimum. sp. Ocimum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
Estragon AT Artemisia Asteraceae Asterales Magnoliopsida
dracunculus
Orégano Chrfgimais: Origanum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
vulgare
Mejorana Omg anum Origanum Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida
magjorana
Perejil Petrgselzn?Lm Petroselinum Apiaceae Apiales Magnoliopsida
crispum
Marcela blanca Achyrqc{zne Achyrocline Asteraceae Asterales Magnoliopsida
satureioides
Marc.c = Achym; g Achyrocline Asteraceae Asterales Magnoliopsida
amarilla flaccida
. Baccharis . R
Carqueja ) Baccharis Asteraceae Asterales Magnoliopsida
trimera
Cedron Aloys‘szal tirtaliglite Aloysia Verbenaceae Lamiales Magnoliopsida
(citriodora)
Tomillo Thymus vulgaris Thymus Lamiaceae Lamiales Magnoliopsida

Tabla 2. Descripcion de las muestras industrializadas comerciales analizadas.

Muestra Presenta
Albahaca Tejido vegetal deshidratado y molido
Orégano Tejido vegetal deshidratado y molido
Estragon Tejido vegetal deshidratado
Tomillo Tejido vegetal deshidratado
Perejil Tejido vegetal deshidratado y molido
Ajo Bulbos deshidratados en escamas y molidos

Tejido vegetal deshidratado y molido en cépsulas

Wisgealll {Blsiien olfanze) de 500 mg (equivalentes a 50 mg de Broccoli fresco)

Extracto de hoja de Ardndano azul en capsulas

Arandano azul (Vaccinium myrtillus) de 500 mg

Extraccion de ADN

El tejido vegetal fue congelado con nitrogeno liquido y molido en mortero. Se tomd
entre 0,5 y 1 g, se colocd en un tubo y se agregaron 600 pl de buffer de extraccién
(CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris-Cl 100 mM pH 8.0, PVP-40 2%) preca-
lentado a 60°C y 1,2 pl de B-mercaptoetanol. Las muestras se incubaron a 60°C por 30
min, mezclando de vez en cuando. Se le agregaron 600 pl de mezcla cloroformo-alcohol
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isoamilico (24:1), mezclando cuidadosamente, y se centrifugd a 10.000 rpm por 20 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se agregaron 500
ul de isopropanol frio, mezclando suavemente hasta lograr la precipitacion de los acidos
nucleicos. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min. El sobrenadante
fue descartado y el pellet fue lavado dos veces con 500 pl de etanol 70%, seguido de
una centrifugacion a 10.000 rpm por 5 min. Los pellets se dejaron secar al aire a tem-
peratura ambiente y luego fueron resuspendidos en 100 pl de agua milliQ®) estéril y
conservados en freezer a -20°C.

En el caso de algunas muestras industrializadas de origen comercial en las que se
obtuvo muy bajo rendimiento de ADN utilizando el protocolo descrito anteriormen-
te, se utilizo el kit comercial Nucleospin Food (Macherey — NagelGmbH & Co. KG,
Diiren, Germany), segtn las instrucciones del fabricante.

La evaluacion de la calidad del ADN obtenido fue realizada mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 1% (w/v), y se cuantifico en Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA).

Amplificaciéon y secuenciaciéon
Se amplificaron las regiones cloropléasticas rbcL y matK utilizando los cebadores
disefiados por Erickson y Kim respectivamente, y cuyas secuencias se describen en

la Tabla 3 (CBOL Plant Working Group, 2009).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados y tamafio esperado

del amplicon generado.

Tamarfio del

Locus Cebado Secuencia (5' - 3') T
rbcL rbcLa _F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbcL rbcLa _R GTAAAATCAAGTCCACCRCG o0
matK  3F_KIM f CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
matK  1R_KIM r ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 0

Las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un termociclador
Palm-Cycler CG1-96 (Corbett Research, Mortlake, Australia). Las condiciones de
reaccion para el marcador rbeL fueron las siguientes: se agregaron 0.5 pl de ADN
molde (200 ng en promedio) en 20 pl de mezcla de reaccion. La misma contenia
buffer 1X (Tris-HC1 10 mM pH 8,3, KC1 50 mM), MgCl, 1.0 mM, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.5 uM de cada cebador, DMSO 2%, 0.1 ug/ ul de BSA y 1.0 U de Standard
Taq Polimerasa (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA). Las condiciones
de reaccion fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por3 min; 33
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, uniéon de los cebadores a 55°C por 30
seg y extension a 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 10 min.

Para la amplificacion del marcador matK se tomaron 0.5 ul de ADN molde (200
ng en promedio) en 20 yl de mezcla de reaccion conteniendo buffer 1X (Tris-HCI 10
mM pH 8,3, KC1 50 mM), MgCl, 1.0mM, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 uM de cada
cebador, DMSO 4%, 0.4 ug/ ul de BSA y 2.0U de Standard Taq Polimerasa (New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA). Las condiciones de reaccion fueron las si-
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guientes: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 1 min; 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 seg, union de los cebadores a 52°C por 20 seg y extension a 72°C por 50
seg; y una extension final a 72°C por 5 min.

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
en buffer TAE (Tris- Acetato- EDTA) y visualizados por tincién con bromuro de etidio.

La purificacion de los productos de PCR y la secuenciacion por Sanger fueron
realizadas por Macrogen Inc. (Seoul, Korea). Se utilizé6 un secuenciador 3730x] DNA
Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, USA). Las secuencias fueron editadas y en-
sambladas usando el software Geneious v. 7.1 (http://www.geneious.com) (Kearse
et al., 2012). Se verifico la asignacion de bases y la calidad de estas. En base a esto
se recortaron los extremos, eliminando las posiciones en que no fue posible asignar
una base (N) y aquellas cuya calidad fue muy baja. Las secuencias directa y reversa
editadas, correspondientes a cada ejemplar, fueron ensambladas para dar lugar a una

secuencia consenso.

Analisis de datos

Con la secuencia consenso obtenida para cada muestra se realizo la clasificacion. Para
ello se empleo la plataforma BOLD (http://www.boldsystems.org), que utiliza toda
la biblioteca de secuencias estandar (barcode) de proyectos publicos y privados deposi-
tadas en su base de datos. En el caso de plantas, el motor de identificacion de BOLD
utiliza los marcadores rbcL y matK por defecto como herramienta para la clasificacion,
y el algoritmo BLAST en vez del algoritmo interno de BOLD. Como resultado se
obtiene una lista de las noventa y nueve coincidencias mas cercanas, pero no la proba-
bilidad de clasificacion en un taxéon. A cada coincidencia se le asigna un porcentaje de
identidad, un score y un valor E. La clasificacion mediante BOLD no puede realizarse
con ambos marcadores al mismo tiempo, es decir que se obtienen tantas asignaciones
como secuencias barcode se utilicen (Ratnasingham y Hebert, 2007; Ratnasingham y
Hebert, 2011; Boldsystems, 2019). A partir del listado de coincidencias que arroja la
herramienta de identificacion de BOLD, se definié6 como coincidencia més cercana el
espécimen con mayor porcentaje de identidad, tomando como limite de aceptacion ar-
bitrario un 99,5%. En la mayoria de los casos este correspondi6 a la secuencia con ma-
yor score. En las bisquedas en las que se obtuvieron multiples coincidencias con igual
porcentaje de identidad, se reporto el espécimen mas cercano a la especie de referencia
cuando fue posible. A su vez se registr6 la coincidencia més cercana perteneciente al
mismo género (VMCIG) y la mas cercana perteneciente a otro género (VMCDG).
Las muestras de referencia fueron utilizadas para validar la identificacion taxo-
némica. La secuencia se considerd correctamente asignada cuando la especie a la que
pertenece obtuvo el mayor score entre todos los candidatos. Se consider6é una falla en
la asignacién cuando la especie correcta obtuvo un score menor o igual a otras especies.
Para el anélisis de los datos de secuencias y especimenes, y como forma de validar
la identificacion, se utilizé la herramienta Taxon ID Tree disponible en BOLD. Esta
permite la construcciéon de dendogramas usando el algoritmo Neighbour Joining. Las
secuencias fueron alineadas con MUSCLE y para calcular las distancias se utilizo el

modelo Kimura 2 Parameter.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se evalué la aplicabilidad de la metodologia del Codigo de Barras
de ADN (DNA Barcoding) para la clasificacion de muestras de hierbas de uso me-
dicinal y de la industria alimentaria. Se utilizaron los marcadores recomendados
por el grupo de trabajo de plantas del CBOL, rbcL y matK. rbcL comprende una
region de 599 pares de bases ubicada en la region 5 del gen que codifica para la
ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCO), localizada entre las bases 1 - 599 en la
secuencia del gen en Arabidopsis thaliana. (Mondal, et al., 2013). Es sencilla de
amplificar, secuenciar y alinear en la mayoria de las plantas. A pesar de su bajo
poder de discriminacion, se la considera importante por tratarse de una region de
referencia muy usada en estudios filogenéticos que permite reconstruir relaciones
entre especimenes a nivel de familia y género (Kress y Erickson, 2007). La region
matK comprende 841 bases en el centro del gen que codifica para la enzima matu-
rasa K. Se encuentra ubicada entre las bases 205 y 1046 en la secuencia completa
del gen en el genoma plastidico de A. thaliana. Su tasa de sustitucion es tres veces
més alta que la de rbcL a nivel de nucledtidos y seis veces mayor a nivel de ami-
noécidos, lo que muestra que es un gen de rapida evolucion. A diferencia de rbcl,
matK resulta méas dificil de amplificar, particularmente en las plantas que no son
angiospermas. Pero debido a su rapida evolucion, es la mas parecida a CO1 (la
region estandar usada en animales), brindando un alto poder de discriminacion en
plantas (Vijayan, et al., 2010).

Con el protocolo de extraccién de ADN puesto a punto, se pudo extraer ADN
en cantidad considerable de todos los tejidos frescos (entre 114 y 2800 ng/pL),
siendo la muestra de Ocimum sp. de la que se obtuvo menos cantidad (114 ng/
pL). En todos casos la calidad del ADN extraido fue buena (A, .
3,2). En el caso de las muestras comerciales en las que los tejidos vegetales fueron

entre 14 y

sometidos a algtn tipo de procesamiento (deshidratacion, molienda, extraccion), el
rendimiento fue bueno (entre 40 y 2300 ng/pL) y también la calidad (A, ., entre
1,4 y 2,3), excepto para las muestras de arandano en capsulas y ajo en escamas.
En estos dos casos se volvio a extraer el ADN usando un kit comercial basado en
el uso de sales caotropicas, agentes desnaturalizantes y detergentes en el buffer de
lisis, y la adsorcion del ADN a una membrana de silica, lo que permitié la remocion
de impurezas mediante lavados de la membrana con buffer. Con este procedimiento
se logro mejorar el rendimiento en ambas muestras y la pureza del ADN extraido
del ajo en escamas, pero no del proveniente del ardndano, lo cual tiene sentido por
la alta concentracion de polifenoles que contienen los ejemplares de esta especie en
sus hojas y frutos.

Con respecto a la amplificacion de la region rbeL, con el protocolo puesto a
punto se analizaron 29 muestras de referencia (tejido fresco) pertenecientes a las
familias Amaryllidaceae, Apiaceae, Astereaceae, Lamiaceae, Verbenaceae. En to-
dos los casos se obtuvieron productos de amplificaciéon del tamaifo esperado. Fue-
ron analizadas 9 muestras industrializadas de origen comercial de perejil, tomillo,
albahaca, estragon, orégano, ajo en escamas, ajo molido, brocoli y arandano en

las presentaciones que se detallan en la Tabla 2. En todos los casos se obtuvieron
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productos de amplificacion, excepto a partir de la muestra de arandano que no am-
plificé. Este hecho era de esperar ya que en la extraccién se obtuvo poco ADN y de
baja pureza. De acuerdo con los resultados obtenidos podemos corroborar que los
cebadores rbcLa_ fy rbecLa_ rev funcionan adecuadamente en nuestras condiciones
de trabajo y para las especies estudiadas.

En cuanto a la secuenciacion de los productos de amplificacion de rbel, se ob-
tuvieron secuencias de buena calidad en el 83% de las muestras de referencia. El
largo promedio de las secuencias fue de 575 bases, siendo muy similar en todas las
especies analizadas. En el caso de las muestras comerciales industrializadas, el 50%
de las secuencias obtenidas fueron de calidad aceptable. Las muestras de albahaca
y estragén debieron ser amplificadas y secuenciadas en una segunda instancia, con
lo que se logré mejorar la calidad.

Los resultados obtenidos para la region rbcL avalan las conclusiones del es-
tudio realizado por el grupo de plantas del CBOL en las especies estudiadas en
este trabajo. Este locus es facilmente amplificable con los cebadores disponibles,
lo que confirma su universalidad, y las secuencias generadas son de buena calidad
en general, requiriendo poca edicién manual (CBOL Plant Working Group, 2009).

Con el protocolo puesto a punto para la amplificacion de la region matK se
analizaron 29 muestras de referencia pertenecientes a las familias Amaryllidaceae,
Apiaceae, Astereaceae, Lamiaceae, Verbenaceae. En el 86% de los casos se obtu-
vieron productos de amplificacion del tamafio esperado. La amplificacion fallo en
las especies Origanum majorana, Origanum vulgare y Ocimum pertenecientes a
la familia de las Lamiaceas. En estos casos se repitio la amplificacion partiendo
de la mitad de la concentracion de ADN (100 ng), obteniéndose amplicones del
tamaifio esperado. Al amplificar el ADN de las muestras comerciales no se obtuvie-
ron productos de amplificaciéon para la muestra de ardndano. Con las muestras de
albahaca y orégano fue necesaria una segunda amplificacion.

Las secuencias matK obtenidas para las muestras de referencia fueron de me-
diana y baja calidad en el 37% de los casos. En todas las secuencias se observo
una pérdida de resolucion alrededor de las 500 bases. El largo promedio fue de 793
bases, observandose mucha variaciéon en la longitud de las secuencias entre mues-
tras. A partir de los tres amplicones originados de las tres muestras de Ocimum sp,
se obtuvieron secuencias para dos muestras, las cuales debieron ser amplificadas y
secuenciadas nuevamente para mejorar la intensidad de senal y calidad de las secuen-
cias. Esta situacion se repitié con las secuencias de una muestra de Thymus vulgaris
y la de Petroselinum crispum. A partir del fragmento amplificado de una de las
muestras de Origanum vulgare no se obtuvo secuencia. Las secuencias obtenidas
en el 35% de las muestras comerciales fueron de calidad aceptable. El amplicon
obtenido a partir de la muestra de albahaca fue secuenciado nuevamente, pero no
se logré mejorar la calidad del resultado.

Varios autores han reportado dificultades en la amplificacion y la obtencion de
secuencias bidireccionales de buena calidad de la region matK en distintas especies
(Fazekas, et al., 2008; Kressy Erickson, 2007; Hollingsworth, et al., 2011; Theodoridis,
et al., 2012). Este hecho fue corroborado en el estudio, observandose dificultades

para la amplificacion y secuenciacion de esta region, tanto en las muestras de teji-
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do fresco como en las procesadas. A pesar de ello, matK sigue siendo considerada
como region de referencia junto a rbeL por el CBOL Plant Group, debido a que es
una de las regiones codificantes del genoma plastidico que evoluciona més rapida-
mente, lo que le da un gran poder de discriminacion entre especies (CBOL Plant
Working Group, 2009; Hollingsworth, et al., 2011).

Por otra parte, las dificultades encontradas con la amplificacion y secuenciacion
de rbcL y matK, sobre todo en muestras comerciales, podria resolverse utilizando
la estrategia del mini-barcoding. Se basa en la amplificacion de fragmentos mas
pequenos (<200 pb), lo cual resolveria los inconvenientes que se presentan en los
productos boténicos industrializados en los que la estructura del ADN puede estar
alterada debido al procesamiento de los tejidos vegetales (Gao, et al., 2019).

Con las secuencias bidireccionales obtenidas y editadas manualmente, se generd
una secuencia consenso para cada muestra y cada locus. Con ellas se llevo a cabo
la identificacion en la base de datos de Barcode of Life (BOLD) de cada marcador
por separado, ya que el motor de identificacion de BOLD no esta disefiado para
utilizar ambos marcadores en la misma instancia, pese a que se recomienda el uso
de dos loci para plantas. Se reporté la coincidencia méas cercana, el/los vecinos mas
cercanos de igual género (VMCIG), y el/los vecinos més cercanos pertenecientes
a otros géneros (VMCDG), clasificados segin su score y porcentaje de identidad
con la secuencia problema. El criterio utilizado para considerar que la secuencia
correspondiente a la muestra de referencia fuera correctamente asignada a la espe-
cie a la que pertenece, fue que la misma obtuviera el mayor score entre las noventa
y nueve coincidencias reportadas por la base de datos. Se consider6 una falla en
la asignacion cuando la especie correcta obtuvo un score menor o igual al de las
otras especies. En los casos en que la diferencia entre los scores no era significativa
(menor o igual a 2), se tom6 en cuenta el porcentaje de identidad para reforzar
el criterio. Por ultimo, se informé la especie/género asignado de acuerdo con los
datos obtenidos. En las Tablas 4 y 5 se reportan los resultados obtenidos a partir
de las muestras utilizadas como referencia. Se unificaron los resultados de las tres
muestras analizadas de cada especie para que fuera més sencilla la interpretacion
de las tablas.

En las Tablas 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos de la comparacion en
BOLD de las secuencias obtenidas para las muestras comerciales para ambos mar-
cadores. En este caso se analizaron los resultados de la identificaciéon con el mismo
criterio que para las muestras de referencia, pero en las comerciales no se corroboro
la especie declarada por el fabricante mediante una identificaciéon taxonoémica. Por
este motivo, con la identificacion obtenida mediante la comparacion de secuencias
en BOLD, corroboramos si la misma coincidia o no con la especie declarada por
el fabricante.

De los 29 haplotipos rbcL obtenidos para las muestras de referencia, 12 pudie-
ron asignarse correctamente a nivel de especie, 10 a nivel de género y 7 a nivel de
familia. Esto representa un 41,4% de asignacion correcta a nivel de especie.

De los 27 haplotipos matK obtenidos para las muestras de referencia, 14 pudieron
asignarse correctamente a nivel de especie, 4 a nivel de género y 9 a nivel de fami-

lia. Esto representa un 51,9 9% de asignacion correcta a nivel de especie. En la Fi-
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gura 1 se pueden observar los porcentajes de acierto en la identificacion por region,

tanto a nivel de especie, género o aquellos ejemplares que no pudieron identificarse.

Tabla 4. Clasificacion de muestras de referencia mediante BOLD usando
secuencias del locus rbeL (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG:
vecino més cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de
distinto género, *: no se encontraron vecinos mas cercanos de distinto

género, **: no se pudo asignar especie ni género).

Especie
de la
muestra

Mejor

0; =
VMCIG VMCDG %  Asig-

coincidencia nacién

All.zum Allium sativum, 100 | Alliwm ursinum  99.6 * * A
sativum sativum
Plectranthus barbatus
/Coleus blumei
Ocimum, /Solenostemon
Ocimum tenuiflorum Ocimum scutellarioides
s /O.americanum 100 sanctum 100 | /Anisochilus carnosus ~ 99.6 | Ocimum
7 /O.kilimandscharicum /O.tenuiflorum /Ortosiphon stamineus
/Ocimum sp. /Clerodendrathus
spicatus
/Plectranthus mollis
Bocchuns Baccharis trimera 100 Bocciupd 99.8 Sl 99.6 &
trimera trinervis novae-angliae trimera
Lippia
Aloysia . stoechadifolia Acantholippia A.
triphylla LU e 0y /L. myriocephala e seriphioides S citrodora
/L. stochadifolia
Artemisia annua
Artemisia /A frigida )
dracuncu- | Artemisia dracunculus = 99.9 | /A.lavandulifolia = 99.8 | . Chrysanthemym 99.6 Arte.zmz-
o indicum,/C. morifolum sia
lus L /A.gmelinii
/A.scoparia
Helichrysum
Crptlen isen
satureioi- Gnaphalium 99.8 4 ) 99.5 yehr 99.8 *
des /G.norvegicum populifolivm
/G.supinum /H.kraussii
/Metalasia densa
. . Annaphilis
Achym'c line Gnaphalium 99.8 Gngg ST 99.2 margaritacea/ 99.4 *k
flaccida uliginosum )
Antennaria neglecta
Omganum Origanum majorana 100 ety 100 Ocimum sp 100 H
majorana vulgare
Origanum . Origanum . .
Origanum vulgare 100 ’ 100 Ocimum sp 100
vulgare majorana
Petro- . .
selinum Petroselinum crispum 100 Petroselinum 99.0 SaThD SIS/ 98.8 ,P'
) segetum Anethum graveolens crispum
crispum
Thymus ’ . Thymus Bystropogon origanifo- T.
vulgaris HTGT0 R Ge 1L quinquecostatus L26 lius/Mentha spicata Lo vulgaris
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Tabla 5. Clasificacion de muestras de referencia mediante BOLD usando

Especie

secuencias del locus matK (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG:

vecino més cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de

distinto género, *: no se encontraron vecinos més cercanos de distinto

género, **:

no se pudo asignar especie ni género).

de la Mejor VMCIG VMCDG LG
muestra coincidencia cién
. : A. vineale .
sﬁiﬁ%& sﬁiﬁ%ﬁl 100 / A. scorodoprasum 99.1 Mesua ferrea 96.1 sﬁiiﬁzﬁ:ﬁn
/ A.ampeloprasum
Ocimum O.citrodorum
s Ocimum sp. 100 | /O. kilimandscharicum  99.7 Mentha spicata 99.7 | Ocimum
P- /0. basilicum
q g Oclemena nemoralis g
Bt%%g;zs Bt%;f;z's 100 Baccharis trinervis 99.5 /Aster umbellatus 99.6 ngﬁ?ggs
/ A. ontarionis
tﬁ%ﬁ;}fa C‘%f:}ggga 100 Lippia stoechadifolia 97.2 Lantana camara 97.5 C’gf;%‘?gﬂ
A.frigida/A.alaskana
/A.rupestris/A.

. norvegica Chrysanthemum -
A’T'tf’z/mzs”m Artemisia /A.borealis/A.capillaris indicum An%e?zl@m
dracuncu- d I 100 Al ' 99.3 C dulifoli 99,1 dracun-

lus L racunculus /A.glomerata /C. lavandulifoliu culus
/A.hyperborea J/Ajnia gracilis
JA.campestris /A.
biennis
Achyrocline . .
satureioi- Gnaphalium 100 o Helzcgwsung/Metqlasm 100 L
des ensa,/Senecio
) . Helichrysum petiolare/
Achyroch: Gnaphalium 100 Graphalimy 99.2 Metalasia densa/ 100 wx
ne flaccida luteoalbum S :
enecio
Origanum Origanum ] Thymus vulgaris/ ok
majorana magjorana 100 Origanum vulgare 100 T. caespitus 99.6
Origanum sp.
/O.magorana
Origanum Origanum 99.9 /O.microphyllum 99.2 Thymus vulgaris/ 99.6 Origanum
vulgare vulgare : /O.dayi /O.elongatum : T.caespitus . vulgare
/O.rotundifolium
/O.dictamnus
etz Petroselinum Petrose-
selinum cms um 100 | Petroselinum segetum | 100 Apium graveolens 99.4 lmum
crispum P
T.striatus/T.spinu-
losus
/T.polytrichus
T.longicaulis .
Thymus Thymus / Origanum sp./ Thymus
vulgaris vulgaris o / '/I‘Tszg)l};ltlllgn T O.vulgare/O.onites L vulgaris
/T.spinulosus
/T .sipyleus/T.pule-
gioides

Estos resultados concuerdan con lo expuesto por varios autores con respecto al

poder discriminatorio de rbcL con respecto a matK. rbcL es un marcador muy

utilizado en estudios filogenéticos de plantas por su robustez para ubicar un

espécimen no identificado en la familia, el género y en algunos casos la especie a

la que pertenece. Su poder discriminatorio es menor, especialmente en aquellos

géneros ricos en especies como ocurre en angiospermas (Kress y Erickson, 2007) y
(CBOL Plant Working Group, 2009).
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Porcentaje de acierto en la identificacién por region

Sin identificacion

Género

matk

Especie

Sin identificacion

Género 34,5

Marcador utilizado y nivel de identificacion
rbel

Especie 41.4

)

0 20 40 60 80 100

Porcentaje de acierto

Figura 1. Porcentaje de acierto en la identificacion de las muestras

de referencia utilizando rbcL o matk

El mismo procedimiento fue realizado con las muestras comerciales. Los resul-
tados obtenidos se presentan en las Tablas 6 y 7. Como puede observarse, con
ambos marcadores la mejor coincidencia para la muestra de ajo molido corres-
ponde a la especie declarada por el fabricante. Lo mismo sucedi6 con el ajo
en escamas con el marcador matK. La muestra de estragén no pudo asignarse
correctamente usando el marcador rbcL, pero con matK la asignacion coincidio
con la especie declarada. Con la muestra de perejil la situacion fue la inversa,
rbeL fue més eficiente para permitir la asignacion que matK. El brocoli en cap-
sulas pudo asignarse correctamente a nivel de género, pero no de especie. Tanto
la albahaca como el orégano no pudieron diferenciarse de otras especies perte-

necientes a la familia de las Lamiaceas mediante el uso de estos marcadores.

Tabla 6. Clasificacion de muestras comerciales mediante BOLD usando secuencias
del marcador rbeL (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG: vecino méas

cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de distinto género).

9 q ) Especie/
Especie Mejor % y ) % L SPECIS)
declarada coincidencia ID VMCIG VMCDG D Género as
nado
Ajo Allium Allium . o .
molido sativum 98.5 e — 98.5 | Ocimum basilicum  97.8 Allium
Ocimum kilimagcclleﬁ(%m/ (0] Crsiirin No se puede
Albahaca basiliéum 99.5 /aﬂiericr/mu/r‘n /0 © 1995 magorana,/ 99.5 | asignar especie
A ’ Mentha sp ni género
Artemisia Tanacetum
Artemisia vulgaris/ atkinsonii/ No se puede
Estragon dracunculus 298 A.absinthiu/ 99.8 | Jacobaea gibbosa/ | 99.8 | asignar especie
A.annua/ Hulteniela ni género
A.campestris integrifolia
Oricanum 722%?353} Satureja vulgaris/ No se puede
Orégano vu% are 99.0 O.oni te?s 0 il 99.0 Pycnanthemum 99.0 | asignar especie
& m /0. dic ‘o Jrlllus verticillatum ni género
bA?mi y
g ] seubertianum,
Perejil Petroselinum. g9 Petmsilmum 98.8 A.trifoliatum/ 99.5 | P. crispum
crispum segetum A.magus
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Tabla 7. Clasificacion de muestras comerciales mediante BOLD usando secuencias
del marcador matK (%ID: porcentaje de identidad, VMCIG: vecino mas

cercano de igual género, VMCDG: vecino mas cercano de distinto géne-

ro, *: no se encontr6 mejor coincidencia).

Muestra . M.eJ or | VMCIG VMCDG | ESPC(EIQ/GCI‘ICI‘O
oincidencia | asignado
. . Allium . . .
Ajo molido . 99.6 Allium scorodoprasum 99.3 Mesua ferrea 96.1 | Allium sativum
Ao en Allium Allium vineale
! . 99.4 / A.s corodoprasum 98.8 Mesua ferrea 95.7 | Allium sativum
escamas sativum
/A.ampeloprasum
No se puede
Albahaca * * Amaranthus 98.8 | asignar especie
ni género
. Brassica ) Raphanus .
Broccoli 100 Brassica napus/B.rapa 100 . 99.3 Brassica
oleracea raphanistrum
Estragon | Aremisia g9 Artemisia annia gg5 | Hulteniclla g o | Artemisia
dracunculus / A.kruhsiana integrifolia dracunculus
Perejil Petrqselznum 99.6 Petroselinum segetum 99.6 Apium 99.2 Petroselinum
crispum graveolens

Las secuencias obtenidas para las muestras de referencia y las comerciales fueron
utilizadas para construir un dendograma basado en el algoritmo Neighbor Joining
y el modelo de calculo de distancias Kimura 2 Parameter, para cada marcador

(Figuras 2 y 3). Esta herramienta se utilizé como forma de validar el agrupamiento

de las muestras en conjuntos o clusters a partir de sus secuencias barcode.
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1%
| Liliaceae|Allium sativum 1

Liliaceae| Allium sativum 2

Amaryllidaceae|Ajo molido
Amaryllidaceae|Ajo escamas

| Petroselinum|Petroselinum sativum 1

Apiaceae|Perejil rbeL

Baccharis trimera|Baccharis trimera 2
Baccharis trimera|Baccharis trimera 1

Baccharis trimera|Baccharis trimera 3

Gnephosis|Achyrocline satureioides 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 2
Asteraceae| Achyrocline flaccida 3

Asteraceae|Achyrocline flaccida 1

Gnaphalium|Achyrocline satureioides 3

Gnaphalium|Achyrocline satureioides 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 3

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 1

Origanum vulgare|Origanum vulgare 2

Origanum vulgare|Origanum vulgare 1
Origanum vulgare|Origanum vulgare 3
Origanum majorana|Origanum majorana 2
Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 1

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 2

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 3

Ocimum sp.|Ocimum 1

Ocimum sp.|Ocimum 2

Ocimum sp.|Ocimum 3
Lamiaceae| Albahaca
Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 2

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 3

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 1

Figura 2. Dendograma en el algoritmo Neighbor Joining y el modelo de calculo
de distancias Kimura 2 Parameter construido a partir de las secuencias
rbeL de las muestras de referencia y comerciales. Los circulos rojos sena-

lan la ubicaciéon de las muestras comerciales en el cluster correspondiente.

Las secuencias rbcL se agruparon correctamente por género (Figura 2). En aquellos
géneros donde se analiz6 mas de una especie, como Achyrocline y Origanum, las dis-
tintas especies fueron agrupadas en el mismo cluster. Las secuencias correspondientes
a las muestras comerciales coincidieron con los clusters de las especies declaradas en
cada caso.
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5%

{_ Amaryllidaceae|Ajo molido

Liliaceae|Allium sativum 1

Liliaceae|Allium sativum 3

Liliaceae|Allium sativum 2

Amaryllidaceae|Ajo escamas

| Petroselinum|Petroselinum sativam 1

Apiaceae|Perejil rbeL

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 2

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 3

Aloysia citrodora|Aloysia citriodora 1
Ocimum sp.|Ocimum 1
'Ocimum sp.|Ocimum 3

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 2

Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 3
Thymus vulgaris| Thymus vulgaris 1

Origanum vulgare|Origanum vulgare 3

Origanum majorana|Origanum majorana 2

Origanum vulgare|Origanum vulgare 2
Lamiaceae|Oregano

Gnephosis|Achyrocline satureioides 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 1

Asteraceae|Achyrocline flaccida 3
Asteraceae|Achyrocline flaccida 2
Gnaphalium|Achyrocline satureioides 2
Gnaphalium|Achyrocline satureioides 3

Baccharis trimera|Baccharis trimera 1

Baccharis trimera|Baccharis trimera 2

Baccharis trimera|Baccharis trimera 3

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 2

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 1

Artemisia dracunculus|Artemisia dracunculus 3

Figura 3. Dendograma basado en el algoritmo Neighbor Joining y el modelo
de célculo de distancias Kimura 2 Parameter construido a partir de las
secuencias matK de las muestras de referencia y comerciales. Los circu-
los rojos sefialan la ubicacion de las muestras comerciales en el cluster

correspondiente.

Las secuencias matK de las muestras de referencia se agruparon de la misma forma

que fue descripta para las secuencias rbcL (Figura 3). Las secuencias fueron agru-
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padas en clusters separados por género, excepto las correspondientes a Origanum
y Thymus que comparten el mismo cluster. Las secuencias correspondientes a las
muestras comerciales fueron agrupadas en los clusters correspondientes a las espe-
cies declaradas.

Estos resultados son concordantes con los presentados en las Tablas 4 y 5, es
decir que la asignacion a la especie correcta en las muestras analizadas es relati-
vamente baja, y que la discriminaciéon de muestras pertenecientes a especies muy
cercanas no fue lograda.

Fazekas y colaboradores (2009) reportaron que la habilidad de las regiones barcode
para discriminar entre especies es menor en plantas que en animales, lo cual estaria
asociado al hecho de que los limites entre especies son mas difusos en las primeras.
Esto se debe a fenomenos que ocurren en plantas, como la reproduccion asexual,
poliploidia e hibridacién. En estudios realizados encontraron que las especies mo-
nofilicas bien soportadas son menos comunes en plantas, y que la brecha entre
distancias genéticas intra e interespecificas es menos pronunciada que en animales.
Como resultado de estos hechos, discriminar entre especies de plantas usando barcodes
simples o multilocus a partir del genoma plastidico sigue siendo un desafio (Faze-
kas, et al., 2009).

Segun Hollingsworth y otros (2011), para que el Codigo de Barras de ADN
funcione correctamente en plantas se requiere que haya transcurrido suficiente
tiempo desde la especiacion, a fin de que las mutaciones o la deriva conduzcan a
un grupo de caracteres que agrupen a individuos pertenecientes a la misma especie.
En clados en los que la especiacion es muy reciente o las tasas de mutaciones son
muy bajas, es muy probable que las secuencias barcode se compartan entre especies
relacionadas.Un ejemplo de esta situacion se da en el género Origanum. En nuestro
estudio lo incluimos por la importancia de sus especies en el uso culinario, cosmé-
tico y medicinal, y con el objetivo de diferenciar entre dos especies muy cercanas:
Origanum vulgare y Origanum magjorana. Los resultados que obtuvimos concuer-
dan con las conclusiones de un trabajo realizado por De Mattia y otros (2011).
Este es un género que muestra una gran promiscuidad genética. En general, se dan
eventos de hibridacién entre distintas especies, por lo que la diversidad genética in-
traespecifica es mayor que la interespecifica, lo que hace que el enfoque del barcoding
no sea aplicable ya que no permite discriminar entre ambas especies (De Mattia,
et al., 2011). Thymus es otro género en el que las diferencias entre taxones muy
relacionados se limitan a pocos caracteres, lo que hace que sean dificiles de asignar
a una especie (Galimberti, et al., 2014; Federici, et al., 2015).

CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se busco demostrar la factibilidad de aplicacion de técnicas
moleculares basadas en ADN conformes con la estrategia del Codigo de Barras de
ADN para la clasificacion de muestras de especias y hierbas medicinales, frescas e
industrializadas.

De acuerdo con lo que se habia planteado, se puso a punto la extraccion de

ADN de este tipo de muestras, asi como la amplificacion y secuenciacion de regio-
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nes barcode propuestas por el grupo de trabajo de plantas del Consortium for the
Barcode of Life, rbcL y matK.

Se utilizo la plataforma Barcode of Life Data Systems (BOLD) para validar
la clasificacion de muestras de referencia de especies conocidas y ubicar muestras
problema en grupos de referencia. Se observo que la clasificacion de muestras des-
conocidas es mas dificil de lo esperado, especialmente si las muestras de referencia
corresponden a poblaciones distintas que las muestras problema.

Una de las principales limitantes es la cobertura a nivel taxonémico de las bases
de datos de referencia. Para que esta metodologia sea factible de aplicar a nivel in-
dustrial, resulta fundamental la existencia de una base de datos global curada que
contenga una gran cantidad de secuencias barcode de referencia pertenecientes a
distintas poblaciones de las mismas especies. Esto aseguraria una representacion de
la variabilidad genética dentro de cada especie, haciendo posible la diferenciacion

de muestras pertenecientes a especies cercanas.
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RESUMEN

Las carreteras constituyen una amenaza para la biodiversidad y causan impactos
negativos como fragmentaciéon de habitats y atropellos. En el afio 2015, la ONG
ECOBIO Uruguay comenzo a trabajar en la temética con el fin de implementar me-
didas de mitigacion. El objetivo de este trabajo fue describir y analizar los atropellos
de medianos y grandes mamiferos en la Region Este de Uruguay y su relacion con
los atributos del paisaje. Partiendo de que la dinamica de los atropellos esta influen-
ciada en su mayorfa por factores antrépicos, el transito es la variable explicativa més
significativa. Se utilizaron algoritmos de aprendizaje automatico (Random Forest)
para modelar los atropellos de la region, caracterizada por la alta heterogeneidad de
ecosistemas, la importante biodiversidad y varias areas protegidas. Se analizaron 976
casos de atropellos, de 17 especies, que se distribuyeron de manera heterogénea. Los
modelos para todas las especies presentaron una capacidad predictiva de mas del
60% de acierto, y de un 80% para los modelos por especie. La ruta con mayor pro-
babilidad de atropello fue la 9. Si bien las variables mas importantes fueron similares
en todos los modelos, las tres que los explicaron mejor fueron: el tréansito promedio
diario anual, la distancia a caminos y la distancia a centros urbanos. Este trabajo es
de los primeros estudios a nivel nacional que cuantifican formalmente el fenémeno, y
sugiere que lo conveniente es analizar las especies por separado para evaluar posibles
respuestas diferenciales que imposibiliten hallar patrones generales.

PALABRAS CLAVE: ecologia de carreteras, impacto sobre fauna,

modelizacion.
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ABSTRACT

Roads constitute a threat to biodiversity, causing negative impacts such as
fragmentation of habitats and run overs. In 2015, the NGO ECOBIO Uruguay
began working on the subject in order to implement mitigation measures. The
purpose of this research is to analyze medium and large-sized mammals’ run
over in Uruguay’s Eastern region and its relationship with landscape attributes.
Taking off the dynamic of run overs, this is frequently influenced by anthropic
cases, traffic is the most prominent variable over this. Machine learning algorithms
(Random Forest) and QGIS and R programs were used to model the run overs of
the region, that is characterized by having heterogeneous ecosystems, important
biodiversity and several protected areas. 976 cases of run overs were analyzed,
from 17 species, that were distributed heterogeneously. The models analyzed by
species had a predictive ability of 80% success, while when working with all species as
a whole 60%. The route with the highest probability run overs was ‘Route 9’. Although
the most important variables were similar in all the models, the three that better
illustrated the prediction models were: annual average daily traffic, the distance to
backroads and distance to populated roads, this three illustrates better the predictions
models. This work is one of the first studies at a national level which formally quantifies
the phenomenon and suggests analyzing the species separately to evaluate possible
differential responses that make it impossible to find general patterns.

KEY WORDS: ecology of roads, impact on fauna, modeling.
RESUMO

As rodovias s@o uma ameaga a biodiversidade, causando impacto negativo como
fragmentagao de habitats e atropelamentos. No ano 2015, a ONG ECOBIO Uruguai
comegou a trabalhar no tema a fim de implementar medidas de mitigacdo. O
objetivo deste trabalho era descrever e analisar o atropelamento de mamiferos médios
e grandes da regido leste do uruguai e sua relagdo com os atributos da paisagem.
Partindo de que a dindmica dos atrpelhamentos ¢é influenciada principalmente pelos
fatores antrépicos, o trafego é a variavel explicativa mais significativa. Algoritmos
de aprendizado automaticos foram utilizados (Random Forest) e os programas
QGIS e R para modelar os atropelamentos da regidao, a qual e caracterizada por
tem heterogeneidade de ecossistemas, a importante biodiversidade e vérias areas
protegidas. 976 casos de atropelamentos foram analisados, de 17 espécies, que foram
distribuidas heterogeneamente. Os modelos tinham uma capacidade preditiva de mais
de 60% de previsoes certas, e 80% para modelos por espécie. A rodoviaria com mais
probabilidade de atropelamento foi a 9. Sim bem as variaveis mais importantes foram
semelhantes em todos os modelos, as trés que os explicaram melhor foram: média
trafego diario anual, distancia das estradas e distancia dos centros urbanos, sdo as
trés que melhor explicaram os modelos. Este trabalho é dos primeiros estudos a nivel
nacional que quantificam formalmente o fenémeno, que sugere que o conveniente é
analisar as espécies separadamente para avaliar possiveis respostas diferenciais que
tornasem impossivel encontrar padroes gerais

PALAVRAS-CHAVE: ecologia de estradas, impacto na fauna, modelage.
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INTRODUCCION

Las actividades humanas han causado una crisis ambiental a escala mundial, la cual
tiene entre sus consecuencias méas severas la pérdida de la biodiversidad (Ceballos,
et al., 2010). La fragmentacion o pérdida de héabitat, y la falta de conectividad son
los impactos que generan mayor pérdida de biodiversidad (Torres, et al., 2003).
Una de las actividades antropicas que genera fragmentacion de hébitats es la
construccion de carreteras y vias ferroviarias. Estas estructuras presentan diversos
beneficios para los seres humanos: principalmente generan conexion entre las per-
sonas y las ciudades, permitiendo el movimiento de individuos y bienes (D’Amico,
2015). Los impactos generados por las carreteras pueden ser directos: atropellos,
fragmentacion y/o pérdida de habitat, modificaciones en la capacidad de disper-
sion de plantas nativas o establecimiento de especies exdticas invasoras en los
bordes de las carreteras. Y también pueden ser indirectos, como los cambios en la
hidrologia y la geomorfologia (Puc-Sénchez, et al., 2013), entre otros. El atropello
de fauna es el impacto directo mas facil de reconocer porque en las carreteras se
observan los cuerpos de los animales atropellados (Torres, et al., 2003). El aumen-
to de la mortalidad es la principal consecuencia del atropellamiento que afecta a
las poblaciones de las especies involucradas, y es méas relevante en aquellas que se
encuentran amenazadas o son vulnerables. La importancia relativa del impacto
depende del tamaifio de la poblaciéon y de la capacidad reproductiva de la especie
(Taylor y Goldingay, 2004). Los mamiferos terrestres son los vertebrados mas vul-
nerables al impacto de estas infraestructuras ya que presentan una baja densidad
poblacional y/o tienen un area de accion muy amplia, lo cual lleva a que deban
desplazarse a grandes distancias, aumentando la probabilidad de ser afectados en
las carreteras (Barri, 2010). Estos efectos estan subestimados, pues en algunos ca-
sos se dificulta reconocer la especie atropellada (Torres, et al., 2003). Los estudios
de los impactos de las carreteras sobre la biodiversidad se llevan a cabo desde hace
varias décadas en el hemisferio norte (Cupul, 2002; Grilo, et al., 2009; Arroyave, et
al., 2006). De estos trabajos surge que el indice de atropellamiento y su frecuencia
estan relacionados con diversos factores, tales como el flujo vehicular, la velocidad,
la anchura de la via, el comportamiento de las especies y la cobertura vegetal. Esto
ha permitido un avance importante en la tematica y en la generacion de estrategias
de mitigacion (Seiler, et al., 2006; Ford y Fahrig, 2007; Grilo, et al., 2009; Bow-
man, et al., 2010; D’Amico, 2015). En las ultimas décadas, la cantidad de estudios
sobre los impactos de las carreteras ha aumentado considerablemente, lo que lleva
al surgimiento de una disciplina llamada Ecologia de Rutas (D’Amico, 2015). Se
ha demostrado que los patrones paisajisticos deben ser considerados a la hora de
evaluar la distribucion espacial de los atropellos, puesto que permiten identificar
ambientes o zonas con elevadas tasas de siniestralidad. Diversos grupos faunisticos
se encuentran ligados con cierta especificidad a determinados ecosistemas o usos
de suelo adyacentes (Colino, 2011). La caracterizacion de patrones paisajisticos
espaciales utilizando variables agrupadas es un método eficaz y se utiliza de for-
ma rutinaria en trabajos de distribucion de especies (Benito 2007; Mateo, 2011).

Este método esta poco explorado en cuanto a la modelizacion de atropellos
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de mamiferos. Analizar las variables que determinan la prevalencia de atropellos
en ruta se torna crucial para analizar la dindmica de las especies vulnerables, y
plantear eficientes medidas de gestion y mitigacion (Colino, 2011). Es necesaria la
utilizacion de métodos basados en técnicas de modelizacion que sean eficaces para
el entendimiento del impacto de las infraestructuras (Colino, 2011). Es importante
para una correcta mitigacion conocer cudles son las zonas vulnerables en las rutas,
que se definen como aquellas que tienen mayor probabilidad de que ocurra un
atropello (Carvajal-Alfaro, 2010).

Los métodos estadisticos lineales, como los modelos lineales generalizados
(GLM), pueden ser inadecuados para describir estos patrones y relaciones ya que
generalmente no cumplen los supuestos entre los patrones y las relaciones que
imponen los GLM. Es por esto que en general no se pueden expresar mediante
ecuaciones lineales simples. En este sentido, algoritmos que no presentan estos su-
puestos restrictivos y pueden capturar la fuerte no linealidad de los datos aparecen
como una opcion util (De’ath, et al., 2000). En los tltimos afios, los ecologos han
utilizado ampliamente los arboles de clasificacion y los bosques aleatorios (Random
Forest) debido a su interpretacion simple y su capacidad para caracterizar interac-
ciones complejas (Breiman, et al., 1984; Hastie, et al., 2001; Prasad, et al., 2006).
Random Forest ha sido ampliamente utilizado en campos tan diversos como la
teledeteccion (Guhimre, et al., 2010), la genética (Cutler y Stevens, 2006), la eco-
logia (Cutler, et al., 2007), la edafologia (Schmidt, et al., 2008) y la hidrogeologia
(Baudron, et al., 2013). Estos modelos permiten describir y predecir los atropellos
en zonas donde no se han realizado relevamientos. En la actualidad existen pocos
trabajos de modelizacion de atropellos, més atin en Uruguay, donde la tematica es
incipiente (Ascensdo, et al., 2019; Malo, et al., 2004).

El objetivo de este trabajo es describir y analizar la dinamica a nivel espacial
de atropellos de medianos y grandes mamiferos en la Region Este, y modelar

explicitamente su relacién con los atributos del paisaje.
MATERIALES Y METODOS

La Region Este de Uruguay comprende los departamentos de Rocha, Canelones,
Maldonado, Treinta y Tres, Lavalleja y Cerro Largo, y se caracteriza por presentar
una gran heterogeneidad de ecosistemas y una alta biodiversidad de vertebrados
(DINAMA, 2018). Ademés, se encuentran alli varias de las Areas Protegidas del
Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP; Figura 1).
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Figura 1. Mapa del area de estudio, se muestran representadas las rutas elegidas.

Los datos utilizados pertenecen a los registros de mamiferos atropellados en las
rutas 7, 8, 9 y 15, realizados por la ONG ECOBIO Uruguay en la linea de investi-
gacion Ecologia de carreteras y biodiversidad, ejecutada entre 2015 y 2016 (Coitifio,
et al., 2018). Estas rutas presentan caracteristicas diferentes: las rutas 8 y 9 son
corredores internacionales que conectan Brasil con Uruguay, ademéas de atravesar
varias localidades turisticas, lo que genera un alto transito. Por otro lado, las rutas
7 y 15 conectan localidades internas del pais, teniendo menor transito. Se utilizo el
relevamiento del afio 2015, que se compone de 976 registros georreferenciados de 17
especies de mamiferos en 4 rutas de la Region Este, que abarcan 1295 kilometros. Se
utilizo el programa de codigo abierto y libre R (R-Core Team, 2019) para realizar
analisis exploratorios de las variables (histograma de la abundancia de atropellos
por cuadricula, relaciones entre variables, dependencia entre variables) y modelos de
prediccion con el algoritmo Random Forest (Breiman, 2001), utilizando el paquete
Random Forest desarrollado por Liaw y Winer en 2002.

Las matrices con las variables explicativas de temperatura, precipitacion, evapo-
transpiracion, radiaciéon, humedad, pendiente, altura, caracteristicas de suelo, usos
de suelo, distancias (distancia a caminos, distancia a rutas, distancia a centros urba-
nos, distancia a rios, distancia a costa), y urbanizacion fueron cedidas por el Labora-
torio de Desarrollo Sustentable y Gestion Ambiental del Territorio (LDGT-Facultad
de Ciencias, Universidad de la Reptblica) con una agregacion espacial en mallas cua-
dradas de 1 km? Ademaés, se agregd una variable con el nimero de ruta a partir de
una capa vectorial de camineria, y se utilizo6 una variable de transito promedio diario
anual, con datos obtenidos del Ministerio de Transporte y Obras Publicas (MTOP).
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Cada variable fue asignada a una de tres categorfas: i) climatica, ii) antropica y iii)
geografica (Tabla 1). La variable a explicar es binaria, de presencia o ausencia de
atropello de un grupo o especie por cuadricula. Se extrajeron los valores de las va-
riables explicativas para cada registro, con el programa QGIS.

Tabla 1. Variables utilizadas para los modelos, agrupadas en los factores: climatico,

geografico y antrépico. Elaboradas por el Laboratorio de Desarrollo
Sustentable y Gestion Ambiental del Territorio (LDGT-Facultad de

Ciencias, Universidad de la Republica).

Climatico B1 Temperatura media anual

B2 Intervalo diurno promedio (temperatura media mensual -temperatura max. min.)
B3 Isoterma (BIO2 / BIO7) (* 100)
B4 Temperatura estacional (desviacion estandar * 100)
B5 Temperatura maxima del mes més cilido
B6 Temperatura minima del mes més frio
B7 Temperatura rango anual (BIO5-BIO6)
B8 Temperatura media del trimestre mas himedo
B9 Temperatura media del trimestre mas seco
B10 Temperatura media del trimestre mas calido
B11 Temperatura media del trimestre mas frio
B12 Precipitacion anual
B13 Precipitacion del mes mas himedo
B14 Precipitacion del mes mas seco
B15 Precipitacion estacional (coeficiente de variacion)
B16 Precipitacion del trimestre méas humedo
B17 Precipitacion del trimestre méas seco
B18 Precipitacion del trimestre més calido
B19 Precipitacion del trimestre mas frio

PMAX _ MED Precipitaciones méximas medias

Radiacion solar global media (en base a los 12 puntos de estimativos, basados en
climatologfa de largo plazo del MSU v1.0, se elabora la distribucion espacial aproximada

RAD sobre todo el territorio uruguayo del promedio mensual de los acumulados diarios de
energia solar por metro cuadrado en plano horizontal a nivel de suelo)
ETP Evapotranspiracion potencial
ETR Evapotranspiracion real
HAN Humedad media anual
HTC Humedad del trimestre més calido (enero, febrero, marzo)
HTF Humedad del trimestre més frio (julio, agosto, setiembre)
HEL Helada media
BH_VER Balance hidrico en verano
BN_OTO Balance hidrico en otofo
BH_INV Balance hidrico en invierno
BH_PRIM Balance hidrico en primavera
BH_AN Balance hidrico medio anual
Geografico ESC Escabrosidad, diferencia de alturas
PEND Pendiente en porcentaje

ISSN 1688-6593 INNOTEC 2020, No. 20 (139 -157)
Tamrmm REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY 144



SERRON, COITINO, SEGURA

ATROPELLOS DE MAMIFEROS EN LA REGION ESTE DE URUGUAY...

DOI: 10.12461/20.05

OR Orientacion sur o norte (est4 en dngulos -0 es el norte- y varfa en sentido horario)
DR Distancia a rios
DCO Distancia a la costa
NDVI Indice de vegetacion de diferencia normalizada
PS Profundidad del suelo
TS Textura del suelo
RS Rocosidad del suelo
IS Inundabilidad del suelo
BOSQ Porcentaje de superficie ocupada por bosque
HUMED Porcentaje de superficie ocupada por humedal
CN Porcentaje de superficie ocupada por campo natural
FOREST Porcentaje de superficie ocupada por forestacion
AGR Porcentaje de superficie ocupada para agricultura y campo artificial
URB Porcentaje de superficie urbanizada
Distancia a zona urbanizada (distancia del pixel a la localidad urbana més proxima
DU . . R
medida en km. La planta urbana tiene delimitacion real)
Distancia a rutas (distancia del pixel a la ruta nacional o departamental més préxima
Antropico DR medida en km. Cuando la ruta pasa por el pixel el valor es 0. Cobertura de rutas de las
cartas topograficas 1.50.000 digitalizadas)
Distancia a caminos (camino departamental o rural mas proximo medidos en km. Cuan-
DC do la ruta pasa por el pixel el valor es 0. Cobertura de rutas de las cartas topograficas
1.50.000 digitalizadas)
DNP Densidad poblacional
Camino en metros (cantidad de metros lineales de caminos y/o rutas que estdn dentro
CM del pixel expresados en metros. Cobertura de rutas de las cartas topograficas 1.50.000
digitalizadas)
LAT Latitud
LONG Longitud
DP Distancia entre los registros
TPDA Transito promedio diario anual

El modelo utilizado fue el de bosques aleatorios (Random Forest). Este es un
algoritmo predictivo que usa la técnica de bagging para combinar diferentes arboles
de clasificacion individuales. Para generar los arboles se realiza una serie de divisio-
nes binarias de los datos en subconjuntos los més homogéneos posibles, segtin di-
versas reglas de decision, hasta llegar a un arbol maximal donde se reparten todas
las observaciones que contiene en cada nodo terminal con una muy poca cantidad
de datos (Bourel, 2012). Cada arbol es construido con observaciones remuestreadas
con reposiciéon del conjunto de datos original, y en cada rama del arbol las variables
seleccionadas para realizar el corte son seleccionadas de forma aleatoria (Breiman,
2001; Cutler, et al., 2007; Segura, et al., 2017). En el caso de un problema de cla-
sificacion, la prediccion de una observacion hecha por Random Forest es la clase
més votada entre las predicciones hechas por los diferentes arboles y en regresion se
hace un promedio de los valores asignados (Bourel, et al., 2018). La salida generada
por el modelo es la probabilidad de que ocurra un atropello o més para cada una
de las cuadriculas.

Para analizar el desempeno general del modelo se utilizaron las matrices de
confusion que construye el algoritmo Random Forest basadas en los datos, evaluan-
do la capacidad predictiva del modelo en observaciones que no fueron sorteadas
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en el remuestreo (en inglés OOB, out of bag; Breiman, 2001). Estas representan
una estimacion honesta de la performance del modelo, pues no son datos utilizados
para entrenar el modelo y no corren el riesgo de sobreajuste. Ademés de la preci-
sion general se evalué la precision de cada clase, ya que en casos desbalanceados

provee de una evaluacion mas ttil (Segura, et al., 2017).

Tabla 2. Proporciones de los datos, para el modelo global y para cada una de
las rutas con més registros (7, 8, 9, 15). Cantidad total de celdas utili-

zadas en el modelo y proporcion de celdas con atropello.

Global

Cantidad de

celdas totales

Cantidad con
atropello

En los casos en que la proporcion de clases estuvo desbalanceada, es decir cuando
una clase de la variable respuesta se presentd en proporciones muy inferiores a la otra
(Pino, 2017), el error de clasificacion conllevo bajas tasas de acierto sobre las clases
minoritarias (Chen, et al., 2004). Dentro de las estrategias méas utilizadas estan las
relacionadas a la seleccion de los datos, como muestreo en la clase mayoritaria (Down-
sampling), en la cual se hace una seleccion aleatoria de n casos entre los N de la clase
mayoritaria, o remuestreo en la clase minoritaria (Upsampling), en donde se toma una
muestra aleatoria con reemplazamiento de tamafio N (lo que se conoce como muestra
bootstrap) extraida del conjunto de los n casos de la clase minoritaria (Pino, 2017).
Aun asi, en muchos casos, estas estrategias no solucionan el problema ya que dan como
resultado datos duplicados, haciendo que las variables presenten una varianza menor a
la real. Otra estrategia consiste en utilizar umbrales de decision alternativos. Las reglas
de clasificacion binaria como las que proporciona Random Forest se pueden definir
mediante una expresion donde se compara la probabilidad estimada de pertenecer a la
clase de interés con un punto de corte (pc), que suele ser 0.5. Se pueden utilizar otros
puntos de corte que conduzcan a mayores valores para el acierto en la clase minoritaria
(en general este acierto es la sensitividad) (Pino, 2017). En estos casos se probaron
técnicas de remuestreo y cambio de umbrales de decision para evaluar el efecto del
desbalance sobre el poder de clasificacion.

Por otro lado, el método Random Forest permite una estimacion de la importancia
relativa de cada variable. La importancia media en pureza que aporta una determi-
nada variable serd medida mediante el indice de Ginni. La importancia se construye
en base a permutar las variables y evaluar su aporte a la disminuciéon de la impureza
de las particiones con respecto a la variable original. Por ejemplo, permutar una va-
riable importante haré que la misma no aporte a disminuir la impureza de los nodos
hijos comparado con la variable original; mientras que una variable poco importante
no mostrara grandes diferencias en su capacidad relativa para disminuir la impureza
cuando es permutada (Hastie, et al., 2001).

Por 1ltimo, se seleccionaron las especies que contaban con més registros de atropello,

como el zorrillo (Conepatus chinga), con 354 registros, y el zorro de campo (Lycalopex
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gymnocercus), con 159 registros. La variable de respuesta utilizada fue categorica con
dos clases (1 atropello y 0 no atropello). Las variables explicativas fueron las utilizadas
en los modelos generales.

RESULTADOS

La cantidad total de registros de atropellos fue de 976 individuos en el afio 2015.
En cuanto a la cantidad de individuos de una misma especie atropellados, el zorrillo
present6 354 registros, el zorro de campo, 159; mientras que elzorro de monte (Cer-
docyon thous), 148 registros. Dentro de la lista de especies protegidas del Sistema de
Areas Protegidas (SNAP) en Uruguay, encontramos el margay (Leopardus wiedii),
que se mostrdé como el méas afectado, con 17 individuos atropellados; y en el otro
extremo, el coati (Nasua nasua), con un solo registro.

Tabla 3. Registros de atropello por especie de mamiferos y estado de conservacion

segun la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN). Preocupacion menor (LC), Datos insuficientes (DD), Casi
amenazada (NT), Vulnerable (VU).

Estado de Registros
conservacion UICN de atropello
Conepatus chinga (zorrillo) Sin riesgo 354
Lycalopex gymnocercus (zorro de campo) LC 159
Cerdocyon thous (zorro de monte) LC 148
Didelphis albiventris (comadreja mora) Sin riesgo 127
Lontra longicaudis (lobito de rio) DD 65
Dasypus hybridus (mulita) NT 56
Leopardus geoffroyi (gato montés) NT 45
Dasypus novemncinctus (tati) LC 39
Lepus europaeus (liebre) Sin riesgo 30
Galictis cuja (hurén) Sin riesgo 21
Leopardus wiedii (margay) VU 17
Mazama gouazoubira (guazubiré) Sin riesgo 4
Myocastor coypus (nutria) LC 3
Hydrochoerus hydrochaeris (carpincho) LC 1
Nasua nasua (coati) LC 1
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Figura 2. Mapa de calor de los datos de atropello en la Region Este del pais.

En color rojo se muestran las zonas con mayor densidad de puntos.

En cuanto a la distribucion de los atropellos en la zona de estudio, se puede ob-
servar que las areas con mayor densidad de registros corresponden a la ruta 9 (341
registros) y la ruta 8 (299 registros). En tanto, la ruta 7 es la que presenta menor
densidad de atropellos (Figura 2).

El porcentaje de aciertos para el modelo fue superior al 60% en los datos OOB.
El modelo global que incluye todas las rutas tuvo un 68,89% de acierto, similar al
de los modelos creados para cada ruta, a excepcion de la ruta 7, la cual tuvo un
porcentaje del 82,6%. Las predicciones de la clase mayoritaria presentan un mejor
desempefio respecto a la clase minoritaria (atropellos).

Tabla 4. Resultados del Random Forest de clasificacion del modelo global, y
por rutas (se promediaron 500 arboles). El porcentaje de acierto es
calculado como 1 menos el error OOB, los errores de clase fueron
tomados de la matriz de confusién de cada modelo. Las variables se
encuentran ordenadas de mayor a menor importancia. DU = Distancia
a centros urbanos, DC = Distancia a los caminos, NDVI = Indice de
vegetacion de diferencia normalizada, ALT = Altura en metros sobre
el nivel del mar, HAN = Humedad media anual, CN = Porcentaje de
superficie ocupada por campo natural. La correccién de los modelos
fue modificar el umbral para la clase minoritaria de 0.5 a 0.7 (Correc-
cion Ruta 7 y Ruta 15).
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Correc- Correc-
Global Ruta 7 cién Ruta 8 Ruta 9 Ruta 15 ciéon Zorrillo
RT7 R15

Zorro de

campo

Matriz de Confusion

Acierto de Clase

Atropello 53% 3% 33% 62% 26% 22% 56% 18% 7%
D 78% 98% 68% 59% 80% 82% 54% 99,5% 99,8%
atropello
Variables
1 DC DC DC DC DU DC DC DU DC
2 DU ALT NDVI CN DC CN CN DC NDVI
3 HAN DU DU HAN NDVI NDVI DU NDVI ALT
-57°0,0° -56°0,0" -55°0,0" -54°0,0" -53°0,0"
P di’z’ Bage
q
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Figura 3. Mapa con el resultado de la prediccion del modelo realizado con la
variable de respuesta 0 para no atropello y 1 para atropello, para
cada celda. Color rojo muestra mayor probabilidad de atropello; color

celeste, menor probabilidad de atropello.
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Respecto a la importancia de las variables, se observa que para los cinco modelos
y para las correcciones del modelo de las rutas 7 y 15 los resultados obtenidos
son similares (Tabla 4). Las dos variables méas importantes fueron la distancia a
caminos (DC) y la distancia a centros urbanos (DU), las cuales corresponden al
factor antropico. Luego le siguen en importancia la altitud (ALT) (geografica) y el
indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) (climatica), variables que
se encuentran en todos los modelos (Tabla 3).

Como las variables fueron similares, se gener6é un grafico de importancia de
variables para el modelo global (Figura 4), en donde se observan las 11 variables
méas importantes. En las primeras posiciones se muestran DC y DU, mientras que
el transito promedio diario anual se encuentra en la posicion 11 (Figura 4).

La relacion del nimero de atropellos con la distancia a centros urbanos presen-
ta un patrén jorobado, donde la abundancia de organismos atropellados aumenta
progresivamente hasta llegar a un méximo de 10 km y luego decrece a distancias
mayores.

El porcentaje de acierto de los modelos por especie fue superior al 80%, tenien-
do una mayor precision para el zorro de campo. Las predicciones tienen un mayor

error para la clase de atropello, al igual que en las otras modelizaciones.

DC
DU
HAN

DP | &
NDVI | oo oo e e @ e
ALT b o oo oo e e @
4wl - o cccccocooacoaccaoooacoaoooanoac0aoa0a000000RaRR000GG @
[l © c ccco0000000G000000G0G0A0000000G000A00G006000030A0A0Ga Ooooocoooco0a000a0a0a000a0
HTC
LONG

TPDA

20 30 40

Cambio promedio de Gini

Figura 4. Importancia de las variables para el modelo, en orden de mayor a menor
segtn el Indice de Gini. DC = Distancia a los caminos, HTF = Hume-
dad del trimestre mas frio (julio, agosto, setiembre), NDVI = Indice de
vegetacion de diferencia normalizada, ALT = Altura en metros sobre
el nivel del mar, HAN = Humedad media anual, CN = Porcentaje de
superficie ocupada por campo natural, HTC = Humedad del trimestre
maés calido (enero, febrero, marzo), LONG = Longitud, TPDA = Tran-
sito promedio diario anual, DU = Distancia a centros urbanos, DP =

Distancia entre los registros.
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Figura 5. Relacion de la abundancia de organismos atropellados con la variable
distancia a centros urbanos. Cada punto corresponde a una cuadricula
de 1km?.

Se observa que para la variable distancia a centros urbanos, la relacion se ajusta a
una parabola positiva con un méaximo a los 10 km del centro urbano. Cerca de los
centros urbanos la abundancia de atropellos es baja; al alejarse de estos, se llega a
un punto donde se registra un maximo de atropellos. Luego de ese pico, la abun-
dancia comienza a disminuir nuevamente. Es decir, para una distancia determina-
da a los centros urbanos es donde se llega a la mayor abundancia de atropellos por
cuadricula, entre 3 y 4. Por otro lado, las mayores densidades de puntos son de cel-

das con 0,1 y 2 atropellos, y se encuentran cerca de los centros urbanos (Figura 5).
DISCUSION

El presente trabajo resume informacion sobre los atropellos en rutas del este de
Uruguay, y propone un abordaje de modelizacién mediante aprendizaje automéatico
para predecir la ubicacién de los atropellos e identificar variables asociadas. Las
rutas tienen un efecto relevante para la biodiversidad de mamiferos medianos y
grandes en el pais (Céceres, et al., 2008), generando impactos sobre diversos érdenes
taxonomicos, tamarfios corporales y especies con diferente estado de conservacion. Es
necesario mejorar la capacidad predictiva de los modelos para poder utilizarlos en la
generacion de medidas que minimicen el problema del atropello de fauna silvestre.

Entre las especies atropelladas se hallan algunas prioritarias para la conserva-
cién, como el margay, con una poblacion muy pequeiia (Gonzélez, 2013), y el coati.
En especies de mamiferos cuyas poblaciones se encuentran muy reducidas, existe
evidencia que sefiala que reducir los factores de riesgo de mortalidad producidos por
causas antropicas, como el caso de atropellos en rutas, es tan o mas importante que
la restauracion del habitat a modo de mantener la viabilidad poblacional. (Ferreras,
et al., 2001; Kerley, et al., 2002).

De las 15 especies atropelladas, 9 son carnivoras (gato montés, margay, lobito de
rio, hurdn, zorrillo, coati, mano pelada, zorro de campo y zorro de monte). Esto es

similar a lo que evidencian otros trabajos, donde los ungulados y los carnivoros son
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los més afectados por las carreteras (Delgado-Vélez, 2014). Por otro lado, la mayoria
de estas especies tienen hébitos nocturnos y necesitan grandes extensiones de terri-
torio para sobrevivir (Artavia, et al., 2015), lo que dificulta su identificacion para los
conductores y aumenta el riesgo de colision.

Las especies méas afectadas en ntimero de atropellos son el zorrillo y los zorros,
lo que puede deberse a la gran abundancia de estas especies en Uruguay (Gonzélez,
2001). Los resultados de las especies afectadas por el atropello en las carreteras con-
firman que las colisiones de vehiculos con animales silvestres son un problema grave
que justifica la aplicacion generalizada de medidas de mitigacion (Malo, et al., 2004).

Las 10 variables mas importantes relacionadas con el numero de atropellos fue-
ron antrépicas. En la mayoria de los modelos, la mas importante fue la distancia a
los caminos, una variable que describe la distancia de la cuadricula al camino de-
partamental mas proximo medido en km. Cuando la ruta pasa por la cuadricula el
valor es 0. Esto podria explicarse porque, generalmente, cerca de las rutas principa-
les existen caminos secundarios que conectan las carreteras con los centros urbanos
cercanos, lo que aumenta el flujo vehicular local. La segunda variable mas importan-
te es la distancia a centros urbanos, que esté relacionada con el flujo vehicular de la
zona y que no es capturado por métricas mas generales de tréafico registradas en los
peajes (e.g. TPDA). Por lo tanto, hay un gran flujo de vehiculos que no esta siendo
tomado en cuenta por la variable TPDA, lo que puede explicar su baja contribucion
a la prediccion de atropellos. Los modelos mostraron que existe una distancia 6pti-
ma en la cual aumenta la probabilidad de registrar un atropello (10 km). Esto puede
deberse a un mayor flujo de vehiculos, aunque también es esperable que la fauna de
mamiferos se encuentre empobrecida cerca de los grandes centros urbanos (Santos
y Tabarelli, 2002). Es por esto que que hay una alta probabilidad de atropellos en
una zona intermedia, ya que hay més cantidad de mamiferos y atn sigue habiendo
gran cantidad de transito. Las variables de distancia a caminos y a centros urbanos
podrian ser una medida indirecta de trénsito alrededor de los centros urbanos, es
decir de cortas distancias y que resulta importante explorar para comprender los
mecanismos que favorecen el atropello de mamiferos.

Lo resultados encontrados en este trabajo son similares a los de Ascensdo y
colaboradores (2019), donde a partir de modelos lineales generalizados (GLM) an-
tropicas. Después de estas, segiin cada especie, se encuentran la cobertura vegetal,
temperatura o el NDVI (Ascensdo, et al., 2019).

El porcentaje de acierto de los modelos para el zorrillo y el zorro de campo fue
superior al 80%, obteniendo una mejora en las predicciones respecto a los modelos
que se realizaron para predecir los atropellos en todas las especies agrupadas. Esto
sugiere que los modelos por especies y no por rutas son los mas adecuados ya que
es esperable que los organismos de una misma especie se presenten en habitats
similares y, por lo tanto, se reduce la variabilidad y aumenta la capacidad de
prediccion. Las variables méas importantes para estas especies también fueron de
indole antrépica, por ejemplo, para el zorrillo, la mas importante fue la distancia
a los centros urbanos, y para el zorro, la distancia a caminos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan una caracterizacion

de los atropellos en las principales carreteras de la Region Este del pais, lo que
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permitird avanzar en la implementacion de medidas de mitigacion para disminuir
la mortalidad por atropellos en dicha region. Estas medidas podrian ser la coloca-
ciéon de carteleria, la cual a fines del afio 2019 se llevé a cabo ubicando carteles de
disminuciéon de velocidad para vehiculos en tramos de las rutas 9 y 15. Por otro
lado, se pretende colocar vallas que corten el paso de animales hacia la ruta en zo-
nas donde se encuentren puentes de agua, para lograr que los animales crucen por
debajo. Estas medidas estan dentro de las més econémicas, pero a nivel mundial se
reconoce que los pasos de fauna, es decir los puentes subterraneos o aéreos, son los
més efectivos (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2006;
Aizpurna, 2010). Conocer dénde se encuentran las zonas con mayores efectos de
las rutas sobre la fauna silvestre y cuales son las especies méas afectadas permitiré
definir prioridades sobre las especies y las medidas adecuadas para su conservacion
(Ascensao, et al., 2019). Sin embargo, es importante continuar con estos trabajos
mejorando algunos aspectos, como generar variables con una mayor resolucion es-
pacial que permitan identificar los sitios de alta probabilidad de atropello con més
precision. También seria importante elaborar variables explicativas que describan
mejor las caracteristicas de las carreteras como, por ejemplo, la vegetacion de los
bordes, la anchura y el tipo de pavimentacion, entre otras. Esto permitird mejorar
los modelos predictivos y comprender como las caracteristicas del paisaje afectan
a las poblaciones de mamiferos en Uruguay.

Por ultimo, de este trabajo surgen nuevas hipotesis o preguntas, como evaluar
si hay una variaciéon estacional en la cantidad de atropellos en todas las rutas, ya
que en primavera-verano estan en época reproductiva; mientras que en invierno
los animales se desplazan en menores distancias. Ademas, es necesario evaluar
caracteristicas especificas de cada ruta, como por ejemplo si en la ruta 9 existe
una variacion temporal ocasionada por el aumento del turismo, generando mayor
atropello cerca de las zonas més turisticas. Asociado a esto, el aumento de atrope-
llo en época de turismo se puede deber a un mayor desplazamiento de especies de
mamiferos debido a una mayor circulacion de personas. Se pretende en futuros tra-
bajos analizar estos aspectos para tener un mayor entendimiento de la distribucion
de los atropellos en esta region, y asi poder lograr mejores medidas de mitigacion

contra este problema.
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