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En esta edicidn se incluyen los articulos “Interacciones entre el mejillon dorado y
macroinvertebrados bentdnicos nativos del Rio Uruguay” y “Variacion anual de
larvas del mejillén dorado (Limnoperna fortunei) en sistemas de refrigeracion de
centrales hidroeléctricas en embalses del Rio Negro, Uruguay”, y las revisiones



“Pinturas antiincrustantes derivadas de plantas terrestres: una solucién segura
para el medio ambiente en el control de la bioincrustracion” y “Control del agua de
lastre como fuente de ingreso de especies exdticas invasoras en puertos
argentinos de la Cuenca del Plata”, basados en investigaciones cuyos resumenes
fueron presentados en el Simposio “Ecologia y manejo del molusco invasor
Limnoperna fortunei (mejillon dorado) en Uruguay”, que se llevd adelante el 17 de
diciembre en 2019, organizado por Oceanografia y Ecologia Marina, Instituto de
Ecologia y Ciencias Ambientales,

Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.
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La actividad editorial del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU) tiene como
finalidad la difusién 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.

Misién

Nuestra misién 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 tecnoldgico 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 creacidn e innovacion de productos editoriales.

Los objetivos especificos son:

* Promover la publicacién de investigaciones de excelencia en las areas de
conocimiento estratégicas

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 electrénicas
internacionales,

estimulando su participacidon en el marco de un proceso de edicién arbitrado por
especialistas.

+ Contribuir al desarrollo y transferencia de tecnologias de innovacién 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 creacion 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 Informacién Técnica del LATU a través del correo
electronico innotec@latu.org.uy para recibir instrucciones para el envio de
articulos a nuestro proyecto editorial.

La revista INNOTEC adhiere a los principios publicados por COPE (Commitee on
Publication Ethics) en https://publicationethics.org/resources/code-conduct y




promueve asi 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 presentados

simultdneamente 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

elaboracién 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 evaluacién 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 idéneos 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 nimeros publicados en las redes académicas y bases bibliograficas
de su entorno local y regional.

* Controlar el cumplimiento de los requisitos por parte de los autoresy 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 difusion de una rectificacion
publica y la remocién del articulo.

Ambito de los articulos y proceso de revisién

INNOTEC publica articulos originales inéditos en espafiol e inglés. Los campos
tematicos que aborda responden a las areas estratégicas de investigacion del
LATU: Forestales, Medio Ambiente, Metrologia y Tecnologia Alimentaria.

Esta publicacion semestral arbitrada por un comité de revisores externos recopila
las investigaciones 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 esde 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 edicidén 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
publicacion. En

este paso se considera la originalidad del trabajo y se priorizan aquellos de areas
estratégicas y tematicas nacionales.




(c) 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 metodoldgicos.

(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 versién 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

simultdneamente. Los articulos son publicados en OJS y se distribuyen bajo la
modalidad de acceso abierto. Los derechos autorales son protegidos por Creative
Commons (CC) Atribucién-

NoComercial 4.0 Unported. Al ingresar al sistema https://ojs.latu.org.uy/inicio/ los
autores deberan aceptar la nota de copyright en la que se asumen los términos de
responsabilidad, se reconoce la licencia CCy se establece el compromiso a realizar
la cita completa de la edicion institucional de esta primera publicacién del articulo
en sus siguientes publicaciones -completas o parciales- efectuadas en cualquier
otro medio de divulgacion, impreso o electrénico.

Los autores estan autorizados a realizar una publicacién 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. EI 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 6ptima presentacién de los contenidos en la revista.

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 evaluacion critica especializada de un manuscrito por
parte de pares idoneos que operan en el drea tematica 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
aceptaciéon o rechazo de un manuscrito en el proceso editorial de publicaciones
técnicas del LATU; no obstante, el equipo editor es responsable de la decision final
de publicacion o rechazo de un articulo y de la notificacién 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 funcién de evaluar el
desarrollo especifico del contenido de las publicaciones, tanto en sus aspectos
tematicos como metodoldgicos, 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 segun las recomendaciones de los arbitros.

Para que el articulo sea considerado para su publicacion, debe cumplir con las
siguientes normas de

presentacién. Ante cualquier consulta dirijase al correo electrénico 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.

Autor. Persona o colectividad responsable del contenido intelectual del
documento.

Titulo. Refleja el contenido del texto con precision, es neutro e informativo.
Resumen. Provee informacién especifica. Sintetiza, anuncia y jerarquiza
contenidos.

Introduccién. 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. Obtencién del material, condiciones 'y
metodologia. Analisis estadisticos, programas.

Resultados. Presentacidn y expresion de los hallazgos en tablas, graficos y/o
figuras.

Discusion y conclusiones. Sintesis de los avances y las contribuciones mas
relevantes de la investigacion. En esta seccidn se discuten los resultados en el
orden en el que fueron presentados. Asimismo, se define y diferencia claramente
el aporte del trabajo con respecto al conocimiento previo. Si procede, se
mencionan posibles lineas futuras de investigacion y de aplicacion de los
resultados.

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



Referencias. Referencias al material bibliografico consultado para la elaboracion
del articulo.

Titulo del articulo en mayusculas y minudsculas, en inglés, espafiol y portugués.
Nombre completo de todos los autores (solo en metadatos de QJS), ingresados
en orden

decreciente segun el grado de responsabilidad en el desarrollo del articulo, sin que
medien jerarquias

funcionales. Indicar la seccion o departamento al que perteneceny empresa de la
que forman parte. Se debe sefialar ademas el autor de contacto para las
comunicaciones electrdénicas subsiguientes. Los autores deberan contar con un
numero de registro en ORCID, que se consigna en QS 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, espafiol y portugués, de 200 palabras maximo en su versién
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 discusién, conclusiones, referencias, tablas, figuras e imagenes, (ver
seccién Estilo y formato de citas y referencias en este documento). El texto debera
ser presentado en fuente Arial 11, a espacio doble y con numeracién de lineas, con
titulos en mayusculas y minusculas y en formato.doc, de cualquier version de
Microsoft Word.

Secciones. Los titulos de seccién (que sefalan Introduccidon, Materiales y Métodos,
Discusion, etc.)

deben ser escritos en mayuscula y minusculas, estilo de fuente bold y centrados
en el texto. Los subtitulos seran justificados a la izquierda, escritos en mayuscula y
minusculas, 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.

Férmulas, 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 mismas. 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
impresién). Las tablas deben ser numeradas correlativamente y en forma
independiente de las figuras, y cada entrada debe ocupar su propia celda. Se
deben numerar segun el orden de aparicion en el texto, 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 tamafio 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.

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

(Lépez, 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 afio 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 sélo 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 edicidn. Titulo del libro en cursiva. N° de
edicion. Lugar de edicion: editorial. (Serie; N°). ISBN (Este ultimo si se posee) DOI
(siempre que el libro lo posea)

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 dltimo volumen. ISSN

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

Articulos de revistas
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En este trabajo se construyeron modelos de prediccion de coliformes
fecales (CF) para su aplicacion en la gestion de calidad de agua de playas recreativas de
Montevideo. Se analizd la base de datos histérica del monitoreo de CF en playas
realizado por el Laboratorio de Calidad Ambiental de la Intendencia de Montevideo
(IM), y se generaron modelos basados en Aprendizaje Automatico (AA) para predecir
excesos (CF > 2.000). Los datos abarcan 10 afios de monitoreo en 21 playas de la
capital (N=19359, noviembre 2009 a septiembre 2019), y presentan un amplio rango de
salinidad y turbidez, con marcadas diferencias entre playas. Los CF presentaron una
distribucion asimétrica (minima=4, mediana=250, media=1.047 y maxima=1.280.000)
con excesos a la normativa en todas las playas. Las variables registradas in situ,
meteoroldgicas y oceanograficas, fueron utilizadas para entrenar modelos de AA. El
mejor modelo fue un bosque aleatorio estratificado con un porcentaje de acierto para
los excesos del 86%. La prediccion de excesos mejord un 60% respecto al criterio actual
de cierre de playas las 24 horas posteriores a precipitaciones. La generacion de datos
de calidad por parte de la Intendencia de Montevideo, junto con estrategias de
modelizacién inteligente, resultan un insumo relevante para la gestién de playas
recreativas.

bosques aleatorios, datos desbalanceados, contaminacion, playas
recreativas, salud humana.

We constructed Machine Learning (ML) models to predict faecal coliforms
(FC) for water quality aid management in recreational beaches. Historical data base
generated by the Laboratorio de Calidad Ambiental de la Intendencia de Montevideo
(IM) was analyzed and ML models were constructed to predict FC excess (FC > 2.000).
Ten years of monitoring 21 recreational beaches (N=19359, November 2009 to
September 2019) presented a wide range of salinity and turbidity variability among
beaches. FC showed an asymmetric distribution (min=4, median=250, average=1.047
and max=1.280.000) with values exceeding the threshold in all beaches. In situ
registered, meteorological and oceanographic variables were used to train ML models.
A stratified Random forests showed the best performance in the evaluated metrics with
an overall accuracy of 86% and 60% of improvement in true positive rates with respect
to baseline. High quality data generated by governmental institution together with
modelling strategies provided a relevant framework to aid in beach and public health
management.

random forests, unbalanced data, contamination, recreational beach,
human health.

Construimos modelos de aprendizado de maquina (AM) para prever a
qualidade da agua a fim de auxiliar o gerenciamento em praias recreativas e a
balneabilidade. A base de dados histéricos gerada pelo Laboratério de Calidad
Ambiental de la Intendencia de Montevideo foi analisada e modelos de AM foram
construidos para prever o excesso de coliformes fecais (CF > 2.000). Dez anos de
monitoramento de 21 praias de lazer (N=19359, novembro de 2009 a setembro de
2019) apresentaram uma ampla gama de variabilidade de salinidade e turbidez entre as
praias. O CF mostrou uma distribuicdo assimétrica (min=4, mediana=250, média=1,047
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e max=1.280.000) com valores acima do limiar em todas as praias. Registradas in situ,
variaveis meteoroldgicas e oceanograficas foram usadas para treinar modelos de AM.
Uma floresta aleatdria estratificada mostrou o melhor desempenho nas métricas
avaliadas, com uma precisdo geral de 86% e 60% de melhoria nas taxas positivas
verdadeiras em relagdo a linha de base. Dados de alta qualidade gerados por
instituicdes governamentais, juntamente com estratégias de modelagem, forneceram
uma estrutura relevante para auxiliar na gestao de praias e da saude publica.

floresta aleatoria, dados ndo balanceados, contaminacdo, praia
recreativa, saide humana.

El turismo es una de las actividades con mayor crecimiento en las Ultimas
décadas. En Uruguay, el turismo de sol y playa es un componente importante
tanto a nivel social como econdmico (Gorfinkiel, 2006). Este uso requiere el
control de la calidad de las playas para la prevencion de riesgos en la salud de
los bafiistas. La contaminacién por aguas cloacales, indicada por
concentraciones elevadas de bacterias (coliformes fecales - CF), es un riesgo
importante para la salud ambiental y humana (Sabino, et al., 2014). Este es un
problema actual en Uruguay (Kruk, et al, 2018) y en la region (Conde, et al,
2002), sobre el cual es necesario desarrollar medidas de gestion eficientes. Una
de las grandes limitaciones para anticipar eventos de contaminacién es que la
estimaciéon de la concentracion de CF mediante métodos estandar requiere de
18 a 24 horas de incubacién, lo que impide una prediccion en tiempo real de la
calidad de un ecosistema. La generacién de modelos estadisticos que vinculen
caracteristicas del medio de facil registro con el nivel de contaminacién permite
anticiparse a estos eventos y, por lo tanto, cuidar la salud de los bafistas (Bedri,
et al, 2016).

La contaminacion de las playas por aguas de origen cloacal es
particularmente frecuente en las zonas costeras (Lotze, et al., 2006; Mara, 2013),
especialmente en aquellas sin saneamiento adecuado, donde esta directamente
asociada al nimero de habitantes (Kruk, et al., 2019). La contaminacion puede
llegar a la costa no solo a través de la descarga de efluentes sino también desde
el subsuelo contaminado (Giampaoli y Spica, 2014). La recreacion en aguas
contaminadas incrementa la probabilidad de contraer enfermedades que
incluyen una amplia variedad de infecciones gastrointestinales, respiratorias,
neuroldgicas, de la piel, de los oidos, de los ojos y de las heridas (Sabino, et al,
2014). Los nifios, las mujeres embarazadas, los ancianos y las personas con el
sistema inmunitario debilitado o comprometido son mas susceptibles a contraer
estas enfermedades (Wade, et al., 2008; Heaney, et al, 2009). Dado que los
microorganismos patdgenos suelen estar en baja concentracion, y su deteccion

y cuantificacion resulta laboriosa (Savichtcheva y Okabe, 2006), se monitorea la
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calidad bacterioldgica a través de la abundancia de microorganismos cultivables
indicadores de contaminacion fecal (por ejemplo, coliformes, enterococos), cuya
concentracion se asocia con la probabilidad de desarrollo de una enfermedad
especifica (Sabino, et al., 2014; WHO, 2018). Los protocolos de monitoreo y
valores limites permitidos e incluidos en las normativas varian entre paises, e
incluso dentro de un mismo pais, segun el cuerpo de agua monitoreado. En
Uruguay, los resultados de coliformes fecales se comparan con el criterio
establecido en el Decreto 253/79 (Uruguay, 1979), modificativos posteriores, y la
resolucion del Ministerio de Vivienda Orden Territorial y Medio Ambiente del 25
de febrero de 2005 (Uruguay, 2005), clasificando a las playas en la Clase 3. De
acuerdo con esta clasificacién, no se debera exceder el limite de 2.000 UFC/100
mL en ninguna de al menos 5 muestras, debiendo estar por debajo de 1.000
UFC/100 mL la media geométrica movil.

La red de saneamiento de Montevideo en la zona Este esta conectada al
sistema de alcantarillado pluvial que, luego de un tratamiento de las aguas,
descarga a 2 km de la costa, a la altura de Punta Brava, en Punta Carretas
(Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente,
2020). Ademas, en ciertos puntos de la costa hay estructuras destinadas a
disminuir el flujo de la red cuando las precipitaciones son intensas, las cuales
durante dichos eventos descargan directamente sobre la costa (Figura 1;
Intendencia de Montevideo, 2019). En la zona Oeste, se esta proyectando una
red de saneamiento: actualmente, las descargas de efluentes domésticos se dan
a través de la napa o de los cursos de agua locales, que estan a su vez influidos
por las descargas pluviales.

La Intendencia de Montevideo (IM) es la institucidon encargada de velar por la
calidad de agua de las playas capitalinas. Cuenta con un sistema de monitoreo
historico que comprende 23 playas y varios puntos a lo largo de toda la costa
de Montevideo. Las playas son muestreadas con una frecuencia de hasta 4
veces por semana en temporada estival. La sugerencia de cerrar playas por
excesos se realiza en base a los indicadores de CF de los dias previos, o en
forma genérica luego de la ocurrencia de precipitaciones en las 24 o 36 horas
previas (Intendencia de Montevideo, 2019). Estas decisiones se basan en
informacién empirica o en la literatura proveniente de otros paises, y no existe
un modelo estadistico especifico que permita aportar predicciones concretas.

Globalmente, se utilizan diversos tipos de algoritmos o criterios para predecir
la contaminacién mediada por CF en playas. Evitar el bafio luego de copiosas
lluvias es el criterio mas ampliamente utilizado (Bouchalova, et al., 2013; Eregno,
et al., 2016; Zhang, et al., 2015), aunque se registran variaciones segun el pais y
entre playas de una misma zona. Por tanto, mejorar la capacidad de prediccién
con respecto a la clausura por lluvias es relevante para proteger la salud de los
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bafistas, asi como evitar el cierre innecesario de playas. Los modelos mas
utilizados son las regresiones lineales multiples (Thoe y Lee, 2014; Shively, et al,
2016; Searcy, et al, 2018), que asumen un modelo determinado de relacion
lineal entre los CF y un grupo de variables ambientales de facil registro.
También se han incorporado otras técnicas de modelizacibon como redes
neuronales (He y He, 2008; Zhang, et al.,, 2015), modelos lineales mixtos (Jones,
et al., 2013), modelos de combinacién de arboles, regresiones lineales parciales
y logisticas (Brooks, et al., 2013; 2016). La agencia de proteccidn ambiental de
Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) provee un programa disponible
en linea para estimar los CF mediante regresion multiple, regresidon parcial y
combinacién de éarboles mediante modelos boosting (United States
Environmental Protection Agency, 2019). El desafio de predecir estos fendmenos
radica en su fuerte comportamiento no lineal que requiere emplear técnicas y
métodos con la flexibilidad suficiente (Bourel y Segura, 2018). El desarrollo de
algoritmos flexibles y capaces de aprender de los datos ha evolucionado en las
Ultimas décadas junto con el poder de cémputo, componiendo una serie de
técnicas denominadas de “Aprendizaje automatico” (Machine Learning) que han
demostrado una mejor performance en este tipo de problemas (Avila, et al.,
2018; Park, et al., 2018; Shively, et al, 2016). Una de las caracteristicas mas
sobresalientes de estas aproximaciones es que, en general, se basan en
algoritmos y no en un modelo estocastico predeterminado, pueden lidiar con
interacciones de alto orden, y estan desarrolladas para “aprender” de los datos
que se disponen y generar mejores predicciones ante la generacién de nuevos
datos (Bourel y Segura, 2018; Crisci, et al., 2012). Las redes neurales, los bosques
aleatorios (random forest; Breiman, 2001) y las maquinas de vectores soporte
(Vapnik, 1998) han sido ampliamente utilizados en problemas de prediccion de
calidad de agua (He y He, 2008; Park, et al., 2018; Parkhurst, et al., 2005; Zhang,
et al., 2015). Estos métodos han sido aplicados con éxito para predecir
floraciones de cianobacterias tdxicas en Uruguay (Crisci, et al., 2017; Kruk, et al.,
2017, 2015; Martinez de la Escalera, et al, 2017; Segura, et al, 2017) y
floraciones marinas (Bourel, et al., 2017), pero no en prediccion de coliformes
fecales en playas recreativas. Ademas, el fuerte desbalance (90/10) en la relacién
entre casos negativos (que no exceden el limite de contaminacion establecido
en la normativa) y positivos (que exceden la normativa) requiere el uso de
nuevas técnicas con las que entrenar los algoritmos.

En el presente trabajo se analizo la serie historica de monitoreo de playas de
Montevideo y se aplico una variedad de modelos predictivos basados en
técnicas de aprendizaje automatico para: i) describir las principales tendencias y
patrones espacio-temporales en la ocurrencia e incidencia de CF en las distintas
playas de Montevideo y ii) desarrollar y evaluar la capacidad predictiva de los
modelos de prediccion de estos eventos. En base a estos resultados, se
pretende aportar al desarrollo de un sistema que trasforme la informacion
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generada en un producto facilmente aplicable a la gestion del bafio en playas.
Se realiza ademas una introduccidn basica a los modelos utilizados y al modo
de evaluacién de la calidad de éstos.

La serie de datos analizada proviene del programa de monitoreo de agua de
playas y costas del departamento de Montevideo, realizado por la Intendencia
de Montevideo (Departamento de Desarrollo Ambiental, Servicio de Evaluacion
de Calidad y Control Ambiental), con el objetivo de controlar la calidad del agua
de las playas y prevenir riesgos en la salud de los bafistas (para acceder a la
base de datos, se debe solicitar al Servicio de Evaluaciéon de Calidad y Control
Ambiental de la IM). Los datos de las posiciones de los muestreos se encuentran
en el Informe anual de evaluacién de calidad del agua de playas y costas de
Montevideo para el periodo abril 2016 - marzo 2017. Durante el monitoreo, las
principales variables medidas in situ fueron: temperatura del agua, salinidad,
turbidez, conductividad, oxigeno disuelto (02), y presencia de espuma
cianobacteriana. Ademas, se tomaron muestras para su procesamiento en
laboratorio, donde se estimd la concentracién de clorofila a, feopigmentos,
microcistinas totales, nitrogeno total, fésforo total, presencia de espuma y
concentracion de coliformes termotolerantes fecales. La concentracion de
coliformes fue estimada siguiendo los procedimientos estandarizados de
operacién del Laboratorio Ambiental de DINAMA (Uruguay. Ministerio de
Ambiente, Direccién Nacional de Medio Ambiente, 2017), que se basa en la
técnica de filtracion por membrana de APHA (American Public Health
Association, American Water Works Association y Water Environment
Federation, 2012) en el Departamento de Desarrollo Ambiental, Servicio de
Evaluacion de Calidad y Control Ambiental de la Intendencia de Montevideo.
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Figura 1. Mapa del departamento de Montevideo donde se muestran los tipos
de saneamiento por zonas: Descarga final independiente (gris), Planta de
pretratamiento Punta Carretas, tipo unitario (azul), y planta de pretratamiento
Punta Yeguas, tipo separativo (naranja). Ademas, se indica la ubicacion de los
puntos de muestreo de playas (puntos negros). Modificado de Plan Nacional de
Saneamiento (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente, 2020).

Exploracion de datos in situ

Se compilaron e integraron las matrices bioldgicas y ambientales derivadas de
los monitoreos de calidad de agua de la IM y las posiciones espaciales de los
sitios de muestreo, y se realizaron controles de calidad para depurar
inconsistencias (por ejemplo, datos de temperatura menores a 0 y mayores a 40
°Cy de salinidad menores a 0 y mayores a 35). La distribucion historica (Nimero
de datos=19359; desde 2009 a 2019) de las principales variables como
temperatura, salinidad, turbidez y CF (logaritmo en base 10), en cada una de las
21 playas monitoreadas de Oeste a Este, fue resumida temporal y espacialmente
mediante graficos descriptivos. La correlacién de las variables ambientales entre
playas fue evaluada mediante el coeficiente de correlacidon de Spearman (S).

Bases de datos meteorolégicas

Se extrajeron series temporales de valores de variables meteoroldgicas
relevantes de bases de datos digitales del INIA (Instituto Nacional de
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Investigacion Agropecuaria, s.d.) y de Meteomanz.com (Meteomanz.com, s.d.).
Las variables relevadas fueron: precipitacion, temperatura del aire, humedad
relativa, nubosidad e intensidad y direccion del viento. A partir de la variable
precipitacion (Pp) se calculé la precipitacién acumulada en 1, 2, 3 y hasta 7 dias.

En este trabajo aplicaremos técnicas de aprendizaje automatico supervisadas
(Hastie, et al., 2009). Méas precisamente se quiere buscar modelar o predecir una
variable de salida o de respuesta Y en funcidon de variables de entrada o
explicativas X. En este caso, la variable de respuesta Y es una variable binaria
que toma dos valores: 0 o 1. Si la playa excede (E), en este caso Y vale 1, o no
excede (NE), en este caso Y vale 0, el umbral maximo definido en la normativa.
Si el registro en una playa es mayor a 2000 UFC/100 mL, definimos el estado de
la playa como E; mientras que si se registra una concentracién menor a 2000
UFC/100 mL, definimos el estado de la playa como NE. De esta forma, tenemos
un problema que se conoce como de clasificacion. En este contexto,
entrenaremos un modelo que nos permitira predecir si una playa excede (E) o
no excede la normativa (NE) sin necesidad de obtener el valor de CF en el
laboratorio. En el caso de clasificacion desbalanceada, es decir, cuando la
relacién entre casos de cada clase no mantiene una proporcion equitativa, es
necesario ademas introducir técnicas de preparacion de los datos que
disminuyan el desbalance y mejoren la eficiencia de los algoritmos sobre la
clase minoritaria, que es en general la que presenta mayor dificultad en predecir
adecuadamente. En nuestro contexto, esta clase minoritaria es E y tiene gran
relevancia en términos sanitarios. El tratamiento extensivo de estas técnicas esta
fuera del objetivo de este trabajo, pero quien tenga interés se puede referir a
los trabajos de Chawla y otros (2002) y Kuhn y Johnson (2016).

Para clasificar el estado de las playas se emplearon 9 algoritmos en
combinacién con un tratamiento especifico de los datos para manejar el
desbalance. Los algoritmos utilizados fueron: analisis lineal discriminante (LDA),
maquinas de vectores soporte (SVM), modelos lineales generalizados (GLM),
arboles de clasificacion y regresién (CART), y dos métodos de combinacién de
arboles: Adaboost y bosques aleatorios. Sobre este ultimo consideramos tres
variantes: con punto de corte variable (RFcf), RF con muestreo estratificado
(RFst) y los RF con pesos diferenciales para las clases (Rfcw). Una introduccién
conceptual y formal a estos modelos se puede encontrar en Bourel y Segura,
2018. Las variantes de RF han sido desarrolladas por su creador (Breiman, 2001),
y programadas y utilizadas en numerosas aplicaciones en ecologia y calidad de
agua (Cutler, et al., 2007; Kruk, et al, 2015; Segura, et al, 2017). Todos los
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modelos y analisis fueron ejecutados en el software estadistico de libre acceso R
(R Core Team, 2020).

Ademas, se consideré también el modelo propuesto por la EPA-EEUU para
calidad bacteriologica del agua "Virtual Beach”, que esta disponible en linea de
forma gratuita. Este programa implementa una regresion lineal multiple y un
algoritmo de combinacién de arboles (Xgboost) (Cyterski, et al., 2014; Zepp, et
al,, 2010).

En todos los casos, el conjunto de datos L ingresados al modelo tuvieron
cuatro posibles pretratamientos, i) el mismo conjunto L de datos originales, ii)
un conjunto donde a L se le agrega réplicas de los datos de la clase minoritaria
para balancear artificialmente el conjunto (Upsampling) (Kuhn y Johnson, 2016),
iii) un conjunto obtenido a partir de L en el que la clase mayoritaria fue reducida
mediante seleccion aleatoria de casos al numero de la clase minoritaria
(Downsampling) (Kuhn y Johnson, 2016), y iv) un conjunto donde se le agrega a
L, de manera sintética, observaciones de la clase minoritaria (Chawla, et al.,
2002).

Para construir y evaluar los modelos, se utilizd una estrategia de particién de
los datos en la cual: i) se entrenaron los algoritmos empleando los datos hasta
el mes de septiembre de 2017 (no inclusive) y ii) se evalu6 la capacidad
predictiva con los datos comprendidos entre septiembre de 2017 y septiembre
de 2019. Esta particién permite evaluar predicciones reales e incluye un gran
numero de casos para el entrenamiento y la evaluacién, por lo que no conlleva
a sesgos creados por la misma. De esta forma se evalla sobre datos “frescos”
(que no fueron utilizados para entrenar los métodos) la adecuacion de los
modelos (Crisci, et al., 2012; Hastie, et al., 2009).

Para definir una playa con riesgo de contaminacion fecal se tomd como linea
de base el registro de precipitaciones en las 24 horas previas. Definimos que la
playa presenta un exceso (E) si en las 24 previas se registraron precipitaciones
positivas. Utilizaremos este ejemplo para definir la matriz de confusién, e
introducir algunas métricas que seran Utiles para evaluar el desempefio
predictivo del modelo. La matriz de confusion es una tabla, en cuyas celdas se
registran los aciertos y los errores de utilizar un determinado criterio de
clasificacion respecto a lo observado (Tabla 1). De la interseccion de los valores
observados y predichos se desprende que puede haber dos tipos de aciertos,
predecir E cuando la observacion es E, los verdaderos positivos (VP), y predecir
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NE cuando la observacion es NE, los verdaderos negativos (VN). Estos aciertos
se encuentran repertoriados en la diagonal. En un clasificador ideal, todos los
casos deberian estar en la diagonal. Entre los dos tipos de errores es facil
identificar que no tienen la misma importancia, pues predecir que no hay
exceso cuando si lo hubo (falso negativo, FN) implica que los bafistas
estuvieron expuestos a condiciones con potenciales efectos sobre su salud.
Mientras que predecir un exceso cuando no lo hubo (falso positivo, FP) implica
que se cierra la playa sin un motivo aparente.

Tabla 1. Matriz de confusidn tedrica. En las columnas se agregan los valores
observados en la realidad y en las filas los valores predichos.

Observado

Excede (E) No Excede (NE)

Falso positivo (FP)

Excede (E) Verdadero Positivo (VP) (Cierra la playa sin motivo)

Prediccion
de un modelo

Falso Negativo (FN)

No Excede (NE) (Peligro para la salud)

Verdadero Negativo (VN)

Una métrica inmediata que se puede calcular a partir de esta tabla es el
porcentaje total de aciertos (Acc):

Acc % =100 VP +VN (1)
VP+FP+FN+VN

Sin embargo, cuando las clases estan desbalanceadas, como en el caso de los
excesos de CF, es necesario considerar otras métricas. En efecto, si tenemos una
muy baja proporcion de datos de la clase minoritaria E, por ejemplo 5%, tener
un modelo que acierta en un 95% podria ser un modelo que no acierta en
ninguna de las observaciones de la clase minoritaria, a pesar de que su
desempefo global es muy bueno pero que expone a los bafistas en ese 5%
restante de los casos a riesgos para la salud. Una métrica que pondera los
aciertos de la clase minoritaria es la Tasa de Verdaderos Positivos (TVP), que
divide los aciertos en la clase E sobre el total de Excesos observados:

TVP % =100 _ VP (2)
VP+FN

TVP es una métrica importante de maximizar, junto con la Tasa de Verdaderos
Negativos (TVN):

TVN % =100 _ YN (3)
VN+FP
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El mejor modelo serd aquel que maximice ambas métricas, pero -como se vera-
en general existe un compromiso entre ambas, y en cierto punto, cuando una
aumenta, la otra tiende a disminuir.

A los efectos de ilustrar las métricas consideradas anteriormente analizaremos
en la Tabla 2 un caso hipotético.

Tabla 2. Ejemplo hipotético de dias, estado de las playas observado (Excede -E-
y No Excede -NE-) y prediccion de la linea de base (lluvias en las 24hs previas,
Pp24) y de un modelo predictivo hipotético que llamaremos AA.

Observado E NE NE NE NE NE NE E NE NE
Prediccién Pp24 E E NE NE NE NE E NE NE NE
Prediccion del modelo AA E NE NE NE NE NE NE E E NE

La matriz de confusién resultante de aplicar el criterio de Pp24 es la que
aparece en la Tabla 3.

Tabla 3. Matriz de confusion basada en la linea de base (Pp24) de la tabla 2.

Observado
Excede (E) No Excede (NE)
Excede (E) 1 2
Prediccion
No Excede (NE) 1 6

En este caso, observamos que el clasificador acert6 a un exceso y en 6
ocasiones que no hubo exceso, pero se cerrd la playa en 2 ocasiones donde no
era necesario, mientras que en una ocasion no se predijo un exceso cuando lo
hubo. El modelo de AA en el caso del ejemplo superd en todas las métricas a la
linea de base (Pp24), y por lo tanto es mas adecuado para modelar este
problema (Tabla 4). Los modelos fueron generados para todo el conjunto de
playas y evaluados de forma global y calculando las métricas (Acc, TVP, TVN)
para cada playa.
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Tabla 4. Resumen de las métricas de evaluacion de la calidad de prediccion al
aplicar la linea de base (Pp24) y el modelo de inteligencia artificial (AA) para
predecir el ejemplo hipotético del estado de la playa.

Modelo Acc TVP TVN

Pp24 0.7 0.5 0.75

Modelo AA 0.9 1 0.875
RESULTADOS

Las variables ambientales periédicamente monitoreadas in situ en las 21
playas analizadas desde noviembre de 2009 hasta septiembre de 2019 tuvieron
comportamientos estacionales. La temperatura mostré oscilaciones entre 7.1 y
32.2 °C, y un comportamiento estacional similar para todas las playas (Figura 2).
La turbidez (rango 0-1000) y la salinidad (rango 0-35) presentaron fluctuaciones
estacionales menos periddicas que la temperatura, con una mayor variabilidad
entre playas (Figura 2). Fue notoria la diferencia en la salinidad entre las playas
del Este y del Oeste (Figura 3).

—_
o
L 9’7 .
S 2 : -
'E g 1 A 4 ;
S5 , YA N
g o ]
22 ; "
T T T T = T T T T T T
i 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
[=]
_ 0
D S g
=
Z o
=
N O
w e
8 3
a
. ,
= © T T T T T T T T T T
- 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
]
m
T J
M v |
'u o~
£ v
‘_u i
(7 U
© - T T T T T T T T T T
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Fecha

Figura 2. Dinamica temporal de las variables ambientales mas relevantes
registradas in situ en el plan de monitoreo de la IM.
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Se cuantifico la abundancia de coliformes fecales (CF; UFC/100 mL) en 19359
casos (Tabla S1). Todas las playas presentaron casos con excesos puntuales (CF
> 2000 UFC/100 mL) en el transcurso del monitoreo.
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Figura 3. Salinidad por playa ordenadas de Oeste a Este. Nétese el incremento
de salinidad de valores menores a 5 en el Oeste a valores de 10 en la zona Este
(luego de RAM). La linea negra horizontal en cada caja indica la mediana de la
distribucién, y las cajas los cuantiles 0.25 (borde inferior) y 0.75 (borde superior)
de la distribucion.

Los CF tuvieron una distribucion asimétrica (minima=4, mediana=250,
media=1.047 y maxima=1.280.000; Figura 4) y la proporcién de excesos
puntuales (CF > 2.000) global fue cercana a 8% con diferencias entre playas
(Figura 4). El numero de excesos fue variable entre playas (entre 2 y 275), al
igual que la proporcion de excesos sobre las muestras realizadas, que se ubico
entre 0.45 y 29% (Tabla S1). Las playas con mayores proporciones de excesos
fueron Puerto del Buceo (PPB=29%), Santa Catalina (SC=24%), Playa del Cerro
(PA=19%), Ramirez (RAM=16%) y Miramar (MIR=13%). Las playas con menor
numero de excesos se encontraron en general al Oeste, y fueron Punta Espinillo
(PE=0.45%), Playa Nacional (PN=0.9%), Punta Yeguas (PY=1.2%) y La Colorada
(LC=1.6%).
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Playas

Distribucion de los coliformes fecales (logaritmo en base 10) en cada
playa en toda la serie de datos de 2009 a 2019. La linea punteada gris
representa el valor maximo permitido por la normativa para excesos puntuales
en playas recreativas (CF < 2000 UFC/100 mL). La linea negra horizontal en cada
caja indica la mediana de la distribucion, y las cajas los cuantiles 0.25 (borde
inferior) y 0.75 (borde superior) de la distribucién. Las playas se encuentran
ordenadas de Oeste a Este.

La linea de base, tomando en cuenta la precipitacion en las 24 horas previas
como criterio para considerar un exceso, presentd un porcentaje total de
aciertos del 82%, una tasa de verdaderos positivos (TVP) del 40% y una tasa de
verdaderos negativos (TVN) de 85%.

Los modelos que superaron la performance de la linea de base en todas las
métricas fueron el bosque aleatorio estratificado (RFst), la maquina de vectores
soporte (SVM) con datos balanceados por SMOTE y upsampling (Tabla 5). La
combinacién de arboles con Adaboost en los datos balanceados con SMOTE no
superd la linea de base en el total de aciertos o en la tasa de verdaderos
negativos, pero estuvo muy cercana y con la mejor performance en los
verdaderos positivos (Tabla 5). EIl modelo de bosque aleatorio estratificado
mostré un desempefio superior, mejorando a sus competidores directos en
todas las métricas y a la linea de base (Tabla 5).

Meétricas para evaluacion de los mejores modelos seleccionados para la
prediccion de excesos puntuales. Los mejores modelos fueron los bosques
aleatorios estratificados (RFst) utilizando los datos originales (Originales), las
maquinas de vectores soporte (SVM) y Adaboost ambos entrenados sobre una
base de datos modificada (Upsampling o SMOTE). Se presenta el porcentaje
total de aciertos (Acc%), la tasa de verdaderos positivos (TVP%) y la tasa de
verdaderos negativos (TVN%). El tratamiento de los datos y el tipo de modelo
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utilizado se compara con la linea de base (Pp24). Se presenta ademas el caso en
el cual ningln dato excede el umbral maximo definido en la normativa (Nunca
Excede) y el modelo propuesto por la agencia de proteccion ambiental de
Estados Unidos (EPA).

DEILH Modelo Acc% TVP% TVN%
Originales RFst 84 63 85
Upsampling SVM 84 58 86

SMOTE SVM 84 48 86

SMOTE Adaboost 83 64 84
Originales Pp24 82 40 85
Originales Nunca Excede 93 0 0
Originales EPA-RMCP 89 3 1

Las variables mas importantes obtenidas a partir de RFst, segun el criterio de
importancia de variables definido para RF, fueron la playa, la concentracion de
los coliformes en esa playa en el muestreo previo (lag_cf), la salinidad y la
turbidez registradas in situ y las precipitaciones acumuladas en 24 horas (Figura
5). En las playas con mayor nimero de excesos (PA, SC, RAM), el modelo
presentd una capacidad de prediccién de los casos riesgosos para la salud (TVP)
de 86, 82y 76% respectivamente (Figura 6).
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Importancia de las principales variables medida como la disminucion
en el indice de Gini, ordenadas de forma decreciente para el modelo de
bosques aleatorios estratificados (RFst). Por ejemplo, los lag de coliformes
fecales (lag_cf) son mas relevantes que el Indice Oceanico del Nifio (ONI). No se
muestran las variables con importancia relativa menor.
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PLAYAS

Métricas por playa ordenadas de Oeste a Este para el RFst, que fue
considerado el mejor modelo. Se muestra ademas el numero de casos totales
(N), el niumero de excesos por playa (E) y el nUmero de veces que la playa
presentd valores dentro de la reglamentacién (NE).

En este trabajo se emplearon técnicas de aprendizaje automatico para
modelar una extensa serie de datos espacio-temporales con dindmicas
complejas. Dichos modelos mejoraron la prediccion de eventos donde se
excedid la normativa de contaminacién fecal en playas recreativas con respecto
a la linea de base establecida en funcién de las precipitaciones en las 24 hs
previas. Se describieron ademas los patrones espacio-temporales de
variabilidad ambiental en las playas y el gradiente entre las zonas Oeste y Este
de Montevideo. Este tipo de modelizacién aporta herramientas para minimizar
el impacto de la contaminacién en la salud humana, advirtiendo a las
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autoridades con antelacién la probabilidad de exceso de coliformes fecales en el
agua. Los modelos utilizados son flexibles, proveen resultados en tiempo real, y
tienen la capacidad de “aprender” asimilando nueva informacion, por lo cual
pueden ser incorporados en un esquema de gestion y monitoreo de ciudades
inteligentes (Searcy, et al., 2018). Sin embargo, es crucial mejorar el tratamiento
de las aguas que se vierten en el estuario del Rio de la Plata, pues se registraron
valores de concentracion de coliformes fecales que exceden la normativa en
todas las playas, y en algunos casos con valores érdenes de magnitud por
encima de la normativa.

Este trabajo presenta un resumen de la informacién colectada en mas de 10
afos de muestreo en las playas de Montevideo. Se evidencian las diferencias en
la dinamica entre las Playas al Oeste y al Este de Montevideo, tomando como
sito de corte Punta Brava. Los cambios estacionales en las variables
hidrograficas reflejan la dinamica de la zona media del estuario (Calliari, et al.,
2005; Simionato, et al, 2010), marcando la transicion que genera el
desplazamiento estacional del frente de turbidez y de salinidad. Es importante
destacar que las mediciones son realizadas en una zona somera (prof = 1m), por
lo tanto, existen efectos locales que pueden generar variabilidad entre playas
(descargas locales, radiacion solar, etcétera). Pero en su conjunto, los datos
reflejan la dinamica oceanografica de esta zona relevante del estuario.

La concentracidon de coliformes fecales fue variable, pero en todas las playas
se registraron valores que excedieron el maximo estipulado en la normativa
para valores puntuales (2000 UFC/100 mL). Las playas del extremo Oeste, desde
Punta Espinillo hasta Punta Yeguas, presentaron en general valores moderados,
con una media inferior al promedio general. Santa Catalina y la Playa del Cerro
presentaron mayores valores y un alto porcentaje de excesos. La playa Ramirez
se sitla en una posicion geografica intermedia con caracteristicas diferenciales
de orientacion y forma de la playa. Al ser una bahia cerrada, propicia la
retencidn de la contaminacion que recibe, y se observaron valores de coliformes
fecales elevados y un gran porcentaje de excesos. Las playas de la region Este,
desde Pocitos a Miramar, presentaron en promedio valores de coliformes
fecales intermedios y similares. La playa del Puerto del Buceo representa una
excepcidén con valores muy superiores de coliformes fecales, estad localizada
dentro de un recinto portuario deportivo y actualmente permanece como no
habilitada para bafios.

Los mecanismos que explican esta diferencia geografica en el
comportamiento de las concentraciones de coliformes fecales estan dados por
los tipos y el esquema de la red de saneamiento metropolitano, la densidad
poblacional en las microcuencas, y la circulacion dentro y entre playas (Uruguay.
Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, 2020). Las
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playas del Oeste reciben aportes de fuentes de agua contaminadas de forma
directa, pues esa region no posee un esquema de saneamiento centralizado,
que estd actualmente en desarrollo (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, 2020). Las playas del Este reciben
en mayor medida el efecto del transporte del agua contaminada proveniente
del colector subacuatico y los aportes puntuales generados por la descarga de
los aliviaderos (Figura 1). Estos hechos generan una predictibilidad diferencial
para las playas sujetas a diferentes sistemas de tratamiento. En la zona Oeste,
existe mayor variabilidad en los aportes, que son puntuales y dispersos en el
territorio y, por lo tanto, mas dificiles de predecir. En la zona Este, se observa
una menor variabilidad entre playas, tanto en las condiciones ambientales como
en la concentracién de los coliformes. El efecto de la descarga centralizada de
todos los aportes de la cuenca por el colector, luego del tratamiento, promedia
los aportes de las microcuencas (barrios) y el transporte de la circulacion
oceanografica a mesoescala (decenas de km) costera termina definiendo el
efecto en las playas. Esta variabilidad de mecanismos fue bien capturada por el
abordaje de modelizacion utilizado de AA. En este esquema de modelizacién es
posible agregar nuevas variables, como las descargas de los aliviaderos, o la
altura de marea, que podrian mejorar la capacidad predictiva, pues son variables
que afectan directamente la carga de contaminacion que reciben los cuerpos de
agua y que no fueron incorporadas en la presente formulacion.

La estrategia de modelizacion presentada permite avanzar en la capacidad
predictiva de los excesos de coliformes fecales. Se alcanzé una mejora del 60%
en la tasa de verdaderos positivos (TVP) respecto a la linea de base basada en
precipitacion. En playas con situaciones de contaminacion comprometida (PA,
SC, RAM), el modelo presentd un incremento importante en la capacidad de
prediccion de excesos, aumentando la TVP respecto a la linea de base en un
factor de 4 en Playa Nacional y Santa Catalina, y un factor de 2 en Ramirez. De
los algoritmos evaluados y las estrategias de tratamiento de los datos se
desprende que los bosques aleatorios con muestreo estratificado (RFst) fueron
los que presentaron mejor desempefio y superaron en todas las métricas los
pronosticos generados por la linea de base. Las maquinas de vectores soporte y
Adaboost fueron competitivos cuando las clases fueron balanceadas
artificialmente mediante upsampling y SMOTE. Esto es esperable debido a que
los algoritmos son “voraces” en el sentido de maximizar el porcentaje de
aciertos, pero no consideran el acierto en las clases particulares (Breiman, 2001;
Segura, et al., 2017). Esta voracidad es problematica cuando la clase minoritaria
tiene una importancia superlativa, pues implica no exponer a los bafistas a
niveles excesivos de contaminacion. El bosque aleatorio con muestreo
estratificado aumento la capacidad de prediccién en todas las métricas y en
particular en la clase de Excesos, mejorando con respecto a las técnicas de
remuestreo (por ejemplo, downsampling) o de incremento artificial de la clase
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minoritaria (por ejemplo, SMOTE). Este resultado es relevante, y sugiere que en
bases de datos donde la clase mayoritaria presenta casos poco informativos, la
estratificacion que realiza el algoritmo de RFst permite utilizar toda la
informacion disponible, mientras que los algoritmos de downsampling o SMOTE
no permiten capturar toda la riqueza de la informacion, pues los datos se
remuestrean con técnicas rigidas, sin aprovechar todo el conjunto de la
informacion. El balanceo de datos para obtener mejores predicciones cuando
los problemas son desbalanceados es un area en constante desarrollo y
crecimiento (Kuhn 'y Johnson, 2016).

El algoritmo RFst presenta gran eficiencia computacional, pues el
entrenamiento de un RFst con aproximadamente 19000 casos y clase
minoritaria de 8% tiene un tiempo de ejecucidén en un computador portatil con
i7 y 16Gb de memoria RAM de unos 5 segundos. La prediccion luego de
entrenado el modelo con 3000 nuevos casos es instantanea. En este sentido, es
mas eficiente que los algoritmos que requieren ajustes secuenciales, como
Adaboost o aquellos que requieren un tratamiento de datos previo mediante,
por ejemplo, upsampling o SMOTE, pues incrementan artificialmente el nUmero
de datos y por lo tanto el costo computacional. La eficiencia computacional del
RFst permite que el algoritmo sea ejecutado sin la necesidad de grandes
plataformas de computo. Esto es importante en un contexto de aplicacion del
modelo (por ej. en otras intendencias departamentales) o en oficinas
descentralizadas, pues permite su manejo aun en condiciones de escasa
capacidad computacional operativa.

Los algoritmos programados en el software “Virtual Beach” de la agencia de
proteccion ambiental de USA (EPA-EEUU) tuvieron una baja performance, y en
el caso del Boosting no fue posible ejecutarlos pues el modelo no convergiod
dadas las probabilidades iniciales de las clases. Estos resultados resaltan la
importancia del desarrollo de algoritmos y modelos que contemplen los
aspectos especificos de las bases de datos locales, y que la aplicacion de
modelos producidos en otros contextos, en general, generan soluciones que no
son satisfactorias y no son adecuadas a la realidad local. Esto es alin mas critico
en el area ambiental, donde se requiere un equipo de profesionales que posea
una visiéon holistica del tema y pueda interactuar entre saberes para desarrollar
soluciones integrales. En Uruguay, actualmente existen profesionales altamente
capacitados en estas areas, y a partir de la descentralizacién de la Universidad
de la Republica en particular, se han desarrollado equipos con una vision
interdisciplinaria del ambiente que permiten aventurar un salto en la generacion
de conocimiento y desarrollo de estas técnicas y sus aplicaciones.

En resumen, el presente trabajo aporté a sintetizar informacion relevante
sobre el estado de las playas. Los algoritmos de aprendizaje automatico,
19



entrenados con una excelente base de datos historica generada por la IM,
permiten predecir eventos de contaminacion y representan un insumo
importante para la gestién de las playas y el cuidado de la salud humana. Incluir
estos algoritmos en un esquema de ciudades inteligentes es inmediato.
Asimismo, la inteligencia artificial o el conjunto de métodos para hacer
“ciudades inteligentes” requiere que los objetivos de gestion estén integrados y
reconozcan el valor de una buena calidad ambiental como forma de disminuir
las desigualdades en el acceso a los bienes naturales.
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ANEXO

Tabla S1. Resumen de las principales caracteristicas de las 21 playas capitalinas
analizadas ordenadas de Oeste a Este. CF refiere a densidad de coliformes
fecales (UFC/100 mL) y a los estadisticos minimo (Min), maximo (Max), la
mediana (Med) y el promedio aritmético (Prom). El nUmero de casos (N) y el
numero de excesos (E; cuando CF>2000 UFC/100 mL). Las variables ambientales
registradas en el agua temperatura (T), tubidez (Turb) y salinidad (S) junto con
los estadisticos descriptivos (Ds= desvio estandard).

PE 5 6000 25 101 433 2 8.8 292 214 41 2.8 310.0 37.4 320 00 278 3.8 4.9
LC 5 10000 50 198 1059 18 88 292 195 49 22 650.0 433 472 0.0 30.0 3.6 4.6
PB 5 47000 90 339 1119 24 6.8 292 190 50 11 811.0 45.9 60.3 0.0 310 4.4 53
4 5 11000 40 210 570 12 103 292 228 25 21 450.0 348 347 00 300 52 59
PY 5 5000 94 204 404 5 89 289 216 39 26 370.0 36.2 40.2 01 33.0 7.8 7.2
sC 5 98000 620 2317 1135 275 88 292 196 49 1.8 1000.0 44.0 61.8 0.1 315 7.1 7.2
PN 5 3400 130 260 645 6 88 292 214 42 20 303.0 345 343 04 340 7.9 7.5
PA 5 99000 550 1550 1169 224 71 303 197 50 17 1000.0 46.7 596 0.1 316 8.2 75
RAM 5 51000 480 1432 1179 190 84 321 19.8 51 1.6 800.0 46.0 658 0.1 335 8.8 7.9
POC 5 13400 375 715 1168 86 85 293 195 48 11 1000.0 86.8 89.2 0.1 33.6 11.5 8.1
POCB 5 8300 360 618 1003 63 88 292 194 49 28 684.5 86.7 857 041 322 10.9 79
PPB 5 1E+06 705 8390 550 159 103 292 228 26 28 600.0 81.0 758 03 314 1.7 7.8
BUC 4 2E+05 390 1347 1103 105 88 292 196 49 16 900.0 93.7 952 01 31.8 11.9 8.2
MAL 5 94550 290 990 1149 77 89 296 198 48 19 1000.0 98.0 1176 0.1 35.0 121 8.4
BR 5 37000 160 431 633 15 103 292 229 25 28 600.0 777 71.8 03 330 141 8.6
H 5 51000 205 546 1082 27 88 292 197 49 26 750.0 84.4 96.7 0.1 36.0 12.4 8.5
ING 5 78400 250 601 1127 52 88 292 196 49 21 1000.0 918 1187 0.1 34.0 12.3 8.4
VDE 5 14900 220 482 1086 47 88 292 196 49 28 684.5 855 850 0.1 35.5 12.3 8.5
MTA 5 31000 130 432 545 13 103 292 229 25 28 1000.0 79.9 820 05 355 141 8.7
CAR 5 36000 300 866 1137 102 9.1 301 200 48 23 1000.0 1101 1319 0.1 35.0 12.3 8.3
MIR 5 50000 410 1099 1063 137 88 292 196 49 28 600.0 86.1 835 0.1 34.0 12.4 8.3

*Nombres de las playas en orden de Oeste a Este (de arriba a abajo en la tabla): Punta
Espinillo, La Colorada, Pajas Blancas, Zabala, Punta Yeguas, Santa Catalina, Nacional,
Cerro, Ramirez, Pocitos en Barreiro, Pocitos en Av. Brasil, Puerto del Buceo, Buceo,
Malvin, Brava, Honda, Ingleses, Verde, Mulata, Carrasco, Miramar. (ver informes con
descripcién detallada en el Programa de monitoreo de agua de playas y costa del
departamento de Montevideo. Informe anual 2018-2019 (Intendencia de
Montevideo, 2019).
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Las floraciones de cianobacterias téxicas generan impactos negativos a nivel
ambiental, econémico, y en la salud humana y animal. Se realizd un analisis de datos
histéricos (1989-2020, n = 423) y un experimento de enriquecimiento de nutrientes para
estudiar las cianobacterias del Rio Negro, principal rio interno del pais. En base a
indicadores cuantitativos (biovolumen, abundancia de células de cianobacterias y
observacidén visual), se definieron cuatro niveles de peligrosidad de exposicién a
cianobacterias téxicas. Las cianobacterias mas frecuentes (Microcystis sp. y
Dolichospermum sp.) son productoras potenciales de diversas toxinas, incluyendo
algunas que no han sido analizadas aun en Uruguay. Se advierte un deterioro ambiental
creciente desde el afio 2000, pautado por el aumento de la biomasa de cianobacterias y
las concentraciones de toxinas (microcistinas). Los nutrientes en el agua indican
eutrofizacion avanzada, asociada al incremento del area agricola de la cuenca. Los
resultados experimentales demostraron el papel clave de los nutrientes y el tiempo de
residencia en el favorecimiento de estos organismos. Las floraciones toxicas de
cianobacterias amenazan seriamente los multiples servicios ecosistémicos que brinda el
rio, siendo indispensable la instrumentacién de planes de monitoreo de cianobacterias 'y
medidas de manejo para controlar la eutrofizacion a largo plazo.

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

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

water quality, eutrophication, reservoirs, nutrients, phytoplankton.

Blooms de cianobactérias toxicas geram impactos ambientais e econdmicos
negativos, alem de danos a saude humana e animal. Analise de dados histéricos (1989-
2020, n = 423) e um experimento de enriquecimento de nutrientes foram realizados
para estudar as cianobactérias do Rio Negro, o principal rio interno do Uruguai. Com
base em indicadores quantitativos (biovolume e abundancia de células cianobacterianas
e observacao visual) foram definidas quatro categorias de perigosidade de exposicao a



toxinas. As cianobactérias mais comuns (Microcystis sp. e Dolichospermum sp.) sao
produtoras potenciais de varias toxinas, algumas das quais nunca foram analisadas en
Uruguai. Elevadas biomassas de cianobactérias e concentra¢es das toxinas
(microcistinas) foram encontradas desde 2000 com tendéncia a aumentar casos em
categorias de alta perigosidade e alertando para a deterioracdo ambiental, a Ultima
década. Concentragdes altas de nutrientes na agua indicam eutrofiza¢do avancada
associado com o aumento da area da bacia dedicada a agricultura. Os resultados
experimentais demonstraram o papel fundamental dos nutrientes e do tempo de
residencia no favorecimento de cianobactérias. A proliferacao de cianobactérias téxicas
ameacam seriamente os multiplos servicos ecossistémicos fornecidos pelo rio, tornando
essencial a implementa¢do de monitoramento de cianobactérias, planos de manejo e
monitoreamento para controlar a eutrofiza¢cdo em longo prazo.

qualidade da agua, eutrofizacao, reservatérios, nutrientes, fitoplancton.

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

En los ecosistemas I6ticos, las actividades antrdpicas que afectan el flujo y la
circulacion natural del agua generan condiciones propicias para las floraciones
(Palmer y Ruhi, 2019). Por ejemplo, la construccién de embalses para la
generacion de energia eléctrica es una practica muy extendida en América del
Sur (Tundisi, et al., 1998; Palmer y Ruhi, 2019). En los embalses, el tiempo de
residencia controlado artificialmente cumple un papel importante en la
acumulacion y el lavado de la biomasa de fitoplancton aguas abajo (Davis y Koop,
2006; Rangel, et al., 2012).

El Rio Negro es el principal cuerpo de agua Iético interno de Uruguay, con un
caudal promedio de 930 m3s' (cerca de la desembocadura), y atraviesa el
territorio de este a oeste, confluyendo en el rio Uruguay (Alonso, et al., 2019)



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

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



consistentes a partir de 2009 (Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, 2020), no
se han analizado en forma integrada a las cianobacterias y las cianotoxinas que
aparecen en el rio, y la influencia combinada del flujo del agua y los nutrientes
como factores que inciden en las floraciones. Este trabajo tuvo dos objetivos, 1)
realizar un analisis sindptico de la informacion histérica sobre las cianobacterias
plancténicas, las cianotoxinas y los principales parametros ambientales en el Rio
Negro; y 2) mediante una aproximacion experimental, evaluar el papel del
tiempo de residencia y los nutrientes en el crecimiento de las poblaciones de
cianobacterias y las concentraciones de microcistinas totales.

Los datos de la concentracion de nitrogeno total (NT) y de fésforo total (PT) se
obtuvieron del portal abierto Observatorio Ambiental de la DINAMA (OAN)
(Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, 2020), con informacion de los embalses
(Bonete: BO, Baygorria: BA y Palmar: PA) y tramos l6ticos (Figura 1: todos los
sitios, excepto el 15), periodo 2000 a 2019 (n = 628 y 616, NT y PT,
respectivamente). Se utilizé la base de datos de la Seccidén Limnologia (Bonilla, et
al., 2015), incluyendo registros de fitoplancton, biomasa de cianobacterias,
concentracion de clorofila a (Clo a), datos de toxinas (n = 169) y nutrientes totales.
A dicha base de datos se incorpord informacion proveniente de informes
técnicos, articulos referidos a la presencia de cianobacterias (Pérez, et al., 1999;
Chalar, et al., 2010; Gonzalez-Piana, et al., 2017, 2018; Uruguay. Ministerio de
Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018; Estudio
Ingenieria Ambiental, 2019) y datos no publicados de la Secciéon Limnologia
(biovolumen de cianobacterias y microcistinas totales y sus variantes),
obteniendo una matriz final con 423 registros.

Para visualizar tendencias en la concentracién de nutrientes (NT y PT) a lo largo
del tiempo, los datos se clasificaron por tipo de ambiente (embalses y tramos
|6ticos), y se calculé la mediana y los cuantiles extremos (0,10 y 0,90) para
ventanas temporales entre los afios en los que se contaba con informacién de
uso del suelo (ver mas abajo).

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



Se calculd la ocurrencia de géneros y especies de cianobacterias desde los
primeros registros (1991) hasta 2019, incluyendo informes con datos
promediados por periodos de tiempo diversos (Conde, et al., 1999; Chalar, et al.,
2010). Se utilizaron los datos del monitoreo visual de cianobacterias (tres
categorias, 0: ausencia de cianobacterias, 1: presencia y 2: espuma) para las
playas de la ciudad de Mercedes (tramos I6ticos), 2017-2020, n = 63, datos
tomados del portal OAN (Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, 2020; Uruguay.
Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA
2019b).

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

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

Indicadores cuantitativos de cianobacterias (Ciano) y niveles de alerta de
agua para potabilizacién y uso recreativo, niveles de monitoreo visual DINAMA y
categorias de riesgo de exposicion a cianobacterias toxicas utilizadas en este
estudio (Uruguay. Ministerio de Medio Ambiente, DINAMA, 2019b). Valores
conservadores: *biovolumen = 0,3 mm3L "o Clo a =1 pglL" (con predominio de
cianobacterias) indica que las MCs o la CYN pueden alcanzar el Valor Guia
cronico (de por vida) para estas toxinas en agua potable; **biovolumen >4



mm?3L" o Clo a>12 pgL' (con predominio de cianobacterias) indica que las MCs,
las CYN o STXs pueden exceder los Valores Guia de exposicion de corto plazo
para estas toxinas; ***biovolumen >8 mm3L" o Clo @ >24 pgL" (con predominio
de cianobacterias) indica que las MCs, las CYN o STXs pueden exceder los Valores

Guia de uso recreativo para estas toxinas (Chorus y Welker, 2021).

Nivel Células Niveles Categorias
Uso del agua  de alerta Biovolumen Ciano MC-LR monitoreo usadas
iano; Clo a . pgL visua en este
° oms  Ciano:Cl (cellsmL") = ]
DINAMA estudio
31-1.
Potabilizacion  Vigilancia <O'<5; rSng__1L ! <5000 <1 pgL" 1 (Baja-Nula)
0,3-4 mm3L"; 2
* ! ! _ _ 1%
Alerta 1 1-12 pgl 5000-60000 1-12 pgL (Baja-Media)
4-8 mm3LT; 60000- 3
** ' R EET
Alerta 2 12-24pgl’ 120000  224H8L (Media-Alta)
Recreacion Vigilancia 1-4 mmeLy v0: ausencia 1-2
& 3-12 pgl- : (Baja-Media)
4-8 mm3LT"; <60000- . . 3
Alerta® o oapgl’ 120000 vizpresencia  \jadia-Alta)
Al Dkkk >8 mm3L"; Ak -
erta >24 gl >120000 >24 pgl v2: espuma 4 (Alta)

Experimento

Se realiz6 un experimento para determinar la influencia de los nutrientes
(nitrégeno: N y fosforo: P) y del tiempo de residencia en el crecimiento del
fitoplancton. El disefio de tipo factorial incluyé dos factores, nutrientes (Nutr) y
tiempo de residencia (Dilu), resultando en cuatro condiciones: control, Nutr, Dilu
y Nutr*Dilu. Las variables de respuesta fueron el biovolumen de cianobacterias y
eucariotas, y las microcistinas totales.

Se utilizé una muestra subsuperficial de 20 L del embalse Palmar (27/06/2014)
(Figura 1, sitio 12), que se trasladd en oscuridad y a baja temperatura al
laboratorio de la Seccién Limnologia, en la Facultad de Ciencias (Montevideo),
donde se determiné la concentracién de nutrientes segun Valderrama (1981) (98
+ 5,8 ugPT L'y 0,75 + 0,09 mgNT L', N y P, respectivamente). La muestra fue
homogeneizada y se distribuyeron 600 mL en frascos de vidrio de 1 L. Para el
factor Nutr se usd nitrato (NaNOs) y fosfato (K:HPOa). Las soluciones de



nutrientes fueron dosificadas en pulsos diarios (9 adiciones, una por cada dia del
experimento, excepto el Ultimo). La dosis diaria fue de 133 pgL' y 1,02 mgL"
(fosfato y nitrato, respectivamente), totalizando 1,1 mgL' y 82 mgL', Py N
respectivamente. El tiempo de residencia bajo (~ 3,4 dias) se emulé por dilucion,
realizando un recambio diario de 175 mL con agua de rio filtrada (filtro MGF,
Munktell, Alemania). El tiempo de residencia alto represent6 los 10 dias del
experimento (sin dilucién). Para el tratamiento combinado, Nutr*Dilu, la dilucion
diaria fue anterior al agregado de nutrientes. Las réplicas (n = 3) se aclimataron ~
40 horas a 25 + 2 °C, 110 - 115 pmol fotén m=2s? y fotoperiodo 16:8,
luz:oscuridad y se ordenaron al azar. Durante los 10 dias de incubacién se
siguieron los cambios de la fluorescencia /n vivo de la Clo a y la ficocianina
(Cremella, et al., 2018) para calcular la tasa de crecimiento (en dia™). Al finalizar
(10 dias), parte de las muestras se fijaron con solucién lugol para el conteo de
fitoplancton, y el resto se congel6 para el analisis de MC totales mediante la
técnica ELISA (Brena, et al., 2021). La identificacion y conteo del fitoplancton se
realizé para cada unidad experimental, segin métodos de rutina descritos en
lllarze (2015). Las diferencias significativas entre tratamientos se probaron
mediante ANOVA de una via y una prueba de comparaciones pareadas posterior
(con distancia de Holmes), verificando previamente la normalidad vy
homogeneidad de varianza de los datos.

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

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

Los primeros datos cuantitativos corresponden a la concentracion de Clo a e
individuos por litro (variable que no es indicadora de biomasa ni abundancia).



Posteriormente se incorporaron las estimaciones de abundancia de
cianobacterias en células (a partir del 2000) y en biovolumen (Tabla 2). El mayor
numero de registros con informacion cuantitativa de cianobacterias corresponde
a los embalses a partir de 2010 (n = 187) (Tabla 2). Los valores mayores a 500
ugL™? de Clo ay de 100 mm3L" de biovolumen son de densas acumulaciones de
biomasa de cianobacteria (“espuma”), condiciones alcanzadas en los tres
embalses (Tabla 2).

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

Las Unicas toxinas que han sido analizadas en el Rio Negro son las
microcistinas, en general como totales, aunque hay reportes con algunas
variantes quimicas (Tabla 2). La informacién disponible apenas supera los 60
registros (MC totales y variante LR), donde el 23% de los datos de la zona
pelagica y el 58% de la orilla superan los 24 pgL" (Alerta 2, peligrosidad alta para
aguas de recreacion, OMS, Tabla 1). Los primeros informes de cianotoxinas
correspondieron a floraciones de Microcystis aeruginosa y Dolichospermum
circinale en BO (MC totales: 909 y 551 pggp.s.”, sitios Carpinteria y Represa,
respectivamente; diciembre/2000) y en los tres embalses al verano siguiente
(enero/2001) (MC totales: 763; 701 y 971 pggp.s.' en BA, BO y PA
respectivamente y un valor casi cuatro veces mas alto en el tramo |6tico) (Tabla
2). La variante quimica de MC mas analizada ha sido la LR, pero se han
cuantificado puntualmente las MCs-RR (sitios 5y 6) e YR (sitio 5) (Figura 1, Tabla
2), en presencia de una floracion dominada por las cianobacterias coloniales
Radiocystis fernandoii 'y Microcystis wesenbergii (cianobacterias totales: 1.375;
38 y 40 mm3L", sitios 5, 6 y 7, respectivamente, noviembre/2014).
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Figura 2. Registro de géneros de cianobacterias en los tres embalses del Rio
Negro. Los colores indican los cuatro érdenes filogenéticos.

Tabla 2. Biovolumen de cianobacterias (2010-2015) y microcistinas (MC), (2000-
2001 y 2010-2015) registrados en el Rio Negro, tramos l6ticos (rn), embalses
(Bonete, Baygorria y Palmar) y todos los datos (Todos). Se indica la mediana, el
rango (minimo-maximo, entre paréntesis rectos) y el n (cursiva); *: n = 1, nd:
analizado y no detectado. Los datos de biovolumen se discriminan segun la
muestra haya sido tomada en la orilla o en la zona pelagica (centro). Métodos:
ELISA (MC_totales) o LC MS/MS o MALDITOF para las variantes; @: rio Yi (2000).
Referencias (Ref): 1) De Leodn, et al., 2001, 2) Conde, et al., 2002, 3) Gonzalez-
Piana, et al., 2011, 4) Gonzalez-Piana, et al., 2017, 5) Brena, et al., 2021 y 6) este
estudio.
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Biovolumen

ST Bonete Baygorria Palmar rn Todos Ref
Cianobacterias 0,537 0,288 [0- 1,69 [0- [0060022363_ 0,545 346
(mm3LY), centro  [0-1370], 99 25,61, 75 4871, 76 4051 qe  [0-1370] T

. . 10,4 0,510 76,2
Cianobacterias 4 340 6607, g 992 [27.0- [0,410- - [0,0300- 3;5;6
(mm3L"), orilla 153001, 9 18.9], 5 15300]

MC_totales o 0 0 32000793 2121279 o8 295 .

(gL ' : 3x104, 13 3440], 4 2l [0-3x10']
33,0
151 33,0 34,0 [2,29- '
-1 ’ * . A
MC_LR(BL)  1380.01101,4 [26,6-551,3 26601, 7 &0 [1.80- 3;4:6
2660]

MC_RR (ugL") 23,6% nd nd 5,60% - 6

MC_YR (pgL") 3,60% nd nd nd - 6

MC_totales 763 673 957 2880% 886 12

(uggp.s.”) [627-899],2  [551-909], 4 [886-1030], 2 [551-2880]

MC_t?:taleS/ 0,174 0,076 0 0,09 .

PESOTresco 10,02-9,98], 5 [0,005-0,59], 8 - [0-0,411, 70 [0,01-9,08] ©°

(gmm-)

0,486 2,154 0,96

MC_LR/ peso ! ' . 0,69 .

fresco (ugmm) (0013811, 77 [0,55-9,85),6 [0118-87,61,17 0,01-876] 46

El PT en el agua presentd valores altos, por encima de los umbrales de
condicion eutrofica a lo largo de todo el periodo, tanto para embalses (excepto
en 2000) como para los tramos I6ticos (Figura 4). El NT presentd concentraciones
muy altas con una tendencia general al aumento en los cuantiles superiores
(0,90) desde 2000 a 2018 (Figura 4). El uso del suelo de la cuenca del Rio Negro
tuvo cambios importantes entre 2000 y 2018. Se increment6 el porcentaje de
area cubierta de la cuenca destinada a la agricultura (15 al 23%) y la forestacién
(6 a 11%) en los afios 2000 y 2018, respectivamente (Figura 4). Este cambio
determind una disminucién de 960.870 hectareas ocupadas por la cobertura
herbaceo-arbustiva (del 73 al 59% del area total de la cuenca, en 2000 y 2018
respectivamente).
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Frecuencia de registro de floraciones en categorias de peligrosidad de
exposicion a cianobacterias tdxicas (ver Tabla 1). A: para todos los datos a lo
largo del tiempo. Agrupado por embalses (Bonete, Baygorria y Palmar) y tramos
|6ticos (rn), para dos periodos, B: 1989-2010y C: 2011-2020. n = numero de datos,
indicado arriba de cada barra.
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A: Cambio del uso del suelo (%) respecto al 2000 para agricultura y
forestacion. B: Variacidon de la concentracion de fésforo total y C: Variacidn de la
concentracion de nitrégeno total, desde 2000 a 2018, segun embalses y tramos
|6ticos. Se indica la mediana (circulo negro, y los cuantiles 0,10/0,90). En B las
lineas horizontales punteadas: 25 y 63,7 ygL' de fésforo total (umbral en la
legislacion uruguaya y maxima para el estado eutrofico para embalses
subtropicales segun Cunha, et al., 2013, respectivamente).

El agregado de nutrientes resultdé en un aumento significativo del biovolumen
de cianobacterias y de las MCs (Figura 5). Las cianobacterias fueron el grupo
dominante en el fitoplancton (>90% del biovolumen total, género dominante:
Microcystis), tanto en el control como en los dos tratamientos con adicion de
nutrientes (Nutr y Nutr*Dilu). El biovolumen de cianobacterias del tratamiento
Nutr fue, en promedio, 7 veces mas alto que en el control (2.918 y 412 mm3L",
Nutr y control, respectivamente). El tratamiento Dilu present6 una mayor
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diversidad de grupos eucariotas de pequefio tamafio individual y muy baja
contribucion de cianobacterias (~ 3% del total), siendo 3 6rdenes de magnitud
menor al del control (Figura 5). Finalmente, el tratamiento Nutr*Dilu alcanzo
biovolUmenes de cianobacterias altos pero menores al control (promedio: 206
mm3L"). Con adicion de nutrientes se observaron los mayores crecimientos
(0,204 y 0,153 dia”’, Nutr y Nutr*Dilu, respectivamente), mientras que los otros
tratamientos presentaron una tasa de crecimiento muy baja (0,069 y 0,003 dia™,
Dilu y control, respectivamente). La concentracién de MCs fue significativamente
mas alta en Nutr que en el resto de los tratamientos (Figura 5). Sin embargo, las
MCs expresadas por unidad de biomasa fueron bajas en los tratamientos con
adicion de nutrientes (0,012 + 0,005 pgmm=y 0,012 + 0,014 ygmm3, Nutr y
Nutr*Dilu, respectivamente) y mas altas en los restantes (0,029 + 0,025 ygmm~3y
1,920 + 1,45 ygmm-3, para el control y Dilu, respectivamente).

A B
a b a a a o a a
|

3000 ° 40
~ &
< [ ]
= 2 30
£ 2000 2
S I
g L 201
> (]

Jd

a v

1000 S

] ﬁ
0 | —— 01 Ii' —e—
Control  Nutr Nutr*Dilu Dilu Control  Nutr Nutr*Dilu Dilu
Tratamiento Tratamiento

C

100
2
]
(7] 75
g
= . Chlorophyta
P 50 4 . Cyanobacteria
5 B Bacillariophyta
g - Otros
E 25+
[J]
1
>
om 0+

Control  Nutr Nutr*Dilu Dilu
Tratamiento

15



Experimento de enriquecimiento con nutrientes y dilucion en muestras
naturales de PA Control (sin enriquecimiento ni dilucién), Dilu: dilucién diaria,
Nutr: agregado de N+P, Nutr*Dilu: ambos factores combinados. A: biovolumen
total de fitoplancton, B: microcistinas totales (MC), y C: contribucién relativa de
los diferentes grupos en el total del biovolumen. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos (p <0,05). Para cada tratamiento n = 3.

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

La mayoria de las floraciones estuvieron dominadas por Dolichospermum y
Microcystis (o Radiocystis), las cianobacterias mas frecuentes en los cuerpos de
agua lénticos y I6ticos eutroficos del pais (Bonilla, et al., 2015; Ferrari, et al., 2011;
Haakonsson, et al.,, 2017). Estos taxa son potencialmente toxicos, y pueden
producir lipopolisacaridos (dermatotoxinas), microcistinas (hepatotoxinas) y
potentes neurotoxinas (saxitoxina, anatoxina-a y anatoxina-a(S)) (van Apeldoorn,
et al., 2007; Furtado, et al., 2009). La mayoria de las neurotoxinas no se analizan
en parte por limitaciones en la capacidad analitica del pais, por lo que puede
existir un riesgo ambiental y sanitario que aun no ha sido identificado
apropiadamente.

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

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

Los valores de nutrientes totales registrados en el Rio Negro (2000-2018)
indican condiciones eutréficas a hipereutroficas (valores de fésforo total >63,7
pgL?, Cunha, et al., 2013). Dichas concentraciones son mayores a los promedios
histéricos del rio Uruguay y algo menores a los del rio Santa Lucia, ecosistemas
|6ticos del pais fuertemente impactados (Aubriot, et al., 2017; Alonso, et al.,
2019). Los valores de fésforo total registrados en este estudio fueron entre 2 y
18 veces mayores que el permitido por la legislacion uruguaya (25 gL, excepto
para la Clase 4), Decreto 253/979 (Uruguay, 1979). Esto, junto a los indices de
estado troéfico, indican un grado de deterioro muy importante en la calidad del
agua. Las concentraciones de nitrégeno total fueron altas y con una tendencia
en ascenso desde 2000 a 2018, lo que puede estar relacionado al aumento de la
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agricultura en la cuenca y la tendencia mundial a usar fertilizantes nitrogenados
(Glibert, et al., 2014).

El aumento en la agricultura varia segun regiones de la cuenca, siendo mas
importante en el Este que en el Centro y Oeste (100% y 10-50%, Este, y Centroy
Oeste, respectivamente, periodo 2011-2015) (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente; DINAMA, 2018), asociado a la
expansion de monocultivos de soja y forestacién (Gazzano, et al.,, 2019). Las
cargas de PT y NT aportadas por los cultivos han sido estimadas en 50% de la
carga total en la region Este y Centro (cuenca alta y media), y en mas del 80% en
cuenca media a baja (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente; DINAMA, 2018). Considerando que las fuentes puntuales de PT
y NT son relativamente bajas en esta cuenca (1,2% y 2,2%, PT y NT,
respectivamente, para 2015-2016) (Uruguay. Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, DINAMA, 2018), emprendimientos
industriales de gran porte (ejemplo: UPM Il, planta de pasta de celulosa) pueden
alterar esta tendencia. Se estima que esta planta volcara al rio aproximadamente
38 y 168 Ton.afio" de PT y NT, respectivamente, al inicio de su funcionamiento
(Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente,
DINAMA, 2019a). Modelaciones realizadas por DINAMA indican que la frecuencia
de floraciones algales se incrementaria, al menos en BA, en periodos de bajo
caudal (<65 m3s") (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente, DINAMA, 2019a). Sin embargo, se desconocen los efectos que
podria tener la descarga de UPM Il aguas abajo (embalse PA). Las cargas de
nutrientes aportadas por UPM Il en periodos de bajos caudales y en periodos
calidos (alta temperatura y luz) podrian generar un impacto significativo en el
aumento de la frecuencia y persistencia de floraciones de cianobacterias. Estas
variaciones ademas estaran regidas por el régimen de precipitaciones que
afectara al caudal.

Nuestros resultados experimentales evidenciaron el efecto combinado de los
nutrientes y el tiempo de residencia del agua en la acumulacién de altas
biomasas de cianobacterias. La muestra natural de PA utilizada tenia
caracteristicas eutroéficas (ver Materiales y Métodos), pero aun asi el agregado de
nutrientes generd un aumento del biovolumen de fitoplancton 7 veces mayor al
control, con dominancia de cianobacterias toxicas. Esto implica que, bajo
condiciones apropiadas de temperatura y luz, un aumento de aportes de
nutrientes puede derivar en un agravamiento de la situacién en el ecosistema
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(Maavara, et al., 2015). Las altas concentraciones de cianobacterias estuvieron
acompafiadas de un aumento de la concentracién de MC totales, indicando alta
peligrosidad de exposiciébn para humanos (Chorus y Welker, 2021). En los
tratamientos con dilucién, que emulan las condiciones I6ticas, la baja biomasa se
explica por la accion del lavado diario; por lo tanto, se demostro el papel clave de
las condiciones Iénticas en la formacién de las floraciones de cianobacterias. El
tiempo de residencia del agua del rio (~ horas a pocos dias) es mayor al tiempo
de crecimiento fitoplancténico (~ 3 dia” en condiciones naturales) (Huisman, et
al., 2018), lo que limita la acumulacién de biomasa de cianobacterias de gran
tamafio individual. Sin embargo, el represamiento de los rios aumenta el tiempo
de residencia, permitiendo entonces el crecimiento y la acumulacién de biomasa
(Davis y Koop, 2006). El lavado de dicha biomasa depende del manejo de los
embalses, pero también del régimen de precipitaciones afectadas por el evento
de escala regional El Nifio/a Oscilacion del Sur (ENSO, por sus siglas en inglés),
muchas veces generando situaciones complejas o imposibles de controlar
(Aubriot, et al., 2020). Los prondsticos de cambio climatico para la region
incluyen aumentos en la frecuencia de fendmenos de precipitaciones extremos
(sequias y lluvias), lo que puede influir de forma significativa en el fenémeno de
las floraciones (Haakonsson, et al., 2017).

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

(agropecuarias, industrias, urbanas) (El Nifio-Oscilacion del Sur, cambio climatico)
M ......
Contaminacion: Cambios:
\—) aumento de la carga caudal del rio y tiempo —
de fosforo y nitrogeno de residencia (embalses)

Floraciones de
cianobaterias toxicas

Servicios del Rio Negro Consecuencias

Generacidon de energia eléctrica Carrosion, aumento de los costos operativos

Potabilizacién Aumento de los costos de potabilizacién
Recreacion: playa, pesca, Pérdidas econdmicas para el turismo
actividades nauticas Restriccién o prohibicién de bafios u otras actividades

Cierre de playas
Pérdida de valor estético del agua

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

Acuicultura Bioacumulacién de las toxinas

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

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

CONCLUSIONES

Mediante la integracion de la informacién histérica de campo y los resultados
experimentales, nuestro estudio logré poner en evidencia la gravedad de la
situacion actual de la eutrofizacion del Rio Negro. Las floraciones de
cianobacterias toxicas representan un riesgo elevado para la salud humana y
animal, y para otros servicios ecosistémicos. Nuestros resultados alertan que la
situacion puede empeorar, agravada por el efecto del cambio climatico. Esto
derivaria en consecuencias negativas para la sociedad y la economia si no se
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toman medidas que reviertan la tendencia actual. Es necesario contar con mas
estudios experimentales que permitan identificar la causalidad e intensificar la
frecuencia de los monitoreos ambientales, incluyendo la medicion de las
cianobacterias (analisis taxondmico, cuantificacion de biomasa, observacion
visual, pigmentos /in vivo, y teledeteccion) y de las toxinas. El trabajo conjunto
entre la academia y los tomadores de decision es esencial para lograr una
gestion adecuada a largo plazo que permita revertir la situacion actual y asegure
el desarrollo sostenible del Rio Negro.
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Se estudié el efecto de la radiacion ultravioleta (UV-C, 4 W m™) sobre la
calidad y los mohos aislados de arandanos. Se modelé el efecto de la radiacion UV-C
(ensayos in vitro: 4 W m™, durante 20 minutos) sobre los conidios de cuatro de los
mohos mas frecuentes y abundantes aislados de arandanos (Aspergillus niger,
Arthrinium phaeospermun, Penicillium decumbens y Eurotium repens). La reduccion en
los recuentos de los mohos se produjo hasta los 10 minutos de tratamiento. Se aplico
el tratamiento seleccionado sobre las muestras de arandanos inoculadas con los
conidios de los dos mohos mas resistentes (Aspergillus niger y Arthrinium
phaeospermun). La radiacién UV-C (dosis = 2,4 kJ m? 10 minutos) incrementé
ligeramente el valor de pH sin modificar significativamente el contenido de los sélidos
solubles, la firmeza y el color de los arandanos. El tratamiento con UV-C incrementd el
contenido de fenoles totales (13%) y la capacidad antioxidante (8%) con respecto a los
arandanos sin tratar. Es fundamental identificar la microflora contaminante para aplicar
correctamente el tratamiento. La dosis de UV-C seleccionada mantuvo los atributos
relacionados con la calidad sensorial, aumentando el contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante de los arandanos.

mohos, antifingico, ultravioleta.

The effect of UV-C radiation (in vitro tests: 4 W m2, for 20 min) on the conidia
of the four more frequent and abundant molds isolated from blueberry (Aspergillus
niger, Arthrinium phaeospermun, Penicillium decumbens, and Eurotium repens) was
modeled. The reduction in mold counts occurred up to 10 minutes of treatment. The
selected treatment was applied to the blueberry samples inoculated with the conidia
of the two most resistant molds (in vivo tests: Aspergillus niger and Arthrinium
phaeospermun). UV-C radiation (2,4 kJ m, 10 minutes) slightly increased the pH value
without significantly modifying the soluble solids content, firmness, and color of
blueberries. Treatment with UV-C increased the concentration of total phenols (13%)
and the antioxidant capacity of blueberries (8%) compared to the untreated sample. It
is essential to identify the contaminating microflora to correctly apply the treatment.
The UV-C selected dose maintained the attributes related to sensory quality, increasing
the content of phenolic compounds, and the antioxidant capacity of blueberries.

molds, antifungal, ultraviolet.

O efeito da radiacdo UV-C (testes in vitro: 4 W m, por 20 minutos) sobre os
conidios dos quatro fungos mais frequentes e abundantes isolados de mirtilo
(Aspergillus niger, Arthrinium phaeospermun, Penicillium decumbens e Eurotium repens)
foi modelado. A reducao na contagem de fungos ocorreu até 10 minutos depois do
tratamento. O tratamento selecionado foi aplicado as amostras de mirtilo inoculadas
com os conidios dos dois fungos mais resistentes (testes in vivo: Aspergillus niger e
Arthrinium phaeospermun). A radiacdo UV-C (2,4 kJ m? 10 minutos) aumentou
ligeiramente o valor do pH sem modificar significativamente o conteddo de solidos



sollveis, firmeza e cor dos mirtilos. O tratamento com UV-C aumentou a concentracao
de fendis totais (13%) e a capacidade antioxidante dos mirtilos (8%) em comparacao
com a amostra ndo tratada. E fundamental identificar a microbiota contaminante para
aplicar corretamente o tratamento. A dose de UV-C selecionada manteve os atributos
relacionados com a qualidade sensorial, aumentando o teor de compostos fendlicos,
e a capacidade antioxidante dos mirtilos.

bolores, antifungico, ultravioleta.

Hay un notable cambio en las pautas de consumo hacia productos naturales con
componentes benéficos para la salud. En este sentido, el consumo de frutas y hortalizas
frescas es parte importante de una dieta saludable. Aporta vitaminas, minerales, fibras
y compuestos biologicamente activos, responsables de su potencial saludable (Cano,
et al, 2005; Rodriguez-Arzuaga y Piagentini, 2018). Los arandanos (Vaccinium
corymbosum), en particular, tienen un impacto altamente positivo sobre la salud
debido a su concentracién de compuestos fendlicos con gran capacidad antioxidante,
responsables también del color rojo-azulado caracteristico de su piel. Dietas ricas en
antioxidantes estan asociadas con un menor riesgo de padecer patologias
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer e incluso el envejecimiento, todas ellas
vinculadas al estrés oxidativo (Lopez Alarcon y Denicola, 2013). Esto ha causado un
aumento generalizado en el consumo de arandanos, por ser reconocido como un
alimento saludable debido a su elevado valor nutricional y terapéutico (Azevedo, et al.,
2010; Rivadeneira y Kirschbaum, 2011).

El arandano es una fruta muy perecedera, en general su vida Util no supera las dos o
tres semanas dependiendo de la variedad, cultivo, cosechay el posterior proceso hasta
su consumo (Rivadeneira y Kirschbaum, 2011). Las enfermedades fungicas junto a la
mosca de la fruta son las principales causas de pérdidas de calidad (Munitz, et al., 2013;
Rivas, et al., 2019). La mayoria de los propagulos fungicos pueden dispersarse
rapidamente por el agua y por el aire, y sobrevivir en condiciones extremas (Snyder y
Worobo, 2018), pero muestran una resistencia limitada a los tratamientos térmicos. Sin
embargo, los mohos resistentes al calor (que presentan ascosporas) pueden sobrevivir
a procesos térmicos, causando deterioro a productos elaborados a base de frutas
(Slongo y Aragédo, 2006; Frisén, et al., 2012).

Se ha estudiado la aplicacién de nuevas tecnologias de procesamientos no térmicos
de alimentos, teniendo en cuenta que la utilizacion de técnicas tradicionales puede
afectar las caracteristicas sensoriales y el valor nutricional de las frutas. Se plantea
entonces mejorar las técnicas de descontaminacion tradicionales y/o encontrar nuevas
tecnologias que las superen en eficiencia (Rodriguez-Arzuaga y Piagentini 2018; Van
de Velde, et al, 2013). Estas tecnologias utilizan diferentes métodos quimicos y/o



fisicos, y procesos no térmicos como el uso de la radiacion ultravioleta (radiacion UV-
C), con el objetivo de asegurar la inocuidad, minimizar pérdidas de compuestos
bioactivos, afiadir valor, y producir cambios minimos en la calidad sensorial (Cano, et
al., 2005; Gutiérrez, et al., 2016).

El efecto germicida de la radiacién UV-C ha sido probado en distintos alimentos
como un método superficial de descontaminacion, que tiene la ventaja de no dejar
residuos ni incrementar la temperatura. Por esta razén, se considera una buena
alternativa en el manejo postcosecha de frutas y hortalizas frescas ya que es una
tecnologia de facil aplicacion y bajo costo, que reduce la carga microbiana inicial en la
superficie del producto e induce la resistencia del huésped a los microorganismos.
(Gallardo Sandoval, 2013, Guerrero-Beltran y Barbosa-Canovas, 2004). Ademas de su
empleo para detener el deterioro ocasionado por el crecimiento de microorganismos,
la radiacion UV-C ha sido evaluada como tratamiento para retardar el avance de los
procesos de senescencia (ablandamiento, cambios de color, etcétera) en productos
como tomate, hojas de lechuga y espinaca, citricos, duraznos, zanahorias, manzanas,
uvas y frutillas (Tardon, et al., 2011).

Por otro lado, las dosis bajas de la radiacion UV-C pueden desencadenar algunas
reacciones favorables en frutas y hortalizas, que pueden conducir al incremento de los
componentes beneficiosos para la salud (Ribeiro, et al., 2012).

Existen diversas variables que afectan el tratamiento con radiacion UV-C, entre las
cuales se pueden considerar el tiempo de exposicion, la intensidad de la fuente, la
composicion del alimento y el disefio del equipo, entre otras. Por ello resulta relevante
la evaluacién de esta tecnologia en cada producto en particular, y asi poder definir las
condiciones optimas de aplicacion y los posibles cambios en calidad (Kowalski, 2009).

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue estudiar y modelar la
accion de diferentes dosis de radiacion UV-C para la reduccion y/o eliminacién de los
mohos aislados de arandanos frescos (Vaccinium corymbosum L. O Neal) y tratados
térmicamente (mohos termorresistentes), asi como también determinar el efecto de la
aplicacion de este tratamiento sobre la calidad y el potencial saludable de los
arandanos frescos.

Se estudiaron arandanos azules frescos (Vaccinium corymbosum L., variedad O ‘Neal),
sin dafo fisioldgico aparente, con un diametro de 1,32 + 0,14 cm y un peso individual
de 1,35 + 0,39 g. El estudio se realizd con arandanos provenientes de una plantacion
comercial de la zona de Concordia, provincia de Entre Rios, Argentina. Los mismos



fueron cosechados manualmente y transportados inmediatamente hasta el laboratorio
a 1,5 °C. Se utilizd un equipo de radiacion UV-C disefiado por el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ingenieria Quimica (U.N.L.), construido en acrilico, y
que posee dos lamparas de luz ultravioleta (Philips G30 T8, 15 W,L: 254 nm) cada una
ubicada en forma paralela y separadas a una distancia de 5 cm entre ambas, como se
observa en la Figura 1.

Figura 1. Equipo de radiacién UV-C utilizado

Efecto de la radiacion UV-C sobre mohos aislados de arandanos (ensayo in vitro)

Se estudio el efecto del tratamiento con radiacién UV-C sobre los conidios de mohos
aislados, identificados, y conservados de arandanos frescos (STT) y tratados
térmicamente 10 min a 80°C (CTT), que presentaron mayor frecuencia (Fr) y abundancia
(Ab) de aparicion en un estudio realizado sobre los mismos lotes de frutas (Rivas, et al.,
2019). Los mohos aislados e identificados de arandanos STT utilizados fueron
Aspergillus niger (31% Ab 'y 70% Fr) y Penicillium decumbens (11% Ab 'y 21% Fr). Los
mohos aislados e identificados de arandanos CTT utilizados fueron Arthrinium
phaeospermun (36% Ab'y 30% Fr) y Eurotium repens (21% Ab 'y 13% Fr). Las cepas puras
de cada moho conservadas en crioviales con Agar — Agua al 0.2% (m v') se reactivaron
a través de repiques sobre placas con medio Agar Extracto de malta (MEA) simple
concentracion con agregado de cloranfenicol. Las placas se incubaron por 7 dias a 28°C



para tener cultivos en fase exponencial de crecimiento y con suficientes conidios para
realizar los tratamientos con radiacion UV-C.

Se cosecharon los propagulos fungicos (conidios y restos de hifas) de cada una de
las especies por raspado de la superficie de las placas de reactivaciéon y se
resuspendieron en una solucion de Tween®20 (polysorbate) (0,1% w?). Las
concentraciones iniciales de las suspensiones se determinaron por recuento en camara
de Neubauer y se ajustd la concentracién a un valor de 10° - 10° propagulos mL™. Las
concentraciones iniciales (No) se corroboraron por recuento microbiologico, cultivando
en placas en medio MEA e incubando por 7 dias a 28°C (Sobrero, et al., 2013). De
manera similar, se obtuvieron los recuentos (N) luego de realizado cada tratamiento
con radiacién UV-C.

Para evaluar la accion de diferentes dosis de radiacion UV-C sobre los propagulos
fungicos, se realizaron ensayos a una intensidad constante (I= 4 W m™) y diferentes
tiempos de exposicion (0; 5; 10 y 20 min) o dosis (D= 0; 1,2; 2,4; y 4,8 k) m™). Se colocé
1 mL de suspension de concentracidn conocida de cada propagulo fungico sobre una
placa de vidrio estéril y se someti¢ a la accion de la radiacién UV-C a diferentes tiempos
de exposicion. Cada ensayo se realizd por triplicado y para cada especie estudiada.

Se determinaron las reducciones decimales entre los recuentos iniciales (No) y finales
(N) después de cada tratamiento, la sensibilidad al tratamiento de los diferentes mohos
estudiadosy el rango efectivo de tiempo para realizar las experiencias sobre arandanos
frescos inoculados.

Los datos cinéticos de inactivacion de los ensayos con radiacién UV-C se ajustaron a
un modelo bifasico de inactivacion (Cerf, 1977) con el programa GinaFiT (Geeraerd, et
al., 2005). La relacidn entre la supervivencia y el tiempo de exposicion esta dada por la
Ecuacién 1:

= = feEp (1ot (Ecuacién 1)

)

Donde N es el nimero de sobrevivientes (células mL™Y), No es la poblacién inicial
(células mL™), f es una constante que indica la transicidon de la primera fase a la
segunda, k1y k2 son las constantes de inactivacion para las dos fases (mint) y t es el
tiempo de exposicion (min).

Los valores del tiempo de reduccion decimal (Di), que expresan el tiempo de
exposicion requerido para una reduccion de los recuentos de células en un 90% del
valor inicial, son estimados para la primera y la segunda fase por D1 = In 10 kit y D, =



In 10 k2, respectivamente. La supervivencia a la transicién de la primera a la segunda
fase de inactivacion se estimo6 por Nt Not =1 - f.

Bajo las condiciones determinadas en los ensayos in vitro, se estudié el efecto de la
radiacion UV-C sobre los arandanos frescos inoculados (con los mohos que resultaron
mas resistentes de acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos in vitro) y sin
inocular. Se hicieron los recuentos microbiolégicos en los arandanos inoculados antes
y después de la realizacién de cada experiencia y se determinaron los atributos de
calidad sobre los arandanos sin inocular. Se colocaron 0,5 mL de suspensién de
propagulos fungicos de concentracion conocida sobre arandanos frescos (Sobrero, et
al., 2013), se dejaron secar durante 3 h sobre placa de vidrio estéril en corriente de aire
estéril provisto por un flujo laminar. Luego, se sometieron a la accion de la radiacion
UV-C en la dosis determinada en el ensayo in vitro. Los arandanos se sumergieron en
90 mL de agua de peptona al 0,1 % mv! contenida en bolsas estériles, se
homogeneizaron manualmente y se realizd el recuento microbiologico realizando
diluciones sucesivas en agua de peptona 0,1% mv!y sembrando 1 mL de la suspensién
en medio MEA e incubando por 7 dias a 28°C. Los resultados se expresaron como UFC
mLL.

Antes y después del tratamiento con radiacion UV-C se determinaron los siguientes
atributos de calidad: pH, contenido de solidos solubles, firmeza, parametros
instrumentales de color, fenoles totales, antocianinas totales, y capacidad antioxidante.

La determinacion de pH se realizé por triplicado para cada muestra, utilizando un
pHmetro compacto Twin pH Horiba B-213 (Horiba Ltd, Kyoto, Japon). Para la
determinacion del contenido de sélidos solubles se utilizd un refractbmetro portatil
digital Pocket ATAGO PAL-ALFA (ATAGO CO., LTD, Tokyo, Japén). Las determinaciones
se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en °Brix.

Se determind la firmeza mediante ensayos de penetracion con un analizador de
textura TA XT Plus Stable Micro Systems (Godalming, Surrey, Reino Unido), equipado
con una celda de carga de 50 N y con una punta cilindrica de acero inoxidable de 4
mm de diametro, con una distancia y velocidad de penetracion de 10 mmy de 1 mms’
! respectivamente. La fuerza maxima determinada (Fm) corresponde al punto de
ruptura del epicarpio (limite de elasticidad) y representa la firmeza, [N]. Se realizaron



15-20 determinaciones por muestra.

La evaluacion instrumental del color se realizd utilizando un espectrofotometro
Minolta CM 508-d (Konica Minolta Inc., Ramsey, NJ, EEUU), con iluminante D65, angulo
del observador 10°, y componente especular excluido. Se evaluaron los parametros
CIELab y sus indices derivados: angulo de tono (hab) y croma (Cap*) de acuerdo con
Piagentini y Pirovani (2017). Se realizaron 15-20 medidas por cada muestra.

Se pesaron 5 g de cada muestra de arandanos, previamente triturados y
homogeneizados. Se agregaron 75 mL de una solucion extractante de acetona/agua
(80/20), y se sonicaron durante 15 min (bafio con ultrasonido marca TESTLAB modelo
TBO4TDCD, Buenos Aires). Posteriormente, se centrifugd a 12000 g a 4°C durante 15
min en centrifuga marca Heal Force modelo Neofuge 18R (Hong Kong, China). Se
separo el sobrenadante y se lo utilizo para la determinacion de fenoles totales,
antocianinas totales y capacidad antioxidante de las muestras de arandano.

La determinacion del contenido de fenoles totales se llevd a cabo a través del
método de Folin-Ciocalteu, de acuerdo con Rodriguez-Arzuaga y otros (2016). Se
determind su concentracion midiendo la absorbancia a 760 nm (espectrofotometro
Thermo Scientific modelo Genesys 10S UV-Vis). Los resultados fueron expresados en
miligramos de acido galico equivalente (AGE) por 100 g (mg AGE/100 g).

1. La determinacion de la concentracién de antocianinas monoméricas totales se
llevo a cabo a través del método de pH - diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001). Se midio
la absorbancia de los extractos a 510 y 700 nma pH 1 y 4,5. Las absorbancias se
convirtieron a mg de cianidina-3-glucésido/100 g (mg C3G/100 g arandanos), con un
coeficiente de extincion molar de 26900 L/(mol cm), un camino 6ptico de 1 cm y una
absorbancia (A), de acuerdo con la Ecuacion 2:

A= [(Amo A?tm) '(A 'Amn) (Ecuacion 2)

pH=1 510 pH 415]



Se cuantificd por la disminucion de la absorbancia de una solucion metandlica de
DPPH* (30 mg/L) a 517 nm en presencia del extracto, después de 120 min de reaccion.
Se expresdé como capacidad antioxidante equivalente al acido ascérbico (AEAC), de
acuerdo con Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2018). Ecuacion 3:

mgAA) IC (AA)

AEAC ( 1009 )= T .10° (Ecuacion 3)

50 (muestra)

Donde /Cso de AA e ICso (muestra) son la cantidad de AA (Acido Ascorbico) o peso
fresco de la muestra, respectivamente, en 1 ml de reaccion, necesaria para reducir al
50% la concentracién inicial de DPPH*, obtenida de la grafica de DPPH* remanente (%)
vs concentracién (mg mL™).

Se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) y el test de diferencias de medias de
Duncan para evaluar el efecto del tratamiento sobre todos los parametros evaluados.
Se utilizo el programa estadistico Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technologies,
Inc., Warrenton, Virginia, EEUU). El ajuste de los datos experimentales de recuentos de
mohos a los modelos cinéticos propuestos se realizd con el programa GInaFiT
(Geeraerd, et al., 2005).

Se obtuvieron reducciones en el rango de 1,2 a 3,6 log, dependiendo de la especie
de moho estudiada y del tiempo de aplicacion de la radiacién UV-C (Tabla 1). Para el
caso de Aspergillus niger, Arthrinium phaeospermun y Penicillium decumbens, la
reduccion no presenta diferencias significativas para tiempos mayores a 10 minutos
(dosis = 2,4 kJ m™);, mientras que para Eurotium repens, las reducciones se
mantuvieron constantes a partir de los 5 minutos de tratamiento (dosis = 1,2 kJ m™).



Tabla 1. Efecto del tratamiento con radiacion UV-C sobre los mohos aislados de
arandanos.

Reduccién (log N /N)

Tiempo (min)

p hA;et::g:ﬁnTun Aspergillus niger Eurotium repens Z:g;ﬂg:::;
0 (0,00 +0,33) a (0,00+0,18) a (0,00 +0,34) a (0,00 + 0,07) a
5 (1,27 £0,19) b (1,57£0,10) b (1,91 £0,20) b (2,11 +£0,00) b
10 (1,92 £ 0,19) ¢ (2,31 £0,10) ¢ (2,30 0,20) b (3,63 +0,07) ¢
20 (1,77 £0,30) c (2,71 +£0,16) ¢ (2,65+0,31) b (3,63+£0,07)c
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas por el test de Duncan (p<0,05)

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron al modelo bifasico de inactivacion.
Los valores de la raiz del error cuadrado medio (RMSE) se encontraron en los rangos
adecuados, indicando que el modelo bifasico era el adecuado para representar los
datos experimentales (Geeraerd, et al., 2005). Este modelo permitié la estimacion de
los valores de tiempo de reduccion decimal D; (para la primera fase de inactivacion) y
D2 (para la segunda fase) (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros del modelo bifasico para la cinética de inactivacién con
radiacion UV-C.

Parametros Arthrinium Aspergillus Eurotium Penicillium
phaeospermun niger repens decumbens
f 0,9865 £ 0,032 0,9948 +,00229 0,9888 +,00112 0,9998 + 0,00002
k,(min-) 0,66 +£0,30 0,73+0,07 1,07 £ 0,04 1,48+0,03
k,(min™) 0,00+0,09 0,04 £0,02 0,08 £ 0,01 0,00 £ 0,01
Log(N,) 516 +0,26 5,880,110 6,65+0,12 5,61+0,05
D, (min) 3,489 3,15 215 1,56
D, (min) 2 57,56 28,78 3
RMSE 0,2319 0,1153 0,0434 0,0614
R2 0,9182 0,9890 0,9984 0,9985
N,: poblacion inicial (células mL"), f: constante que indica la transicién de la primera fase a la segunda, k, y k:
constantes de inactivacion para las dos fases, RMSE: error cuadrado medio, D;: Tiempo de reduccion decimal
(min). R Coeficiente de determinacion.
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Se pudo observar que el tratamiento con radiacion UV-C permitié reducir en 2 o mas
ordenes logaritmicos los recuentos de los mohos aislados de arandanos para una dosis
maxima de 4,8 k] m™2. Penicillium decumbens fue el mas sensible a este tratamiento
entre los mohos ensayados, presentando la mayor reduccion luego de 20 min (3,63
log) y el menor tiempo de reduccién decimal (D1: 1,56 min). Por otra parte, Arthrinium
phaeospermun fue el menos sensible al tratamiento realizado con radiacion UV-C,
presentando la menor reduccién luego de 20 min (1,77 min), y el mayor tiempo de
reduccién decimal (D1: 3,49 min) (Tablas 1 y 2). Estos resultados coinciden con lo
informado por Millan Villarroel y otros (2015), que indican que la efectividad germicida
de la radiacion UV-C puede variar entre especies de microorganismos. Se ha
demostrado, ademas, que puede mejorar la actividad de algunas enzimas, inhibir el
crecimiento microbiolégico e inducir la expresion genética de resistencia a
enfermedades, retrasando asi la senescencia de las frutas y hortalizas frescas. Se ha
reportado que cuando los microorganismos fitopatdogenos invaden el tejido vegetal, la
actividad de la enzima PAL del metabolismo secundario, la sintesis de lignina y la
resistencia a la oxidacién se regulan para resistir a los fitopatoégenos (Xu, et al., 2016).

Otros autores reportaron que el tratamiento con radiacion UV-C a dosis entre 0,2 y
4,2 k) m?, como las usadas en este trabajo, reduce el deterioro microbiolégico en
frutas, afectando el metabolismo fungico. Mendoza Alvan (2014) obtuvo reducciones
del 15 y del 20% en los recuentos iniciales de mohos totales en arandanos luego de
tratarlos con radiacion UV-C usando intensidades de 2 y 4 kJ m-?, respectivamente.
Ortiz Araque y otros (2018) informaron que dosis de 4 k) m? de radiacion UV-C
redujeron la velocidad de germinacién de los conidios de Botrytis y Rhizopus en
frutillas.

Para analizar el efecto del tratamiento sobre los mohos inoculados en arandanos
frescos, se seleccionaron dos de los mohos mas resistentes al tratamiento con UV-C de
los cuatro estudiados: Arthrinium phaeospermun (moho termo-resistente, aislado de
arandanos tratados térmicamente) y Aspergillus niger (aislado de arandanos frescos).
Ambos mohos son los que presentaron las menores constantes de velocidad de
inactivacion (ki1), y por lo tanto los mayores tiempos de reduccion decimal (D1) (Tabla
2).

Las condiciones para la realizacion del tratamiento se seleccionaron a partir de los
resultados obtenidos en los ensayos in vitro, aplicando una dosis de 2,4 k)] m™ (I: 4W
m, t: 10 min), debido a que a dosis (o tiempos) superiores no se obtuvieron mayores
reducciones (Tabla 1).
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Se pudo observar que el tratamiento aplicado sobre Aspergillus niger y Arthrinium
pheospermum (ensayo in vivo) presentd una mayor reduccion (1,9 log y 2,3 log,
respectivamente) con relacion al tratamiento aplicado sobre arandanos inoculados
(ensayo in vivo) (1,3 log y 1 log, respectivamente).

Perkins-Veazie y otros (2008) estudiaron el efecto de la radiacion UV-C en ardndanos
frescos entre 1, 2 y 4 k) m™?, determinando que la dosis con mayor efectividad fue la
de 2 kJ m™ puesto que logra reducir eficazmente el Colletotrichum acutatum, syn. C.
gloeosporioides, causante de antracnosis. Sin embargo, en otros productos se
necesitaron dosis superiores. Es asi, que una dosis entre 10 k) m2y 12,5 k) m2de
radiacion UV-C redujo los recuentos de mohos, levaduras y bacterias en carambolas
frescas cortadas, y produjo una ligera reduccién sobre pimiento fresco cortado
(Moreno, et al, 2017; Rodoni, et al., 2015). Por su parte, De La Cruz Rea (2011)
determind que la aplicacién de la radiacién UV-C en dosis de 8; 12,5y 16 kJ m~retrasd
el desarrollo del crecimiento de mohos, levaduras y aerobios mesofilos totales,
considerando a la radiacion UV-C como una alternativa para controlar los
microorganismos en mortifio (Vaccinium floribundum).

La reduccién de la efectividad de la radiaciéon UV-C sobre los mohos inoculados en
arandano (ensayo in vivo), podria deberse a la forma y al tipo de cubierta del fruto, y a
la superficie que es irradiada. La composicion del producto irradiado también influye
de forma muy importante en la eficacia del tratamiento (Syamaladevi, et al., 2012).

La inactivacion de mohos por la radiacién UV-C es dependiente de la matriz en la
que se encuentran. Las frutas que presentan una superficie plana y lisa estan
generalmente asociadas a una mayor eficiencia de inactivacion al ser tratadas con
radiacion UV-C. En cambio, para aquellas frutas con intensa rugosidad en su superficie,
como es el caso de la pifia, se espera que por el efecto sombra no se logren inactivar
ciertas células microbianas, afectando asi el efecto germicida (Yaun, et al., 2004). El
tratamiento resulta inefectivo sobre superficies con poca area superficial expuesta y/o
porosas (Guerrero-Beltran y Barbosa-Canovas, 2004). Este tipo de tratamiento requiere
que toda la superficie del objeto quede expuesta a la radiacion UV-C durante un
tiempo suficiente para que cualquier microorganismo presente pueda acumular la
dosis letal, ya que la eficacia de la radiacion UV-C depende de la estructura de la
superficie o topografia, presentando su limitacién debido al efecto sombra (Kowalski,
2009).

El tiempo de exposicion a la radiaciéon UV-C dependera no solo de la dosis que se
desea alcanzar, sino de la capacidad del fruto para resistir a este tratamiento. Se debe
tener en cuenta el tipo de tejido vegetal expuesto (si posee una cuticula gruesa, una
capa de cera protectora, una superficie lisa o rugosa, entre otras) (Kowalski, 2009).
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Efecto de la radiacion UV-C sobre los atributos de calidad de arandanos

La respuesta de las frutas y hortalizas a la radiaciéon UV-C depende en gran medida
de la dosis, la forma de aplicacion y del producto. La aplicacion de tratamientos
postcosecha para el control de mohos en arandanos puede afectar tanto los atributos
de calidad como su potencial saludable. Por ello resulta relevante la evaluacion de esta
tecnologia en cada producto en particular, y asi poder definir las condiciones 6ptimas
de aplicacion.

Las muestras de arandanos tratadas con radiacion UV-C (. 4 W m%; D: 2,4 k) m™; 10
min) presentaron valores de pH ligeramente mas altos que la materia prima (MP),
mientras que el contenido de sdlidos solubles no se modificd significativamente
(p<0,05) por efecto del tratamiento aplicado (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tratamiento con radiacion UV-C sobre pH, contenido de solidos
solubles, firmeza (Fm) y parametros de color de arandanos.

Sélidos
Muestra pH Solubles Fm (N) L*
(°Brix)
MP 291a 12,03a 412 a 30,91 a -3,23a 3,41 a
Uv-C 3,09b 11,97 a 4,23 a 31,58 a -3,19a 342 a

Letras mindsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos

Mendoza Alvan (2014) determiné que los arandanos tratados con radiacion UV-C a
2 kJ m~redujeron el contenido de sélidos solubles con relacidn a la materia prima, a
diferencia de lo determinado en este trabajo.

Las muestras tratadas con radiacion UV-C presentaron un color similar a la materia
prima (MP) (Tabla 3). Inmediatamente después de la aplicacién del tratamiento, tanto
la luminosidad (L*) como el parametro b* (b*<0, representa el tono azul) y la
cromaticidad (C*ab) de los arandanos tratados presentaron valores similares a la
materia prima, al igual que los parametros a* y hap (no informados). Rodoni y otros
(2015) no encontraron diferencias en la luminosidad y el tono (L* y hab) de pimientos
frescos cortados por efecto de la radiacion UV-C. Ortiz Araque y otros (2018) tampoco
encontraron diferencias en el tono de las frutillas antes y después del tratamiento con
radiacion UV-C, pero si una reduccion en L*.

Con respecto al efecto sobre la firmeza, se determin6 que no existen diferencias

significativas con respecto a la materia prima (Tabla 3). Resultados similares se
informaron para pimiento fresco cortado y frutilla (Rodoni, et al.,, 2015; Ortiz Araque,

13



et al., 2018). Sin embargo, Mendoza Alvan (2014) reporté que arandanos tratados con
radiacion UV-C en dosis de 2 kJ m-? presentaron una mayor firmeza que el control.
Existen estudios que informan que frutas como el durazno, el tomate y la frutilla,
tratadas con radiacién UV-C, mejoran la retencion de firmeza. El retraso del
ablandamiento por accion de la radiacién UV-C ha sido ampliamente relacionado con
la inhibicion de enzimas involucradas en el desmontaje de la pared celular (Andrade-
Cuvi, et al,, 2017).

El arandano MP present6 una concentraciéon de compuestos fendlicos de 280,6 mg
100g7* (Tabla 4), que se encuentra en el rango determinado por Vazquez Castilla y otros
(2012) para la misma fruta (158 a 459 mg 100g™?). En cuanto al efecto de la radiacion
UV-C, se determind que la concentraciéon de fenoles totales aumentd un 15,26% en
relacion con la materia prima (MP) (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de fenoles totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante
(AEAC) de arandanos.

Suast Fenoles Totales Antocianinas Totales AEAC
HesEra (mg AGE/100 g) (mg C3G/100g) (mg AA/100 g)
MP 280,57 a 92,52 b 321,123
uv-c 323,39b 84,73 a 349,64 ab

Letras minusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos,
determinado por el Test de Duncan.

Estos resultados coinciden con el incremento reportado en el contenido de
compuestos fendlicos luego de la aplicacion de radiacion UV-C de uvilla y mortifio, y
el aumento en el contenido de flavonoides y fenoles totales en carambola (Andrade-
Cuvi, et al,, 2010, 2017).

Sin embargo, la radiacién UV-C no produjo cambios en el contenido de fenoles
totales en pimiento fresco cortado (Rodoni, et al, 2015). Algunos estudios han
demostrado que los tratamientos con radiacion UV-C pueden favorecer la acumulaciéon
de polifenoles con actividad antimicrobiana en las superficies de las frutas. Este
incremento se explica a través de la induccién de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL) (Ortiz Araque, et al., 2018). Las antocianinas son metabolitos secundarios de las
plantas que otorgan color violeta y/o rojo, y su consumo tiene propiedades benéficas
para el sistema inmune, es antiinflamatoria, y actia como antioxidante y protector del
sistema cardiovascular. Los arandanos contienen cinco de las seis antocianidinas que
se encuentran en la naturaleza (cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y
malvidina) (Manganaris, et al., 2014).
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En la Tabla 4 se puede observar que el tratamiento con radiaciéon UV-C disminuyo
en un 8,42% el contenido de antocianinas totales de los arandanos tratados con
relacion a MP.

Cote y otros (2013) informaron que luego del almacenamiento, las frutillas tratadas
con radiacién UV-C (D: 4 KJ m?2, I: 3 W m™) presentaron un 25% mas en el contenido
de antocianinas que la muestra control.

Se ha observado que los arandanos, comparados con otras frutas, tienen una alta
capacidad antioxidante debido a sus altas concentraciones de antocianinas y
compuestos fenolicos (Jin, et al, 2011; Manganaris, et al, 2014). La actividad
antioxidante de los distintos grupos de compuestos fenolicos presentes en el arandano
es diferente. Sin embargo, se ha puesto de manifiesto que la actividad antioxidante se
correlaciona mejor con el contenido fendlico total que con los distintos grupos de
fenoles. No obstante, los efectos beneficiosos derivados de la actividad antioxidante
de los distintos fenoles del arandano pueden ser distintos en funcién de la estructura
quimica de cada compuesto (Kahkonen y Heinonen, 2003; Vazquez Castilla, et al.,
2012).

En la Tabla 4 se puede observar que las muestras tratadas con irradiacion UV-C
aumentaron su capacidad antioxidante en un 8,88% con respecto a la muestra sin tratar
(MP). Andrade-Cuviy otros (2017) determinaron que la uvilla tratada con radiacion UV-
C (12,5 kJ m™) presentd mayor capacidad antioxidante que el control, inmediatamente
después del tratamiento. La naturaleza de la respuesta sugiere que la radiacién UV-C
provocd la acumulacion de antioxidantes. Estos resultados coinciden ademas con Erkan
y otros (2008), quienes determinaron que el uso de tratamientos con radiacion UV-C
en frutilla mejord los mecanismos antioxidantes del fruto mediante el aumento de su
actividad enzimatica, contenido fendlico y disminucion del deterioro en frutos tratados.
Nuestros resultados coinciden ademas con Gallardo Sandoval (2013), quien observo
que la aplicacion de radiacion UV-C en arandanos generaba un aumento en el
contenido fendlico y en su poder antioxidante.

En los ensayos de inactivaciéon realizados sobre los cuatro mohos mas frecuentes y
abundantes aislados de arandanos frescos (Aspergillus niger y Penicillium decumbens)
y tratados térmicamente (Arthrinium phaeospermun 'y Eurotium repens), se determiné
que el tiempo de aplicacion de la radiacién UV-C (4 W m™) afecta significativamente la
reduccion de los mohos, y que cada moho ensayado presenta una sensibilidad
diferente al tratamiento. Se obtuvieron reducciones superiores al 99%, las cuales no se
incrementaron significativamente para tiempos de tratamientos superiores a los diez
minutos.
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La cinética de inactivacion de los mohos aislados de arandanos sigui¢ el modelo
bifasico en todos los casos. Se determind que el moho mas resistente a la radiacién
UV-C, de los cuatro estudiados, fue Arthrinium phaeospermun, presentando el mayor
tiempo de reduccién decimal (3,49 min).

En cuanto a los atributos fisicoquimicos relacionados con la calidad sensorial, el
tratamiento aplicado con radiacién UV-C (dosis = 2,4 k) m™) increment6 ligeramente
el valor de pH sin modificar significativamente el contenido de solidos solubles, la
firmeza y el color de los arandanos.

En cuanto al contenido de compuestos bioactivos, el tratamiento con radiacion UV-
C incrementé el contenido de fenoles totales en 13%, y la capacidad antioxidante en
8% con respecto a los arandanos sin tratar.

Se puede concluir que es esencial identificar la flora contaminante para realizar la
correcta seleccién de las condiciones de aplicacion del tratamiento con radiacion UV-
C. La dosis aplicada (2,4 kJ m™) mantuvo los atributos relacionados con la calidad
sensorial, incrementando el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de los arandanos.
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Los efectos que Limnoperna fortunei ocasiona sobre los ecosistemas vienen
siendo estudiados en los ultimos anos a nivel nacional. No obstante, las interacciones
que este invasor establece con la fauna benténica nativa no han sido determinadas en
detalle. El objetivo de este estudio fue recopilar informacion sobre las interacciones entre
el mejillon dorado y macroinvertebrados nativos del Rio Uruguay, a través de (a)
relevamiento bibliografico, (b) registro fotografico obtenido en campo y (c) analisis de
datos de un experimento de colonizacion realizado previamente en litorales rocosos de
este rio. Las interacciones reportadas en la bibliografia refirieron mayoritariamente a
interacciones directas de biofouling de L. fortunei sobre especies de bivalvos y
gasteropodos nativos, con potencial efecto negativo para estos individuos. La
documentacion fotografica permitio reportar, por primera vez en la regién, una
interaccion directa de L. fortunei con la familia Spongillidae, mediante la cual estos
poriferos cubren y sofocan a mejillones ya asentados. Finalmente, a través del
experimento realizado in situ se encontro que el mejillon genera efectos negativos
indirectos sobre algunos macroinvertebrados benténicos nativos. Segun el analisis de
datos, una alta abundancia de mejillones asentados se relaciona con una reduccién en
las abundancias de dos de los grupos benténicos nativos dominantes de este rio, como
son los gasterépodos y dipteros.

Limnoperna fortunei, biofouling, fauna bentoénica nativa, invasiones
biologicas.

The ecosystem effects of Limnoperna fortunei have been studied nationally in
recent years. However, the interactions that this invader establishes with the native
benthic fauna have not been determined in detail. The objective of this study was to
collect information on the interactions between the golden mussel and
macroinvertebrates native to the Uruguay River, through (a) bibliographic survey, (b)
photographic record obtained in the field and (c) analysis of data from an experiment of
colonization carried out previously on rocky shores of this river. The interactions reported
in the bibliography mainly referred to direct interactions of L. fortunei biofouling on
native bivalve and gastropod species, with a potential negative effect for these
individuals. The photographic documentation specifically made it possible to report for
the first time in the region, a direct interaction of L. fortunei with the Spongillidae family,
through which these porifers cover and suffocate already settled mussels. Finally,
through the experiment carried out in situ, it was found that the mussel generates
indirect negative effects on some native benthic macroinvertebrates. According to the
data analysis, a high abundance of settled mussels is related to a reduction in the
abundances of two of the dominant native benthic groups of this river, such as
gastropods and dipterans.

Limnoperna fortunei, biofouling, native benthic fauna, biological invasions.

Os efeitos que o Limnoperna fortunei causa nos ecossistemas foram estudados
nos ultimos anos em nivel nacional. No entanto, as interacbes que este invasor
estabelece com a fauna bentdnica nativa ndo foram determinadas em detalhes. O
objetivo deste estudo foi coletar informagdes sobre as interagdes entre o mexilhdo
dourado e macroinvertebrados nativos do Rio Uruguai, por meio de (a) levantamento
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bibliografico, (b) registro fotografico obtido em campo e (c) analise de dados de um
experimento de colonizagdo realizada anteriormente em costdes rochosos deste rio. As
interacdes relatadas na bibliografia referem-se principalmente as interacdes diretas de L.
fortunei bioincrustantes em espécies nativas de bivalves e gastropodes, com potencial
efeito negativo para esses individuos. A documentacdo fotografica especificamente
possibilitou relatar, pela primeira vez na regido, uma interagao direta de L. fortunei com
a familia Spongillidae, através da qual esses poriferos cobrem e sufocam mexilhdes ja
assentados. Por fim, por meio do experimento realizado in situ, constatou-se que o
mexilhdo gera efeitos negativos indiretos sobre alguns macroinvertebrados bentdnicos
nativos. De acordo com a analise dos dados, uma alta abundancia de mexilhes
assentados esta relacionada a uma redugdo nas abundancias de dois grupos bentonicos
nativos dominantes deste rio, como gastropodes e dipteros.

Limnoperna fortunei, bioincrustacao, fauna bentonica nativa,
invasdes bioldgicas.

El mejillon dorado (Limnoperna fortunei) es una de las especies invasoras de
ecosistemas de agua dulce de Sudamérica que ha provocado mayor interés para
la region debido a los altos costos econdmicos que genera (Cataldo, et al., 2003;
Brugnoli, et al., 2006; Boltovskoy, et al., 2015). Desde su ingreso al Rio de la Plata
en la década del 90 (Pastorino, et al., 1993; Scarabino y Verde, 1995), comenzé
una rapida dispersion, encontrandose actualmente en varios afluentes del Rio
Uruguay, Rio Negro, Rio Santa Lucia, Rio de la Plata, Laguna Merin y Laguna del
Sauce (Brugnoli, et al., 2005; Brugnoli, et al., 2011; Clemente, et al., 2015). El éxito
en la dispersion y asentamiento del mejillén dorado esta dado por las
caracteristicas biologicas de la especie. Estos bivalvos, de habito epifaunal, son
organismos dioicos de fertilizacion externa que producen un importante nimero
de larvas de vida libre (Ezcurra de Drago, et al., 2006). Estas larvas presentan varios
estadios de desarrollo, y el Ultimo de ellos, la larva plantigrada (Ezcurra de Drago,
et al., 2006), puede fijarse en distintos tipos de sustratos duros (natural o artificial)
por medio de un fuerte biso (Darrigran, 2002). Asi, la especie puede asentarse
facilmente en un nuevo sitio, formando agregaciones de miles de individuos por
metro cuadrado en un corto periodo de tiempo (Darrigran, 2002).

Estas agregaciones pueden generar importantes incrustaciones en
infraestructuras de industrias y centrales hidroeléctricas que utilizan el agua de
rio, obstruyendo diferentes tipos de filtros y causando dafios en las plantas de
purificacién de agua (Cataldo, et al., 2003; Brugnoli, et al., 2006; Boltovskoy, et al.,
2015). Ademas, esta invasion provoca importantes dafios en embarcaciones, ya
que ejemplares de L. fortunei pueden adherirse a sus cascos, asi como a otras
partes sumergidas o en contacto con el agua (filtros, hélices, valvulas), generando
problemas para su funcionamiento e hidrodinamica (Pérez, 2012; Boltovskoy, et
al., 2015). Este fenodmeno, conocido como macrofouling, implica grandes pérdidas
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econdmicas para el pais debido al aumento de las tareas adicionales de
mantenimiento de las estructuras afectadas y la generacion de distintos planes
de manejo de la especie (Brugnoli, et al., 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que la invasién del mejilléon dorado implica
diversas consecuencias ecoldgicas. En este sentido, esta especie puede actuar
como un agente estructural dominante (Crooks, 2002), generando alteraciones
sobre distintos niveles del ecosistema, modificando la estructura trofica, el habitat
fisico, la disponibilidad y/o calidad de nutrientes, entre otras (por ejemplo,
Boltovskoy, et al, 2009; Sylvester, et al, 2007; Duchini, et al, 2018).
Especificamente, debido a la actividad filtradora de L. fortunei (Sylvester, et al.,
2005; Cataldo, et al., 2012a), la misma puede producir una disminucion del
plancton y un consecuente aumento de la disponibilidad de nutrientes (Cataldo,
et al., 2012a). En linea con esto, una disminucién del material en suspension
puede implicar, a su vez, un aumento en la transparencia del agua (Boltovskoy, et
al., 2009). Ademas, el material particulado extraido de la columna de agua es
posteriormente transferido al sustrato bentonico en forma de heces y
pseudoheces, generando un enriquecimiento en los sedimentos del rio (Welker y
Walz, 1998). La modificacion del sustrato podria generar finalmente una mayor
disponibilidad de alimento para algunos taxa y espacios disponibles como
refugio ante depredadores (Darrigran, et al.,1998; Darrigran, 2002; Sylvester, et
al., 2007; Sardifia, et al., 2008).

En investigaciones previas realizadas en los principales sistemas hidricos
invadidos de la cuenca del Plata, como el Rio Parana y el Rio de la Plata, se ha
demostrado que los cambios producidos por L. fortunei en el ambiente implican,
a su vez, importantes efectos sobre la fauna nativa, particularmente sobre los
macroinvertebrados bentonicos (Mansur, et al., 1999; 2003; Sylvester, et al., 2007;
Boltovskoy y Correa, 2015; Linares, et al., 2017; Duchini, et al., 2018). La mayoria
de los estudios describen a este organismo invasor como un facilitador de varios
grupos de macroinvertebrados bentonicos (por ejemplo, Oligochaeta, Nematoda,
Hirudinea), viéndose posiblemente beneficiados por una mayor disponibilidad de
recursos alimenticios y refugio ante depredadores, aumentando su abundancia
en sitios colonizados (Sylvester, et al., 2007; Boltovskoy y Correa, 2015; Duchini,
et al., 2018). Por otra parte, la literatura ha sugerido que probablemente esta
invasion genera importantes impactos negativos sobre otros grupos de
invertebrados nativos. Linares y otros (2017) destacan la presencia conjunta de L.
fortunei con otro bivalvo invasor, como Corbicula fluminea, en varios embalses
colonizados en Brasil, donde pueden disminuir las abundancias de algunos
grupos, tales como Chironomidae, debido a probables cambios en los patrones
de sedimentacion del fondo del rio. En tanto, Mansur y otros (1999 y 2003)
reportaron el asentamiento de L. fortunei sobre gasteropodos, como Pomacea
canaliculata, y bivalvos nativos, como Diplodon koseretzi y Leila blainvilliana,
provocando una posible disminucién de estos moluscos por oclusién,
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impedimento para abrir y cerrar sus valvas; lo que directamente afecta su
capacidad de ingestion y, por lo tanto, los animales mueren. Asimismo, otros
autores han informado que en el Rio Parana este mejillon tiene la capacidad de
fijarse a cangrejos nativos, como Aegla platensis o Trichodactylus borellianus,
adhiriéndose incluso a individuos de menor peso y longitud que los del mismo
mejillon (Lopes, et al., 2009; Rojas Molina y Williner, 2013).

Para Uruguay, y especificamente para grandes rios de nuestro pais, las
interacciones entre Limnoperna e invertebrados nativos no han sido identificadas
en detalle. Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha avanzado en la comprensidon
de la ecologia de esta invasién, y de sus principales efectos sobre el ecosistema,
especificamente en el Rio Uruguay (Cataldo, et al., 2012b; Eugui, et al., 2012; Silva,
et al., 2020). El objetivo del presente trabajo es recopilar la informacion disponible
sobre las interacciones entre L. fortunei y macroinvertebrados benténicos nativos
del Rio Uruguay, obtenida en primera instancia de investigaciones publicadas, de
registros fotograficos puntuales realizados en campo, y de un experimento de
colonizacion de mejillones y fauna acompanante in situ, realizado en litorales
rocosos del bajo Rio Uruguay.

Se realizd una busqueda bibliografica en el buscador "Google Scholar”,
utilizando las palabras clave: “Rio Uruguay, Uruguay River, Limnoperna fortunei,
mejillon  dorado, golden mussel, invertebrados bentdnicos, benthic
invertebrates”, seleccionando aquellos trabajos que documentaron interacciones
entre esta especie invasora y diferentes grupos de macroinvertebrados
bentonicos de dicho rio.

Se solicitd a los grupos de investigacion que integran los autores del presente
trabajo registros fotograficos de interacciones entre mejillon e invertebrados
observadas en campo y en diferentes sitios del Rio Uruguay. Estos registros se
basaron principalmente en el biofouling sobre otros organismos y la potencial
competencia por espacio.
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Mediante un experimento in situ en litorales rocosos del Rio Uruguay, se analizd
la relacidon entre abundancias de L. fortunei y de macroinvertebrados nativos
dominantes.

Se construyeron ocho jaulas (1.0 m de largo x 1.0 m de ancho x 0.5 m de alto)
cubiertas con una malla metalica (tamaio de malla: 5.0 mm). En el fondo de cada
una de estas jaulas se colocaron 32 ladrillos, cubriendo todo el piso, los cuales
funcionaron como sustratos artificiales para el asentamiento de los organismos.
Como fue demostrado en trabajos previos (de Melo Rosa, et al., 2019), los peces
pueden ejercer un importante control sobre la abundancia del mejillon; por lo
tanto, las jaulas fueron disefiadas de forma estratégica: cuatro de ellas cubiertas
completamente por tejido (evitando el acceso de depredadores) y otras cuatro
con dos de sus lados laterales desprovistos de tejido (permitiendo el acceso a
depredadores). Este disefio aseguro la existencia de un importante gradiente en
las abundancias del mejillén, permitiendo analizar las correlaciones entre su
abundancia y la de los macroinvertebrados nativos.

El area de estudio se localizo en el balneario Las Cafas (34° 10'25 'S, 58° 21'29"
O), departamento de Rio Negro (Figura la, b). En setiembre de 2016 se inici6 el
experimento a efectos de anteponerse al periodo de asentamiento larval, el cual
ocurre, segun varios autores, en los meses de primavera, cuando la temperatura
del agua supera los 17°C (Darrigran, et al., 2002; Brugnoli et al., 2011).

Las jaulas fueron ancladas firmemente al fondo del rio, a una distancia de 2 a
10 m entre ellas; y se intercalaron segun el tipo de tratamiento: acceso y exclusion
de depredadores. Las profundidades a las que se colocaron las jaulas variaron
entre 1.2 y 1.7 m en promedio durante el periodo de muestreo, debido a las
fluctuaciones del nivel del rio; sin embargo, en ningun caso la profundidad entre
tratamientos fue diferente (ANOVA, gl=16, F=0.062; p=0.8). Asimismo, cuatro
jaulas (dos de acceso y dos de exclusién) fueron colocadas en una bahia (con
poca influencia de las olas), y otras cuatro en una zona expuesta a mayor oleaje
(a aproximadamente 20 m de la bahia), para integrar los potenciales factores de
variacion y representar las condiciones ambientales del sitio.

El experimento se llevo a cabo a lo largo de 181 dias, y se tomaron muestras
cada 15-20 dias. Finalmente, los modulos fueron retirados del rio en marzo de
2017. Entre los muestreos del dia 110 y el dia 181, la inspeccion visual de los
sustratos indicod claramente que el asentamiento de mejillones habia ocurrido,
registrandose pocos ejemplares para el dia 110 (268 ind.m? en promedio,
considerando ambos tratamientos) en comparacion con el dia 181 (763 ind.m™
en promedio, considerando ambos tratamientos) (ANOVA, df=45, F=70.44,
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p<0.0001). Por tanto, con el fin de estudiar la relacién entre abundancias de
mejillén y los macroinvertebrados nativos encontrados, se tomo al muestreo del
dia 110 como el periodo de tiempo en el que el mejillon estuvo ausente (o en
bajas densidades) y al muestreo del dia 181 como el periodo posterior a la
colonizacion de los sustratos, es decir, cuando el mejilléon estuvo presente (y en
altas densidades).

En cada muestreo se seleccionaron al azar tres ladrillos de cada modulo y se
procedid a remover todos los mejillones y macroinvertebrados nativos alli
asentados, utilizando diferentes pinzas y filtrando cada muestra por un tamiz de
300pum de apertura de malla. Las muestras obtenidas se conservaron en alcohol
95% para su posterior analisis. En el laboratorio de Ecologia y Biologia Evolutiva
del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE), los
macroinvertebrados recolectados fueron colocados en una placa de Petri y con
la ayuda de lupa binocular y claves taxondmicas (Costa, et al., 2006; Dominguez,
et al., 2006; Dominguez y Fernandez, 2009), cada ejemplar fue identificado al
menor nivel taxondmico posible.

U:—\re‘a de estudio

Figura 1. a) Mapa de Uruguay indicando la ubicacion del balneario Las Cafias, en
la porcién inferior del Rio Uruguay. b) Imagen de Google Earth mostrando el area
de estudio localizada en Las Cafas, Rio Negro.

Los ejemplares identificados fueron clasificados segun la abundancia de los
grupos mas frecuentes (aquellos presentes en al menos el 60% de los sustratos).

La relacion entre la abundancia de mejillones y de cada grupo de
macroinvertebrados (teniendo en cuenta ambos muestreos, dia 110 y 181 del
experimento) fue analizada mediante el ajuste de modelos lineales generalizados
mixtos (GLMM, por sus siglas en inglés, a=0.05), considerando la abundancia de
L. fortunei como variable explicativa categorica de efecto fijo, y la jaula como
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variable de efecto aleatorio. Dado que los datos de abundancia de cada grupo
de invertebrados fueron tomados como conteos, se probaron dos distribuciones
diferentes (gamma y poisson) con el fin de buscar aquella que mejor se ajustara
a dicha variable de respuesta. La seleccién de la distribucion de cada variable de
respuesta se realizo, en todos los casos, mediante la funcion fitdist del paquete
fitdistrplus (Delignette-Muller y Dutang, 2015), y se comprobo la bondad de
ajuste de estas distribuciones con la funcién gofstat en el software R. Finalmente,
la validacion de cada uno de los modelos ajustados se realizé mediante los
graficos de diagnosis de los residuos (de tipo Pearson) (Logan, 2010), en R.

RESULTADOS
Revision bibliografica y registro fotografico

De acuerdo con los criterios de busqueda escogidos, no se encontraron
publicaciones con foco en los efectos de la invasion de L. fortunei sobre la fauna
bentdnica nativa del Rio Uruguay. Sin embargo, se encontraron algunos trabajos
presentados en congresos y evidencia fotografica que indican interacciones
puntuales de este bivalvo invasor con otros organismos. Especificamente, Eugui
y otros (2012) reportaron biofouling de Limnoperna sobre algunos gasterépodos,
como Pomacea insularum y P. megastoma. Asimismo, en el bajo Rio Uruguay se
han registrado ejemplares de mejillon dorado asentados incluso dentro de
algunos bivalvos nativos vivos, como Leila blainvilliana (Cristhian Clavijo, obs.
pers., Figura 2a), particularmente en la localidad de Fray Bentos, Departamento
de Rio Negro. Ademas, se han registrado asentamientos puntuales de mejillones
sobre grandes gasterépodos, como P. maculata, en la localidad de Nueva Palmira,
Departamento de Colonia (Cristhian Clavijo, obs. pers., Figura 2b).

Figura 2. Ejemplares de mejillén dorado dentro de L. blainvilliana (a) y sobre P.
maculata (b). Fotos: Cristhian Clavijo.

Por otra parte, se han registrado mejillones dorados cubiertos parcial o
totalmente por ejemplares de Trochospongilla repens, en la zona de Fray Bentos
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(Cristhian Clavijo, obs. pers., Figura 3a) y sobre otras esponjas de agua dulce sin
identificar, en la localidad de Bella Union, Departamento de Artigas (Sebastian
Gomez Barboza, obs. pers, Figura 3b-d), en la localidad La Concordia,
Departamento de Soriano, y en San Javier (lvan Gonzalez-Bergonzoni, obs. pers.,
Figura 3e y f, respectivamente) y Casablanca (Ivan Gonzalez-Bergonzoni, obs.
pers. Figura 3g), Departamento de Paysandu. Esta documentacion grafica, junto
con observaciones de campo, demuestra que las especies de esponjas nativas
tienen la capacidad de cubrir las colonias de mejillones asentados en sustratos
duros.

Figura 3. a) Individuos de mejillén dorado siendo cubiertos por Trochospongilla
repens (Porifera, Spongillidae), Foto: Cristhian Clavijo. b-g) Individuos de mejillon
dorado siendo cubiertos por ejemplares de la familia Spongillidae, especie sin
identificar. Fotos: Sebastian Gdmez-Barboza e Ivan Gonzalez-Bergonzoni.

Experimento de exclusion y colonizacion in situ

Se colectaron e identificaron 33 taxa de macroinvertebrados, considerando
ambos muestreos (antes y después del asentamiento masivo del mejillon) (Tabla
1). Dentro de los macroinvertebrados identificados, se destacan los gasteropodos
(Potamolitus spp., Heleobia spp., Chilinidae, entre otros) y los Chironomidae.
Ademas, se lograron identificar cuatro familias de efemeropteros (Baetidae,
Caenidae, Leptohyphidae, Leptophlebiidae), dos familias de tricopteros
(Polycentropodidae y Philopotamidae), una familia de coledpteros (EImidae), una
familia de hemipteros (Corixidae) y dos tipos de almejas (Eupera sp. y
Curbiculidae), entre otros (Tabla 1).
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Por otra parte, agrupando los taxa colectados en niveles taxondmicos
superiores (Subclase y Orden), se encontré6 que los gasterépodos, dipteros,
efemerdpteros y tricopteros fueron los grupos destacados, estando presentes en
el 100%, 98%, 96% y 64% de los sustratos, respectivamente. Estos cuatro grupos
se catalogan como macroinvertebrados frecuentes.

Densidad media (+ desviaciéon estandar; ds) de todos los
macroinvertebrados recolectados en cada tratamiento (acceso y exclusion) para
cada muestreo: antes y después del asentamiento masivo de mejillones en los
sustratos. Se encuentran ordenados por Filo (en orden alfabético), luego por
Subclase u Orden, y finalmente por el minimo nivel taxonémico identificado:
Familia, Subfamilia, Tribu, Género y Especie. Se muestra la densidad total
promedio y la riqueza de taxa. *s/i = taxon sin identificar.
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Familia
Subclase Subfamilia/Tribu/ Antes Después
/Orden Género/Especie
Acceso Exclusién Acceso Exclusién
Annelida Hirudinea Hirudinea s/i 1.0+£3.4 1.0+3.4 1.1+3.5 1.0+£3.4
Oligochaeta Oligochaeta s/i 5.0+9.2 18.4+ 431 32.0+49.4
Arthropoda Amphipoda Hyalellidae 1+3.4 1.0+3.4 0 0
Coleoptera Elmidae 0 29+7.2 21+47 4.8+6.0
Collembola Collembola s/i 1.9+4.5 0 1.1+3.5 0
Decapoda Aeglidae 0 1.0+3.4 0 0
Diptera Chironomidae 32.0+314 86.2+111.0 26.4+23.3 16.5+16.0
Tar%h;g%?hae 26.2+24.4  22.3£269 22.2+34.0 10.7 £18.2
Ortﬁgcilr:;'mae 25.2+40.8  20.4+38.1 7.4£9.4 9.7+12.0
ChiE:rim?r:inae 0 11.0£36.9 7.4+15.0 48192
Cr}i;z;'t;r:ii;"i“' 271£521  41.7£78.5 23.3:26.5 11.6 £ 16.4
Cronchon. : :
Ceratopogonidae 0 0 1.1+3.5 0
Ephemeropotera  Ephemeroptera s/i 5.8+ 20.1 3.9+10.3 1.0+3.4
Baetidae 20.4+33.3 9.7+14.0 21+47 29+53
Caenidae 19.4+19.3 17.4+21.4 11+£3.5 1.0£3.4
Leptohyphidae 56.2 £31.7 70.7 £63.0 38.1+19.5 43.0£29.5
Leptophlebiidae 26.2+14.1 17.4+15.3 74+9.4 3.9+10.3
Hemiptera Hemiptera s/i 1.0+3.4 0 0 0
Corixidae 1.0+£3.4 0 11+35 0
Odonata Zygoptera 1.9+45 1.0+3.4 5.3+8.0 58+9.3
Oribatida Oribatida s/i 0 0 11+3.5 0
Trichoptera Trichoptera s/i 39176 29+72 10.6 £ 11.0 12.6+15.3
Polycentropodidae 1.9+4.5 39+76 8.5+14.8 8.7+11.2
Philopotamidae 0 0 0 29+72
Trombidiformes Hydrachnidae 3.9+5.7 1.0+3.4 0 0
Mollusca Bivalvia Limnoperna fortunei  228.4+163.1 307.8+156.4 6943.3+3869.0 6943.3 +3869.0
Gastropoda mPe ‘;Z;;fga 0 0 0 1.0+3.4
Chilinidae 10.7£11.6 21.3+26.3 5.3+10.9 29+53
Heleobia spp. 14.5+39.7 29.1+31.9 29.6 £35.7 359+36.3
Planorbidae 0 0 1.1+3.5 1.0+3.4
Potamolithus spp. 929.3+£611.5 1179916'.95i 1204.0 £ 763.0 556.2 +302.2
Sphaeriida Eupera sp. 0 0 11+3.5 0
Veneroida Corbiculidae 0 0 1.0£3.4 0
Densidad total +ds 1209 + 571 1561 + 718 1432 £729 791 + 355
Riqueza total (S) 22 22 24 23

A partir de los modelos ajustados, se encontro que existe relacion lineal
negativa significativa entre las abundancias de los grupos de invertebrados
benténicos nativos mas frecuentes y las abundancias de L. fortunei.
Especificamente, se encontrd que las abundancias de gasterépodos, dipteros y
efemerdpteros se reducen significativamente a medida que las abundancias de
mejillones aumentan (p=0,006; 0,013; 0,0001, respectivamente) (Tabla 2; Figura
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4a, b y ). Contrariamente, las abundancias de tricopteros aumentan conforme se
incrementa la abundancia de mejillén dorado (p=0,001) (Tabla 2; Figura 4d).

Tabla 2. Modelos lineales generalizados de efectos mixtos (GLMM, por sus siglas
en inglés) ajustados para la abundancia de cada grupo de macroinvertebrados
nativos como variable de respuesta, utilizando la abundancia de mejillén como
variable explicativa de efecto fijo y la jaula como variable de efecto aleatorio. Se
detalla el modelo seleccionado, su significancia (p- valor) y F-valor, y el porcentaje
de varianza explicada por el mismo.

Variable % de varianza
de respuesta explicada
Gastropoda GLMM binom. neg. 8,58 0,006 26%
Diptera GLMM binom. neg. 6,27 0,013 19%
Ephemeroptera GLMM binom. neg. 13,17 0,0001 26%
Trichoptera GLMM poisson 10,81 0,001 14%
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A pesar de que las implicancias ecosistémicas de la invasion del mejillon dorado
han sido estudiadas en sistemas dulceacuicolas de Sudamérica, como el Rio
Parana o el Rio de la Plata (Mansur, et al., 1999; 2003; Sylvester, et al., 2007;
Boltovskoy y Correa, 2015; Linares, et al., 2017; Duchini, et al, 2018), la
informacidén existente sobre las consecuencias directas e indirectas de este
invasor sobre la fauna benténica nativa al momento es escasa y poco difundida.
En este trabajo, se sintetiza la informacion encontrada sobre los principales
efectos que tiene la invasion de este mejillon sobre grupos particulares de
macroinvertebrados bentdnicos nativos del Rio Uruguay, el sistema hidrico con
mayor caudal de nuestro pais.

Mediante la busqueda bibliografica y los registros fotograficos reportados, se
encontrd especificamente que los mejillones interactian con varios grupos de
moluscos autdctonos (incluyendo gasteropodos y bivalvos). A través del
biofouling provocan problemas en la locomocion, y un aumento del riesgo de
depredacion, ya que se obstruyen las estructuras de proteccién del organismo
(por ejemplo, opérculos, valvas) (Eugui, et al, 2012). Estos registros son
consistentes con otros reportes previos para otros sistemas. Por ejemplo, Mansur
y otros (1999) encontraron ejemplares de mejillones fijados al caparazon de
Corbicula spp. y de Diplodon koseritzi préximos a las aberturas de inhalacién y
exhalacion, pudiendo provocar el sofocamiento de estos organismos. Ademas,
Mansur y otros (2003) también reportaron interacciones entre el mejillén y otros
moluscos: por ejemplo, se ha documentado la bioincrustracién de este invasor
sobre el bivalvo L. blainvilliana, y en gasteropodos, como Pomacea canaliculata.
Estos reportes también son consistentes con lo indicado por Scarabino (2004),
quien establece por medio de una revision bibliografica los registros del
biofouling generado por Limnoperna sobre la malacofauna de varios sistemas de
agua dulce sudamericanos. En este sentido, Soutullo y otros (2013) han destacado
la implicancia de este invasor como uno de los principales factores de riesgo para
los grupos de moluscos prioritarios para la conservacion en Uruguay.

Por otro lado, las interacciones observadas con los poriferos nativos parecen
ser negativas para los mejillones, ya que tanto el registro fotografico como las
observaciones de campo muestran especimenes del mejillén dorado que quedan
completamente cubiertos por la esponja, imposibilitando su apertura de valvas.
Mas aun, en el interior de las colonias de poriferos se observan valvas cerradas
de mejillones muertos (Ivan Gonzalez-Bergonzoni, obs. pers.). Si bien las
interacciones con diferentes taxa que componen la fauna benténica se han
inferido con base en extensas revisiones bibliograficas (Sylvester y Sardifia, 2015),
en ellas no se reporta la posible interaccidon entre el mejillon dorado y esponjas
de agua dulce. Este registro de interaccion entre el mejillon dorado y especies de
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Porifera del Rio Uruguay, en conjunto con observaciones similares registradas
recientemente en afluentes de Brasil (Fortunato, 2021), resulta sumamente
novedoso para la regién. Durante el comienzo de la invasion del mejillén dorado
en el Rio Parana, un estudio sobre esponjas de agua dulce de Argentina discutié
el potencial efecto negativo del invasor L. fortunei, dado que posiblemente ambos
compitan por el alimento y por el espacio (Ezcurra de Drago, 2004). Sin embargo,
si bien esto es cierto, las observaciones aqui realizadas sugieren que en una
competencia por el espacio las esponjas son capaces de desplazar (cubriendo
totalmente) a los mejillones.

Las aproximaciones experimentales realizadas en el bajo Rio Uruguay (Silva, et
al, 2020), en conjunto con los resultados aqui descritos, destacan que
efectivamente la colonizacidn masiva de mejillones ocasiona consecuencias para
la fauna de macroinvertebrados nativos, consideradas negativas para algunos
grupos (por ejemplo, gasterépodos y dipteros) y positivas para otros (por
ejemplo, tricopteros). Especificamente, se encontré que las abundancias de varios
de los grupos de macroinvertebrados bentonicos se correlacionan con las
abundancias de mejillones. Particularmente, se destaca que los gasteropodos,
dipteros y efemerdpteros pueden verse seriamente afectados ante esta invasion,
disminuyendo significativamente sus abundancias conforme aumenta la
abundancia del mejillon en los sustratos. Las causas por las cuales estos
invertebrados podrian verse tan afectados ante dicha invasion adn no han sido
estudiadas en detalle. Sin embargo, podria sugerirse que ademas de las
bioincrustaciones realizadas sobre grandes gasterépodos y bivalvos nativos
(Darrigran, et al., 1998), la mayor acumulacién de materia organica en el sustrato
bentdnico, producido por las heces y pseudoheces de miles de mejillones,
implicaria un menor acceso de luz, generando una afectacion en el crecimiento
de las algas benténicas y, por lo tanto, una disminucién en el perifiton disponible
en los sustratos adyacentes a las colonias de L. fortunei. El perifiton consiste en el
alimento principal de muchos gasterépodos, efemeropteros y quironoémidos
(Cummins y Klug, 1979). Una menor disponibilidad de este recurso podria
provocar un desplazamiento de estos taxa.

Por otra parte, se encontro que la abundancia de tricbpteros aumentd ante la
presencia de mejillones en los sustratos. Esto coincide con la mayoria de las
investigaciones previas (Boltovskoy, et al., 2009; Karatayev, et al., 2010; Burlakova,
et al., 2012; Duchini, et al., 2018) que sefialan a la capacidad de L. fortunei como
facilitadora de varios grupos de invertebrados nativos en el rio Parana y Rio de la
Plata. Estos estudios destacan que algunos grupos con habitos alimenticios de
tipo sedimentivoro (por ejemplo, Oligochaeta y Nematoda) se ven favorecidos
por la presencia del mejillon dorado, aumentando significativamente sus
abundancias luego de la invasién. Esta facilitacion podria estar asociada a una
mayor disponibilidad de alimento por enriquecimiento de los sedimentos con
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materia organica (Sardifia, et al., 2008; Boltovskoy y Correa, 2015) (Figura 5). En
dichos trabajos también se destaca el aumento de organismos predadores, como
los hirudineos, ante la presencia de mejillones, lo cual podria estar dado por una
mayor complejidad estructural que brindaria mayores oportunidades de “caza”.

Si bien en este estudio no se determind en detalle la taxonomia, desconociendo
los habitos funcionales de los tricépteros colectados, podria sugerirse que los
mismos estarian siendo beneficiados por el aporte alimenticio y estructural que
brindan las colonias de mejillones. Sin embargo, se vuelve necesaria una
identificacion mas detallada para poder obtener conclusiones mas certeras al
respecto.

De acuerdo con la informacion recopilada en la revision bibliografica y en
estudios propios, se sugiere que la invasion del mejillén dorado en grandes rios,
y especificamente en el Rio Uruguay, implica diversas consecuencias para las
comunidades benténicas, dadas por una compleja interaccion de diferentes
mecanismos. En este sentido, se generan efectos positivos para algunos
macroinvertebrados nativos, y negativos para otros grupos (Figura 5). Por
ejemplo, algunos de los efectos positivos hallados estriban en la alteracién del
habitat proximo a las colonias, que se vuelve favorable para quienes puedan
refugiarse y/o alimentarse en los espacios intersticiales, altamente ricos en
materia organica. Por otro lado, la modificacion indirecta de los parametros
fisicoquimicos del agua (afectando la transparencia y el balance de nutrientes en
agua; Cataldo, et al., 2012b) podria favorecer a productores primarios en zonas
mas alejadas de las colonias y a sus consumidores (como se discute en
Boltovskoy, et al, 2015). En cuanto a los efectos negativos, quizas los mas
evidentes sean los efectos directos causados por el biofouling sobre moluscos y
quizas también sobre crustaceos nativos, con consecuencias claras para su
movilidad y desarrollo. Sin embargo, los efectos de alteracion de habitat que
ocurre en la zona de las colonias y sus adyacencias parecen ser un mecanismo
relevante por el cual L. fortunei afecta negativamente a los gasteropodos, dipteros
y efemeropteros (Figura 5).

No obstante, debido a que estos analisis fueron realizados considerando dos
muestreos diferentes, también es importante considerar otros factores que
puedan tener implicancias en la variacion de las abundancias de invertebrados,
por ejemplo, el ciclo natural de cada grupo. En este sentido, muchos de estos
organismos pueden potencialmente emerger en verano, provocando una
reduccion de las larvas acuaticas en los meses de mayor temperatura del agua
(coincidiendo con los dias en que se llevd a cabo el experimento). Por tanto, el
patron de abundancias de la fauna bentdnica nativa no se puede atribuir
estrictamente a la presencia de mejillones, aunque los registros puntuales,
investigaciones previas y los resultados del analisis aqui expuesto sugieren que la
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presencia de este invasor en los cursos de la Cuenca del Plata tendria especial
relevancia en la dinamica de las comunidades de macroinvertebrados bentonicos.

0O @
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Limnoperna fortunei

Implicancias de la invasion del mejillon dorado sobre el ecosistema y
principales consecuencias positivas (+) y negativas (-) sobre los invertebrados
bentdnicos nativos. Se indica con un numero cada referencia: (1) Cataldo, et al,
2012a; (2) Sylvester, et al., 2005; (3) Sardifa, et al., 2008; (4) Boltovskoy y Correa,
2015; (5) Sylvester, et al., 2007; (6) Duchini, et al., 2018; (7) Silva, et al., 2020; (8)
Mansur, et al, 2003; (9) Darrigran, et al., 1998; (10) Linares, et al., 2017.

Si bien las consecuencias econémicas de la invasion del mejillén dorado son
frecuentemente analizadas y cuantificadas, poco se conoce sobre el impacto
ecologico del mejillon dorado en los sistemas dulceacuicolas platenses. Por ello,
con este trabajo se intenta contribuir a un mejor entendimiento de dichos
impactos ecoldgicos. En este sentido, se considera necesaria la realizacion de
estudios que profundicen en la ecologia de la invasién de este bivalvo, lo cual
permitira proponer posibles medidas de mitigacion de sus principales efectos, en
politicas de gestion y manejo de esta plaga.
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Limnoperna fortunei (mejillon dorado) es un molusco invasor de la cuenca del
Plata, originario del sureste asiatico. Las colonias bentdnicas generan macrofouling en
instalaciones hidraulicas, ocasionando gastos en las empresas afectadas. El objetivo del trabajo
es determinar la variacién de la densidad y el tamafio de los estadios larvales valvados del
mejillén dorado, estableciendo asociaciones con los parametros de calidad de agua en
sistemas de refrigeracion de las tres centrales hidroeléctricas (CH) de los embalses del Rio
Negro (Uruguay) invadidos por la especie. En los tres sistemas de refrigeracion, la densidad
larval promedio del mejillén dorado present6 asociaciones con la temperatura del agua vy el
porcentaje de materia organica en agua. Se registraron las mayores densidades larvales
durante los meses calidos, y las minimas durante los mas frios. Para los tres sistemas se sugiere
un descanso reproductivo de la especie a valores menores a 18°C de temperatura del agua e
inicio del ciclo larval a valores superiores. Los estadios valvados de larva Veliger tipo D y Veliger
preumbonada fueron los estadios dominantes. El sistema de refrigeracion de CH Constitucion
fue el mas expuesto al asentamiento del mejillon dorado. Se destaca la necesidad de continuar
profundizando en los estudios de L. fortunei para implementar medidas de control y mitigacién
de la especie.

especie invasora acuatica, incrustacién bioldgica, molusco, manejo.

Limnoperna fortunei (golden mussel) is an alien mollusk in the Plata basin and is
native from the Southeastern Asia. Its benthic patches generate macrofouling in hydraulic
installations causing additional costs to the affected companies. The objective of this work is
to determine the variation of abundance and the size of the valves larval stages of the golden
mussel, establishing associations with the water quality parameters in the cooling systems in
the three hydroelectric power stations (HP) of the reservoirs of the Negro River (Uruguay) that
has been invaded by the species. In the three cooling systems the golden mussel larval density
average showed associations with temperature of the water and the percentage of organic
material of the column water. Larger larval abundances were registered during warm and
minimum during cold months. For the three systems, is suggested a reproductive pause of the
species at water temperatures lower than 18°C and the start of the larval cycle at higher values.
The Veliger larvae type D and preumbonate Veliger stages were the dominant stages. In terms
of the golden mussel settlement the HP Constitucidn cooling system was the most exposed. It
highlights the need to continue deepening in the knowledge of L. fortunei in order to better
implement control and mitigation measures for the species.

invasive aquatic species, macrofouling, mollusk, management.

Limnoperna fortunei (mexilhdo dourado) € um molusco invasor da bacia do Prata,
originario do sudeste asiatico. Suas col6nias bentdnicas geram macro incrustacdes
(macrofouling) nas instalacdes hidraulicas gerando gastos adicionais nas empresas afetadas.
O objetivo deste trabalho foi determinar a variacdo da abundancia e tamanho dos estadios
larvais valvados do mexilhdo dourado, estabelecendo possiveis associagdes com variaveis de
qualidade da agua nos sistemas de refrigeracdo em trés usinas hidrelétricas (CH) dos
reservatorios invadidos do Rio Negro (Uruguai). Nos trés sistemas de refrigeracdo as médias
dos estadios larvais do mexilhdo dourado apresentaram associacbes com a temperatura da
agua e a porcentagem de matéria organica. Foram registradas maiores abundancias larvais
nos meses mais calidos e menores nos mais frios. Para os trés sistemas, sugere-se um repouso
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reprodutivo da espécie em valores inferiores a 18°C de temperatura da agua e o inicio do ciclo
larval em valores superiores. Os estadios valvados de larva Veliger tipo D e Veliger
préumbonada féramos dominantes. Em termos de assentamento de mexilhdes o sistema CH
Constitucion foi o mais exposto. Destaca-se a necessidade de continuar gerando
conhecimento sobre essa espécie invasorade forma tal que as medidas que se adotem para
programar o controle e a mitigagdo da espécie tenham maior sustento cientifico-técnico.

espécie invasora aquatica, incrustacao bioldgica, molusco, gestéo.

Limnoperna fortunei (Dunker 1857), conocido como mejillén dorado, es una especie
de molusco invasor de la cuenca del Plata, originaria de sistemas de agua dulce del
sudeste asiatico (Darrigran, 2002). En Uruguay se registrd por primera vez en 1994 en
zonas costeras del Rio de la Plata (Scarabino y Verde, 1995), presentando actualmente
una amplia distribucion en las cuencas del Rio de la Plata, Rio Negro, Rio Uruguay, Rio
Santa Lucia, Laguna Merin (Brugnoli, et al., 2005; Langone, 2005) y mas recientemente
en Laguna del Sauce (Clemente, et al, 2015). Desde su llegada a la regién ha
colonizado diversos tipos de sustratos consolidados (naturales y artificiales), y ha
presentado un aumento en su abundancia poblacional y cambios en la composicién
de la comunidad benténica y dietas de peces autéctonos de la cuenca del Plata.
Adicionalmente, causa incrustaciones (macrofouling), ocasionando dafios en
instalaciones hidraulicas (Darrigran, et al., 1998; Darrigran y Ezcurra de Drago, 2000;
Montalto, et al., 1999; Penchaszadeh, et al., 2000; Mansur, et al., 2003; Brugnoli, et al.,
2005; Boltovskoy y Correa, 2015).

Durante su ciclo biolégico, presenta diversos estadios larvales y posteriormente
desarrolla estructuras para la fijacion. La etapa de asentamiento ocurre en los ultimos
estadios larvales con organismos que presentan tamafnos entre 500-800um (Ezcurra
de Drago, et al, 2006). Este tamafio de organismo no presenta barreras fisicas en los
diferentes sistemas de conduccién hidraulica debido a que la mayoria de los sistemas
de captacion consideran sistemas de filtracién o rejas con tamafios de poro mayores
a 1000pm. De esta manera, las larvas y estadios con estructuras de fijacion (filamentos
bisales) ingresan, se asientan y desarrollan colonias bentoénicas en el interior de los
sistemas de conduccion hidraulica, o en diferentes estructuras humanas (Darrigran,
2002; Darrigran, et al., 2007; Boltovskoy, 2015). Las colonias bentdnicas asentadas
ocasionan macrofouling, afectando los servicios ecosistémicos de los recursos hidricos
de la cuenca del Plata (Brugnoli, et al., 2006; Darrigran, et al., 2007; Boltovskoy y Correa
2015). Entre los servicios ecosistémicos afectados, destacan usos del agua con fines
energéticos, potabilizacion, riego, refrigeracion o para uso agroindustrial (Darrigran,
2002; Boltovskoy, 2015). EI mejillén dorado ha ocasionado obstruccion de filtros,
inutilizacion de sensores hidraulicos, dafios en las bombas de captacidn y disminucion
del diametro de tuberias de conduccion del agua. Estos efectos generan gastos en
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plantas potabilizadoras de agua, centrales nucleares, hidroeléctricas, refinerias,
siderurgicas y plantas agroindustriales (acuicultura, forestal, alimenticia), debido a
tareas de mantenimiento y modificaciones estructurales, asi como en planes de
manejo y control poblacional de la especie (Muniz, et al., 2005; Brugnoli, et al., 2006;
Boltovskoy, 2015).

El ciclo larval de la especie es muy flexible dado que se adapta a amplias variaciones
ambientales (Damboreneay Penchaszadeh, 2006). La temperatura es una caracteristica
ambiental importante, que se acompafa de otras, como el fotoperiodo y la abundancia
de fitoplancton, las cuales en conjunto favorecen el desove (Haag, et al., 1992; Ram, et
al., 1996; Darrigran, et al., 2007). Entre los parametros ambientales involucrados en su
etapa larval, la densidad de los estadios larvales esta relacionada con la temperatura
del agua, dado que la actividad reproductiva de L. fortunei se ve interrumpida con
valores menores a 16-17°C (Cataldo y Boltovskoy, 2000).

En el Rio Negro se ubican tres embalses en cadena destinados mayormente a la
generacion de energia hidroeléctrica (Conde y Sommaruga, 1999). Estos ambientes se
encuentran en una zona templada, apropiada para las larvas del mejillon dorado,
donde la temperatura, pH y conductividad se encuentran dentro del rango adecuado
de sobrevivencia de la especie (Darrigran y Damborenea, 2005; Darrigran, et al., 2007;
Chalar, et al., 2012; Chalar, et al., 2015). En este sistema de embalses se registra la
presencia de larvas y estadios bentonicos de L. fortunei desde 1999, mostrando un
avance de la invasién en direccion rio arriba (embalse Palmar hacia embalse del Rincon
del Bonete) (Brugnoli, et al., 2005; Brugnoli, et al., 2011). Esta especie invadio los
cuerpos de agua y el interior de las centrales hidroeléctricas, colonizando los sistemas
de refrigeracion de las turbinas, sensores hidraulicos, tuberias, camaras y estructuras
sumergidas (Clemente y Brugnoli, 2002; Brugnoli, et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo es describir la variacion anual (2018-2019) en la
densidad y el tamafio de los estadios larvales valvados de L. fortunei y su relacion con
variables fisicoquimicas del agua en los sistemas de refrigeracién de tres centrales
hidroeléctricas (Rincon del Bonete, Baygorria y Constitucion), generando
recomendaciones de manejo para mitigar la problematica del mejillén dorado en las
mencionadas CH del Rio Negro.

El Rio Negro es el principal rio interior de Uruguay, presenta una cuenca de 72000
km?, de los cuales 68875 km? se encuentran en territorio uruguayo. Este rio presenta
un sistema de embalses (E-W): Rincdn del Bonete (1070 km?), Baygorria (100 km?) y
Palmar (320 km?), destinados a la produccion de energia eléctrica, con una capacidad
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de generacion de 600 MW (Conde y Sommaruga, 1999) (Figura 1). La CH Rincon del
Bonete (situada en el embalse Rincén del Bonete) fue instalada en 1948, con una
potencia de 155 MW (4 turbinas); la CH Baygorria fue puesta en funcionamiento en
1960 y presenta 108 MW (3 turbinas), mientras que la CH Constitucién (embalse
Palmar) comenzé a funcionar en 1982, con una potencia instalada de 333 MW (3
turbinas).

LTI
&

e
R TR

| 100 km |

Figura 1. Area de estudio. a) CH Rincon del Bonete, b) CH Baygorria y ¢) CH
Constitucion.

Estrategia de muestreo

En los tres sistemas de refrigeracion (SR) de las CH Rincon del Bonete, Baygorria y
Constitucidn se escogio una turbina por CH para su monitoreo. La colecta de muestras
de agua en los SR se realizd por técnicos de UTE previamente capacitados entre
febrero de 2018 y febrero de 2019. Present6 una periodicidad de colecta quincenal
durante los meses de primavera, verano e inicios de otofo (setiembre-abril), y mensual
en otofio e invierno (mayo-agosto). Las muestras cuantitativas (larvas de L. fortunei) se
colectaron por triplicado en los diferentes SR, filtrando 100L de agua con una malla de
100um y se fijaron in situ en alcohol (95%). Complementariamente, en un punto de los
SR se colectaron 5L de agua para la determinacion de variables fisicoquimicas (pH,
conductividad, sélidos suspendidos totales, materia organica en suspension y %
materia organica). Las muestras fueron enviadas a Montevideo para su analisis en los
laboratorios de Oceanografia y Ecologia Marina (Facultad de Ciencias, UdelaR). Los
registros continuos de temperatura del agua se obtuvieron a partir de sensores
automaticos ubicados al ingreso de los SRy fueron facilitados por las gerencias de las
diferentes CH.
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Analisis de laboratorio

Una vez arribadas las muestras al laboratorio (24 horas de colectadas), se determino
la conductividad mediante un multiparametro YSI 63, y el pH mediante pH-metro
EcoTester pH2. Para las concentraciones de solidos totales en suspension (SST),
materia organica en suspension y porcentaje de materia organica (MO y %MO), se
filtraron 1000mL por muestra en un filtro de 0,45um, se secaron (60°C) y muflaron
(500°C), de acuerdo con Arocena (2016). La cuantificaciéon de larvas de L. fortunei
(densidad promedio total y densidad por estadio larval) se realizd en un microscopio
optico binocular a 10 y 40 aumentos, utilizando una camara Sedwick-Rafter de 2mL,
realizdndose el conteo total de la muestra. La densidad se expresa en ind.m™. Para la
separacion de los estadios se utilizd una serie de tamices de 1,2mm, 0,8mm, 0,5mm,
0,15mm y 0,10mm de apertura de malla. Los estadios valvares considerados se
identificaron de acuerdo con Ezcurra de Drago y otros (2006) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los estadios larvales valvados analizados (modificado de
Ezcurra de Drago, et al,, 2006).

Tipo de larva Caracteristicas

Forma D, desarrollo completo del velo.

Veliger tipo D Tamafio aprox.120pum

Veliger tipo D

Comienzo de formacién del umbén,
Veliger preumbonada lineas de crecimiento.
Tamaho aprox.150pm.

Mayor desarrollo del umbo.

Veliger umbonada Tamafo aprox. 200um

Formacion de pie, visualizacion
Veliger preumbonada Pediveliger de filamentos branquiales.
: Tamaho aprox.230pm.

Plantigrada o Post-larva Ausencia de velo, forma similar
al adulto. Tamafio aprox. 750pm

Pediveliger Plantigrada o Post-larv

100pm
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En las diferentes CH se determinaron los promedios y desvios
quincenales/mensuales de temperatura, conductividad, pH, SST, MO y %MO. La
conductividad (K), los SST y el %MO se transformaron mediante log (x+1), segun lo
establecido por Reavie y otros (2010); para la densidad promedio larval se utilizo raiz
cuarta (Xu, et al,, 2011); mientras que el pH y la temperatura no fueron transformados.
Se realizaron correlaciones de Pearson entre las variables fisicoquimicas y la densidad
promedio larval, considerando un nivel de significancia del 99 y 95%. Se realizd un
Analisis de Componentes Principales (ACP) para identificar las asociaciones entre los
parametros ambientales y los promedios de densidades larvales, considerando las tres
CH durante los diferentes muestreos. Para ambos analisis estadisticos no se considerd
la MO. EI ACP y las correlaciones se realizaron con el Software R utilizando los paquetes

ggfortify y ggplot2.

La variacién anual de la temperatura del agua en los sistemas de refrigeracién para
las tres CH presentdé tendencias similares; valores maximos en verano (diciembre-
febrero), una disminucion a partir de marzo y valores minimos en invierno (julio-
agosto) (Figura 2). A pesar de las tendencias similares, la CH Baygorria mostré periodos
de temperatura minimos y maximos mas prolongados en el tiempo, en comparacion
con las CH Rincén del Bonete y Constitucion.
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Temperatura (°C)

10,0

Promedios mensuales (x + ds) de temperatura del agua en las tres CH: a)
Rincon del Bonete b) Baygorria y ¢) Constitucion, durante el periodo de estudio. Mes
1: primera quincena, Mes 2: segunda quincena; 18 y 19: afos de colecta.

El pH presentd valores alcalinos en el 96% de los casos; los minimos registrados
fueron similares en las tres CH (6,84 Baygorria, 7,40 Rincdn del Bonete y 6,81
Constituciéon). Los maximos se presentaron en Rincdn del Bonete (8,85), Baygorria
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(8,90) y Constitucion (9,1). La conductividad oscil6 entre 64,4uScm™y 203,1uScm™, los
minimos se observaron en la CH Rincon del Bonete (octubre 2018) y los maximos en
la CH Baygorria (noviembre 2018). La mayor concentracién de solidos suspendidos
totales (SST) se encontrd en la CH Baygorria, en febrero (18,8mgL™?), y la concentracion
maxima de MO en la CH Rincén del Bonete, en abril (5mgL™). Los %MO mostraron un
comportamiento similar en las tres CH, con maximos durante verano (CH Baygorria,
febrero) y minimos durante el invierno (CH Constitucion, julio) (Tabla 2). Las tendencias
de los parametros fisicoquimicos en los sistemas de refrigeracion de las tres CH
situadas en el Rio Negro se ajustan con los encontrados en monitoreos de calidad de
agua realizados en los embalses de dicho sistema fluvial (Chalar, et al., 2015).

Tabla 2. Variables fisicoquimicas del agua. Promedios (x), coeficiente de variacién
(CV), maximos y minimos. Abreviaciones: K: conductividad, SST: sélidos suspendidos
totales, MO: materia organica. Mes 1: primera quincena, Mes 2: segunda quincena;
18 y 19: afios de colecta.

Xz CV Maximo Minimo
Rincén del Bonete 8,11 +0,06 8,85 Abr 1-18 74 Set 2-18
pH Baygorria 8,04 +0,07 89 Dic 2-18 6,84 Ene 2-19
Constitucion 8,04 +0,07 91 Ago 2-18 6,81 Ene 2-19
Rincén del Bonete 84,70 +0,32 178,70 May 2-18 64,40 Oct 2-18
K
of Baygorria 88,18 +0,33 203,10 Nov 2-18 65,50 Oct 2-18
pSecm
Constitucion 90,64 +0,14 113,90 Jun 2-18 76,00 Nov 1-18
Rincén del Bonete 7,39 +0,49 16,60 May 2-18 3,38 Ene 2-19
SST .
L_1 Baygorria 9,92 +0,41 18,80 Feb 1-18 1,60 Feb 1-19
mg
Constituciéon 8,23+0,40 16,22 Ago 2-18 2,67 Feb 1-19
Rincén del Bonete 1,76 +0,56 5,00 Abr 2-18 0,80 Oct 2-18
MO ) )
mgL'1 Baygorria 1,88+0,39 3,71 Dic 2-18 0,80 Feb 1-19
Constituciéon 1,56+ 0,27 2,70 Mar 1-18 1,10 Oct 1-18
Rincén del Bonete 25,66 + 0,39 46,00 Dic 2-18 10,53 Set 1-18
%MO Baygorria 21,35+0,47 50,00 Feb 1-19 11,28 Jun 218
Constituciéon 21,75 +0,45 47,22 Ene 1-19 9,70 Jul 2-18
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En los tres sistemas de refrigeracion (SR), la variacion anual de la densidad de larvas
de L. fortunei mostré comportamientos similares (Figura 3). Por otro lado, se observa
una importante variabilidad en cada uno de los tres sistemas de refrigeracion, reflejado
en los desvios estandar. Esta variabilidad podria estar explicada por la hidrodinamica
en los diferentes sistemas de refrigeracion de las tres CH (caudal, velocidad, tiempo de
residencia, nUmero de condensadores).

Las maximas densidades larvales se encontraron al inicio de la primavera y mediados
del verano, con valores minimos durante invierno. La CH Constitucion presenté la
densidad maxima (11603ind.m3) durante febrero de 2019, donde la densidad larval
promedio superd los 6000ind.m™ a partir de fines octubre, manteniéndose hasta
febrero. La CH Baygorria superd los 1000ind.m™, mientras que Rincon del Bonete no
alcanzé los 500ind.m3,

La temperatura promedio de los tres SR mostrd una correlacion significativa positiva
con el promedio de larvas (r=0,63; n=54; p<0.001). Por otro lado, el incremento de la
densidad larval en las tres CH se observo a partir de la segunda quincena de octubre
2018, cuando la temperatura del agua de los SR es mayor a 18°C (Figuras 2 y 3). La
temperatura del agua es uno de los factores ambientales asociados al ciclo larval de L.
fortunei, segun diversos autores (Damborenea y Penchaszadeh, 2006; Darrigran, et al.,
2007; Boltovskoy, et al, 2013; Giglio, et al., 2016). Dichos autores relacionan la
presencia de larvas de la especie con temperaturas superiores a los 18°C, coincidiendo
con los resultados encontrados en el presente estudio.
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Variacién de la denisdad promedio (+ ds) larval de Limnoperna fortunei en
las tres CH durante 2018-2019.
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En las tres CH se observo un incremento en la densidad larval a partir de la segunda
quincena de octubre de 2018, que se corresponde con temperaturas del agua mayores
a 18°C (Figuras 3 y 4). Los resultados coinciden con Brugnoliy otros (2011) en estudios
realizados en el embalse Palmar (Rio Negro). En los mismos se encontré un
comportamiento estacional de larvas de L. fortunei con maximos durante la primavera
y los inicios del otofio, y ausencia durante invierno, sugiriendo una reproduccion
continua de la especie entre agosto y abril. Los resultados del presente trabajo
sugieren la presencia de un descanso reproductivo de la especie durante épocas de
temperatura del agua menor a 18°C, en los embalses del Rio Negro.

Por otro lado, las CH presentaron diferencias en las densidades promedio de larvas
(Constitucion > Baygorria > Rincon del Bonete), con hasta un orden de magnitud
mayor en la CH Constitucién durante los maximos larvales (Figuras 3 y 4). Estudios
realizados en los embalses de las correspondientes CH evidenciaron que, durante el
periodo 2000-2015, las biomasas de larvas de L. fortunei mostraron similares patrones
que los observados en el presente trabajo. El embalse Palmar posee la mayor biomasa
de larvas, seguido por Baygorria y Rincén del Bonete (Chalar, et al., 2010 y 2015). Este
comportamiento podria asociarse a las caracteristicas particulares de los embalses (por
ejemplo, caudal, tiempos de residencia, disponibilidad de alimento, concentracién de
solidos suspendidos totales o disponibilidad de sustratos consolidados), a las
abundancias de organismos bentonicos, o al comportamiento biolégico de las
poblaciones del mejillon dorado (por ejemplo, potencial bidtico, disponibilidad larval).
Darrigran y otros (2007) afirman que, a pesar de que la temperatura es un factor
condicionante, son necesarias otras variables para la liberacién de larvas, como por
ejemplo la disponibilidad de alimento.
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Temperatura del agua y densidad promedio larval de L. fortunei en las tres
CH del Rio Negro.

La densidad promedio de larvas no presento correlaciones significativas con el pH,
SST y K; sin embargo, present6 asociaciones significativas con el %MO (r=0,34; n=54;
p<0,05). El %MO expresa la disponibilidad del alimento presente en el agua, siendo la
fraccion disponible para el consumo de adultos y larvas de L. fortunei. Las densidades
larvales en la CH Baygorria presentaron un maximo (diciembre), mientras que en
Constitucidn se identificaron cuatro maximos (octubre, noviembre, enero y febrero)
(Figura 4). La CH Rincon del Bonete presentd promedios larvales bajos en comparacion
con los otros embalses, con un maximo en octubre. Chalar y otros (2011 y 2015)
encontraron en estos embalses maximos larvales durante los mismos meses que el
presente estudio. Estos maximos larvales estan determinados por los ciclos gonadales
de los individuos junto a otras caracteristicas ambientales del sistema (por ejemplo, el
tiempo de residencia de los embalses, las caracteristicas de los SR de las diferentes CH,
la disponibilidad de oxigeno o el alimento) (Darrigran, et al., 2007, Giglio, et al., 2016;
Ernandes-Silva, et al, 2017). La presencia de maximos de densidad larval en sitios
donde la especie posee reproduccion prolongada ha sido reportada para el alto
Parana (Brasil). En dicha zona, L. fortunei presenta reproduccion durante todo el afio,
donde los maximos larvales se observaron entre diciembre y febrero, coincidiendo con
épocas de mayor temperatura y disponibilidad de alimento (Ernandes-Silva, et al,
2017). Estos resultados concuerdan con los encontrados durante el presente estudio.
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El resultado del ACP (Figura 5) indicé que los dos primeros ejes explican el 62% de
la varianza total de los datos. El primer factor explica el 39,4% de la varianza y se puede
asociar con los meses de mayor temperatura del agua, en donde las variables de mayor
peso correspondieron a la temperatura, al promedio larval y al %MO en agua, con la
presencia de un patron estacional. Por otro lado, el segundo componente explica el
22,4% de la varianza, asociado negativamente con K, SST y pH, aunque no se observa
un patron estacional claro con estas variables. Los meses que se relacionan
positivamente con el primer eje corresponden a los meses de verano y primavera,
caracterizado por presentar una mayor temperatura del agua y disponibilidad de
alimento debido a las floraciones algales reportadas en el embalse (Chalar, et al., 2015).
La temperatura y disponibilidad de alimento son factores asociados al aumento de las
densidades larvales de L. fortunei en diferentes estudios (Darrigran, et al., 2007;
Boltovskoy et al., 2009). En el presente estudio se considera el %MO como un indicador
de calidad del alimento, debido a que representa la fraccién de los SST que pueden
ser asimilados por la especie. El ACP (Figura 5) indica que el %MO y los SST poseen
una correlacion negativa, lo que implicaria que el aumento de los SST se produciria
por particulas inorganicas, donde las densidades larvales estarian negativamente
afectadas por los mismos. Las elevadas cargas de SST inorganicos afectan a esta
especie debido a que son organismos filtradores tanto en estadios larvales como
adultos, ocasionando reduccion en el area branquial en adultos; lo cual podria
dificultar la obtencion de alimento y oxigeno, ademas de aumentar la superficie de los
palpos labiales, los cuales son 6érganos encargados de seleccionar el alimento. Debido
a esto se perderia mas energia seleccionando las particulas palatables (Paolucci, et al,,
2014; Paolucci, 2021). Complementariamente, los SST reducen la penetracion de la luz,
afectando negativamente al fitoplancton como fuente de alimento para la especie,
pudiendo generar reduccion del oxigeno disuelto que se ha sugerido como una
limitante para el establecimiento de la especie (Dodds y Whiles, 2010; Paolucci, 2021).
Por lo anterior, los SST con bajo %MO podrian disminuir la liberacion de gametas o
generar mortandad larval debido a que son alimentos de baja calidad. De esta manera,
el ciclo larval estaria mas condicionado por la temperatura del agua, y posiblemente
por la calidad del alimento, que por el sitio de colecta (CH). A pesar de estos resultados,
existirian otros factores que podrian aportar a la dinamica larval y que no estan siendo
registrados en el ACP, como pueden ser las poblaciones de adultos en los embalses y
sus afluentes, los caudales, el tipo de fitoplancton o la presencia de cianotoxinas
(Boltovskoy, et al., 2009).
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En otros sistemas acuaticos de la cuenca del Plata se ha sugerido que la aparicion
de L. fortunei estaria asociada al aumento de floraciones de cianobacterias
potencialmente toxicas del género Microcystis (Boltovskoy, et al., 2013). Dicha especie
es capaz de filtrar selectivamente sobre el fitoplancton de pequefio tamafio y de poca
movilidad, generando una disminucion de la competencia para Microcystis spp. Esta
especie de cianobacteria tiene la capacidad de formar colonias y regular su
flotabilidad, no siendo fuertemente afectadas por la filtracion del mejillén dorado
(Gazulha, et al.,, 2012; Boltovskoy, et al., 2013; Silva y Giani, 2018). Boltovskoy y otros
(2009 y 2013) describieron que altas concentraciones de Microcistinas L-R son capaces
de matar las larvas de L. fortunei. Por otro lado, en los embalses del Rio Negro, Chalar
y otros (2015) observaron que durante los meses de verano ocurren las mayores
concentraciones de toxinas, siendo este un factor que podria estar influyendo en las
densidades larvales.

En los SR de las tres CH, los estadios valvados dominantes fueron Veliger tipo D y
Veliger preumbonada (Figura 6). Las densidades de los diferentes estadios larvales
presentaron correlaciones con la temperatura del agua y el %MO, aunque con
diferencias entre ellos (Tabla 3).
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Tabla 3. Correlaciones entre las densidades de los estadios larvales en las CH con
temperatura del agua y porcentaje de materia organica. Ry p-valor (*95% y ** 99%).
NS=No Significativo.

Estadio Larval Temperatura % MO
Veliger tipo D 0,72%% 0,34*
Veliger preumbonada 0,69%* 0,34*
Veliger umbonada 0,47* 0,28*%

Pediveliger 0,38* 0,18 (NS)

Plantigradas 0,42* 0,00 (NS)

El tamafio dominante de larvas correspondié a organismos mayores a 100um,
seguido de mayores a 150um. Los restantes tamafos (500, 800 y 1200um) presentaron
baja representacion (Figura 6). El estadio de Veliger umbonada, Pedeveliger y
Plantigrada (o Post-larvas) (tamafos que aproximadamente oscilan entre 200 y
800um) ocurrieron pocas veces y en pocos lugares (Figura 6). Sin embargo, en CH
Constitucion se registr6 una mayor cantidad de Plantigrada o Post-larva,
principalmente en el sitio 1.

El primer estadio valvado de L. fortunei (Veliger tipo D) presenta tamafos entre 100
y 175um (Cataldo, et al., 2005; dos Santos, et al., 2005). El tamafio de mallas
consideradas en el presente trabajo (100pm) pudo haber generado un sesgo en las
densidades larvales determinadas debido a una posible pérdida de individuos de
menor tamafo de este estadio. A pesar de estas posibles limitaciones metodoldgicas,
las mayores densidades de larvas correspondieron al estadio Veliger tipo D. Estas
larvas provienen de los embalses de las mismas CH, debido a que por los tiempos de
residencia y la temperatura del agua no poseerian el tiempo necesario para alcanzar
estadios mas avanzados (Cataldo, 2015).

Los estadios mas avanzados (Veliger preumbonada y Veliger umbonada) provienen
de aguas arriba, posiblemente de los otros embalses, en el caso de Baygorria y
Constituciéon. Sin embargo, en los tramos de rio entre los mismos se genera una
mortandad natural de las larvas, siendo que se ha registrado entre un 80 y 90% de
mortandad de larvas entre el estadio Veliger preumbonada y Veliger umbonada en
estudios de laboratorio y por depredacién (Boltovskoy y Correa 2015; Cataldo, 2015).
Adicionalmente, a medida que avanzan en su desarrollo comienzan a asentarse,
haciendo que estén menos presentes en la columna de agua (Cataldo, 2015). Las altas
mortandades previas del estadio Veliger umbonada explican por qué existe un declive
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tan drastico entre estos dos estadios. En Constitucién se reportaron las maximas
densidades, los mayores tamafos y la mayor variedad de estadios. Los estadios de
mayor tamafo (estadio Plantigrado o Post-larva) se encuentran cercanos a su fase de
asentamiento bentdnico, siendo entonces el SR de la CH Constitucion el mas expuesto
al asentamiento del mejillén dorado.

En los tres sistemas de refrigeracion analizados, la densidad promedio y la densidad
de los diferentes estadios larvales del mejillon dorado presentaron asociaciones con la
temperatura del agua y el porcentaje de materia organica. Ambas variables han sido
consideradas en otros estudios como variables que promueven la presencia de
estadios larvales en sistemas naturales o artificiales invadidos por L. fortunei.

En los tres sistemas, a valores menores de 18°C en la temperatura del agua, la
especie mostré un descanso reproductivo; y a valores superiores, el inicio del ciclo
larval. El porcentaje de materia organica estaria relacionado con la disponibilidad de
alimento en el sistema de embalses. En futuros estudios, esta variable deberia
considerarse un parametro a analizar como promotora de un incremento en las
densidades larvales, asi como condicionante en la supervivencia de larvas y adultos.

Los estadios Veliger tipo Dy Veliger preumbonada fueron los dominantes en las tres
centrales hidroeléctricas. El tamafio dominante fue mayor a 100um, seguido por
tamafios mayores a 150pm, donde los estadios valvados de Post-larva se registraron
principalmente en la CH Constitucidn, siendo el mas expuesto al asentamiento y
posterior macrofouling. Para lograr una mejor aproximacion a la dinamica larval de los
estadios larvales valvados de L.fortunei se recomienda utilizar para su colecta tamafos
de malla mas pequefos (<100um); realizar monitoreos con una mayor periodicidad de
colecta (semanal o diaria) principalmente durante épocas de mayor temperatura del
agua, considerando simultaneamente sistemas hidraulicos (por ejemplo, sistemas de
refrigeracién) y ecosistemas acuaticos (por ejemplo, embalses, rios).

En relacion con el manejo, de acuerdo con el ciclo anual larval del mejillon dorado
observado, la aplicacién de métodos o estrategias de control en estos sistemas
hidraulicos de las CH del Rio Negro deberian focalizarse durante meses con mayor
temperatura del agua y disponibilidad de alimento. Durante la primavera (setiembre-
octubre) y el verano, las acciones de manejo deberian presentar la maxima intensidad,
disminuyendo durante el otofio (a partir de mayo) y cesando en invierno (junio-
agosto).

Se recomienda continuar los estudios poblacionales de L. fortunei considerando
estadios larvales (no valvados y valvados), asi como estadios bentonicos en sistemas
artificiales (CH) y embalses en simultaneo. Estos estudios profundizaran la generacion
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de conocimiento para la implementacion de medidas de control y mitigacion de la
especie.
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Los invertebrados (por ejemplo, cirripedios y mejillones) son los principales
responsables de las pérdidas econdmicas a nivel industrial y naval de la bioincrustacion,
agravada por la colonizacién de especies invasoras (por ejemplo, el mejillon dorado,
Limnoperna fortunei). Se han utilizado diversas estrategias para controlar la
bioincrustacién. Sin embargo, no son eficientes o causan una alta mortalidad de
organismos acuaticos, incluso las tintas antiincrustantes. Actualmente, con la necesidad
de preservar la salud humana y ambiental, se han enfocado en la investigacion de nuevos
agentes naturales para reemplazar las moléculas sintéticas téxicas de estas pinturas. El
estudio de productos naturales bioactivos a partir de plantas terrestres ha sido una
opcion prometedora en el campo clinico y puede tener el mismo potencial en el acuatico.
Asi, la principal pregunta de este estudio es: ;Coémo seleccionar los extractos y
compuestos mas prometedores? Este trabajo analiz6 articulos publicados sobre el tema
con el objetivo de resaltar la informacidn necesaria para centrar las investigaciones en
antiincrustantes derivados de plantas terrestres. Se examinaron 29 articulos entre 1990 y
2020. Los productos naturales derivados de plantas terrestres tienen un gran potencial
como antiincrustantes sostenibles, inhibiendo la colonizacion de micro y macrofouling.
Los compuestos alcaloides y flavonoides de las familias Zingiberaceae, Myrtaceae y
Fagaceae ya han mostrado resultados prometedores contra mejillones.

compuestos naturales, extractos naturales, fitoquimicos,
invertebrados, mejillon.

Invertebrates (e.g, barnacles, mussels) are usually the main responsible for the
industrial and naval high economic costs of biofouling, aggravated by colonization of
invasive species such (e.g., golden mussel, Limnoperna fortunei). Many strategies have
been used as attempts to control biofouling. However, these are not efficient or cause
high mortality of aquatic organisms, including the antifouling coatings. Currently, with
the aim of preserving human and environmental health, new studies have focused on the
discovery of new natural agents to replace the toxic synthetic molecules in paints. The
study of bioactive natural products from terrestrial plants has been a promising option
in the clinical field and they can have the same potential in the aquatic field. In this way,
the main question of this study is: How to select the most promising extracts and
compounds? This review evaluated the documents published on this topic, with the aim
of highlighting the information necessary to focus antifouling investigations derived from
terrestrial plants. A total of 29 papers were examined in this review from 1990 to 2020.
Natural products derived from terrestrial plants have great potential as sustainable
antifouling, inhibiting colonization of micro and macrofouling. Alkaloid and flavonoid
compounds from the Zingiberaceae, Myrtaceae and Fagaceae families have already
shown promising results against mussels.

natural product, natural extract, phytochemical, invertebrates, mussel.

Invertebrados (por exemplo, cirripédios, mexilhdes) sdao os principais
responsaveis pelos prejuizos econOmicos industriais e navais da bioincrustagao,
agravados pela colonizagdo de espécies invasoras (por exemplo, mexilhdo dourado,
Limnoperna fortunei). Muitas estratégias tém sido usadas para controlar a bioincrustacao.
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No entanto, ndo sao eficientes ou causam alta mortalidade de organismos aquaticos,
incluindo as tintas anti-incrustantes. Atualmente, com< a necessidade de preservar a
saude humana e ambiental tém se concentrado na investigagdo de novos agentes
naturais para substituir as moléculas sintéticas toxicas dessas tintas. O estudo de
produtos naturais bioativos de plantas terrestres tem sido uma opgao promissora no
campo clinico e elas podem ter o mesmo potencial no campo aquatico. Desse modo, a
principal pergunta deste estudo é Como selecionar os extratos e compostos mais
promissores? Este trabalho analisou artigos publicados sobre este topico, com o objetivo
de destacar as informagdes necessarias para focalizar a pesquisa em anti-incrustantes
derivados de plantas terrestres. Foram examinados 29 artigos de 1990 a 2020. Os
produtos naturais derivados de plantas terrestres tém um grande potencial como anti-
incrustantes sustentaveis, inibindo a colonizacdo de micro e macro-organismos.
Compostos alcaloides e flavondéides das familias Zingiberaceae, Myrtaceae e Fagaceae ja
apresentaram resultados promissores contra mexilhdes.

compostos naturais, extrato natural, fitoquimicos, invertebrados,
mexilhao.

La fijacion y el crecimiento de organismos acuaticos en sustratos consolidados
se conoce como bioincrustacion (Nandakumar y Yano, 2003). El proceso de
bioincrustacion comienza con la adsorcion de moléculas organicas en superficies
sumergidas y la posterior colonizacién de especies bacterianas que producen una
sustancia polimérica extracelular (SPE) para formar un biofilm (biopelicula)
(Agostini, et al., 2018). Durante el proceso de bioincrustacidn, varios organismos
como virus, hongos, microalgas, protozoos, esporas de algas y meroplancton (por
ejemplo, larvas de invertebrados) se depositan en los sustratos, iniciando una
sucesion ecologica y dependiente del acople bentopelagico (Agostini, et al., 2017;
2018).

La bioincrustacién es un problema econémico grave ya que dafia las estructuras
artificiales sumergidas en el medio acuatico como embarcaciones, ductos y
plataformas (Schultz, et al., 2011). Este proceso no es nuevo; existen registros
desde la antigiedad (WHQI, 1952). Las pérdidas econdmicas globales debido a
la bioincrustacién marina fueron de quince mil millones de délares en 2001 (Azis,
et al, 2001). Esto incluye el costo de su prevencién, el mantenimiento de la
infraestructura (biocorrosion, aumento de peso y obstruccidn), y el consumo de
combustible (Schultz, et al., 2011).

Los invertebrados son los principales responsables de los altos costos de la
bioincrustacion, principalmente asociados a la colonizacion de cirripedios y
mejillones (Dobretsov y Rittschof, 2020). Los problemas aumentan cuando se
asocian a la colonizacién de especies invasoras como el mejillon dorado,
Limnoperna fortunei (Uliano-Silva, et al., 2018). Esta especie es un bivalvo
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originario del sudeste asiatico que se introdujo accidentalmente en América del
Sur a principios de la década de 1990 (Maranhao y Stori, 2019). El establecimiento
del mejillén dorado en América del Sur estd relacionado con la facilidad de
adaptacion y la alta tasa de reproducciéon (Uliano-Silva, et al, 2018; Maranhao y
Stori, 2019). Y sus impactos econdmicos estan relacionados con la obstruccién de
tuberias de captacion de agua, filtros y sistemas de enfriamiento en plantas e
industrias hidroeléctricas, sistemas de drenaje de aguas pluviales, dafios a
motores y embarcaciones, causados por incrustacion y consecuente biocorrosion,
cambio de forma y aumento de peso de estas estructuras (Boltovskoy y Correa,
2015; Maranhao y Stori, 2019). Después de 30 afios de que el mejillon dorado
invadio América del Sur, no hay signos de que esta invasion esté bajo control o
incluso se esté estabilizando (Uliano-Silva, et al., 2018). Se han utilizado diversas
estrategias para el control de esta especie.

La Tabla 1 presenta las principales estrategias de control utilizadas para mitigar
las abundancias del mejillon dorado en sistemas invadidos (por ejemplo, tuberias
de agua).

Tabla 1. Principales estrategias de control utilizadas contra el mejillén dorado
(Limnoperna fortunei).

Estrategias de control Autor

Velocidades rapidas de flujo (>1.5 m/s) Jenner, et al. (1998)
Campos magnéticos Jenner, et al. (1998)

Corriente eléctrica Katsuyama, et al. (2005)
Acustica por ultrasonido Santos, et al. (2012)
Filtraciéon Claudi, et al. (2014)

Luz ultravioleta Perepelizin y Boltovskoy (2014)
Uso de depredadores (por ejemplo, peces) Boltovskoy y Correa (2015)
Turbulencia Claudiy Oliveira (2015)
Inyeccion de ozono Maranhd&o y Stori (2019)

Sin embargo, todas estas estrategias no son eficientes o causan una alta
mortalidad de larvas y deformacion en los sobrevivientes (Breitig, 1965;
Katsuyama, et al., 2005; Santos, et al., 2012). Otra estrategia es el control quimico
utilizando superficies pintadas con antiincrustantes (Fujita, et al., 2015). Aunque
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se han desarrollado diversas pinturas antiincrustantes para abordar el problema
de la bioincrustacion (Telegdi, et al, 2016), una alternativa antiincrustante
ecoldégicamente segura y eficiente aun no estd disponible en el mercado
(Konstantinou y Albanis, 2004; Agostini, et al., 2018). La eficacia real de las
sustancias antiincrustantes es una preocupacién importante, ya que estas actian
sobre los organismos en etapas sucesivas avanzadas, pero no garantizan la
eficiencia durante todo el proceso (Teixeira, 2010). Este proceso requiere la
eliminacion mecanica de incrustaciones periédicamente y la aplicacién posterior
de pinturas (Desai, 2008; Teixeira, 2010).

Las estrategias antiincrustantes en todo el mundo incluyen pinturas con
biocidas derivados de compuestos organicos, inorganicos y metalicos (Telegdi, et
al., 2016). Ademas, el ambiente acuatico esta bajo presion constante debido a la
contaminacion quimica y la toxicidad de los compuestos antiincrustantes
tradicionales (por ejemplo, Cu, Zn, DCOIT), comprometiendo asi la calidad del
agua (Soroldoni, et al., 2017). La funcién de un biocida es evitar el asentamiento
de organismos en las superficies al matarlos. Sin embargo, estan asociados con
una alta toxicidad para los organismos objetivo y no objetivo (Amara, et al., 2018)
debido a la lixiviacion de los biocidas al ambiente acuatico.

Actualmente, con el objetivo de preservar la salud humana y ambiental,
incluyendo la calidad del agua, es importante promover el descubrimiento de
nuevos agentes naturales para reemplazar las moléculas sintéticas toxicas
(Fernandez-Nifio e Islam, 2017). En la investigacion de bioincrustaciones, muchos
extractos naturales han sido probados como reemplazos de biocidas toxicos en
pinturas antiincrustantes, presentando resultados prometedores (Salta, et al.,
2013).

Los compuestos naturales son sintetizados por organismos en respuesta a
condiciones ambientales extremas (Malafaia, et al., 2017). De esta manera, las
plantas terrestres bajo estrés podrian ser una fuente de diferentes compuestos.
Estos compuestos podrian usarse como ingredientes activos en formulaciones
antiincrustantes (Maréchal y Hellio, 2009). Los estudios sobre el potencial
antiincrustante del uso de productos naturales derivados de plantas terrestres
son escasos (Gopikrishnan, et al., 2015; Agostini, et al., 2019; 2020). En contraste,
el estudio de productos naturales bioactivos a partir del metabolismo secundario
de plantas terrestres ha sido una opcién prometedora en el campo clinico como
defensa quimica contra los biofilms (Trentin, et al., 2011; Malafaia, et al., 2017).
Ademas, pueden tener el mismo potencial en el campo acuatico, inhibiendo la
bioincrustacion; evitando, por ejemplo, el asentamiento del mejillon dorado.
Ademas, el uso de productos naturales de origen terrestre para producir nuevas
tecnologias antiincrustantes puede introducir un concepto innovador en el
mercado para disminuir los impactos en la calidad del agua (Soroldoni, et al.,
2017).
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Asi, la principal pregunta relacionada con los productos bioactivos de plantas
terrestres como alternativa antiincrustante es: ;Como seleccionar los extractos y
compuestos mas prometedores? Este trabajo realizd una revisién de los articulos
publicados sobre el tema, con el objetivo de resaltar la informacion necesaria para
centrar las investigaciones antiincrustantes en productos prometedores de
plantas terrestres. Complementariamente, se buscd informacion sobre posibles
productos que pueden tener una accion enfocada contra el mejillén dorado.

Se realizé una revision de literatura utilizando Periodicos Capes, una base de
datos que comprende colecciones que incluyen Scopus, Web of Science y Science
Direct Journals. Para identificar los articulos se utilizaron combinaciones de
palabras clave en inglés: (Terrestrial plants) AND (Natural products) AND
(Antifouling); (Terrestrial plants) AND (Bioactive compounds) AND (Antifouling);
(Phytochemical) AND (Antifouling). Los documentos recopilados fueron
seleccionados de acuerdo con los siguientes criterios obligatorios: ser publicado
en inglés o espafol en una revista indexada revisada por pares e informar la
investigacion de productos de plantas terrestres como alternativa antiincrustante.
La literatura gris, como tesis y disertaciones, resimenes de congresos e informes
técnicos, no se considerd en esta revision. Todas las referencias citadas en estos
documentos también se seleccionaron y se ajustaron a los criterios establecidos.

A partir de la mencionada busqueda se organizaron los trabajos identificados
de acuerdo con el tipo de tratamiento, las familias de plantas terrestres
identificadas, las secciones de plantas consideradas para tratamiento, los
compuestos de moléculas activas y el tipo de biofouling considerado para el
ensayo (macrofouling y microfouling). Se realizé un analisis de correspondencia
para ordenar los datos antes mencionados con el fin de encontrar
correspondencia entre ellos, utilizando el programa PAST 3.25 (Hammer y Harper,
2006).

Se examinaron 604 articulos, y 29 se analizaron en detalle, considerando el
periodo entre 1990 y marzo de 2020. La mayoria de los tratamientos citados en
base a plantas terrestres para inhibir la bioincrustacién se concentré en ensayos
(92%) y el 8% en revisiones de literatura. Entre los productos naturales derivados
de plantas terrestres, 38% fueron probados in situ y 62% en laboratorio. La
mayoria de los estudios (50%) se centré en los efectos de fitoquimicos especificos
(compuestos o moléculas), el 47% en efectos del extracto crudo y el 3% ha
ensayado ambos. La mayoria de las pruebas se realizaron para evaluar el potencial
antiincrustante contra los invertebrados (69%) y contra microorganismos (40%),
o ambos. Solo el 36% de los estudios evalud los efectos toxicoldgicos de los
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tratamientos. La Figura 1 presenta el rango de articulos publicados y los
tratamientos probados, utilizando productos naturales derivados de plantas
terrestres como posibles antiincrustantes.

70 . numero de articulos publicados

. namero de tratamientos probados

60

50

40

30

20

Nuamero de articulos publicados/
Tratamientos probados

1990 2002 2003 2004 2005 2007 2009 2010 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Anos

Numero de articulos publicados y nimero de tratamientos probados
sobre el uso de productos naturales de plantas terrestres como posibles
antiincrustantes.

Como se puede observar en la Figura 1, el numero de tratamientos
antiincrustantes probados derivados de plantas terrestres a lo largo del tiempo
ha fluctuado, con un aumento a partir de 2009. El maximo registrado se identifica
en 2019, con un numero bajo y constante de publicaciones desde 1990, con el
mayor nimero de publicaciones registradas en 2014. Segun Omae (2003), en la
década de 1980 se exploraron extractos de plantas terrestres como fuente de
compuestos antiincrustantes, pero fueron reemplazados por investigaciones
sobre organismos marinos en la década de 1990 (Gopikrishnan, et al., 2015). Con
respecto a la bioincrustacion acuatica, la mayoria de los extractos de plantas y
compuestos analizados provenian de algas marinas (Cho, et al., 2001; Manilal, et
al., 2010; Prabhakaran, et al., 2012; Dahms y Dobretsov, 2017). Algunos estudios
analizaron extractos crudos de plantas terrestres, o compuestos aislados contra
la bioincrustacion inicial (Devi, et al., 1997; Prabhakaran, et al., 2012; Liu, et al.,
2019) o tardia (Goransson, et al., 2004; Zhou, et al., 2009; Moodie, et al., 2018).
Prabhakaran y otros (2012) compararon extractos de plantas acuaticas y terrestres
contra cepas de bacterias aisladas de biofilm, y observaron que el extracto de
plantas terrestres tenia una mayor actividad inhibidora contra el biofilm que las
algas y los pastos marinos. Esto demuestra la importancia de investigar extractos
de plantas de ambientes terrestres (Agostini, et al., 2020). Sin embargo, si el
nuimero de estudios con plantas terrestres como antiincrustantes es bajo, cabe
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hacerse la siguiente pregunta: ;Por qué evaluar el potencial de los productos
naturales derivados de plantas terrestres como posibles antiincrustantes?

Las plantas han desarrollado un complejo sistema de defensa que comprende
una complicada gama de productos quimicos (Boy, et al., 2018); y diversas plantas
terrestres se han utilizado como medicina alternativa en todo el mundo, lo que
demuestra las actividades clinicas antibacterianas y antibiofilm (Malafaia, et al,
2017). Las plantas terrestres son mas faciles de muestrear, y es posible cultivarlas,
lo que permite un mayor nimero de ensayos y evaluaciones de forma sostenida
(Agostini, et al., 2019), con varias formas conocidas de extraer los compuestos de
interés (Agostini, et al., 2020).

Ademas, de los tratamientos evaluados en esta revision de literatura surge que
el 32% presentd resultados satisfactorios, y el 19%, resultados parcialmente
satisfactorios. En el Anexo 1 se presenta la informacién de los tratamientos que
obtuvieron resultados satisfactorios en la inhibicion de la bioincrustacion.

;Que familias y especies de plantas terrestres son responsables de los efectos
antiincrustantes? Entre los tratamientos con resultados satisfactorios de
inhibicion de la bioincrustacioén, las familias Fabaceae, Anacardiaceae, Arecaceae,
Zingiberaceae y Rutaceae se destacaron por presentar al menos cuatro pruebasy
el 30% o mas con resultados positivos (Figura 2).
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Familias

Familias y especies de plantas terrestres evaluadas como posibles
antiincrustantes. Las familias con resultados mas satisfactorios se indican en azul.

La mayoria de los resultados satisfactorios se observaron en ocho especies de
la familia Fabaceae, pertenecientes a ocho géneros diferentes (Stupak, et al., 2003;
Zhou, et al., 2009; Qian, et al.,, 2010; Feng, et al., 2018; Agostini, et al., 2019; Clasen
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y Kesel, 2019). La familia Fabaceae, también llamada Leguminosae, es una de las
familias botanicas mas grandes e importantes (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002), y
estd compuesta por aproximadamente 19.000 especies distribuidas en 695
géneros (Giulietti, et al., 2005). Esta familia esta formada por arboles, arbustos,
lianas y hierbas, y tiene una distribucién cosmopolita (Di Stasi e Hiruma-Lima,
2002).

La familia Anacardiaceae también mostro resultados antiincrustantes positivos
para dos especies, pertenecientes a dos géneros (Stupak, et al., 2003; Pérez, et al,,
2007; Zhou, et al,, 2009; Qian, et al., 2010; Bellotti, et al., 2014; Agostini, et al.,
2020). Anacardiaceae es una familia compuesta por unos 76 géneros y 850
especies de arboles y arbustos, mas raramente de lianas y hierbas perennes,
distribuidas principalmente en areas tropicales y subtropicales de todo el mundo
(Pell, et al, 2011); y ha sido muy prometedora en la busqueda de sustancias
bioactivas (Correia, et al., 2006; Agra, et al., 2007).

Otra familia con resultados satisfactorios es Arecaceae. Seis especies de esta
familia, pertenecientes a seis géneros diferentes, mostraron resultados positivos
de inhibicion de la bioincrustacion (Pérez, et al., 2014; Clasen y Kesel, 2019). Esta
familia esta compuesta por 200 géneros y aproximadamente 2.800 especies
(Medeiros-Costa, 2002), siendo popularmente compuesta de palmeras con gran
variedad morfoldgica. La familia Zingiberaceae también mostré resultados
antiincrustantes satisfactorios asociados con tres especies de plantas,
pertenecientes a tres géneros (Etoh, et al., 2002). Zingiberaceae es la familia mas
grande de plantas herbaceas perennes, la cual contiene aproximadamente 1.400
especies divididas en 47 géneros (Holtum, 1950). Las especies estan ampliamente
distribuidas y se utilizan como remedio tradicional en los trépicos debido a sus
fitoquimicos (Pancharoen, et al., 2000).

Una especie de la familia Rutaceae también mostrd la capacidad de inhibir la
bioincrustacion (Zhou, et al., 2009). La familia Rutaceae tiene alrededor de 140
géneros y 2.000 especies (Cabral, et al., 2012); estd compuesta por hierbas,
arbustos y pequefios arboles que crecen en todas partes del mundo (Sandjo, et
al., 2014; Sichaem, et al., 2014), y se usa en medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades (Sandjo, et al., 2014).

;Cuales son los principales lugares de origen de las plantas terrestres
responsables de los efectos antiincrustantes, y qué partes de las plantas
presentan mayor actividad? En relacion con los principales lugares de origen de
las plantas con resultados antiincrustantes satisfactorios, el 85% se puede
encontrar en regiones tropicales, el 38% en regiones subtropicales y solo el 12%
en regiones templadas. Algunas de las plantas se distribuyen en mas de un area
geografica. Entre los paises de la coleccion, se destacan Brasil, China, Argentina e
India. Entre los tratamientos probados con resultados mas satisfactorios en la
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inhibicion de la bioincrustacién, se destacan los extractos crudos, compuestos o
moléculas derivados de frutos, semillas (6rganos reproductivos) y hojas (6rganos
vegetativos) (Figura 3).
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Parte de la planta

Parte de plantas terrestres evaluadas como posibles antiincrustantes.
Las partes con los resultados mas satisfactorios se indican en azul

Los frutos de las plantas tienen como funcion basica proteger, conservar y
garantizar el desarrollo de las semillas. Su forma esta estrechamente vinculada a
su forma de polinizacion (Raven, et al, 1992). Las frutas presentan diferentes
compuestos bioactivos con accién antimicrobiana (Liu, 2004; Karasawa y Mohan,
2018). Las semillas tienen un fuerte mecanismo de defensa, posiblemente debido
a la presencia de fito-constituyentes que contribuyen a la actividad antioxidante
y antimicrobiana (Kothari y Seshadri, 2010). Existen numerosos informes en la
literatura sobre la presencia de sustancias bioactivas en semillas de plantas que
sirven como atrayentes para dispersar semillas de animales (Kothari y Seshadri,
2010). La funcion principal de las hojas es capturar la luz solar para fabricar
reservas de alimentos e intercambio de gases (fotosintesis y respiracion), ademas
son transpirables. La cantidad y la calidad de las hojas de las plantas pueden
cambiar estacionalmente. Las hojas también pueden adaptarse para realizar otras
funciones en la planta, como la defensa a través de la produccion de sustancias
toxicas (Appezzato-da-Gloria, et al.,, 2006). Los extractos de raices, ramas y tallos,
como se muestra en la Figura 3, no se consideraron antiincrustantes satisfactorios.

;Cuales son los compuestos y moléculas mas activos derivados de plantas
terrestres con efectos antiincrustantes? Entre los resultados obtenidos en los
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estudios incluidos en esta revision, los flavonoides, taninos y alcaloides fueron los
compuestos responsables de los porcentajes mas altos de tratamientos
antiincrustantes satisfactorios (Figura 4).
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Compuesto

Compuestos quimicos y moléculas derivadas de plantas terrestres con
actividades antiincrustantes satisfactorias. Los compuestos quimicos con los
resultados mas satisfactorios se indican en azul.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados ampliamente distribuidos en
diferentes grupos de plantas (Cordell, 1981). Farmacoldégicamente activos, son
derivados de aminoacidos que contienen uno o mas atomos de nitrogeno
heterociclicos. Los alcaloides en las plantas sirven como agentes anti-herbivoros,
quimioprotectores o como reguladores del crecimiento (Buchanan, et al., 2000).
Se han usado alcaloides en forma de extractos de plantas para venenos,
narcoticos, estimulantes y medicamentos durante varios miles de afios. Por lo
tanto, muchas de las drogas comunes que se usan en la actualidad estan basadas
en alcaloides. Debido a esta complejidad quimica, los alcaloides a menudo se
obtienen de la fuente de la planta en lugar de producirse sintéticamente (Cseke,
et al., 2006).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados ampliamente distribuidos en
diferentes grupos de plantas (Cordell, 1981). Farmacoldégicamente activos, son
derivados de aminoacidos que contienen uno o mas atomos de nitrogeno
heterociclicos. Los alcaloides en las plantas sirven como agentes anti-herbivoros,
quimioprotectores o como reguladores del crecimiento (Buchanan, et al., 2000).

11
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Se han usado alcaloides en forma de extractos de plantas para venenos,
narcoéticos, estimulantes y medicamentos durante varios miles de afios. Por lo
tanto, muchas de las drogas comunes que se usan en la actualidad estan basadas
en alcaloides. Debido a esta complejidad quimica, los alcaloides a menudo se
obtienen de la fuente de la planta en lugar de producirse sintéticamente (Cseke,
et al., 2006).

Los flavonoides tienen dos anillos de benceno separados por una unidad de
propano y derivan de la flavona. Generalmente son compuestos solubles en agua.
Los compuestos mas conjugados son a menudo de colores brillantes.
Generalmente se encuentran en plantas como sus glucésidos, lo que puede
complicar las determinaciones de la estructura. Las diferentes clases dentro del
grupo se distinguen por los anillos heterociclicos adicionales que contienen
oxigeno y grupos hidroxilos (Williams y Grayer, 2004).

Los taninos son oligdmeros solubles en agua, ricos en grupos fendlicos,
capaces de unir o precipitar proteinas solubles en agua (Hagerman y Butler, 1989).
Los taninos, comunes a las plantas vasculares, existen principalmente dentro de
los tejidos lefiosos, pero también se pueden encontrar en las hojas, flores o
semillas. Los tejidos vegetales que tienen un alto contenido de tanino poseen un
sabor muy amargo, y la mayoria de los alimentadores los evitan (Cseke, et al,
2006). Ningun estudio ha identificado moléculas derivadas de taninos. Los demas
compuestos quimicos y moléculas, como se muestra en la Figura 4, no se
consideraron antiincrustantes satisfactorios.

:Qué organismos son inhibidos por productos naturales derivados de plantas
terrestres? Entre los resultados obtenidos en los articulos, se identifican bacterias
(microfouling) e invertebrados (macrofouling) como organismos objetivos para la
inhibicion. El 24% de los resultados antiincrustantes satisfactorios se centraron en
el microfouling (Xu, et al., 2005; Qian, et al,, 2010; Salta, et al., 2013; Pérez, et al.,
2014; Nandhini y Revathi, 2016; Moodie, et al., 2018; Agostini, et al., 2019; 2020;
Nadir, et al., 2020), el 61% en el macrofouling (Takasawa, et al., 1990; Etoh, et al.,
2002; Stupak, et al., 2003; Goransson, et al., 2004; Angarano, et al., 2007; Pérez, et
al., 2007; Feng, et al,, 2009; Zhou, et al., 2009; Qian, et al., 2010; Bellotti, et al.,
2014; Cui, et al,, 2014; Huang, et al., 2014; Pérez, et al., 2014; Bogdan, et al., 2018;
Feng, et al,, 2018; Clasen y Kesel, 2019), y el 14% en ambas comunidades. En el
Anexo 2 se presenta la lista de organismos inhibidos por la accion de extractos,
compuestos o moléculas derivadas de plantas terrestres.

Las caracteristicas de las plantas terrestres que condujeron a la actividad
antiincrustante fueron diferentes entre el microfouling y macrofouling (Figura 5).
La inhibicion del microfouling esta mas asociada con los compuestos Juglone,
Ciclotida, Acido zostérico, Terpeno, Acido secochiliolide y Cannabinoide; a las
hojas, frutos, tallos y raices; y a las familias Turmeraceae, Sapotaceae,

12
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Rhyzophoraceae,  Juglandaceae,  Solanaceae,  Acanthaceae,  Fabbaceae,
Cannabaceae, Pinaceae y Combretaceae. Mientras que la inhibicion de
macrofouling esta mas relacionada con los compuestos Flavonoide, Alcaloide,
Acido graso, Floroglucinol, Isotiocionato, Fenole, Tanino, Estibenoide; a la semilla;
y a familias Rutaceae, Violanaceae, Anacardiaceae, Arecaceae, Zingeberaceae,
Apiaceae, Covolvulaceae, Piperaceae, Myrtaceae, Papaveraceae, Nyssaceae,
Fagaceae, Menispermaceae y Sapindaceae. Esta diferencia probablemente se deba
al hecho de que la mayoria de los estudios ha evaluado los tratamientos solo para
una de las comunidades (micro o macrofouling). Solo un estudio evalué los
efectos antiincrustantes considerando micro y macrofouling (Pérez, et al., 2014).
Estos autores realizaron las pruebas in situ en Mar del Plata (Argentina), en el
verano de 2008. Los resultados indicaron que las pinturas a base de acido
secochiliolide inhibieron por completo el asentamiento de invertebrados y
macroalgas. Ademas, se registré una menor densidad y diversidad de especies de
microfouling. En la Figura 5 también es posible observar que tanto las bacterias y
microalgas (microfouling) como las macroalgas e invertebrados (macrofouling)
presentaron diferentes relaciones con las caracteristicas inhibitorias de las plantas
terrestres, que pueden explicarse porque la mayoria de los estudios ha evaluado
los tratamientos solo para un grupo de organismos.
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Analisis de correspondencia ordenando las familias, las partes y los
compuestos quimicos de las plantas terrestres que presentaron datos
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antiincrustantes satisfactorios en relacion con el tipo de comunidad (explicacion
de los primeros dos ejes = 25%).

Microfouling

La mayoria de los estudios (98%) evaluo los tratamientos contra una
comunidad bacteriana en lugar de una bacteria aislada. Los biofilms naturales
consisten en un consorcio de especies que se influyen entre si de manera
sinérgica y antagonica (Pichlmaier, et al., 2008; Macedo y Abraham, 2009). Los
ensayos de microfouling pueden realizarse con muchas bacterias de biofilm en
varios filamentos y géneros, distribuidos geograficamente en todo el mundo (Lee,
et al,, 2008; Leary, et al., 2014; Muthusamy, et al., 2017). Por ejemplo, las bacterias
gram negativas representan la composicion bacteriana de biofilm heterotréfica
qgue se encuentra en las estructuras hechas por el hombre en todo el mundo
(Gupta, 2000; Muthusamy, et al., 2017).

Ademas de eso, es necesario evaluar si la actividad antiincrustante es
antibiofilm o antibidtico. Aunque las actividades antibacterianas y de antibiofilm
reflejan una inhibicién bacteriana marina, el efecto antibiofilm es mas interesante
ya que no elimina las bacterias planctdnicas, evitando la colonizacién del sustrato
y, lo que es mas importante, no impone presién sobre las bacterias para la
adquisicion de resistencia (Agostini, et al., 2020).

Segun Agostini y otros (2017, 2018), la formacion de biofilms bacterianos se
considera un requisito previo para las incrustaciones de algas e invertebrados.
Los factores que influyen en el asentamiento de invertebrados en sustratos duros
aun no se conocen bien. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
los biofilms bacterianos podrian ser el desencadenante necesario para la sucesion
ecologica en superficies de sustrato duro sumergidas en el medio acuatico
(Agostini, et al,, 2017; 2018; Freckelton, et al., 2017). Esto se debe a que el modelo
de facilitacion supone que solo ciertas especies de "sucesion temprana” pueden
colonizar el sustrato virgen debido a sus caracteristicas especificas. Estos primeros
colonos modifican el entorno para hacerlo mas adecuado para otras especies de
"sucesion tardia" (Jenkins y Martins, 2010). De esta manera, los resultados
observados como positivos en cuanto a la inhibicién de microfouling pueden
aplicarse a macrofouling.

Macrofouling

La mayoria de los estudios (83%) evalu6 los tratamientos contra una
comunidad de invertebrados en lugar de algas, principalmente contra
artropodos, poliquetos y moluscos. La inhibicién de mejillones estd mas
relacionada con los compuestos Isotiocianato, Fenole y Tanino, y con las familias
Zingeberaceae, Myrtaceae y Fagaceae. Ningun trabajo incluido en esta revisién ha
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evaluado los efectos de los tratamientos sobre la inhibicién del mejillon dorado.
Sin embargo, algunos estudios mostraron resultados positivos para otras
especies de mejillones (Takasawa, et al., 1990; Etoh, et al., 2002; Angarano, et al.,
2007). Takasawa y otros (1990) aplicaron glucésido de kaempferol acilado, un
flavonoide, aislado de hojas de Quercus dentata (Fagaceae) y raponticinas
aciladas, un estilbenoide, de hojas de Eucalyptus rubida (Myrtaceae) como
sustancias activas, realizando ensayos con Mytilus edulis (mejillon azul). Como
estos compuestos contienen grupos fendlicos, repelio el asentamiento. Etoh y
otros (2002) probaron que trans-6-, 8-, and 10-shogaols (alcaloide) de un extracto
de las raices de jengibre, Zingiber occinale (Zingiberaceae), mostraron la actividad
antiincrustante mas alta contra Mytilus edulis. Mientras Angarano y otros (2007)
evaluaron la capsaicina de productos naturales derivados de plantas por su
potencial para inhibir la fijacion del biso de Dreissena polymorpha (mejillén
cebra). Esta prueba reveld6 que la capsaicina (8-methyl-Nvanillyl-trans-6-
nonenamide), un alcaloide, inhibié la fijacion del biso, siendo considerado un
producto prometedor.

Cabe sefialar que, a pesar de los resultados satisfactorios de inhibicién de la
bioincrustacion, menos de la mitad (48%) de los tratamientos evaluo la toxicidad
potencial de productos derivados de plantas terrestres. Por un lado, algunos
autores garantizan la ausencia de toxicidad (Angarano, et al., 2007); por otro lado,
hay evidencia en la literatura sobre posibles efectos fisiologicos de compuestos
vegetales en mamiferos (Ekiert y Kisiel, 1997); por lo tanto, los tratamientos deben
ser probados y evaluados previamente para encontrar la mejor dosis-respuesta,
utilizando especies sensibles de varios niveles tréficos.

De acuerdo con Ralston y Swain (2009), ademas de la no toxicidad, las nuevas
alternativas quimicas antiincrustantes deben centrarse en los siguientes
parametros: permitir al menos cinco afos de control de bioincrustacién; ser
duraderas, resistentes a los dafios y reparables; ser rentables y de bajo
mantenimiento; ser faciles de aplicar; y eficaces, sin y con flujo. Ademas, se
deberia incorporar como parametro que la alternativa quimica debe ser amigable
con el medio ambiente.

Los productos naturales derivados de plantas terrestres tienen un gran
potencial como antiincrustantes sostenibles, inhibiendo la colonizacién de
bacterias, microalgas, macroalgas e invertebrados. Sin embargo, se deben realizar
mas estudios, siempre dirigidos a la comunidad bioincrustante en su conjunto y
con pruebas ecotoxicoldgicas apropiadas. Las plantas terrestres de las familias
Fabaceae, Anacardiaceae, Arecaceae, Zingiberaceae y Rutaceae, asi como los
extractos hechos de hojas, frutos y semillas, tienen el mayor potencial
antiincrustante. Con respecto a la inhibicion especifica de los mejillones, los
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compuestos alcaloides y flavonoides ya han mostrado resultados prometedores,
derivados de las familias Zingeberaceae, Myrtaceae y Fagaceae. En tanto, se
identifica la ausencia de estudios relacionados con el uso de este tipo de
anitiiincrustantes para el biofouling ocasionado especificamente por el mejillén
dorado.

Los autores pertenecen a un grupo de trabajo interinstitucional e
interdisciplinario con potencial de trabajo en distintas escalas y en diversidad de
ambientes acuaticos en Brasil y Uruguay. Agradecen a la Universidade Federal do
Rio Grande (FURG), la Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), al
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU), a Latitud-Fundacion LATU y a la
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica (Udelar).
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Anexo 1. Tratamientos probados con resultados satisfactorios sobre el uso de
productos naturales de plantas terrestres como posible antiincrustante.
*probados con microfouling, **probados con macrofouling, ***probados con
micro y macrofouling.

- . Parte de ,
Familia Especies la planta Compuesto Molécula Autor
Acanthaceae Harpochilus neesianus mezcla
- N
Myracrodruonurun hoi Agostini, et al. (2020)
d ojas
euva
tanino
Schinopsi ssp. no informada Pérez, et al. (2007)**
tanino
Anacardiaceae tanino Bellotti, et al. (2014)**
tanino
no informada no informada Qian, et al. (2010)***
tanino
tanino Stupak, et al. (2003)**
Apiaceae Apium graveolens noinformada  flavonoide Apigenina (C,;H,,0,) Zhou, et al. (2009)**
Acrocomiatotai semillas
Archontophoenix )
. semillas
myolensis
Coccothrinax semillas Clasen y Kesel (2019)**
borhidiana
Arecaceae
Dypsis paludosa semillas
Licuala spinosa semillas
Nardophyllum bryoides aérea 4cido Pérez, et al. (2014)***
4 v secocoliolide ! !
. . . cannabinoide .
Cannabaceae Cannabis sativa no informada + terpeno Nadir, et al. (2020)*
Combretaceae Combretum caffrum no informada terpeno Sesquiterpeno (C,,H,,Na0,) Moodie, et al. (2018)*
Convolvulaceae Ipomoea alba semillas Claseny Kesel (2019)**
Anadenanthera
frutas
Agostini, et al. (2019)*
Apuleia leiocarpa hojas
Arachis hypogaea no informada flavonoide Luteolina (C,.H,,0,) Zhou, et al. (2009)**
Dioclea grandiflora hojas Agostini, et al. (2019)*
Erythrina berteroana semillas Claseny Kesel (2019)**
Fabaceae Genista tinctoria no informada  flavonoide Genistein (C,;H,,0,) Zhou, et al. (2009)**

Continua
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Familia Especies e

la planta

Compuesto

https://doi.org/10.26461/22.01

Molécula

Myroxylon peruiferum hojas Agostini, et al. (2019)*
. Metoxkurarinona ke
frutas flavonoide (20-methoxykurarinone) Feng, et al. (2009)
Sophora flavescens 2'-methoxykurarinone matrine

no informada

flavonoide

Qian, et al. (2010)***

tanino Stupak, et al. (2003)**
Glucésido de
. ; kaempferolacilado (kaempferol- .
. Quercus dentata hojas flavonoide 3-0-a-L-(2"3"dli E- p-couma Takasawa, et al. (1990)
agaceae royl}-rhamnoside)
no informada no informada tanino Stupak, et al. (2003)**
Juglandaceae Juglans nigra mezcla juglone Juglone (C, H, 0,) Salta, et al. (2013)*
Stephania cepharantha alcaloide Cepharanthine (C;,H,,N,0,)
Menispermaceae ——————— noinformada Feng, et al. (2018)**
Stephania tetrandra alcaloide Tetrandrina (C,H,,N,0,)
Myrtaceae Eucalyptus rubida hojas estilbenoide  Raponticinaacilada (C,H,,0,) Takasawa, et al. (1990)**
Nyssaceae ng’?_; ?;Zi;ﬂ alcaloide ((C;m:pt':‘l)tgc})m
20716 274 Feng, etal. (2018)**
Papaveraceae Dicentra spectabilis i alcaloide Dicentrina (CH,NO,)
no informada
Pinaceae Pinus armandii CeH, 0, Moodie, et al. (2018)*
Piperaceae Piper betle alcaloide Piperoleina B (C,,H, NO,) Huang, et al. (2014)**
Rhizophoraceae  Bruguiera cylindrica hojas
Nandhini y Revathi (2016)*
Rhizophora apiculata hojas
flavonoide Calicopterina (C,;H,,0,)
Rutaceae ik no informada  flavonoide Casticina (C,gH,30g) Zhou, et al. (2009)y**
integerrinum
flavonoide 5,40-dihydroxy-3,6,7-trimethoxy
flavone
Sapindaceae Sapindus saponaria semillas Clasen y Kesel (2019)**
Manilka rarufula hojas
Sapotaceae Agostini, et al. (2020)*
Sideroxylon obtusifolium  corteza de tallo
Solanaceae Nicotiana longiflora mezcla Bogdan, et al. (2018)**
Turneraceae Turnera hermannioides hojas Agostini, et al. (2020)*

Continla
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Parte de Molécula

la planta Compuesto

Especies

Familia
Cicloviolacina O,

ciclotida

Goransson, et al. (2004)**

Violaceae Viola odorata

no informada

Eucalyptus spp.

Sesquiterpeno (C,,H,NaO,)

Etoh, et al. (2002)**

no informada
Anandamida (C,,H,,NO,)

no informada no informada '
acido graso

flavonoide Genistein (C,;H, ,0,)

Zingiberaceae Tasmannia lanceolata terpeno
Zingiber occinale TaIces fenole Shogaol (Trans-8-shogaol)
alcaloide Capsaicina (C,,H,,NO,)
. Penduletina (5,4'-dihy Cui, et al. (2014y**
flavonoide .
droxy-3,6,7-trimethoxy flavone)
alcaloide Capsatlrc;rlﬁ_g—nrzi?g‘:m]»\éae?|IIyI- Angarano, et al. (2007)**
ciclotida Cycloviolacin O,
alcaloide Capsaicina (C,;H,,NO,)
alcaloide Capsa|C|(rga LN—\’(Ia(r)nl)l)ylnonamde
17 27 73 Qian, et al. (2010)***

tanino

6-Methylthiohexyl isothiocyanate

isotiocianato
(CEHISNZ)

Takasawa, et al. (1990)**

Capsaicina (8-methyl-N-vanil

alcaloide ! h
lyl-6-nonenamide)
. Xu, et al. (2005)*
adf'k.) p-(sulfooxy) cinnamicacid
zostérico

*La informacién bibliogréfica completa se puede encontrar en el documento principal
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Anexo 2. Lista de organismos inhibidos por la accion de extractos
compuestos o por moléculas derivadas de plantas terrestres.

Microfouling
Orden
Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Micrococcus
Bacteria Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Polaribacter
Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacilus
Bacteria Firmicutes Bacili Bacillales Bacillaceae Exiguobacterium
Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus
Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus
Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Salinicoccus
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Phaeobacter
Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Roseobacter
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae Alteromonas
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae Marinobacter
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Pseudoalteromonadaceae  Pseudoalteromonas
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Shewanellaceae Shewanella
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Halomonadaceae Cobetia
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Salmonella
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Halomonadaceae Halomonas
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae Marinomonas
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae Neptuniibacter
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae Oceanospirillum
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae Oleibacter
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales Piscirickettsiaceae Methylophaga
Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio
Chromista Haptophyta Prymnesiophyceae Isochrysidales Isochrysidaceae Chrysotila
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Bacillariales Bacillariaceae Cylindrotheca
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Bacillariales Bacillariaceae Nitszchia
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Melosirales Melosiraceae Melosira
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Naviculales Amphipleuraceae Halamphora
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Naviculales Naviculaceae Navicula
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Naviculales Pleurosigmataceae Pleurosigma
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Striatellales Striatellaceae Grammatophora
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Thalassiophysales Catenulaceae Amphora
Chromista Ochrophyta Bacillariophyceae Thalassionematales Thalassionemataceae Thalassiothrix
Plantae Rhodophyta Porphyridiophyceae Porphyridiales Porphyridiaceae Porphyridium
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Macrofouling

Orden

Chromista Ochrophyta Phaeophyceae Ectocarpales Ectocarpaceae Ectocarpus

Plantae Chlorophyta Ulvophyceae Ulvales Ulvaceae Ulva
Animalia Annelida Polychaeta Sabellida Serpulidae Hydroides
Animalia Annelida Polychaeta Sabellida Serpulidae Neodexiospira
Animalia Annelida Polychaeta Spionida Spionidae Boccardia
Animalia Arthropoda Hexanauplia Sessilia Balanidae Amphibalanus
Animalia Arthropoda Hexanauplia Sessilia Balanidae Chthamalus
Animalia Arthropoda Malacostraca Amphipoda Corophiidae Corophium
Animalia Bryozoa Gymnolaemata Cheilostomatida Bugulidae Bugula
Animalia Chordata Ascidiacea Phlebobranchia Cionidae Ciona
Animalia Mollusca Bivalvia Myida Dreissenidae Dreissena
Animalia Mollusca Bivalvia Mytilida Mytilidae Mytilus
Animalia Mollusca Bivalvia Ostreida Ostreidae Crassostrea
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Gracias al avance tecnoldgico, la frecuencia de los viajes transoceanicos ha
aumentado; y de manera involuntaria, también el transporte de especies de una region a
otra, quebrantando barreras naturales. Cuando estas especies se convierten en invasoras,
suelen generar graves impactos en la biodiversidad, la economia y la salud publica. Este
estudio analiza la gestion del agua de lastre en los puertos argentinos situados en la Cuenca
del Plata, basandose en datos publicados e inéditos acerca del cumplimiento de la normativa
nacional e internacional, andlisis de riesgo, tendencias y experiencias en otros paises de la
region. Luego de casi una década de trabajo, Argentina ha logrado un cumplimiento efectivo
de la normativa vigente por parte de la flota mercante, lo que se ha visto reflejado en la
ausencia de nuevas especies invasoras en la region. Los esfuerzos futuros para reducir los
impactos de la invasién deben considerar la optimizacién de recursos e incorporar nuevas
metodologias en el control del agua de lastre, particularmente la Regla D-2, asi como
también considerar las bioincrustaciones como otro vector de importancia.

Argentina, bioinvasiones, BWM 04, control, salinidad.

Thanks to the technological advances, the frequency of transoceanic voyages has
increased and, in an involuntary way, the transport of species from one region to another,
breaking natural barriers. When these species become invasive, they usually have serious
impacts on biodiversity, the economy and public health. This study analyzes the ballast water
management in Argentine ports located in the Del Plata Basin, based on published and
unpublished data on compliance with the national and international regulations, risk
analysis, trends and experiences in other countries of the region. After almost a decade,
Argentina has achieved an effective compliance of the rules in force by its merchant fleet,
what has been reflected in the absence of new invasive species in the region. Future efforts
to reduce the impacts of invasions should consider the optimization of resources and the
incorporation of new technologies for ballast water control, particularly Regulation D-2, and
they should also consider biofouling as another vector of importance.

Argentina, bioinvasions, BWM 04, control, salinity.

Gracas ao avanco tecnologico, a frequéncia das viagens transoceanicas
aumentado e, involuntariamente o transporte de espécies de uma regido a outra,
quebrantando barreiras naturais. Quando essas espécies tornam-se invasoras, muitas vezes
tém sérios impactos sobre a biodiversidade, a economia e a saude publica. Este estude
analisa na gestdo da agua de lastro nos portos argentinos situados na Bacia do Prata, com
base em dados publicados e dados inéditos acerca do cumprimento das regulamentagdes
nacionais e internacionais, a analise do risco, as tendéncias e expériencias em outros paises
da regido. Depois de quase uma década de trabalho, a Argentina tem assegurado o
cumprimento efetivo das regulamentac¢des vigentes pela frota mercante, o que foi refletido
na auséncia de novas espécies invasoras na regido. Os esforcos futuros para reduzir os
impactos da invasdao devem considerar a optimizacdo de recursos e incorporar novas
metodologias ao controle de agua de lastro, particularmente a Regra D-2, assim como
devem considerar as bioincrustagdes como outro vetor de importancia.



Argentina, bioinvasdes, BWM 04, controle, salinidade.

Las especies nativas o autdctonas comprenden desde microorganismos hasta
plantas y animales superiores; son caracteristicas de cada ecosistema y rara vez
suelen traspasar sus limites naturales de distribucién, siendo las corrientes oceanicas,
las aves y los peces quienes contribuyen en su dispersion natural. A lo largo de los
ahos, los seres humanos han estado movilizando organismos de un lugar a otro del
planeta, atravesando océanos y quebrantando barreras biogeograficas naturales
(Schwindt, et al., 2018). Muchas de estas especies han sido capaces de establecer
nuevas poblaciones fuera de sus limites naturales y amenazar a las especies nativas,
causar dafnos ecoldgicos y hasta convertirse en una amenaza para la salud y la
economia de las poblaciones, por lo que se catalogan bajo el término de invasoras
(Carlton, 1996, Pimentel, et al., 2005). Estas incursiones han mostrado un importante
incremento en su frecuencia, extension y dafio a lo largo del tiempo, y existen
evidencias de que esta tendencia continuara si no se actla en consecuencia
(Schwindt, et al., 2020).

El transporte de especies invasoras esta a menudo, pero no exclusivamente,
asociado con el transporte de actividades comerciales de los buques (por ejemplo,
incrustaciones en el casco y/o en el lastre himedo y seco), convirtiendo a los
entornos portuarios en sitios de ingreso para las invasiones bioldgicas. En la
actualidad, el 90% del comercio global ocurre a través de barcos que, advertida e
inadvertidamente, transportan especies acuaticas de una region a otra (Organizacion
Maritima Internacional, 2004).

Las primeras embarcaciones, cuyos cascos eran de madera, utilizaban rocas y arena
(lastre seco) para mantener su estabilidad y equilibrio; y entre éstas viajaban de
forma involuntaria cientos de pequeiios mamiferos, aves, plantas, insectos y semillas.
Asimismo, el exterior de los barcos se encontraba colonizado por organismos
marinos como algas, moluscos y crustaceos, entre otros. A partir de 1890, con la
modernizacion de la industria naval y la utilizacion de acero para la construccion de
buques, el lastre seco fue reemplazado por tanques especialmente disefiados para
contener agua. Con este avance, las embarcaciones comenzaron a ser mas veloces y
les permitio visitar mayor numero de puertos en el mundo (GEF, et al., 2007).

El agua de lastre es esencial para la seguridad y operacion eficiente de los buques
ya que provee balance, estabilidad, maniobrabilidad y eficacia de propulsién a los



barcos sin carga (Gollasch, et al., 2007; GEF, et al., 2007). Cuando un buque carga
agua de lastre, lo hace junto con los organismos que habitan el lugar, tanto
planctonicos como bentdnicos y nectonicos, y muy frecuentemente también
incorpora sedimentos. Aunque no todos estos organismos sobreviviran en el tanque
de agua de lastre, dado que es un medio hostil con bastante movimiento, falta de
alimento y luz; algunos lo hacen, tanto en su forma vegetativa como en forma de
huevos, quistes o estadios de resistencia. Esos sobrevivientes, al ser descargados
junto al agua de lastre en un puerto diferente al de origen, podrian generar
consecuencias desastrosas para el ecosistema local.

Debido a la magnitud e intensidad del impacto generado por las especies exoticas
invasoras en todo el mundo, la Organizacién Maritima Internacional (OMI) ha
adoptado diferentes medidas dirigidas al control y manejo del agua de lastre. En
1997, la OMI elaboro y publico las "Directrices para el control y la gestion del agua
de lastre de los buques a fin de reducir al minimo la transferencia de organismos
acuaticos perjudiciales y agentes patdgenos” (Organizacion Maritima Internacional,
1997). Posteriormente, elabord un instrumento juridico internacional: el “"Convenio
internacional para el control y la gestién del agua de lastre y los sedimentos de los
buques” (Ballast Water Managment, por sus siglas en inglés, BWM 04) (Organizacion
Maritima Internacional, 2004), que entré en vigencia en setiembre de 2017.

En 1998, la Republica Argentina se convirtié en el pais pionero de Sudamérica en
prevenir la introduccion de especies exdticas invasoras. A través de su autoridad
maritima, la Prefectura Naval Argentina (PNA), se dicto la Ordenanza N° 7/98 (DPAM)
“Prevencion de la contaminacion con organismos acuaticos en el lastre de barcos
destinados a puertos argentinos en la Cuenca del Plata", basado en Directrices de la
OMI (Argentina. Prefectura Naval Argentina, 1998). Esta ordenanza establecia que
todos los buques oceanicos con destino a puertos argentinos, que provengan de
puertos extranjeros y que lleven agua de lastre a bordo, debian intercambiarla antes
de ingresar a las vias fluviales nacionales. Esto se debe a que el intercambio fisico de
agua de lastre en altamar reduce drasticamente el riesgo de invasion de
invertebrados de agua dulce, principalmente debido al choque de salinidad que
sufren los organismos que permanecen en los tanques después del intercambio
(Bailey, et al., 2011).

Por su parte, la Republica Oriental del Uruguay, en el afio 2006, a través de su
autoridad maritima, la Prefectura Nacional Naval (PNN), estableci¢ la Disposicion
Maritima N°109 “Directrices para el control y la gestion del agua de lastre de los
buques”, con objetivos similares a los esperados en el BWM 04 y en la
reglamentacion de su par rioplatense (Uruguay. Prefectura Nacional Naval, 2006).



Hacia fines de 2017, Argentina ratifico el Convenio BWM 04 y originé la ordenanza
DPAM N° 07/2017 "Normas para el control y la gestion del agua de lastre y los
sedimentos de los buques, artefactos navales u otras construcciones flotantes”
(Argentina. Prefectura Naval Argentina, 2017), donde se exige que todos los barcos
que ingresen en aguas jurisdiccionales del pais deben realizar la correcta gestion de
sus aguas de lastre. Al momento de arribar a puerto, los inspectores realizan
controles documentales del Certificado Internacional de Agua de Lastre, el Plan de
gestion y sedimentos, y el Libro Registro, donde se asienta la operatoria de gestion
de las aguas de lastre. En el caso de que los buques hayan realizado el cambio de
sus aguas de lastre en aguas oceanicas, se le realiza un control adicional, midiendo
la salinidad. El mismo consiste en la toma de muestras de agua de tanques de lastre,
utilizando equipos digitales especificos, y el control de su salinidad (ésta nunca debe
exceder los 30 ppm). En caso de incumplimiento, la autoridad maritima local puede
aplicar sanciones y prohibir cualquier operacién hasta que se realice la descarga en
tierra o el intercambio del agua de lastre correcto. Las sanciones se aplican de
acuerdo con la gravedad en la violacion de la ley y la amenaza potencial para el
medio ambiente acuatico (Abelando, et al., 2020).

Para cumplir con el BWM 04, los buques deben gestionar su agua de lastre de
acuerdo con la norma de cambio de agua de lastre (Regla D-1) o a través de la norma
de eficiencia (Regla D-2). Segun el calendario para la implantacion de la norma de
eficiencia (D-2), se obliga a toda la flota de navegacion internacional a poseer una
planta de tratamiento a mas tardar el 8 de septiembre de 2024, definido en la
enmienda a la Regla B-3 del BWM 04 (Organizacién Maritima Internacional, 2018).

Los buques que efectien el cambio de agua de lastre lo haran a por lo menos 200
millas marinas de la tierra mas préxima y en aguas de 200 metros de profundidad
como minimo. De no ser posible, debera efectuarse a por lo menos 50 millas marinas
de la tierra y en aguas de 200 metros de profundidad como minimo. Este
procedimiento debe realizarse con una eficacia del 95% de cambio volumétrico del
agua de lastre. Mientras que los buques que utilicen la Regla D-2, deberan tener a
bordo un sistema de tratamiento del agua de lastre aprobado por OML Estos
sistemas consisten en equipos que utilizan procedimientos mecanicos, fisicos y/o
quimicos que permiten neutralizar o eliminar a los organismos acuaticos
perjudiciales y agentes patdogenos o reducir su volumen acorde a los niveles
establecidos en el convenio. El equipo utilizado debe garantizar que, al llegar a
puerto, el buque descargara agua de lastre previamente tratada y con un contenido
de menos de 10 organismos viables por metro cubico, cuyo tamafio minimo sea
igual o superior a 50 micras; y menos de 10 organismos viables por mililitro, cuyo
tamafio minimo sea inferior a 50 micras y superior a 10 micras. Asimismo, las



cantidades de microbios indicadores no deben exceder determinadas
concentraciones: Vibrio cholerae toxicogeno (Ol y 0139), menos de 1 unidad
formadora de colonias (UFC) por 100 mililitros o menos de 1 UFC por gramo (peso
humedo) de muestras de zooplancton; Escherichia coli, menos de 250 UFC por 100
mililitros, y enterococos intestinales, menos de 100 UFC por 100 mililitros.

El objetivo del presente trabajo es realizar una revisién de las tareas de control en
la gestion del agua de lastre en los puertos argentinos situados en la Cuenca del
Plata, y verificar si los controles fueron efectivos para evitar el ingreso de nuevas
especies invasoras.

En la Cuenca del Plata, las especies invasoras mas estudiadas y emblematicas son
el mejillon dorado Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) y dos especies de almejas,
Corbicula fluminea (Mdiller, 1774) y C. largillierti (Philippi, 1844), que afectan
econdmicamente a las industrias, y a las centrales termoeléctricas e hidroeléctricas.
En el caso del mejillon dorado, se requieren operaciones de limpieza muy costosas
de equipos utilizados en las centrales hidroeléctricas para mantenerlos libres de esta
especie y asegurar su funcionamiento eficiente (Darrigran y Damborenea, 2005;
Boltovskoy, et al., 2006). En consecuencia, y hasta no entrar en vigencia el BWM 04,
los paises afectados debieron tomar una serie de medidas individuales relacionadas
con los problemas causados por la introduccién de organismos invasores y agentes
patdgenos a través de los buques.

El trabajo preventivo, como el control en el cumplimiento del BWM 04 que realizan
las autoridades maritimas, es fundamental para evitar el ingreso de especies
invasoras en la Cuenca del Plata, como asi también la investigacion cientifica para
poder lograr controles mas eficientes, particularmente en la verificacion del
cumplimiento de la Regla D-2.

En este estudio se analizan datos publicados e inéditos acerca del cumplimiento
de la normativa nacional e internacional, analisis de riesgo, tendencias y
comparaciones con otros paises limitrofes, con especial énfasis en el trabajo
realizado en los uUltimos afios por la autoridad maritima argentina.

Desde el aflo 2011, la PNA realiza inspecciones exhaustivas a través de personal
capacitado en los puertos fluviales para verificar el cumplimiento de las regulaciones
nacionales. El procedimiento consta de varias etapas:

1. Previo arribo del buque: entre las 24 y 48 horas anteriores al arribo de un buque
a puerto, la agencia maritima, como representante del mismo en el pais, envia a la
PNA la informacién necesaria para que evalle si se le permitira o no el deslastrado



de sus aguas en el puerto. Los documentos enviados son el Certificado Internacional
de Gestion de agua de lastre vigente y el Ultimo reporte de cambio o tratamiento de
agua de lastre. En el caso de que el buque utilice el método de cambio de agua de
lastre (Regla D-1), la informacién presentada en el reporte permite georreferenciar
en el Sistema Guardacostas (software propio PNA) el sitio donde se realizo el cambio
del agua vy verificar si efectivamente se efectué acorde a lo establecido en la
normativa vigente.

2. Arribo del buque a puerto: personal capacitado de PNA aborda el buque para
realizar la toma de muestras de agua de los tanques a deslastrar y verificar su
salinidad (Figura 1). Para ello se utiliza un equipo salinébmetro marca WTW 315. El
agua contenida en los tanques debe tener una salinidad superior a 30 ppm. Valores
menores indican que existe la posibilidad de que se trate de agua tomada a bordo
en un ambiente costero, o que el reemplazo llevado a cabo en altamar fue
insuficiente o inefectivo. Si la documentacion y la medicion de salinidad son
correctos se le permite el deslastre en puerto.

3. Luego de la inspeccidn, se transfieren los datos obtenidos a la planilla de Control
de Gestion de Agua de Lastre y se envia la informacion obtenida a la Direccion de
Proteccion Ambiental. Alli se realiza el analisis estadistico de los datos recabados en
todos los puertos para generar mejoras en los controles y asi reducir al minimo el
riesgo de introduccién de organismos acuaticos no deseados.




Personal de la PNA realizando medicion de salinidad en un tanque de lastre
en el puerto de Gral. San Martin-San Lorenzo, provincia de Santa Fe, Argentina.

Varios autores sefialan que la frecuencia e intensidad (o tamafo) de la inoculacién
son componentes criticos para los casos de riesgo de invasion (Ruiz, et al., 1997;
Santagata, et al., 2008; National Research Council, 2011; Castro, et al., 2018). Los
puertos colonizados se convierten posteriormente en fuentes de especies invasoras
para las areas vecinas, transportadas por buques que realizan transporte nacional y
embarcaciones de recreo, a través del agua de lastre o por bioincrustaciones (Rup,
et al, 2010). Ademas, cuanto mayor sea la similitud ambiental entre el puerto
donador y el receptor, mayor sera la probabilidad de éxito de la invasion bioldgica
(Carlton, 1985).

La conexion de los principales puertos y terminales fluviales de la Cuenca del Plata
con el océano es la via fluvial mas importante de la Republica Argentina, y resulta
vital para el comercio exterior del pais (Argentina. Ministerio de Planificacion Federal,
Inversién Publica y Servicios, 2008). La mayoria de los puertos argentinos se
encuentran ubicados sobre el Rio Parana y el Rio de la Plata, desde la ciudad de San
Lorenzo, en Santa Fe, hasta Ensenada, en Buenos Aires (Figura 2).
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Puertos argentinos y uruguayos mas importantes ubicados en la parte
inferior de la Cuenca del Plata.

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca realiza el seguimiento de las
exportaciones de granos, aceite y subproductos que se exportan en la Republica
Argentina. En la Figura 3 se observa que los puertos con mayor tasa de exportacion
en la Cuenca del Plata son Gral. San Martin-San Lorenzo y Rosario, ubicados ambos
a orillas del Rio Parana. En el afio 2019, las exportaciones en el pais estuvieron
representadas en un 62.4% por la venta de cereales y en un 14% por las semillas y
frutos oleaginosos. Mientras que el resto de las exportaciones se vieron
representadas por pescados y mariscos (9%), frutas frescas (5%), hortalizas y
legumbres sin elaborar (3.3%), tabaco sin elaborar y miel, entre otros (Argentina.
Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca, 2020). Estos valores no solo
demuestran la importancia de las exportaciones de granos para nuestro pais, sino
también la intensidad de la inoculacién ya que la contrapartida al peso de esa
carga se encuentra representada por toneladas de agua de lastre contenida en los
buques que llegan a los puertos de la Cuenca del Plata desde diferentes puertos
del mundo.
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Exportaciones de granos, aceite y subproductos (millones de Tn/afio) en
los puertos mas importantes ubicados sobre el Rio Parana: Gral. San Martin-San
Lorenzo (azul), Rosario (rojo), Zarate (amarillo) y el Rio de la Plata: Buenos Aires
(verde), desde el aflo 1993 al 2019 (Argentina. Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca, 2020).

Al analizar las inspecciones realizadas desde la entrada en vigencia del BWM 04
(2018-2019) en los principales puertos del pais (datos PNA, Figura 4), se observa que
los volumenes se mantienen constantes, especialmente en el puerto de Gral. San
Martin-San Lorenzo: al ser el mayor agroexportador de granos y aceites, es uno de
los que recibe mayor cantidad de agua de lastre. Los puertos de Zarate, Buenos Aires
y La Plata reciben menos cantidad de agua de lastre porque, en general, los buques
que alli arriban son de tipo portacontenedores, Ro-Ro o cruceros, los cuales llegan
al puerto con carga y vuelven a zarpar con carga, realizando poco movimiento de
agua en sus tanques de lastre.
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Volumen de agua de lastre descargado en los principales puertos del pais
durante los afios 2018 (azul) y 2019 (negro). Los valores corresponden solo a los
volimenes de inspecciones efectuadas en los afios citados. Ref.: SLOR: San
Lorenzo, ASEC: Arroyo Seco, ROSA: Rosario, SNIC: San Nicolas, BSAS: Buenos Aires,
LPLA: La Plata, DSUD: Dock Sud, ZARA: Zarate, CAMP: Campana.

Abelando y otros (2020) estudiaron las inspecciones realizadas sobre la gestion del
agua de lastre a bordo de los buques que arribaron al puerto de Gral. San Martin-
San Lorenzo (SLOR), en el afio 2017, con el objetivo de evaluar el riesgo de invasiones
bioldgicas en dicho puerto. Ese es el primer estudio exhaustivo realizado en la
Cuenca del Plata que combin¢ el trafico general de buques, datos ambientales de
los puertos globales y las acciones de control realizadas. Las autoras calcularon un
Coeficiente de Riesgo Global (CRG), considerando: frecuencia relativa de la cantidad
de tanques de lastre de un puerto especifico en relacion con la cantidad total de
tanques descargados (frecuencia de los inéculos); proporcion del volumen de agua
de lastre de un puerto especifico en relacion con el volumen total descargado en
SLOR (tamano de los indéculos) y un analisis multivariado, con un coeficiente de
distancia euclidiana, de donde se obtuvieron valores de similitud ambiental entre el
puerto de recepcion de agua de lastre y el Ultimo puerto. Obtuvieron que solo el 5%
de los barcos arribados provenian de un puerto fluvial, principalmente de Brasil
(Porto Alegre y Santa Clara) y China (Tianjiazhen, Zhongshan, Ma'anshan y
Machong).
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Por otra parte, los buques provenientes de puertos con caracteristicas estuariales,
principalmente de Brasil, Singapur y Durban, constituyeron el 37% del total de las
visitas al puerto de SLOR (Figura 5). Ruiz y otros (1997) consideran que los estuarios
son los lugares mas invadidos, ya que las especies que habitan alli incluyen una
amplia gama taxondmica de diversos grupos troficos (por ejemplo, filtradores,
raspadores, colectores, parasitos) y ocupan diferentes habitats (por ejemplo,
sedimentos blandos, sustratos duros, superficie de pantanos y columna de agua). Si
bien desde el punto de vista ambiental los puertos de tipo estuarial muestran una
menor similitud con los fluviales, pueden implicar un mayor riesgo de invasion
debido a la frecuencia de entrada de barcos con agua de ese origen, y mas aun si
contienen especies con amplia tolerancia ambiental.
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Trafico de buques y distancia ambiental (calculada en base a la salinidad y
temperatura de cada puerto fuente y el Puerto de San Lorenzo). Azul: puertos
marinos, rojo: puertos estuariales y amarillo: puertos fluviales. Los puertos marcados
con un oOvalo son los que aportan la mayor cantidad de agua de lastre. Fuente:
(Abelando, et al., 2020).

Al momento del control, los procedimientos de muestreo de agua de lastre
pueden ser uniformes o selectivos para los buques que arriban a un determinado
puerto. En los muestreos uniformes, todos los barcos son sometidos a los mismos
procedimientos estandarizados, lo que los hace costosos y técnicamente poco
practicos (Ta-Kang, et al., 2014). Para evaluar el riesgo de invasiones en los puertos,
Abelando y otros (2020) proponen conocer cuales son los Ultimos puertos de parada
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y las rutas maritimas de las embarcaciones que arriban a cada puerto del pais. Con
un control selectivo de las embarcaciones, considerando el origen del agua de lastre
y la frecuencia de arribo a cada puerto, las autoridades maritimas podrian optimizar
sus recursos humanos y econdémicos. Un analisis de riesgo similar podria aplicarse
en el control Norma D-2, incluyendo algun coeficiente especifico.

A) Cambio del agua de lastre (Regla D-1)

En cuanto al control en el cumplimiento de las ordenanzas nacionales en los
ultimos afios y la normativa internacional (BWM 04), se observé que el grado de
cumplimiento por parte de la flota internacional ha mejorado sustancialmente en
algunos paises de Sudamérica (Castro, et al,, 2017, Abelando, et al., 2020).

En Argentina existian dos antecedentes dirigidos a estudiar el movimiento
portuario asociado con el agua del lastre de buques, uno principalmente en puertos
maritimos de la Patagonia (Boltovskoy, et al., 2011) y otro en el puerto de Buenos
Aires (Avila Velandia, 2016). En el primer estudio, realizado en el puerto fluvial de
Dock Sud (Buenos Aires, Argentina) y en cuatro puertos maritimos durante el periodo
2007 y 2008, se observo que en la mayoria de los buques las tripulaciones estaban
familiarizadas con las regulaciones de la OMI. Sin embargo, en mas del 70% de los
buques inspeccionados, las regulaciones argentinas eran desconocidas y en el 60%
era imposible establecer la fuente del agua de lastre. Avila Velandia (2016) obtuvo
resultados similares entre 2010 y 2011 para el puerto de Buenos Aires, donde mas
de la mitad de las inspecciones contenian errores, omisiones o inconsistencias en las
planillas presentadas.

A diferencia de las observaciones hechas por estos investigadores, previas a la
entrada en vigencia del BWM 04; Abelando y otros (2020) observaron que la
documentacion presentada por los buques en el puerto de San Lorenzo era correcta,
asi como también la gestion del agua de lastre a bordo. Esta mejora sustancial en el
cumplimiento podria deberse, en parte, a la entrada en vigencia del citado convenio;
y también a que, durante la Ultima década, la Prefectura Naval Argentina aument¢ la
cantidad de inspecciones a bordo e incorpord una serie de cursos de capacitacion
para su personal, lo que permitié mayor control y eficiencia en las mismas.

En otros paises de la region como Brasil, Pereira y otros (2018) realizaron un
estudio entre los afios 2012 y 2013 en el Puerto de Santana, ubicado en la regién
amazonica, donde observaron que la efectividad del cambio del agua de lastre
mostré deficiencias considerables, como por ejemplo fallas en la informacion sobre
el origen y los volimenes de intercambio de agua de lastre. Castro y otros (2017)
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realizaron un trabajo similar en diferentes puertos de Brasil, entre los afios 2005 y
2015, y luego de 10 afios de esfuerzo en los controles de la autoridad maritima, se
evidenciaron altos niveles de cumplimiento con las regulaciones de gestion del agua
de lastre. Sin embargo, también mostraron discrepancias en el régimen de
inspeccién entre puertos a lo largo de la costa. Los autores consideraron que esta
disminucion en el incumplimiento probablemente refleja un aumento en el
conocimiento de la norma brasilera y un mayor compromiso de la industria naviera
para minimizar la propagacién de especies invasoras.

Las regulaciones nacionales que exigen el intercambio de agua de lastre en medio
del océano, utilizando el cambio osmotico para eliminar a las especies costeras, se
ha implementado en muchos lugares del mundo desde principios de la década de
1990. Si bien existe evidencia de que el intercambio de agua de lastre ha reducido
efectivamente las introducciones en los Grandes Lagos (Canada y Estados Unidos),
donde se observé un alto nivel de aplicacion, aln persiste una gran incertidumbre
sobre el grado de proteccion que este método ofrece a las zonas marinas costeras
(Bailey, et al., 2020).

En la Cuenca del Plata, donde se encuentran los puertos comerciales de mayor
actividad (Buenos Aires, La Plata y Montevideo), ademas de Limnoperna fortunei
(Dunker, 1857), registrada por primera vez en 1991 (Pastorino, et al,, 1993), y las
almejas Corbicula fluminea (Muller, 1774) y C. largillierti (Philippi, 1844) durante 1970
(Ituarte, 1981), se han establecido otras especies. Entre ellas, el gaster6podo Rapana
venosa (Valenciennes, 1846) en 1998 (Scarabino, et al., 1999 y Pastorino, et al., 2000),
la medusa Blackfordia virginica (Mayer, 1910) en el afio 2000 (Genzano, et al., 2006)
y Manayunkia speciosa (Leidy, 1858) registrada en 2007, presente solo en el Rio
Uruguay (Armendariz, et al., 2011). La mayoria de estas especies fueron citadas por
primera vez entre los afios 1979 y 2007, siendo los buques el vector primario de
ingreso (agua de lastre y/o bioincrustaciones), no reportandose nuevas especies
invasoras en la ultima década.

Una situacion diferente fue la observada por Schwindt y otros (2020), en el
sudoeste del Océano Atlantico, al realizar una revision de las especies invasoras,
tomando como base el trabajo de Orensanz y otros (2002), primer estudio completo
de organismos marinos exoticos, donde databa la presencia de 31 especies
introducidas y 46 criptogénicas. Esta nueva revision completa ha demostrado que
durante las ultimas dos décadas el numero de introducciones supera las 120
especies, cuatro veces el nimero informado anteriormente.

Del analisis de la efectividad de los controles hasta el presente, el cual se ha hecho
principalmente a través de la verificaciéon de la Regla D-1 en la Cuenca del Plata, se
podria inferir que estos han sido efectivos para evitar el ingreso de nuevas especies
invasoras en el transcurso de la Ultima década; contrariamente a lo ocurrido en el
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Mar Argentino, donde la medicion de salinidad no es util para discernir el origen del
agua de lastre. Se necesitan mas investigaciones para verificar si existe algun tipo de
relacion entre la aparicion de nuevas especies, el cumplimiento de la normativa
vigente y la frecuencia e intensidad del trafico maritimo.

B) Eficiencia para el tratamiento del agua de lastre (Regla D-2)

Con la entrada en vigencia del BWM 04, los buques tienen un plazo determinado
para instalar a bordo sistemas de tratamiento de agua de lastre y dejar de utilizar el
cambio de agua de lastre como medida de gestion. Acorde a la Ultima enmienda
realizada al BWM 04 (Organizacion Maritima Internacional, 2018), referente al
calendario para la implantacion de la norma de eficiencia (Regla D-2), los buques
deben instalar una planta de tratamiento segun la fecha de renovacién del
certificado internacional de prevencion de la contaminacion por hidrocarburos,
conocido como Convenio MARPOL (Organizacion Maritima Internacional, 1973).

Esta norma de eficacia es el resultado de prolongadas negociaciones entre los
Estados Miembros de la OMI, y representa un compromiso cuya finalidad es
promover el desarrollo de opciones mas seguras y eficaces de gestién del agua de
lastre. El desarrollo y la aprobacion de los sistemas de tratamiento requiere de una
serie de pruebas de desempefio teniendo en cuenta diferentes variables como: tipos
de buques existentes, rutas de navegacion, condiciones climaticas, posicion
geografica, uso o no de sustancias activas y legislacién local e internacional
(Organizacion Maritima Internacional, 2004).

En la actualidad, existen en el mercado numerosos equipos de tratamiento
aprobados por la OMI e instalados a bordo de las embarcaciones. Del analisis de las
inspecciones efectuadas desde la entrada en vigencia del convenio en puertos
argentinos, se observd un incremento en la cantidad de buques que poseen estos
sistemas (Figura 6). Esto es un buen indicio del compromiso de los paises para
cumplir con lo establecido en el convenio y contribuir a la preservacion de la
biodiversidad mundial.
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Figura 6. Porcentaje de métodos de gestion del agua de lastre registrado en las
inspecciones realizadas en puertos argentinos de la Cuenca del Plata durante los afios 2018,
2019y 2020* (de enero a mayo). Ref.: azul: D-1 y rojo: D-2.

El tratamiento del agua de lastre antes de ser vertida en un puerto provee una
mejora sustancial ya que disminuiria la cantidad de potenciales especies invasoras.
Sin embargo, hay algunas cuestiones aun no resueltas al respecto, las cuales se
encuentran en etapa de estudio y reglamentacion.

Una de ellas se basa en una cuestion practica al momento de realizar una
inspeccion. Como ya se menciond mas arriba, la norma de eficacia se basa en el
ndmero de microorganismos y patdgenos presentes en el agua de lastre. Esto hace
que la verificacion del cumplimiento o incumplimiento de esta norma presente
algunos inconvenientes como: a) la obtencién de una muestra representativa, ya que
no todos los tanques tienen el mismo volumen, y los microorganismos presentes
poseen tamafo y comportamiento diferentes dentro del tanque; b) el analisis de la
presencia de los organismos planctonicos requiere microscopios y personal
capacitado en cada puerto, y en el caso de patdgenos la infraestructura adecuada
para su analisis; ¢) los métodos de medicién de salinidad utilizados para comprobar
la Regla D-1 ya no son validos y d) no generar demoras innecesarias en el buque,
siendo que algunos de los analisis requieren un plazo de 24 o 48 horas para la
obtencién del resultado.
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A pesar de los esfuerzos de los paises miembros del Comité de Proteccion del
Medio Ambiente de OMI (MEPC, por sus siglas en inglés), quienes han generado una
serie de directrices como las “Orientaciones sobre el muestreo y analisis del agua de
lastre” (Organizacidon Maritima Internacional, 2015) y las permanentes enmiendas a
fin de perfeccionar las directrices para facilitar las tareas y mejorar sus resultados,
aun no se ha logrado el consenso en cuanto a un Unico método para comprobar la
efectividad de la Regla D-2.

Otro punto a considerar guarda relacion con que no todos los sistemas de
tratamiento garantizan el 100% de eficiencia, es decir, ninguno de ellos es capaz de
erradicar por completo especies exdticas o patdogenas del agua de lastre. Varios
estudios han sefialado problemas con la eficiencia de estos sistemas (Mesbahi, 2004;
Cohen y Dobbs, 2015; Paolucci, et al,, 2015; Lin, et al., 2020), asi como también se
han observado problemas de operacion con los equipos tales como taponamiento
de filtros, falta de biocidas en los puertos para su adquisicion, excesiva turbidez,
toxicidad, corrosion y falta de compromiso de la tripulacion en la operacion de los
equipos, entre otros (Bakalar, 2016; Pereira y Brinati, 2018).

En la actualidad, la mayoria de los paises de Sudamérica no cuentan con la
capacidad operativa o técnica de controlar todos los buques que entran a sus
puertos o aguas territoriales con sistemas de tratamiento a bordo, por los motivos
detallados anteriormente. El problema aiun no esta totalmente resuelto para la
comunidad maritima internacional, y ademas presenta un gran desafio futuro para
los paises al momento de realizar los controles en los puertos.

La Cuenca del Plata es un gran receptor de agua de lastre proveniente de
diferentes puertos del mundo. Por ello, toda medida tendiente a evitar
consecuencias negativas en el ambiente, la salud y la economia de una region es
necesaria, siendo la prevencion reconocida globalmente como la opcidn mas
efectiva y deseable para evitar la introduccion de nuevas especies y su dispersion en
el medio acuatico.

Luego de una década de trabajo, en la Republica Argentina fueron varios los
factores que contribuyeron para minimizar el ingreso de especies exoticas invasoras
en la Cuenca del Plata, donde desde el afio 2011 no se reportaron nuevas invasiones,
a diferencia de lo ocurrido en el Mar Argentino. Entre ellos, la efectividad en el
control del cumplimiento de las reglamentaciones nacionales e internacionales, el
mayor grado de compromiso de la flota mercante y el aumento de la capacidad
técnica del personal de la PNA.
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Asimismo, se debe continuar con los esfuerzos y aumentar las investigaciones
sobre especies exdticas invasoras en los puertos, como la construccion de una linea
de base portuaria y monitoreos frecuentes, la capacitacion continua del personal
perteneciente a la autoridad maritima, mantener contacto fluido con diferentes
actores del ambiente maritimo y portuario, asi como también lograr mayor eficiencia
en los controles portuarios a través de la optimizacion de los recursos. En un futuro
cercano, también seria importante comenzar a incorporar informacion relativa a la
fuente de origen (analisis de riesgo), a los formularios de agua de lastre y al disefio
de sistemas de alerta temprana en los puertos. Todas estas acciones beneficiaran a
los paises de la region, particularmente en el control del cumplimiento de la Regla
D-2, donde las dificultades técnicas y operativas no permiten el control de la
totalidad de buques arribados a puertos.

La gestion de las invasiones debe abordarse desde un punto de vista holistico. La
cooperacién regional es de crucial importancia, en especial en regiones geograficas
donde los ecosistemas sobrepasan las fronteras politicas, como lo es la Cuenca del
Plata, conformada por cuatro paises (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay). La
participacion de las autoridades nacionales, tanto maritimas como ambientales, da
como resultado asociaciones que facilitan el entendimiento y los enfoques comunes,
al igual que el intercambio de informacién, experiencias, conocimientos cientificos y
compromisos. Sobre todo, cuando dos de los paises (Argentina y Brasil) ya han
ratificado el Convenio de agua de lastre y han logrado una experiencia interesante
en su implantacion.

Otro de los desafios a futuro es el control de bioincrustaciones en los cascos y
zonas “nicho” de los buques (ranuras y oquedades, cajones de toma de mar, mecha
y bisagra del timén, guardacabos, juntas de la bocina y ejes portahélices, cadena del
ancla, entre otros). Al igual que ocurre con el agua de lastre, los grandes puertos
actuarian como regiones receptoras primarias de las especies invasoras que llegan
desde una region distante. Una vez establecidas alli, procesos naturales (natacion
activa, transporte pasivo de larvas o deriva) y mecanismos de dispersion mediados
por el hombre (embarcaciones de recreo, acuicultura, pesca y restauracion) pueden
facilitar su propagacion secundaria hacia otras localidades cercanas, logrando asi una
mayor expansion en su rango de distribucidon (Occhipinti-Ambrogi, 2007; Floerl, et
al., 2005; Ferrario, et al., 2017, Bailey, et al., 2020).

Dada la importancia de esta problematica, la OMI, en su resolucion MEPC.207(62)
“Directrices de 2011 para el control y la gestion de la contaminacion biolégica de los
buques a los efectos de reducir al minimo la transferencia de especies acuaticas
invasivas” (Organizacion Maritima Internacional, 2011), recomienda la remocion de
bioincrustaciones durante inspecciones periddicas, pero resalta la necesidad -antes
de proceder- de evaluar el riesgo para el medio ambiente y los recursos, ya sea por
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la liberacion de organismos como por la liberacion de toxicos procedentes de los
residuos de las pinturas antiincrustantes.

Por todo lo expuesto, los Programas de Detecciéon Temprana a nivel nacional y
regional seran la clave para evitar la expansion de las especies invasoras con un
minimo costo econdmico y permitiran generar una base de datos de las especies
presentes en los puertos para poder detectar las regiones mas sensibles, y asi
escoger las medidas de manejo mas adecuadas. Estos programas son Utiles tanto
para el control del agua de lastre como para el estudio de las bioincrustaciones en
los buques.
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Si bien las causas y consecuencias de la eutrofizacion son multiples, este
articulo analiza aspectos fundamentales en el contexto actual en Uruguay, con especial
énfasis en las floraciones cianobacterianas como una de las consecuencias mas
frecuentes y notorias. El agravamiento de la eutrofizacién y sus sintomas, que se
predicen con el cambio climatico; las claves para la reduccion de las pérdidas difusas
de fosforo hacia el agua superficial en suelos bajo uso agropecuario; y los cambios
actuales y futuros en la gobernanza del agua y la gestion ambiental, son algunos de
los temas mas importantes considerados. En el analisis se identifican también multiples
desafios, tanto en la generacion de conocimiento como en la gestion ambiental
asociada.

contaminacién, fosforo, agricultura, intensificacion sostenible,
gobernanza.

Despite there are multiple causes and consequences of eutrophication, this
article analyses key aspects in the current context of Uruguay, emphasizing on
cyanobacterial blooms as one of the most frequent and noticeable consequences. The
worsening of eutrophication and its symptoms predicted with climate change, the keys
for the reduction of diffuse losses of phosphorus with surface runoff on agricultural
lands and the ongoing and future changes of water governance and management of
the problem are some of the most important issues considered here. In this analysis,
we also identify several challenges, both to fill knowledge gaps and in the arena of
environmental management.

pollution, phosphorus, agriculture, sustainable intensification, governance.

Embora as causas e consequéncias da eutrofizacdo sejam multiplas, este
artigo analisa aspectos fundamentais no contexto atual no Uruguai, com énfase
especial nas floragdes de cianobactérias como uma das consequéncias mais frequentes
e notdrias. O agravamento da eutrofizacdo e seus sintomas previstos pelas mudancas
climaticas, as chaves para reduzir as perdas difusas de fésforo para as aguas superficiais
em solos sob uso agricola e as mudancas atuais e futuras na governanca da agua e
gestdo ambiental, sdo algumas das questdes mais importantes consideradas. A analise
também identifica multiplos desafios, tanto na geracdo de conhecimento como na
gestao ambiental associada.

contaminagdo, fésforo, agricultura, intensificagdo sustentavel,
governanga.

La eutrofizacion es, junto con la fragmentacion de los cursos de agua, la
problematica mas seria y extendida de los ecosistemas acuaticos a nivel mundial
y regional (O'Farrell, et al., 2019; Quirds, et al., 2005; Smith, et al., 2006). La misma
es favorecida por la ineficiencia en el uso y el manejo de nutrientes en diversas
actividades de origen antropico (Haygarth, et al., 2005). En Uruguay, la
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intensificacion de la eutrofizacion fue diagnosticada en las Ultimas décadas del
siglo pasado (De Ledn y Yunes, 2001; Mazzeo, et al., 2002; Pintos, et al., 1986;
Sommaruga, et al., 1995). Sin embargo, esta problematica no fue percibida por
la poblacién hasta las crisis del agua potable en el area metropolitana asociada
a la ciudad de Montevideo en 2013 y en Maldonado en 2015, y la afectacion
generalizada de las playas en 2019 (Gonzalez-Madina, et al., 2018; Kruk, et al.,
2019; Olano, et al., 2019). Hoy la eutrofizacion es un fendbmeno generalizado que
afecta tanto a ecosistemas de agua dulce (Aubriot, et al., 2017; Bonilla, et al.,
2015; Goyenola, et al.,, 2017), como al estuario del Rio de la Plata y la costa
oceanica (Kruk, et al., 2019; Nagy, et al., 2002).

Si bien las causas y consecuencias de la eutrofizacién son multiples, este
articulo se enfoca en los aspectos mas relevantes en Uruguay: la producciéon
agropecuaria como el mayor contribuyente de nutrientes, las floraciones
cianobacterianas como una de las principales respuestas y sus posibles efectos
a través de la produccion de toxinas, las claves para la reduccién de las
pérdidas difusas de fosforo, los procesos por los cuales se espera un
agravamiento ante el cambio climatico, y las fortalezas y debilidades de los
ambitos de gestion de la problematica. El objetivo de este articulo es contribuir
a una reflexion interdisciplinaria constructiva para una mejor gestion ambiental
a escala pais. Esta reflexion es relevante también para la region, dado que el
sureste de América del Sur ha experimentado el mismo proceso de
intensificacion productiva sobre el bioma de pampas y campos desde el afio 2000
(Modernel, et al.,, 2016).

La produccion de alimento es la actividad antropica que mas nutrientes aporta
a los ecosistemas acuaticos a nivel mundial (Moss, 2008). El impacto ocurre como
una consecuencia no deseada del mal uso de insumos agricolas y de
suplementos alimenticios para ganado y animales de granja, asi como también
de cambios en la movilizacion y las vias de transporte de nutrientes (Cordell, et
al., 2009; Fowler, et al., 2013; Quinton, et al., 2010; Sims, et al., 1998). Asimismo,
en general los sistemas productivos eliminan o debilitan los filtros naturales
provistos por los humedales y ecosistemas riparios (Stutter, et al., 2012).

En Uruguay, sélo para el periodo 2000-2017, se estimd una intensificacion
agricola-ganadera de un 65% de la superficie terrestre (Gazzano, et al., 2019). Sin
embargo, con mayor o menor intensidad, practicamente todo el territorio puede
considerarse bajo actividad productiva agricola-ganadera (CLAES, et al., 2008),
por lo que los niveles basales de nutrientes (previos a los impactos antropicos)
ya no pueden registrarse.
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El analisis de testigos de sedimento de cuerpos de agua de Uruguay
correspondientes al Holoceno (Ultimos 10.000 afios) demuestra la aceleracidon
reciente del proceso de eutrofizacidon y su vinculo con actividades antropicas
(Garcia-Rodriguez, et al., 2002; Inda, et al., 2016). Por otra parte, en una
comparacion de grupos de pequefios arroyos de cabecera bajo usos del suelo
contrastantes (agricultura, lecheria y ganaderia extensiva), los menores niveles
de nutrientes se registraron en las cuencas bajo uso ganadero extensivo (<1

cabeza. ha-1l) (Tabla 1). En dicho estudio la fraccién disuelta de fosforo
predomind sobre la fraccion particulada (Goyenola, et al., 2015), lo que dificulta
asociar su movilizacion exclusivamente al proceso de erosion del suelo. Esto
concuerda con otros estudios nacionales (Barreto, et al., 2014; Lizarralde, et al,,
2016; Lizarralde, et al., 2014; Perdomo, et al., 2015).

Tabla 1. Concentraciones de fosforo y nitrégeno total (PT y NT; ug.L‘l) en el
agua de arroyos en cuencas con diferente uso del suelo predominante, indicando
valores minimos, medianos y maximos.

Intensidad de Uso del suelo PT PT PT NT NT NT

uso del suelo principal minima mediana maxima minima mediana maxima

Ganadero extensivo

Baja 12 67 530 636 3393
: (n=10; i+v) s
Agricola intensivo
Alta ) 70 157 640 365 1061 4563
(n=12; i+v)

Agricola-lechero
Alta ) 60 110 425 406 1267 3497
(n=9; i+v) (1 tambo)

Agricola-lechero

Muy alta 271 1210 4436 240 1614 5155

(n=1; 24 muestreos
quincenales) (4 tambos)

"o n

Fuentes: Goyenola, 2016; Goyenola, et al., 2015; Goyenola, et al., 2020. "n" corresponde al nimero
de microcuencas/arroyos estudiados. i+v: muestreos en invierno 2011 y verano 2012.

El hecho de que los aportes de las actividades agricola-ganaderas sean de
origen difuso condiciona la ocurrencia de la eutrofizacion en todo el territorio.
A estos aportes se suman las entradas provenientes de fuentes puntuales, como
la actividad industrial y la urbanizacion, o incluso de sitios con grandes
aglomeraciones animales (tambos y feedlots). Esto genera concentraciones
elevadas de nutrientes en el agua, espacialmente mas localizadas.

En este sentido, la mayor parte de los ecosistemas acuaticos estudiados excede

largamente la concentracion de 25 ug P L-1 de fosforo total (PT) prevista como
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valor limite superior en la normativa vigente (Decreto 253/79 y modificativos,
Uruguay, 1979). Los muestreos realizados por la ex Direccidon Nacional de Medio
Ambiente (DINAMA), actual Direccién Nacional de Control y Evaluacién
Ambiental (DINACEA), en rios de mayor orden revelan valores de PT muy altos
(Figura 1). Lo mismo ocurre con los lagos someros (tipo de lago natural presente
en Uruguay) y los embalses (construidos represando arroyos y rios) usados
como fuente de agua para potabilizar. Por ejemplo, en la Laguna del Sauce
(Maldonado) se han registrado concentraciones de PT en el entorno de 80-100

ug.L'l (Steffen e Inda, 2010), mientras que en Laguna del Cisne (Canelones)

la menor concentracion medida desde el afio 2000 a la fecha fue de 275 pg.L"1
(Goyenola, et al,, 2017).

El limite de 25 pg PT L1, establecido en la normativa, puede considerarse
exigente para las caracteristicas locales. Con variaciones segun las caracteristicas
climaticas, la geologia y la estructura de las tramas troficas acuaticas en cada
sistema, en general los sintomas de la eutrofizacion son evidentes a partir del

entorno de 50-60 ug. PT L-1, mientras que a partir de concentraciones

cercanas a 100 ug.L'1 los sintomas pueden expresarse en toda su magnitud
(Dolman, et al., 2012). Esto es particularmente notorio en cuerpos de aguas
quietas, ya que el impacto es mayor cuando el tiempo de residencia del agua es
mayor. Al mismo tiempo, el riesgo de eutrofizacion y la magnitud de los
sintomas es mayor en lagos someros que en lagos profundos (Carlson, 1977;
Dodds, 2006).
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Figura 1. Niveles de fésforo total (PT) para diferentes ecosistemas de aguas
corrientes uruguayos de acuerdo con los datos abiertos del Observatorio
Ambiental Nacional (Uruguay. Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente, DINAMA, 2020). Notese la escala logaritmica en el eje de las
ordenadas. La linea sobre el sector verde marca el limite tolerable segun la
normativa para este tipo de ecosistemas. Cajas: primer, segundo y tercer cuartil;
bigotes: primer y noveno decil; puntos negros: outliers. Sobre el eje superior se
muestra el numero de estaciones de muestreo, el nimero de datos anuales
disponibles, y la mayor extensién en afios de cada set de datos. Se dispone de
un solo dato por afio, el que probablemente sea un promedio de varios
muestreos (no se reporta la naturaleza del dato en el Observatorio Ambiental
Nacional). No fue posible actualizar los datos en marzo de 2021, ya que el
observatorio se encuentra fuera de servicio.

Sin ignorar el rol del nitrbgeno como nutriente asociado al proceso de
eutrofizacion (Chorus y Spijkerman, 2021; Paerl, et al., 2016; Schindler, et al.,
2016), aqui se pone énfasis en el fosforo por considerarlo de mayor relevancia
para la situacion actual de Uruguay (Bonilla, et al., 2015; Goyenola, et al., 2020;
Gonzalez-Madina, et al., 2018; Goyenola, 2016). Este diagndstico puede tomarse
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como valido para gran parte de la region del Rio de la Pata, dependiendo de las
caracteristicas biogeoquimicas y los usos del suelo en las cuencas consideradas
(Feijod, et al., 1999; Feijo6 y Lombardo, 2007).

En los Ultimos afos, se ha alcanzado en la comunidad cientifica especializada
un consenso en cuanto a que el cambio climatico potencia la eutrofizacién y
sus sintomas mediante varios procesos (Moss, et al.,, 2011; Paerl y Huisman, 2008;
Li et al, 2021). Se espera que en zonas donde aumenten las precipitaciones
ocurra intensificacion agricola y, por el contrario, se esperaria una disminucion
de la intensidad agricola en zonas calidas y mediterraneas debido a una menor
disponibilidad de agua (IPCC, 2007; Olesen y Bindi, 2002). Como consecuencia,
la creaciéon de embalses probablemente se acelerara en zonas calidas y
mediterraneas (incluso en Uruguay, a partir del impulso dado por la aprobacion
de la Ley N° 19553 sobre riego con destino agrario, Uruguay, 2017), con la
consecuente potenciacion de la eutrofizacion asociada a los embalses (llliarze,
2015).

En regiones donde se predice un aumento de la precipitaciéon media, se espera
un aumento de la escorrentia superficial y una mayor carga de PT ingresando
a los cursos de agua (Jeppesen, et al, 2009; Ockenden, et al., 2017). En
consecuencia, incluso manteniendo la extensién e intensidad actual de las
actividades productivas en las cuencas, se predice un aumento de hasta un 30%
de las cargas de PT en invierno para el 2050, independientemente de los usos
del suelo (Ockenden, et al., 2017). Asimismo, se espera una mayor carga externa
de nitrégeno (Jeppesen, et al., 2011), asi como de materia organica disuelta
(Graeber, et al., 2015). Por el contrario, en sitios donde se predice una
disminucién en las precipitaciones medias, la disminucién en la escorrentia
(Giorgi y Lionello, 2008) promovera que las cargas de nutrientes sean menores.
Sin embargo, la concentracion en el agua puede ser igual o incluso mayor
debido a un menor volumen de agua, a una mayor evapotranspiracion por el
aumento de temperatura (Ozen, et al., 2010), asi como a una mayor liberacion
del P acumulado en los sedimentos hacia la columna de agua provocada en
condiciones de anoxia (Jeppesen, et al., 2009).

La mayor temperatura determina también una mayor estratificacion térmica, lo
que favorece a los organismos que pueden regular su posicion en la columna
de agua, como varios grupos de cianobacterias (Paerl y Huisman, 2008). Como
consecuencia directa e indirecta del calentamiento climatico se esperan muchos
cambios en las comunidades bioldgicas (Jeppesen, et al., 2014). En particular, se
predicen cambios en la comunidad de peces hacia una dominancia de especies
de menor tamafo corporal, y por lo tanto con mayor capacidad reproductiva y
mayor metabolismo relativo (Lazzaro, 1997; Meerhoff, et al., 2012; Teixeira de
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Mello, et al.,, 2009), lo que lleva a una menor biomasa del zooplancton filtrador
(Meerhoff, et al., 2007). Como consecuencia, las microalgas y cianobacterias
pasarian a estar aun mas débilmente controladas por consumo que en el
presente.

Todas las aproximaciones comunmente utilizadas en estudios de efectos del
cambio climatico predicen, de manera coherente, un aumento en las floraciones
de cianobacterias con el calentamiento climatico (Jeppesen, et al., 2014; Taranu,
et al.,, 2015), incluso a igualdad de concentraciones de P en el agua (Kosten, et
al., 2012; Meerhoff, et al., 2012). Por lo tanto, se espera una menor resistencia y
resiliencia de los cuerpos de agua frente a la eutrofizacion.

Las cianobacterias son los organismos capaces de hacer fotosintesis mas
antiguos del planeta y pueden desarrollarse en todos los ambientes acuaticos
(Whitton, 2012). Muchas especies pueden fijar el N> atmosférico y habitar
ecosistemas donde este nutriente es escaso (Vitousek, et al., 2002), asi como
captar y/o almacenar P en el citoplasma (Li y Dittrich, 2019).

En las condiciones apropiadas, muchas especies pueden generar floraciones:
un crecimiento excesivo de sus poblaciones en relacién con su densidad
original. Un gran ndmero sintetiza uno o mas metabolitos perjudiciales para los
animales y particularmente para los mamiferos, incluyendo al ser humano
(cianotoxinas) (Testai, et al, 2016). Estos compuestos, de naturaleza quimica
diversa, generan los efectos mas negativos de las floraciones (Chorus, et al.,
2000).

Estas floraciones son un fendmeno extremadamente frecuente de nuestros
ecosistemas acuaticos continentales y costeros (Bonilla, et al., 2015; Gonzalez-
Madina, et al., 2018; Kruk, et al., 2019; Vidal y Britos, 2012). Entre las especies
toxicas que forman floraciones en Uruguay se encuentran las del complejo
Microcystis aeruginosa (en adelante CMA), que frecuentemente generan
floraciones nocivas a nivel global (Harke, et al., 2016). Estas cianobacterias tienen
un estilo de vida colonial y producen floraciones en agua dulce y salobre (Kruk,
et al., 2019; Kruk, et al, 2017; Martinez de la Escalera, et al, 2017), y son
potencialmente productoras de microcistina, cianotoxina de la cual se han
descrito al menos 100 variantes diferentes que pueden causar la muerte de
animales y seres humanos (Harke, et al., 2016). Sus toxinas y los genes que
codifican las mismas estan presentes en poblaciones de CMA de todo el pais,
especialmente en embalses y playas de ambientes dulceacuicolas, pudiendo
llegar hasta el Océano Atlantico (Bonilla, et al., 2015; Gonzalez-Piana, et al., 2017;
Kruk, et al., 2019; Kruk, et al., 2015; Kruk, et al., 2017; Martinez de la Escalera, et
al., 2017). Los mecanismos ecologicos y evolutivos que explican el éxito del
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CMA involucran una gran diversidad genética que le permite dominar la
comunidad fitoplancténica bajo diferentes condiciones ambientales (Martinez de
la Escalera, et al., 2019). La toxicidad de estas floraciones ha demostrado ser
muy alta (Kruk, et al., 2019), revistiendo un elevado riesgo para la salud publica
(Vidal, et al., 2017).

En Uruguay ocurren también otros géneros de cianobacterias que causan
floraciones toxicas, entre los que se encuentran Planktothrix, Nodularia,
Aphanizomenon, Dolichospermum (Aubriot, et al., 2011; Bonilla, et al., 2015; De
Leon y Yunes, 2001; Haakonsson, et al., 2017; Kozlikova-Zapomélova, et al.,
2016; Kruk, et al., 2002; Piccini, et al., 2011; Scasso, et al., 2001; Vidal y Britos,
2012) y Raphidiopsis, incluyendo a R. raciborskii  (antes denominada
Cylindrospermopsis raciborskii (Aguilera, et al., 2018). Especies de estos géneros
pueden producir diversas toxinas, tanto microcistinas (Planktothrix y algunas
especies de Dolichospermum) como nodularinas (Nodularia), saxitoxinas
(Raphidiopsis y especies de Aphanizomenon) y anatoxinas (Dolichospermum).

Se estima que el 75% de las floraciones de cianobacterias en nuestra region
son productoras de cientos de variedades de cianotoxinas conocidas que
ocurren mezcladas con variedades desconocidas (Giannuzzi, et al., 2017). Los mas
vulnerables son los nifos y adultos inmunodeprimidos, y aquellos con mayor
grado de exposicion (deportistas nauticos, guardavidas). Las vias de exposicion
incluyen el contacto directo con el cuerpo (piel, mucosas, oidos, ojos), la
aspiracion (inhalacion), la ingestion accidental de agua o de sedimentos, el
consumo de agua o de suplementos alimenticios contaminados y de productos
pesqueros provenientes de ambientes con floraciones (peces, mariscos, algas)
o regados con agua con cianotoxinas (Giannuzzi, et al., 2017; Testai, et al.,
2016), asi como el ingreso por via parenteral por hemodialisis (Azevedo, et al.,
2002). Todas las cianotoxinas afectan piel y mucosas, y son varios los 6rganos y
sistemas blanco que incluso son afectados simultaneamente (sistema inmune,
pulmones, riflones, estdbmago, esofago, colon, y tracto gastrointestinal)
(Giannuzzi, et al., 2017). Las microcistinas, ademas del higado, afectan todo el
tracto gastrointestinal y el sistema inmune, los pulmones y el sistema nervioso
(McLellan y Manderville, 2017; Preece, et al., 2017). Los efectos pueden ser
agudos (exposicion a altas concentraciones) o crénicos (exposicion periddica a
bajas concentraciones). Ambos efectos pasan muchas veces desapercibidos por
parte de especialistas de la salud y de los propios afectados; especialmente los
efectos crénicos, ya que presentan sintomas inespecificos (Giannuzzi, et al.,
2017). Varios trabajos demuestran la existencia de efectos en la salud humana
como resultado de la exposicién cronica a cianotoxinas (Chen, et al., 2009; Li y
Dittrich, 2019, McLellan y Manderville, 2017), y por consumo de peces y mariscos
de agua dulce o salobre (Poste, et al., 2011), incluso en zonas costeras marinas
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(Gibble, et al., 2016).

En Uruguay se han registrado dos casos confirmados de intoxicacién aguda
por cianotoxinas, ambos por recreacion. En 2007, en el Embalse de Salto Grande,
fue afectado un deportista adulto (Giannuzzi, et al., 2011); mientras que, en el
verano de 2015, en las playas del este de Montevideo (Carrasco y Malvin) fue
afectada una nifla de 20 meses. La nifia presentd sintomas gastrointestinales y
fallas graves en el higado que requirieron un trasplante por hepatitis fulminante
por cianotoxinas (Vidal, et al., 2017). En ambos casos, los diagndsticos primarios
fueron equivocados (estrés y hepatitis autoinmune, respectivamente), lo que
destaca la invisibilidad del riesgo de exposicién a floraciones y la falta de
conexion entre la informacion ambiental y el sistema de atencion en salud.
Uruguay no realiza registro de casos de afectacion de salud por exposicion a
cianobacterias en ninguna de sus formas. Ademas, las cianotoxinas no estan
incluidas de forma explicita en el Reglamento Bromatolégico Nacional,
incluyendo recursos pesqueros, lo cual dificulta no sélo la concientizacion de la
poblacién, sino también el conocimiento de su impacto en la salud publica. A
nivel de produccién animal, se comparte la preocupacion a partir de varios casos
de muerte de animales que abrevaron en aguas con floraciones (Bianchi, 2020).

Esperar a que los sintomas de la eutrofizacion se expresen en toda su
intensidad es una mala opcién, ya que la rehabilitacion o restauracion es muy
compleja y costosa, entre otras cosas, porque el proceso presenta una légica
acumulativa y resiliente. Aun en los casos en que se ha logrado un descenso
de los niveles de nutrientes hasta los niveles anteriores a la ocurrencia de
sintomas notorios, la problematica suele persistir debido a la carga interna de
nutrientes (Sgndergaard, et al., 2003), los cambios ocurridos en la trama trofica
(Jeppesen, et al, 2014) y a que las cianobacterias generan condiciones que
facilitan su perpetuacion (Ger, et al.,, 2014; Li, et al.,, 2021). Si se pretende observar
resultados en un periodo acotado (afios, lustros o décadas), generalmente no
resulta suficiente controlar las fuentes de nutrientes a escala de la cuenca
hidrografica o disminuir su movilizacidon, transporte y/o llegada a los
ecosistemas acuaticos (Haygarth, et al., 2005) para alcanzar umbrales de
nutrientes mucho menores a los que promovieron los sintomas (Schindler,
2006). Ademas, debe considerarse que los umbrales de nutrientes para
recuperar los ecosistemas deberan ser aiun menores en el futuro cercano, dado
el efecto sinérgico de la eutrofizacion con el cambio climatico.

Luego de revertir las causas, suele ser necesario manipular comunidades
biologicas clave para que se recuperen procesos ecologicos asociados a un
estado no eutrofico (Moss, et al., 1996). Estas medidas incluyen reestablecer
macroéfitas (particularmente especies enraizadas), o controlar su crecimiento
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excesivo (Basset, et al, 2014), o modificar la trama tréfica para aumentar la
presion de consumo sobre el fitoplancton a través de técnicas denominadas
biomanipulaciéon. En este caso, la reintroduccion de especies de peces
potencialmente piscivoras y/o la remocion de peces potencialmente
zooplanctivoros o bentivoros, repercuten positivamente sobre la calidad de agua
(Jeppesen, et al, 2012). Estas medidas requieren multiples intervenciones si no
se controla la carga externa e interna de nutrientes y su éxito varia enormemente
segun el contexto climatico y biogeografico (Jeppesen, et al., 2007, Jeppesen, et
al., 2012).

En el control y manejo de la eutrofizacion, los mayores avances a nivel
internacional se observan en relacion con los aportes puntuales, debido a las
tecnologias disponibles y el rol de los Estados en la provisién de servicios
basicos de agua y saneamiento. Los grandes desafios permanecen en el campo
del control del aporte difuso.

Las pérdidas difusas de P desde suelos bajo produccion agropecuaria
convencional se asocian al transporte por escorrentia superficial. De acuerdo
con el paradigma vigente hasta unos pocos afios atras, cabria esperar que el P
se transportase mayormente en forma particulada (Correll, 1998; Sharpley, et al.,
2001). En consecuencia, si se controlara la erosion del suelo, se podrian mantener
estas pérdidas difusas en niveles aceptables. Sin embargo, resultados mas
recientes a nivel internacional indican que bajo siembra directa donde prima la
aplicacion de P en superficie, las pérdidas solubles son muy altas (Jarvie, et al.,
2017). Esto se condice con hallazgos a nivel nacional sobre las fracciones de P
dominantes en arroyos de cuencas con distintos usos productivos (Aubriot, et al.,
2017; Chalar, et al., 2017; Goyenola, 2016, Goyenola et al., 2015). Por tanto, solo
el control de la erosién no es suficiente para mantener estas pérdidas dentro
de limites compatibles con una buena calidad del agua (Jarvie, et al., 2017).

Una parte de las pérdidas de P soluble se debe a la pérdida directa del
fertilizante, que permanece soluble durante unos meses post-aplicacion. De
acuerdo con datos empiricos, estas pérdidas pueden llegar hasta el 5% de la
dosis de P aplicada, aunque los valores mas probables oscilan entre el 1-2%
(Perdomo, et al., 2015). Por otra parte, la aplicacion continuay durante muchos
ahos de P en superficie produce una estratificacion vertical del P facilmente
disponible (denominado P labil) en zonas bajo siembra directa. En Uruguay se ha
reportado aumento del P labil en superficie (medido como PBrayl), entre 4y 8
veces de lo que resultaria si el P se distribuyera homogéneamente en los
primeros 15 cm de suelo, tal como ocurria antes de que se adoptase la siembra
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directa en Uruguay a partir de 1999 (Perdomo, et al., 2015). Estudios realizados
en unidades de manejo bajo siembra directa en predios lecheros de la cuenca
del Rio Santa Lucia mostraron que la concentraciéon de P soluble extraido con
agua aumento linealmente con la concentracion de P labil en muestras
superficiales de suelo (Brayl; 2,5 cm) (r2 Pearson = 0,73; p <0,001; n=38,
Perdomo, et al., 2015). Por lo tanto, aunque la practica de aplicacién superficial
de P cesara, las pérdidas incrementadas de P soluble desde los suelos agricolas
continuarian durante algunas décadas o incluso cientos de afios, segun distintas
estimaciones teoricas.

Uruguay presenta cambios muy importantes en el analisis y la gestion de la
eutrofizacion vinculados a las transformaciones del sistema de gobernanza del
agua. Desde inicios de los afios 2000, el pais ha navegado desde un modelo
fragmentado-jerarquico  (conocido como “comando-control”) hacia un
paradigma de gestién integrada con diversas estructuras puente que promueven
la interaccion entre actores gubernamentales, académicos y la sociedad civil. La
inercia del sistema es muy grande por multiples factores, pero la eutrofizacion
ha actuado como un factor externo acelerando las transformaciones (Mazzeo, et
al., 2019; Trimble, et al., 2020; Trimble y Mazzeo, 2020).

A pesar de que se contaba con diagnésticos técnicos concluyentes, las crisis
generadas por la afectacion del agua potable entre 2013 y 2015 fueron el factor
que posibilitd la aprobacién de planes de accion tendientes a proteger la calidad
ambiental y la disponibilidad de las fuentes de agua en Uruguay. Estos eventos
dispararon también multimillonarias inversiones para mejorar tanto los sistemas
de potabilizacién como de tratamiento de aguas residuales.

En lo que va de este siglo, el sistema productivo agricola-ganadero ha
aumentado su intensidad e incrementado su eficiencia (Uruguay. Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca, DIEA, 2019), incorporando practicas de
conservacién de suelos que mejoraron la sustentabilidad ambiental del sector
(Ley N° 15.239 y decretos reglamentarios, Uruguay 1981, 1990, 2004 y 2008). No
obstante, las cargas de nutrientes exportadas hacia los ecosistemas acuaticos
han aumentado significativamente. La prueba mas concluyente es que la
eutrofizacion se ha instalado como un problema ambiental generalizado y de
gran magnitud en Uruguay, habiendo provocado consecuencias negativas y a
gran escala para la potabilizacion para consumo humano, las actividades
recreativas y el turismo, ademas de para la biodiversidad acuatica.
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La escala de las floraciones cianobacterianas potencialmente toxicas, ocurridas
durante la ultima década, muestra que su magnitud y frecuencia estan en pleno
aumento, lo que concuerda con: a) la elevada biodisponibilidad de P, dada por
las altas concentraciones y por el predominio de la fraccién disuelta; b) el
enriquecimiento desproporcionado del P respecto al N con la intensidad
productiva actual, que favorece a las especies capaces de fijar Nz atmosférico;
c) la baja capacidad de control natural por consumo (herbivoria), dada por las
caracteristicas de las redes tréficas subtropicales, y d) los efectos predichos del
cambio climatico. En este contexto, encontrar el compromiso adecuado entre la
produccion de alimentos y la generacion de divisas, por un lado, y la
conservacion de los ecosistemas y disponer de agua adecuada para potabilizar,
por otro, es uno de los mayores retos que enfrenta nuestra sociedad actualmente
(Meerhoff y Bernardi, 2018).

Aunque el tema ha sido profusamente discutido en ambitos técnicos, e
incluso en medios de prensa, existe suficiente evidencia cientifica para asegurar
que en Uruguay la eutrofizacion es una externalidad causada por la actividad
agricola-ganadera (Chalar, et al., 2017; Goyenola, 2016; Goyenola, et al., 2015;
Goyenola, et al., 2020) y las carencias de los sistemas de tratamiento de
efluentes (Olano, et al.,, 2019). Cualquiera de los dos tipos de aportes por si solos
puede generar condiciones de eutrofizacién en el Uruguay actual, por lo tanto,
preguntarse cual de los aportes es el mas importante (difuso vs. puntual) no es
pertinente cuando el objetivo es controlar la problematica a escala pais. La
reciente intensificacion de la eutrofizacion deriva de factores como la baja
eficiencia en el uso de nutrientes, y los efectos no intencionales de las practicas
productivas conservacionistas del suelo que favorecen la movilizacion y el
transporte del fosforo soluble por escorrentia superficial (Chalar, et al., 2017;
Uruguay. Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca, DIEA, 2019; Goyenola,
2016; Goyenola, et al., 2015; Goyenola, et al., 2020; Jarvie, et al., 2017; Perdomo,
et al., 2015). A lo anterior se le suma un escenario de cambios en los regimenes
de precipitacion (Bidegain, et al., 2013), que afecta la magnitud de los procesos
biogeoquimicos a escala del paisaje (Jeppesen, et al., 2009).

Para minimizar la carga de fosforo exportado por las actividades productivas
es necesario ajustar las aplicaciones de fertilizantes a dosis racionales (dosis
recomendadas por cultivo segun niveles de nutrientes en suelo y planta), e
incorporar el fertilizante fosfatado por debajo de la zona de mezclado del suelo,
es decir, la capa superficial de menos de 3 cm donde el agua de escurrimiento
interacciona con el suelo y con el P soluble proveniente del fertilizante (Jarvie,
et al., 2017; Smith, et al, 2015). Debe considerarse la implementacion de la
inversion esporadica del suelo con arado de rejay vertedera (Baker, et al., 2017;
Smith, et al., 2017) para eliminar la estratificacion vertical del fésforo y la
saturacion en superficie, asi como para disminuir la compactacién y aumentar la
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infiltracion. La aplicacién combinada de estas medidas deberia sumarse al
mantenimiento de las medidas para el control de la erosion del suelo.

En los casos donde la acumulacién de P labil se extiende en profundidad en
el suelo, la inversion del suelo ya no seria efectiva; por lo que, ademas de
suspender la fertilizacion, habria que promover la extraccién paulatina del P labil
mediante cultivos ("catch crops”; Eghball, et al., 2003). Aunque los estudios a
escala de campo aun son incipientes, otras medidas para reducir el P labil
incluyen la aplicacién de productos quimicos al suelo para transformarlo
rapidamente a formas menos biodisponibles (Penn, et al, 2012), o
eventualmente, combinar estas dos Ultimas practicas (Scharer, et al., 2007).

El reciclaje de nutrientes intrapredial, por ejemplo, mediante la utilizacion
de abono de estiércol, se realiza habitualmente en otros paises (Jeppesen, et
al, 2011). Esta estrategia es particularmente relevante dado que aun en
condiciones con minimo impacto relativo, como la actividad ganadera extensiva
tradicional en los pastizales de la regién del Rio de la Plata (Modernel, et al.,
2016), los niveles de PT en los cursos aguas abajo exceden con frecuencia tanto
el estandar (exigente) previsto en la normativa uruguaya, como limites
aceptables desde un punto de vista académico (mas flexibles) (Carlson, 1977,
Lamparelli, 2004). Los sistemas productivos que durante muchos afos
mantienen balances de P positivos inexorablemente generan problemas de
eutrofizacion de las aguas (Powers, et al., 2016). Por ello, todas las medidas
descritas son validas en el corto y mediano plazo. La solucion a largo plazo es,
incluso dentro del paradigma de produccion convencional, transitar hacia
sistemas productivos con balances de P neutros o negativos (Peterson, et al.,
2017; Reid, et al., 2019; Ruane, et al., 2014). Dada la magnitud de la eutrofizacion,
para lograr revertir la tendencia a mediano plazo (e inclusive para lograr
mantener la calidad del agua en los niveles actuales de impacto), es
imprescindible aplicar medidas a escala de cuenca hidrografica que aumenten
la retencién de nutrientes. En este marco, la conservacion y recuperacion de
humedales y zonas riparias cumple un rol fundamental (Stutter, et al., 2012).

Para ajustar los sistemas productivos y promover la resiliencia natural de los
ecosistemas, es clave la generacion de conocimiento original especifico y la
innovacion ajustada a la dinamica de nuestros ecosistemas y asi contribuir a la
toma de decisiones informada y basada en el mejor conocimiento cientifico
disponible (Tabla 2) (Sharpley, et al., 2015).

En Uruguay, la ausencia de sistemas de monitoreo suficientes a escala pais 'y
de evaluaciones sélidas de los impactos generados por las transformaciones
productivas (inclusive sobre la salud publica) limitan, tanto el disefio de medidas
de gestion adecuadas, como el manejo de la incertidumbre inherente a estas
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problematicas y la capacidad de aprendizaje (generalmente asociados al
aprender haciendo) (Kleinman, et al., 2015; Pahl-Wostl, 2015). Con excepcién del
registro de caudales, los sistemas de monitoreo en Uruguay no son de larga
duracién, no estan disefados siguiendo un enfoque integral (por ejemplo, el
monitoreo de calidad suele no considerar cantidad del agua, y viceversa), carecen
de cobertura en grandes sectores del territorio, se encuentran preferentemente
enfocados en ecosistemas de aguas corrientes de alto orden (grandes rios), no
incluyen ecosistemas de referencia (cuerpos de agua con el menor impacto
posible), y no permiten extrapolar informacion a ecosistemas no monitoreados.
Ademas, la evaluacion de la calidad del agua se basa casi exclusivamente en
propiedades fisico-quimicas, sin considerar bioindicadores o atributos
ecosistémicos (Mazzeo, et al.,, 2019). Estos aspectos estan incluidos desde hace
décadas en normativas internacionales, como la Directiva Marco del Agua de la
Union Europea, 2000/60/CE (Union Europea, 2000).

La generacion de conocimiento es un paso ineludible (Tabla 2). No obstante, la
gestion de esta problematica es un desafio fundamentalmente organizacional,
que requiere modificaciones importantes de un sistema de gobernanza
centralista y que, aunque supera la fragmentacién en el analisis y toma de
decisién, no lo hace en el campo de su aplicacién, control y fiscalizacion. En
este sentido, la creaciéon del Ministerio de Ambiente en 2020 genera una
oportunidad y un desafio para mantener y profundizar los pasos positivos y
para realizar los cambios necesarios para enfrentar la eutrofizaciéon en el
Uruguay. Estas transformaciones deberian ser acompafadas por procesos de
descentralizaciéon y de espacios multiactorales efectivos que promuevan la
interaccion interinstitucional e internivel, y el intercambio entre los dominios
disciplinares y sistemas de conocimiento.
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Tabla 2. Algunos aspectos clave en los que el Uruguay podria y deberia
avanzar en los proximos afos con el objetivo de disminuir la eutrofizacién y sus
impactos.

Desarrollo del conocimiento Gestion ambiental y gobernanza

- Biogeoquimica de nutrientes y balance de masa a - Fortalecimiento de sistemas de monitoreo, analisis
escala de predio y cuenca hidrografica y procesamiento de datos.

- Caudales ambientales integrando funcionamiento - Evaluacion integral de efectividad y costos
ecosistémico. (econdmicos y ambientales) de las medidas aplicadas,

como base para su reformulacién y ajuste.
- Estructura, funcionamiento y servicios ecosistémicos

brindados por cuerpos de agua en distintas condi- - Disefio de un sistema de gestion capaz de aprender y
ciones de impacto. adaptarse a escenarios de crisis, conflictos e intereses
contrapuestos.
- Determinacién de la capacidad de carga en cuencas
de distintos tamafios y usos. - Fortalecimiento de la estructura de gobernanza
en un marco de gestion integrada-adaptativa y con
- Disefio y testeo de métodos y protocolos de secuestro sustento en la participacion de diferentes actores.

de nutrientes excedentes en suelos y aguas.
- Incorporacion en la normativa del concepto de carga

- Disefio y manejo de filtros y trampas de nutrientes tolerable de nutrientes especifica para cada cuenca.
en el paisaje.

- Promocién de practicas productivas mas amigables
- Estrategias locales de control y gestién de la con el ambiente, tales como la agroecologiay la
eutrofizacion. economia circular.
- Establecimiento de microcuencas productivas - Inclusién explicita de las cianotoxinas en la norma -
experimentales, gestionadas bajo las reglas del tiva de inocuidad de alimentos, incluyendo recursos
mercado. pesqueros (Reglamento Bromatoldgico del Uruguay).
- Evaluacién de los efectos ambientales de formas - Incorporacién en el sistema de salud de un protoco -
alternativas de produccion. lo de registro de casos de afectacion por exposicion a

cianobacterias.
- Anélisis epidemiolégicos del efecto de las ciano-
toxinas, principalmente por exposicion recreativa
y consumo.

Formacion de recursos humanos:

Técnicos de campo, técnicos de laboratorio (fisicoquimicos y biolégicos) y especialistas en analisis de datos;

investigadores especializados y gestores.
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MCM Alchimia is a free and multilingual desktop application, which runs on Windows. It is
available to download from the Internet. This application implements the processes indicated in the
Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM) and the Supplement 1 of this
document, easily obtaining measurement results and associated expanded uncertainty, with a detailed
uncertainty budget according to GUM, and a summary of statistical parameters of the simulated
sample obtained by Monte Carlo Method (MCM). This work establishes an intuitive and rapid guide
for estimating measurement uncertainties by GUM and MCM methods with the software MCM
Alchimia, through discussion of five examples from document JCGM 100: 2008 and three from JCGM
101: 2008. Some features and algorithms of the software are explained in detail. Particularly, functions
and tools that are not available in other similar software applications, for example, the estimation of
uncertainties in test models that involve the use of least-square fittings. In addition, more intuitive
approaches to some problem than those suggested in the JCGM guides are shown, discussing
different features available in the software to perform an easy data treatment of complex
measurement models.

GUM, MCM, Monte Carlo, JCGM 100 examples.

MCM Alchimia es una aplicacién de escritorio multilinglie y gratuita para Windows, que
esta disponible para descargar de Internet. Esta aplicacion implementa los procesos indicados en la
Guia para la Expresion de la Incertidumbre de Medida (GUM) y el Suplemento 1 de este documento,
obteniendo rapidamente resultados de mediciéon e incertidumbre expandida asociada, con un
detallado presupuesto de incertidumbre segiin GUM y un resumen de pardmetros estadisticos de la
muestra obtenida por simulacion de Monte Carlo (MCM). Este trabajo establece una guia intuitiva y
rapida para estimar las incertidumbres de medicion, utilizando el software MCM Alchimia, a través del
analisis de la solucién por GUM y MCM de cinco ejemplos del documento JCGM 100: 2008 y tres de
JCGM 101: 2008. Se explican pormenorizadamente algunos aspectos y algoritmos del software,
deteniéndose en funciones y herramientas que no se encuentran en otras aplicaciones de software
similares, por ejemplo, la estimacion de incertidumbres en modelos de ensayo que implican el uso de
curvas obtenidas por ajuste de minimos cuadrados. Ademas, se muestran enfoques mas intuitivos
para la solucion usando MCM Alchimia que los sugeridos en las guias JCGM, discutiendo diferentes
caracteristicas disponibles en el software que permiten realizar un tratamiento de datos rapido de
modelos matematicos complejos.

GUM, MCM, Monte Carlo, ejemplos JCGM 100.

MCM Alchimia é um software de desktop multilingue gratuito que roda em Windows. Ele
esta disponivel para baixar da Internet. Esta aplicacdo implementa os processos indicados na Guia
para a Expressdo de Incerteza na Medicdo (GUM) e no Suplemento 1 deste documento, obtendo
facilmente resultados de medicdo e incerteza expandida associada, com um quadro de incerteza
detalhado de acordo com GUM, e um resumo estatistico de parametros da amostra simulada obtida
pelo Método de Monte Carlo (MCM). Este trabalho estabelece um guia intuitivo e rapido para estimar
incertezas de medigdo pelos métodos GUM e MCM com o software MCM Alchimia, por meio da
discussdo de cinco exemplos do documento JCGM 100: 2008 e trés do JCGM 101: 2008. Alguns
recursos e algoritmos do software sdo explicado em detalhes. Particularmente, fun¢des e ferramentas
que nao estdo disponiveis em outros aplicativos de software semelhantes, por exemplo, a estimativa
de incertezas em modelos de teste que envolvem o uso de ajustes minimos quadrados. Além disso,
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sdo mostradas para algum problema abordagens mais intuitivas do que as sugeridas nos guias JCGM,
discutindo os diferentes recursos disponiveis no software para realizar um tratamento de dados facil
de modelos de medi¢do complexos.

GUM, MCM, Monte Carlo, JCGM 100 exemplos.

MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) is a desktop application that automates the process
of evaluating the uncertainty associated to the results of an output quantity or measurand
which can be obtained directly from the combination of an unlimited number of input
quantities, whose value, uncertainty and probability distribution functions (hereinafter PDF)
are known. The software estimates the measurement uncertainty according to the general
directives established in the guide JCGM 100:2008 (BIPM, et al., 2008a), as well as through the
Monte Carlo method, established in supplement 1 of this same guide: JCGM 101:2008 (BIPM,
et al, 2008b). Input quantities can be correlated or not, or even be the result of an
interpolation from a calibration curve. The first approach (hereinafter GUM, an acronym for
the words Guide of Uncertainty of Measurement that the aforementioned document
references), establishes an approximate estimation method represented by the Uncertainty
Propagation Law, an equation based on the development of the measurand function in first
order Taylor series. The Monte Carlo approach (hereinafter MCM, acronym for Monte Carlo
Method) is based on the propagation of distributions from a random sampling in probability
distribution functions. This work does not delve into the general aspects of these methods or
their differences, but rather it offers a simple software alternative that implements both
methods to solve specific situations.

MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) was
developed in 2012 in an attempt to provide metrologists, laboratory analysts and researchers
with a simple tool for estimating uncertainties by the Monte Carlo method. Most of the
software tools that performed the estimation of uncertainties available at the time, did so by
means of the law of propagation of uncertainties or GUM. Alternatively, existing applications
that performed Monte Carlo simulations were rather either focused on the generality of the
method or problem resolution in mathematics and economics. Technicians who carry out
measurements handle more information than the characteristics of the sample resulting from
the simulation, for example the contribution of uncertainty of the input quantities. The
essential computer aspects and minimum statistical requirements for a software application
that performs the estimation of uncertainties by MCM were studied, in order to ensure that
the estimation of uncertainty, even in complex mathematical models, yields results that are
valid according to the ISO GUM (Constantino, 2013). Based on these studies, the first version
of the application is created, and one year after, a second version is released containing
improvements to the interface and to simulation algorithms.
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In 2016, aiming particular needs in chemical measurements, a specific module was
developed to perform Monte Carlo simulations in measurement models that included
interpolation values in an external calibration curve as input quantities. In its final version, this
module is able to obtain adjustment curves for ordinary, inverse and total least squares, in
the latter case, by means of the method called Primary Component Analysis (PCA). The input
data for the curve can be constant or have uncertainties. Uncertainties can be assigned to
both the independent and dependent variable values. The uncertainty for these input
quantities is individual for each pair of data, and can be assigned Gaussian, rectangular, or
triangular probability distribution functions, as well as constants, that is, without uncertainty.
From this curve, interpolated magnitudes on both axis can be included in the test model or,
otherwise, directly use regression parameters slope, intercept or even the standard error of
the regression as a component of uncertainty. This module was included in version 3 of MCM
Alchimia (Alchimia Project, s.d.), and is, to this day, the only free software application that
performs uncertainty analysis on calibration curves by the Monte Carlo method. The
operation of the regression module is detailed in Example 2 of this document.

In 2018, version 4 was launched, adding an estimation module to perform calculations
according to the classic GUM framework. This module yield an uncertainty budget table with
estimated variances of each particular contribution, degrees of freedom, effective degrees of
freedom product of the Welch-Sattertwhite formulae, and the correct expression of
measurement and associated uncertainty, according to ISO GUM JCGM 100:2008 (BIPM, et
al., 2008a). Finally, in the year 2020 a new revision, version 5 of this software is carried out,
adding advanced specifications of reliability and degrees of freedom for the input parameters
with contributions of type B uncertainty, and regression analysis by GUM framework as the
main improvements.

In the following sections, the particularities of the application and the calculation methods
used are studied in detail, subjecting these aspects to the resolution of the examples
documented in the reference standards.

To establish a working method with the MCM Alchimia software (Alchimia Project, s.d.),
most of the examples contained in GUM and its supplement 1 are thoroughly studied,
proposing the use of different calculation strategies, if they exist, or even some features of
the software that facilitates the work of quantifying uncertainty. In addition, the differences
found between the results obtained by GUM and MCM are discussed. Although the
application is very intuitive and contains almost no configuration menus, the calculation
approach that best represents the case under study is not always obvious. The examples
detailed below are not fully developed, as they appear in the reference document, only the
computer-aided solution using MCM Alchimia is discussed (Alchimia Project, s.d.), as well as
the aspects and features of the application that will improve or simplify obtaining results. The
main aspect to study in each example will be described under its title.
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The objective that is sought with this technical note is to provide a method as easy as
possible so that the examples can be resolved with the chosen software and as it is setted out
in the reference documents. For this, the units in tables and calculations were kept exactly as
indicated in the original documents, warning the reader that not all examples are raised and
resolved in international system units (SI).

On the other hand, regarding the chosen software, it is possible that some terms are not
consistent with the VIM (International Vocabulary of Metrology) — JCGM 200:2012 (BIPM, et
al, 2012). In particular, it is relevant to warn that the term Confidence Interval should be
understood as Coverage Interval.

The measurement objective is to obtain the calibration error with respect to the nominal
value. This error is obtained by mechanical comparison, with a comparator equipment, from
the difference in length between the block under test and a calibrated standard block. The
mathematical model used for this test according to the reference document, and which can
be typed directly in the equation field of the step 2 of the application would be:

I =1s + d — Is(da.0 + «.50) Eg. 1 (in JCGM 100:2008 - Eq H.3)

Where [ is the length at 20 °C of sample gauge block, [s the length of standard block at 20
°C from its calibration certificate, §6 y o correspond respectively to the difference between
test temperatures and between the coefficients of thermal expansion for the standard block
and the block under test. as is the coefficient of thermal expansion of the standard block,
while 6 represents the temperature deviation of the standard block. It should be noted in the
statement that some magnitudes of the model include more than one source of uncertainty.
For example, the difference between the blocks (d), whose value is the mean of the
observations, presents an uncertainty component due to repeatability (drep). Adding to that,
in this example, is assigned a historical value (pooled standard deviation), another due to
random effects of the comparator (dmqs) and a third due to the systematic effects of the
comparator (dsist). In the same way, 6 includes uncertainties components for the average
temperature of the calibration bench (6») and by the cyclical variation of the laboratory
temperature (Bcyc).

It is common for all test models to have quantities with more than one source of
uncertainty. The recommended proceeding when implementing these models in MCM
Alchimia (Alchimia Project, s.d.), is to split these magnitudes previously into a constant with
their value and add their uncertainty components with value equals zero. In this and the
following examples, it will be done in this way. Therefore, equation 1 split down into sources
of uncertainty will be:
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L =1s +(a,+d_+da  +a )-1ls(doa. (8 +6,+ 6 )+a.d0) Eq. 2

rnd sist

u(x) and degrees of freedom for dsist, S y &6 are affected by the concept of reliability,
according to what is stated in the document. As usual for a standard uncertainty obtained
from a Type B evaluation, most available software assigns infinite degrees of freedom.
However, the JCGM 100 (BIPM, et al., 2008a) guide establishes an equation to calculate this
value.

Au(zx, N2
v, A %[ u(:cl)} EQ. 2

Equation 3, G.3 in JCGM 100:2008 (BIPM, et al., 2008a) defines degrees of freedom (v;) for
the type B evaluation of a standard uncertainty with a reliability based on available
information. The 5th version of MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) implements this
equation and, therefore, the possibility of working with reliability values in the most common
PDF, Gaussian (Normal) and Rectangular functions. In these cases, these distributions can be
used in the same way as in previous versions, with infinite degrees of freedom, or a finite
number of degrees of freedom which can be indicated in advanced setting panel. Although
the concept of reliability and degrees of freedom can be independently selected, both are
used for calculation purposes, it is not possible to rule out one of them. That is, when
indicating a value of reliability, the degrees of freedom will be established and vice versa. It is
important to clarify that the concept of reliability handled in the software is the intuitive one
in the spoken language as indicated by Eq. 4 and 5, and not the one used by JCGM 100 (BIPM,
et al., 2008a), which is the opposite. For example, in this case, if we talk about a relative
uncertainty of 25%, we mean a reliability of 75% and it will have to be indicated so in the
established field.

2

o A
v~ A1 | Eq. 4 (Santana, et al., 2019)

100[ \F] Eq. 5

Where R; represents the relative reliability, as established in MCM Alchimia 5 (Alchimia
Project, s.d.). Following Table 1 shows PDF data and calculation that have to be typed in PDF
panels of the application.
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Table 1. Simulation data of example 1. (1) By selecting “Use calibration certificate”, MCM
Alchimia allows to configure a Normal probability distribution, using the expanded
uncertainty U and the coverage factor k of a calibration certificate, which is usually better in
these cases. The standard deviation indicated in Table 1 is the value resulting from the U/k
operation, which the software performs automatically. (2) The values in bold font are taken
from the example statement. The software automatically calculates the corresponding
reliability or degrees of freedom.

Special PDF properties

Probability Value Standatd
Quantit dictribiition Mean c'>r deviation or % Degrees of Pooled Pooled
(Qty) Y unit fonctlan Exaectation semi-width Reliability freedom standard degrees of
Y (PDF) p(VaI) interval (RIty) (Df) deviation freedom
(dev/hi)
/A mm Normal 50,000623 2.50E-5 () 83 18
- mm Constant 215E-6
dmp mm Normal 0 65 4(%) 13E-6 24
d_, mm Normal 0 0.00389 () 68 5()
s mm Normal 0 0.02E-3 (') 75(3) 8
da e Rectangular 0 1E-6 90 (%) 10
0, %€ Constant 0,10
8, °C Normal 0 0.2
0. °C U Shaped 0 0.5
as e Rectangular 11.5E-6 2E-6
0 °E Rectangular 0 0.05 50 % 2

Example 2. Resistance measurement (from: JCGM 100:2008, H2)
Topic: Input of experimental data and use of correlation matrix

This example only considers the evaluation of type A standard uncertainties, based on input
variables representing series of observations. In a real case, the existence of systematic effects
must also be considered, which are not taken into account in this example. The measurement
problem refers to the calculation of the resistance R and the reactance X, from readings of
the potential difference between the terminals V, the alternating current I passing through it,
and the phase-shift angle between the potential difference and the alternating current. This
technical note will only address the measuring of R, since the uncertainty of X and Z can be
estimated in the same way.
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Directly applying the recommendations of the guide, the experimental data must be input
into the mathematical model as variables with t student probability distribution and with
degrees of freedom indicated in the example approach. When using a t distribution, it is
mandatory to calculate previously the mean and standard deviation of the means as PDF
parameters. However, MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) includes an item called
"Experimental” near bottom of the list of probability distributions. This feature allows the
technician to input the raw experimental data, from which the application calculates the
arithmetic mean, degrees of freedom calculated as n-1 and the standard deviation of the
means asin , Where s is the standard deviation of the sample and n the number of

observations. Thus, the random sampling distribution for such a quantity should be student
t with means, standard deviation, and degrees of freedom calculated automatically.

lterations Parameter Prob. Distribution

500000 : Result

Probability | Expenmental
P 8% I Observations = = [N

i no19eE3
0019639
0.013640
0013685
0019678

Component |

Mumber of readings

- [] Force mean =0

(®) Direct | Distribution of
() Indirect SX () Indirect SXXS ("1 Normal
(JIndirect SX5 () Indirect X/S (@ Student t

Figure 1. Window for experimental data variables (Experimental PDF).

According to what the example establishes, the input quantities are correlated. The
correlations between two random variables (eg x1 and x2) can be calculated previously by
determining the covariance from equation 6:

s(z,, T,) = mz(xl_ z,) (T, T,) Eq. 6

And using the resulting value to determine the correlation coefficient r (xz, x2), according
to equation 7:
8(%,, T,)
P, ) = Eq. 7
v s(m)s ()
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In equations 6y 7, s(x;,x;) represents the covariance of arithmetic means of variables x3,
and xz, while x7, x5, s(x7) and s(x;) correspond to the arithmetic means of x1 and x> and their
respective standard deviations.

MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) supports the use of correlated magnitudes in the
models, through the window that opens with step 4 button. In this section a correlations
matrix is available, with a number of rows and columns equivalent to the magnitudes of which
the measurand is function. This matrix is automatically rebuild every time the mathematical
model of the trial is modified with a number of rows and columns equal to the number of
variables involved in the model. For the estimation of the standard uncertainty of R by the
GUM method with correlated input variables, the software calculates numerically, the
sensitivity coefficients ci, estimating the standard uncertainty as:

= 2 2 2 2 2 2 2
uy =ctuHclul+ et +2(cvcluvu17‘v’[ + epe AL, +clceu[u9rm) Eq. 8

2
R
Where ur is the standard uncertainty of measurand R, cv, ¢; and cg are the sensitivity
coefficients of the potential difference, current and phase-shift angle respectively, whereas

uv, ur and ug their respective standard uncertainties. Finally, r(ij) is the estimated correlation
coefficient between the component i and the component j, obtained from equation 9:

r. =— Eqg. 9

%] u_iuj

Where uj; is the estimated covariance, associated to V and /.

An interesting approach, not addressed in the JCGM guide, arises when we try to calculate
the expanded uncertainty from the standard uncertainty of equation 8 and its effective
degrees of freedom. The reference guide indicates that the effective degrees of freedom must

be calculated using the Welch-Satterthwite formula.
u—L
Y

= "=n
2
i=1

v

# Eq. 10

4
i

=8

However, an important factor to take into account when calculating the effective degrees
of freedom for the modification of the expanded uncertainty, is that the Welch-Sattertwite
equation is only valid for models that have independent (uncorrelated) uncertainty
components with finite degrees of freedom. Consequently, in this example, the effective
degrees of freedom must be calculated by means of an adequate generalization of Welch-
Sattertwite formula, to be valid in mathematical models with non-independent error
components (Willink, 2007). MCM Alchimia 5 (Alchimia Project, s.d.), implements the
generalization of the Welch-Satterthwite formula defined by equation 11 (Castrup, 2010).
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B (u}) Eq. 11
V".’[)" e n (»' n-1 n ul n-1 m C fu.? C-)/UJ—’
= +Z >, picie’ ( )(TL)(U + ¥ts ) ZZZpchcju,uj( it )
=1 =1 j>1 2 ) i=1j>¢ r 7

For data processing by the Monte Carlo method, MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) also
supports correlated input quantities. In this case the software carries out the correlation
calculations by re-simulating random samples for V and / through a conversion of the
correlation matrix indicated in the panel of step 4 into a covariance matrix and then
decomposing the latter by means of a Cholesky factorization to obtain a lower triangular
matrix. The product of this triangular matrix and the matrix with the uncorrelated input
samples is then used to obtain samples with the indicated correlations for the input quantities
of the model. The software implements all these operations automatically, so nothing is
required to be done, beyond typing the corresponding coefficients in the correlation matrix.

One of the main tools of MCM Alchimia is the regressions module (Alchimia Project, s.d.).
This feature allows the user the user to perform the least squares analysis of a set of values
and solve a mathematical model that contains an interpolated value from abscissa or
ordinate, as an input variable. The software has two methods for data processing. The first
method uses the slope and intercept parameters as input quantity. The secondone uses a
specific function to predict a value on one axis from a known value on the other.

Example H.3 of JCGM 100: 2008 (BIPM, et al., 2008a) establishes that both the abscissa and
the ordinate in the standard curve are constant values, that is, that their contribution of
uncertainty is zero, as well as the temperature of which we want to predict their correction.
At this point it is important to note that in most cases of real data this is not true, rather at
least the data of the y-axis, either axes or even both, present contributions of uncertainty that,
depending on the case, can be significant. This example is solved with the data set out in the
reference standard in order to compare results; nevertheless, it is relevant to remember that
MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.) supports curves with uncertainties in both axes, one or
none. In those cases where uncertainty values are indicated for the axes, the uncertainty
contribution of the regression parameters due to stochastic effects are taken into account in
the values resulting from the prediction in x-axis or y-axis.

The problem to be addressed is the calibration of a thermometer at 11 points in the range
of 21°C to 27°C, comparing the thermometer readings () for which negligible uncertainty is
assumed, with the corresponding reference temperature of a calibrated standard (tz«). Then,
the corrections are obtained using a linear regression or the direct square limits method,
obtaining slope and intercept parameters.

10
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This example addresses the least squares fitting to obtain the curve and how these slope
and intercept parameters, as well as their respective variances and covariances are used to
obtain the standard uncertainty limited to the correction, predicted according to equation 12.

b(t) = y,+vy, (t-t) Eq. 12

The document shows least squares analysis for different abscissa data, varying the value
taken for the reference temperature to. These regression parameters obtained present
correlation coefficients of different magnitude according to the set of input values used (that
is, for each value of tp). The correlation between the slope and the ordinate at the origin can
even be null by taking:

b= Ez(itk;)/n Eq. 13
=1

Finally, with the calculated regression coefficients, the correction for t = 30 °C and its
standard uncertainty are estimated, obtaining the same result regardless of the value of to
used.

If we want to reproduce this calculation with MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), in the
same way that the document does, we can use the expression of equation 12 as the
mathematical model of the test. Then, to assign probability distributions to the regression
coefficients y1 and y>. The software has available a tool in the list of PDF called Regression,
where the corresponding curve parameter can be selected without entering any additional
information. The software automatically performs the required numerical assignments for
based on the data from the connected regression. Of course, the regression parameters are
only available for models with a connected curve.

11
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Figure 2. MCM Alchimia regression window (Alchimia Project, s.d.).

According to the text of the reference document, the slope and intercept are correlated.
The correlation coefficient can be calculated with equation 14:

(Y, Y,) = ‘\/n—mt Eq. 14
k

Where r, is the correlation coefficient for the ordinate at the origin (intercept) (y:) and the
slope (y2), n the number of observations, 6k = (tk — to), with to the reference temperature, in
this case to = 20 °C according to what was stated. Eq. 11 it results in r(yzyz) = -0.930. This
value must be entered into the correlation matrix by clicking on the button of step 4 of the
software.

Example 4. Measurement of activity (from: JCGM 100:2008, H4)
Topic: Repeatability

This example consists in the determination of the Radon (??2Rn) activity in a water sample
by counting the liquid scintillation by comparison with a standard sample of radon in water
of known activity. The determination is carried out by measuring the pattern of known activity,
a sample of water without radioactive substance and the sample with unknown activity.

The presentation of the problem shows a table with six measurement cycles from each of
the three counting sources, with a counting interval of To = 60 min. From this table, the count

12
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corrected for background noise Rx and decay Rs are calculated, according to equations 15
and 16:

- (Cxicg) /‘ltm
RX—[—TD— é Eq. 15
R,= [M}eﬂts Eq. 16
T,

Obtaining a new table with the following results.

Table 2. Corrected count results for the 6 cycles. With a correlation coefficient between Rx
and Rs:r(Rx,Rs) = 0.646.

R, (min-1) R (min-1) t,-t.(min)
1 652.46 194.65 123.63 3.3520
2 666.48 208.58 123,13 3,1953
3 665.80 211.08 123.12 3.1543
4 655.68 21417 123.11 3.0615
5 651.87 213.92 123.12 3.0473
6 623.31 194.13 123.11 32107

Example 4 presents two ways to solve the problem. Both approaches can be reproduced
with MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.). The first way is to use mean values of Rx and Rs,
taking into account the correlation between these values. The equation to obtain the known
activity Ax will be equation 17:

Az = AS%S ﬁx Eq.17
X S

To solve it using MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), it is better to assign experimental
values to Rx and Rs instead of a Gaussian or t distribution. This method of using experimental
values with the software is explained in Example 2.

Before running the simulation and GUM estimation, it is mandatory to enter the correlation
coefficient in the correlation matrix and connect it to the model.

Example 4 of JCGM100: 2008 (BIPM, et al., 2008a), establishes also a second approach to
the solution that dispenses with the use of correlated variables, by means of the ratio R = RX
/ RS, which can be calculated more simply by means of equation 18:

Be [gx_gs} ) Eq. 18
§ B

13
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And using the mean of the six values in the equation 19:

Az = As 18 & Eq. 19

My

Applying these changes to the mathematical model and overriding the correlation, results
identical to those of the other method are obtained.

In this case, the example addresses the hardness measurement of a sample block of
material, on the Rockwell "C" scale. For this purpose, a measuring machine previously
calibrated with a standard machine is used.

The hardness test is carried out by pressing an indenter of specific dimensions, with a
defined force, on the surface of the material under test. Hardness can be determined as the
arithmetic mean of a given number of indentor penetration depth measurements. The unit of
hardness on the Rockwell-C scale is 0.002 mm, with a hardness on that scale defined as 100
x (0.002 mm) minus the average depth measured in mm, of 5 penetrations.

The mathematical model for determining hardness involves not only the average depth of
the prints made with the indentor of the calibration machine, but also the average depth of
indentations made in the same block by the master machine. Thus, the mathematical model
can be presented in mm, as:

= 100(0.002mm) —d__ - A - A — A Eq. 20

Rockwell C mm c,mm b.mm S,mm

Where d is the average depth of five penetrations made with the calibration machine, Ac is
the correction obtained from a comparison between the calibration machine and the
standard machine. 4, is the difference in hardness between two areas of the transfer block
surface tested by the two machines, and As the uncertainty contribution of the pattern
machine. The suffix mm in the variables indicates that they must be in this unit in this
equation.

Since the data is given in units of the Rockwell scale we can rewrite the equation in these
units:

=100 -d-A - A, — A, Eq. 21

Rockwell ¢~

14
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In equations 20 and 21, the quantity d has two components of uncertainty, due to the
repetition of observations and the other due to the indication or resolution of the equipment.
As in example 1, the random variable is split into value and uncertainty components:

d = dval + dres + drep Eq. 22

Where dval is the arithmetic mean of depth measurements, dres the uncertainty
contribution due to resolution and drep the repeatability component. In this equation dval, it
is a constant of value 36.0 Rockwell scale units. drep corresponds to a type A uncertainty
component. The example statement indicates a sample standard deviation of 0.45 units,
however, it is necessary to take into account that the variable d corresponds to an average of
five values. Therefore, the uncertainty component must be the standard deviation of the
sample means, that is, divide the given value of the sample standard deviation by the square
root of the number of observations in the sample.

Thus, ugrep) = 0.45/4/5 = 0.20125. The distribution function to be assigned can be a t-
distribution with 4 degrees of freedom. If you want to use a normal distribution, it is also
possible and you will get identical results although in this case you must also assign 4 degrees
of freedom in the advanced configuration panel of the normal distribution.

Component  drep Mormal -

Use default properties...

|D | Mean
020125 | Standard Deviation

Use reliability 100[1-(Au/u)] 65 %

[ {be ealiieicns ropon Use degrees of freedom df |4

[] Use pooled deviation

Advanced configuration of the Normal (Gaussian) distribution.

The correction of the calibration machine with respect to the standard machine, Ac, can
also be split into two terms, the mean of the experimental variance of the standard machine
zs, from the measuring machine, z, so Ac can be rewritten:

Ag =2,+ 2 Eg. 23

S

For the variables z; and z the square root of the experimental variance is given, of 0.10
units and 0.11 units respectively. Applying the same method as for dep in both cases the
number of observations is 6, therefore the degrees of freedom will be 5 for the two variables,
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in a t distribution with a value of 0 and standard deviation 0.10/+/5 = 0.04082 and 0.11/4/5 =
0.04491 for zs y z respectively.

For the final model, then it can be typed in the MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.),
equation set field:

h__Rockwell = (100 —d — Ac — Ab — As)

d = dval + dres + drep
Ac = 28 -2

Next, the probability distribution set is configured:

Table 3. Simulation data of example 5. (1) This input quantity was configured with a Normal
distribution including degrees of freedom data from the advanced settings panel. However,
it is possible to assign a t distribution with the same standard deviation and degrees of
freedom, obtaining identical results.

Special PDF properties

Probability Value, St?nt:iard -
Quantity distribution Mean or dewa_lthn of . % Degrees of Pooled Pooled
(Qty) function Exvectation semi-width Reliability freedom standard degrees of
y (PDF) P(Val) interval (Rlty) (Df) deviation freedom
(dev/hi)
ab HRC Triangular 0 0.27
Aas(') HRC Normal 0 0.5 65 4
dval HRC Constant 36
drep HRC Normal 0 0.20125
dres HRC Rectangular 0 0.05
zs HRC t Student 0 0.04082
z HRC t Student 0 0.04491

Example 6. Additive mathematical model (from: JCGM 101:2008, 9.2)
Topic: Validation of GUM results with MCM

Supplement 1 to the guide addresses the use of the Monte Carlo method when
Mathematical Models make the application of GUM difficult. However, it is possible to solve
them by both methods with the use of MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.). This example
shows a simple case where the impact of the real distribution of the measurand obtained by
MCM on the coverage interval and the departure from the coverage interval obtained for the
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same probability can be seen, by means of the approximation to a normal distribution
applying the GUM method. The measuring problem is a sum of 4 terms in three different sets
of PDF:

¥Y¥=X+ X + X4+ X Eqg. 24

Case 1: X; Gaussian PDF of mean = 0 and standard deviation = 1

Case 2: X; Rectangular PDF of mean = 0 and semi-width interval = 1

Case 3: same as case 2 but with X4 rectangular of mean = 0 and semi-width 10

In all cases, the numerical tolerance of the expanded uncertainty and the difference

between the values obtained by GUM and MCM are studied to assess whether the GUM
method can be considered adequate for the model or validated by MCM.

This example refers to the calibration of a weight W by comparison with a reference weight
R. The mathematical model of the test is determined by the following equation:

1 il
1 + (pn_ pall> Tw_f_ W = muom Eq' 25

dm = (mF_ch 57;’13_(,) *

Where &m the deviation of the mass of the sample weight W with respect to the nominal
value, mgthe mass of the standard weight, &mg the difference in mass between W and R,
pa the air density during the test. pso = 1.2 kg/m?, is the air density in the definition of
conventional mass, pw and pr density of weight W and weight R respectively.

The objective of the treatment in this example is to show the greater ease offered by the
MCM method compared to the GUM approach, due to the mathematical complexity of the
model and the avoidance of individual symbolic derivation of the input quantities with respect
to the measurand function. The use of MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), makes obtaining
a classic GUM uncertainty budget simple, without requiring either knowing the partial
derivatives in the model. It is necessary to note that the software does not perform symbolic
derivation, for the input quantities, rather they are calculated by numerical approximation,
according to the Kragten method (Kragten, 1995). Assuming that the standard uncertainties
of the input quantities are much less than their value, the sensitivity coefficients (partial
derivatives) can be obtained by approximation to the tangent value of the measurand
function:
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%:y(:ci + u(z,)) — y(z,) Eq. 26

T ()

According to the established in the example, the equation to type in the software can be:
ém = (m_Rc + &m_Rc)*(1+(pa-pa0)*(1/pW+1/pR))-m_nom

The set of values to configure the PDFs are detailed in Table 4.

Table 4. Example 7 simulation data.

Quantity ;rob'abil.ity Vallieliieaniar Stanc!arq dev.iation or
@ oubuten | expoctationVan STt iterval
m_RC g Normal 100000 0.050
&m_RC g Normal 1.234 0.020

pa kg/m3 Rectangular 1.2 0.10

pa0 kg/m3 Constante 1.2

pwW kg/m3 Rectangular 8000 1000

pR kg/m3 Rectangular 8000 50
m_nom g Constante 100000

RESULTS AND DISCUSSION

Example 1. Calibration of end gauge blocks. After running the simulation for a 99%
coverage probability, the following results are obtained according to GUM and MCM.

MCM results GUM results
Mean = 50.000838 Value = 50.000838
Standard Deviation = 3.420201e-5 Combined standard uncertainty = 3.2e-5
Median = 50.0008381 Effective degrees of freedom = 17
half-width of the interval = 8.936e-5 Coverage factor=2.9
Confidence interval (p = 99%): [ 50.00075 , 50.00093] Confidence interval (p = 99%): [ 50.000746 , 50.00093 ]
Classic expression: 50.000838 * 8.9E-05 Results: Ugg = 50.000838 + 9.2e-5
Numerical tolerance of GUM uncertainty: 5.0e-7
Difference MCM-GUM: 3.1e-6

Figure 4. Summary results of GUM and MCM for Example 1.
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As expected, the results are close to those shown by the reference document, except for
small differences due to rounding. It is observed that the results obtained by Monte Carlo are
identical to those obtained when the GUM method is applied including higher order terms in
the Taylor series approximation, JCGM 100:2008 H.1.7 (BIPM, et al., 2008a).

For this example, the following results are found for
resistance R according to the GUM and MCM approaches:

MCM results GUM results
Mean = 127.7320254 Value = 127.73
Standard Deviation = 8.952515e-2 Combined standard uncertainty = 7.0e-2
Median = 127.7320145 Effective degrees of freedom = 3.4
half-width of the interval = 2.955e-1 Coverage factor = 5.8
Confidence interval (p = 99%): [ 127.43542 , 128.0264 ] Confidence interval (p = 99%): [ 127.321018 , 128.143032 ]
Classic expression: 127.73 £ 0.30 Results: Ugg = 127.73 £ 0.41
Numerical tolerance of GUM uncertainty: 0.005
Difference MCM-GUM: 0.1

Summary results for example 2.

The results obtained for ur are equivalent to those indicated in table H.3 of the guide. At
this point it should be noted that there are significant differences between the results
obtained by both methods for the expanded uncertainty value.

This is mainly due to the form of the probability distribution function presented by the Monte
Carlo random sample. Since the distribution of the measurand departs from a Normal or t
distribution, the uncertainties obtained by GUM differ from those obtained by MCM. In these
cases, the standard uncertainty calculated according to the GUM approach is no longer a
reliable representation of the actual uncertainty. Figure 6 shows the resulting functions for
GUM and MCM, where the difference between the curves can be seen.
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Figure 6. Graph with the resulting GUM and MCM curves.

Example 3. Calibration of a thermometer. This example was solved in the same way as the
reference document by using correlated variables, obtaining the following results for R.

MCM results GUM results
Mean = -0.1493831 Value = -0.1494
Standard Deviation = 6.689289¢e-3 Combined standard uncertainty = 4.1e-3
Median = -0.1493871 Effective degrees of freedom = «
half-width of the interval = 1.312e-2 Coverage factor = 1.95
Confidence interval (p = 95%): [ -0.16251 , -0.13627 | Confidence interval (p = 95%): [ -1.5745¢e-1, -1.4132e-1]
Classic expression: (-0.149 + 0.013) °C Results: Ugs = (-0.1494 + 8.1e-3) °C
Numerical tolerance of GUM uncertainty: 5.0e-5
Difference MCM-GUM: -5.1e-3

Figure 7. Results of Example 3 for the mathematical model using regression parameters.

A different approach to the solution. The previous development has the difficulty of the
mandatory using of r (y1y2) or, otherwise, it has to be redo the least-squares fitting after
shifting the x-axis to a value for which the covariance between the regression parameters is
null (eg choosing a value of to = 24.0085 in this example). There is, however, an available
feature in MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), for models with calibration curves prediction,
that dispense with the correction due to correlations. This approach involves using two
functions: Reg_y(x) to predict a value in ordinates (y) from a known value on the x-axis; and
Reg_x(y) similar to the previous one but exchanging axes, that is, to predict a value of the
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independent variable (x-axis) from a value of the dependent variable (y-axis). The latter case
is common in analytical chemistry measurements, for example, to determine the
concentration of a sample from its absorbance value, by means of a previously established
calibration or standard curve. The calibration curve should show the concentration in abscissa
and the absorbance in ordinate.

The mathematical model to type in the field of software equations, after connecting the
curve, will then be:

Corr = REG_Y(tk-tr), where tk is the temperature to predict its correction and tr the reference
temperature.

This is the recommended method to deal with mathematical model of measurements
involving least squares analysis. Finally, the results obtained by this method are identical to
those calculated using regression parameters, with the advantage of dispensing with the
study of correlations or other lateral calculations.

The results obtained with MCM Alchimia (Alchimia
Project, s.d.), for AX according to the GUM and Monte Carlo methods are shown in the
following graph. This result is identical in both presented solution approaches.

MCM results GUM results

Mean = 0.4301124 Value = 0.430

Standard Deviation = 9.817856e-3 Combined standard uncertainty = 8.0e-3

Median = 0.4299745 Effective degrees of freedom = 15

half-width of the interval = 1.924e-2 Coverage factor = 2.1

Confidence interval (p = 95%): [ 0.4113 | 0.44979 ] Confidence interval (p = 95%): [ 0.412462 , 0.447763 ]
Classic expression: 0.431 £ 0.019 Results: Ug; =0.430 £ 0.018

Numerical tolerance of GUM uncertainty: 5.0e-4
Difference MCM-GUM: -1.6e-3

Summary of results from Example 4.

The results obtained in this example are
summarized in the following figure.
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MCM results GUM results
Mean = 63.9985362 Value = 64.0
Standard Deviation = 0.5921713 Combined standard uncertainty = 0.5542
Median = 63.9980023 Effective degrees of freedom = 229
half-width of the interval = 1.158e0 Coverage factor = 1.97
Confidence interval (p = 95%): [ 62.8416 , 65.15663 ] Confidence interval (p = 95%): [ 62.906708 , 65.090364 ]
Classic expression: (64.0 £ 1.2) HRC Results: Ugs = (64.0 £ 1.1) HRC
Numerical folerance of GUM uncertainty: 0.05
Difference MCM-GUM: -0.1

Figure 9. Summary of results from Example 5.

Example 6. Additive mathematical model. The results obtained for the three sets of
distributions are shown in the following table, expressed as half-width of the coverage
interval, equivalent to the expanded uncertainty, although expressed with more significant
digits to enable the comparison between both methods:

Table 5. Results for three sets of distributions.

Semi-width Semi-width Difference Numerical tolerance Valid?
GUM MCM GUM-MCM (5) :
1 3.900 3.919 0.019 0.05 Sl
2 3.900 3.877 0.023 0.05 Sl
B 1978 1702 2.8 0.5 NO

In the third case, it does not comply with the validation of GUM by MCM, because the
largest contributor of the uncertainty is rectangular, resulting in a departure from the
application conditions of the Central Limit Theorem. In those cases, the GUM approach is not
precise obtaining a uncertainty value. The following figure shows the graphs of the results for
the three cases where you can see the difference between models 1 and 2 that met the
validation and 3 that did not.
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Figure 10. Chart of results of GUM and MCM for 3 cases.

Example 7. Mass calibration. The following figure shows the results window of the program
for the Monte Carlo method. It can be seen that the result is identical to that obtained in the

reference document.

TECHNICAL DESCRIPTION /A\
This example refers to the calibration of a weight W by et | PO e e o e
comparison with a reference weight R A e e S
o | st me e s e 4 it B e s e
RESULTS i (st e e
o || st e A R el REF e S
Iterations = 2000000 = 50 [RuEsE. CONR (1”400 O s
Mean = 1.2340244 i | bt
Variance = 5.704134e-3 g ' '
Standard Deviation = 7.551572e-2 e PR A T e T
Skew = -2.244841e-3 3;3-5' i e e et e | e e
Kurtosis = 3.1014937 S [ e e T e e W s
Maximum value = 1.598178 021 (NSRRI oy SRS DR | SRR
Minimum value =0.8743547 24 F-a-------- Y & ot qmmmmm—— R frmmmmm——
Mode = 1.2313 GhGAE | Bt s e ot — el e A L w.,é ,,,,,,,,
Median = 1.2340915 1] 3 J ) H
Range = 0.7238233 0] bt i e BN Ol
Normality test{Jarque - Bera) = 8.601e2 (does not fit) '0 | : 5
Result = 1.2340244
Confidence interval (p=95%):[1.08432,1.3837] 1 11 i 15 T
(half-width of the interval = 1.497e-1) Result

Classic expression: (1.23 £ 0.15) mg v — MeMoutpyt = CUM cuteit

Figure 11. MCM Alchimia results window for example 7 (Alchimia Project, s.d.).

The data on the left side, shows the statistical data of the simulated random sample and on
the right side is plotted the real distribution obtained by the simulation, and the normal
distribution of the GUM method with first-order terms. The difference between the two curves
explains the differences between the uncertainty results for both approaches.

*The complete calculation models por MCM Alchimia used in the examples in this technical
note can be viewed at the link: https://ojs.latu.org.uy/index.php/INNOTEC/article/view/547
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Although there are a large number of software applications available for estimating
uncertainties, the treatment of measurements in real tests often has characteristics that make
it difficult to process them by these applications, for example, assigning reliability percentages
to uncertainties type B, interpolation in calibration curves, simulation of regression
coefficients, application of the Monte Carlo method to correlated variables, etc.

The examples in the JCGM 100: 2008 (BIPM, et al., 2008a) and JCGM 101: 2008 (BIPM, et al.,
2008b) reference guides present many of these aspects which are addressed in this technical
note. This work shows that the MCM Alchimia software (Alchimia Project, s.d.) implements
many features that make it able to deal with special situations or complex mathematical
models in a simple way. Methods detailed here not only used to ease the process, but also to
reduce the possibility of errors that are commonly inadvertent in uncertainty quantification,
for example, the non-consideration of correlation between regression coefficients, or use
basic Welch-Satterthwite formula in order to calculate effective degrees of freedom with non-
independent quantities.

Moreover, MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), puts at disposal unusual relevant
information for example, the comparison of confidence intervals by GUM and MCM in the
summary of results, which allows validation of the classic calculations according to JCGM 101:
2008 (BIPM, et al., 2008b) without requiring any side calculation, or the complete simulated
sample for external worksheet treatment or analysis.

Finally, all the obtained outcomes using the software are identical or very close to those
indicated in the reference documents. Therefore, although it is necessary to carry out
additional tests to consider MCM Alchimia (Alchimia Project, s.d.), fully validated, these
examples represent a form of validation of the software for the topics and features discussed.
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