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I. INTRODUCCION

Segun el Banco Mundial, Argentina es considerado un pais “lider en produccién
de alimentos, con industrias de gran escala en los sectores de agricultura y ganaderia
vacuna”’. Mas especificamente, las estadisticas que comparan la actividad agricola de
las ultimas 4 décadas (campafna 1970-1971 comparada con campafa 2012-2013) han
reflejado un aumento en la produccién de 185,3%, y un 416,4% en el rendimiento
(Aparicio et al., 2015; Secretaria de Agroindustria, Ministerio de Produccién y Trabajo,
Presidencia de la Nacién). Entre las razones de este crecimiento se pueden mencionar
la aplicacion de nuevas tecnologias, la siembra directa y las semillas genéticamente
modificadas resistentes a herbicidas. Del total de hectareas usadas para la agricultura,
cerca de 31 millones (tres cuartas partes) son dedicadas a cultivos transgénicos
(Aparicio et al., 2013; 2015). Esto conlleva a un aumento del uso de plaguicidas y
fertilizantes en los ultimos afios, muchas veces de manera desmedida y sin tener en
cuenta las precauciones necesarias en su utilizacion.

De la amplia gama de herbicidas sintetizados y comercializados en el mundo,
dos son las moléculas mas ampliamente utilizadas en los sistemas agricolas argentinos:
glifosato  (N-(phosphonomethyl) glycina) vy atrazina (2-cloro-4-(etilamina)-6-
(isopropilamina)-1,3,5-triazina) (Porfido, 2014; Zirena Vilca et al., 2018; Arancibia et al.,
2019).

El glifosato es utilizado mayormente en sistemas de produccion de soja debido
a su venta como paquete tecnoldgico junto con la soja transgénica (Roundup Ready® -
RR). Argentina es el tercer pais del mundo en produccién de soja resistente al glifosato
segun estadisticas del 2017 (Pérez et al., 2007; Aparicio et al., 2013; FAOSTAT, 2019).
A pesar de presentar bajo potencial de movilidad en el suelo, el glifosato y su metabolito
acido aminometilfosfénico (AMPA) han sido detectados en aguas superficiales,
sedimentos y particulas suspendidas (Ronco et al., 2016; Regaldo et al., 2018; Primost
et al., 2017; Alonso et al., 2018; Arancibia et al., 2019).

Por su parte, la atrazina es un herbicida selectivo con alta solubilidad en el agua,
baja adsorcién en el suelo y elevada persistencia, razon por la cual presenta un alto
potencial de ser transportado por escorrentia (Hansen et al., 2013; Portocarrero et al.,
2016). Es utilizada en una amplia variedad de cultivos, como cafa de azucar, maiz y
sorgo.

Santa Fe es una provincia de gran actividad agricola, representando el 21% del
area total sembrada del pais. La zona que presenta mejores rendimientos para uso
agricola es el sur de la provincia debido a sus condiciones favorables, dadas

principalmente por la presencia de suelos de alta capacidad productiva (clases A, B1y

M. Florencia Bodean 5



B2), excelentes acuiferos subterraneos (Pampeano y Puelche, principalmente) y aguas

superficiales del Rio Parana (Castignani, 2011) (Figura 1).

Referencias
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Figura 1. Mapa de la provincia de Santa Fe que representa la capacidad productiva de las tierras para
uso agricola (Fuente: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), EEA Rafaela, Recuperado
de: http://rafaela.inta.gov.ar/mapas/capacidad_productiva/_provincia_santa_fe.htm).

Los sistemas l6ticos de esta region permiten un desarrollo importante de las
comunidades autotréficas. Las caracteristicas particulares de estos sistemas (someros
y ricos en nutrientes) favorecen el desarrollo del biofilm. Esta comunidad alcanza un
mayor desarrollo en arroyos de bajo orden siendo la principal responsable del
procesamiento de la materia organica y alcanzando biomasas que pueden ser mas
significativas que la biomasa planctonica (Pusch et al., 1998).

El Biofiilm es una comunidad que se compone de una matriz de
mucopolisacaridos que contiene bacterias, algas, hongos, protozoos y pequefos

invertebrados. En general, esta matriz puede alcanzar un grosor de entre 100 micras y
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unos pocos milimetros (Figura 2). Por su actividad, el biofilm constituye un auténtico
microsistema en el cual las algas absorben nutrientes inorganicos y emplean la energia
solar, mientras que los heterotrofos aprovechan la materia organica disuelta, asi como
los excedentes sintetizados por los productores primarios vecinos (Licursi, 2005).
Numerosos autores han destacado el rol de esta comunidad relacionado a la absorcion
y retencion de materia organica particulada y disuelta (Lock, 1981; Battin et al., 2003),
concentracién de nutrientes e intercambio de iones (Hamilton, 1987; Freeman & Lock,
1995), proteccidn fisica contra la erosion (Lock, 1993), estabilizacion del sedimento
(Yallop et al., 2000), adsorciéon de quimicos y contaminantes como metales (Shorer &
Eisele, 1997) y fuente de alimento para una gran cantidad de organismos (Stevenson,
1996).
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Figura 2. Esquema representativo de la estructura del biofilm (Extraido de Sabater et al., 1993).

Por sus propiedades y su inmediata interaccion con los componentes disueltos,
el biofilm es utilizado como bioindicador en rios y arroyos, respondiendo tempranamente
a perturbaciones como incremento de nutrientes, materia organica y toxicos. A su vez,
integra los efectos de las condiciones ambientales durante largos periodos de tiempo,
principalmente debido a su pequeio tamafio y rapido crecimiento, la riqueza de especies
y la variacion fisiolégica de los organismos que lo componen. Por estas razones el
biofilm es frecuentemente utilizado como una herramienta de monitoreo rutinario y
“sistema de alarma temprana” (Sabater et al., 2007).

En los sistemas I6ticos del sur de la provincia de Santa Fe, el biofilm representa
una comunidad de gran relevancia con un aporte significativo en la produccion primaria,

constituyendo el soporte energético de las redes tréficas. Su importancia como recurso
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alimenticio esta relacionado con el predominio de algas que son facilmente asimilables
por consumidores primarios y que constituyen un alimento de mejor calidad que los
detritos al presentar una menor relacion carbono-nitrogeno (C:N) (Bojorge-Garcia &
Cantoral Uriza, 2016).

En este contexto, los sistemas I6ticos que rodean los campos de siembra son
frecuentemente afectados ya que reciben por escorrentia, deriva de pulverizaciéon o
rociado directo, distintos agroquimicos como fertilizantes, insecticidas, herbicidas y sus
metabolitos (Etchegoyen et al., 2017; Gagneten et al., 2020). Entre los efectos que
habitualmente se evidencian se pueden mencionar aumentos de nutrientes, sedimentos
y herbicidas, principalmente luego de un periodo de aplicacion y posteriores lluvias
fuertes y torrenciales, afectando a las comunidades acuaticas, organismos no blanco de
estos agroquimicos (Magbanua, 2012; lturburu et al., 2019; Frau et al., 2020).

Existen diversos antecedentes que documentan los efectos de los herbicidas
sobre organismos acuaticos no blanco como anfibios (Lajmanovich et al.,, 2011;
Lajmanovich et al., 2019), microalgas de rio (Dorigo et al., 2004), microalgas de estuario
(DelLorenzo et al., 2004), microalgas y animales (Relyea, 2005), comunidad microbiana
(Pérez et al., 2007; Vera et al., 2012), comunidad plancténica (Reno et al., 2014), algas
del fitoplancton y/o perifiton (Kish, 2006; Qian et al., 2008; Debenest et al., 2009; Larras
et al., 2013; Esperanza et al., 2016; Reno et al., 2016; Lozano et al., 2018), microalgas
y microcrustaceos (Reno et al.,, 2015; Reno, 2017) y diversos organismos acuaticos
(Zirena Vilca et al., 2018).

En la provincia de Santa Fe son aun incipientes los estudios sobre organismos
no blanco, particularmente sobre las comunidades algales. En este contexto, cobra
relevancia el estudio de la comunidad del biofilm y su potencial como bioindicador del

impacto de agroquimicos en los sistemas l6ticos de la regién.

Hipétesis:

La presencia de agroquimicos (herbicidas y fertilizantes) en los sistemas
acuaticos, relacionada a la actividad agricola, afectan negativamente al biofilm
desarrollado sobre el lecho de estos cuerpos de agua. Estos efectos se ven reflejados
en cambios a nivel comunitario (empobrecimiento de la diversidad, cambios en la
proporcion de grupos predominantes, cambios en la biomasa y productividad del biofilm)
conduciendo a la simplificacion de la estructura de la comunidad.

La adicion individual o simultanea de herbicidas y nutrientes produce respuestas

diferenciales en el biofilm.
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Objetivo general:
El objetivo de esta tesina fue evaluar el impacto de agroquimicos (fertilizantes y
herbicidas) que alcanzan los cuerpos de agua de zonas de actividad agricola, utilizando

el biofilm epipélico como bioindicador.

Objetivos especificos:

1) Identificar los principales factores de estrés sobre el biofilm epipélico de sistemas

I6ticos de la provincia de Santa Fe sometidos a la actividad agricola (Capitulo 1).

2) Evaluar experimentalmente las relaciones causa-efecto de la adicién individual y
simultanea de glifosato y atrazina (herbicidas ampliamente utilizados en la regién) y

nutrientes sobre la comunidad del biofilm (Capitulo 2).

Cabe destacar que, si bien el objetivo general de este trabajo se enfocé en evaluar el
impacto de los agroquimicos sobre el biofilm de sistemas Ioticos de la provincia de Santa
Fe, en el capitulo 1 se incluye un analisis de las concentraciones de metales y arsénico
registradas en estos sistemas. Fundamenta dicha inclusion, la necesidad de ampliar la
informacién sobre la presencia de otros toxicos de origen natural (arsénico) y antropico

(metales) que posiblemente impactan en las distintas comunidades acuaticas.
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Il. CAPITULO 1: ESTUDIOS EN CAMPO

1. Metodologia

1.1 Diseno metodoldgico v area de estudio

Se analizaron muestras de biofilm epipélico (sobre sedimento) colectadas en 7
sistemas loticos (S1 — S7) localizados en el centro sur de la provincia de Santa Fe, entre
las localidades de Santa Fe y Rosario (Figura 3 y 4, Tabla 1), sometidos a actividad

agricola intensiva.

Figura 3. Ubicacion de los sitios de muestreo (S1-S7) seleccionados en los estudios realizados a campo.

Se realizaron dos muestreos en cada sistema acuatico, uno en el mes de
noviembre de 2016 (periodo de alta aplicacion de herbicidas y fertilizantes) y otro en el
mes de abril de 2017 (periodo de baja aplicacion) en el marco del Proyecto ASACTEI
2010-045-16. Los periodos de alta y baja aplicacion se determinaron teniendo en cuenta
las fases de pre-siembra, post-siembra y cosecha, utilizando informacioén del calendario
agricola de la provincia de Santa Fe (INTA) y otorgada por ingenieros agrénomos que
realizan actividades en la zona de estudio. Los campos que rodean los sitios
seleccionados para el muestreo presentan diversos cultivos, entre ellos podemos
nombrar soja, como el principal, seguido por trigo, cebada, sorgo, girasol, maiz, entre
otros. La planificacion de cada afio estima que entre los meses de junio y julio se realiza
la siembra de los cultivos invernales (entre ellos trigo y cebada) con aplicaciones pre-
siembra de glifosato, 2-4 D, entre otros, y refertilizacién nitrogenada post-siembra con

urea (dosis aproximada: 140-190 kg/ha). En estos meses también se realizan los
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trabajos de barbechos quimicos para preparar los lotes a emplear en los cultivos
estivales donde estan previstas las aplicaciones de glifosato, coadyuvantes,
cipermetrina, atrazina, entre otros. Luego, en los meses de noviembre y diciembre se
realiza la cosecha de los cultivos invernales y se procede a sembrar la soja de primera
(en los lotes libres barbechados en invierno) y de segunda (sobre el rastrojo del trigo o
la cebada). Entre la siembra y cosecha de la soja se llevan a cabo dos aplicaciones
planificadas de glifosato junto con coadyuvantes, la primera a fines de noviembre o fines
de diciembre con la soja ya emergida (dosis aproximada: 2,5 I/ha de glifosato y 100
cm®ha de coadyuvantes), y la segunda, a fines de enero, principio de febrero (dosis
aproximada: 2 I/ha de glifosato y 150 cm®ha de coadyuvantes). También, en este
periodo entre la siembra y la cosecha se pueden llevar a cabo ocasionales aplicaciones
de fertilizantes foliares. Estos cultivos de soja se cosechan en los meses de marzo, abril
y mayo. Segun la informacién obtenida en dichos meses de cosecha no suelen
realizarse aplicaciones de glifosato y atrazina. Esta informacion nos permite definir los
meses de noviembre-diciembre como periodo de alta aplicacién de dichos agroquimicos
(herbicidas y fertilizantes), esperando registrarse concentraciones mayores al periodo
contrastante, marzo-abril-mayo, periodo de baja aplicacion.

En dichas oportunidades, se midieron parametros fisico-quimicos in situ y se
colectaron muestras por triplicado de biofilm epipélico, de agua para la determinacion
de nutrientes, demanda biolégica de oxigeno (DBOs) y demanda quimica de oxigeno
(DQO) y de muestras de agua y sedimento para la determinacién de arsénico (As),

metales, herbicidas y sus metabolitos de degradacion.

Tabla 1. Sitios de muestreos (S1-S7) con sus coordenadas y referencias correspondientes.

Sitio Coordenadas Referencia en Google Earth
S1 | 31°54'36.9"S 61°08'48.1"O | Arroyo Colastiné y RP 6
S2 | 32°04'52.2"S 61°34'10.6"0 | RN 34 km 126, Cafiada Rosquin
S3 | 32°09'37.8"S 61°31'10.3"0 | RN 34 km 115, Las Bandurrias
S4 | 32°19'55.4"S 61°23'18.9"0 | Rio Bajo Las Turbias y RN 34
S5 | 32°26'27.5"S 61°18'14.4"0 | Rio Bajo Las Estacas y RN 34
S6 | 32°43'05.5"S 61°00'46.5"0 | Rio Carcarafida y RN 34
S7 | 33°01'47.3"S 60°40'51.6"0 | Rio Saladillo y RN 18
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Sitios de muestreo

Sitio 1 - A. Colastiné

Sitio 2 - Canada
Rosquin

Sitio 3 - Las
Bandurrias

Sitio 4 - R. B.
Las Turbias

Sitio 5- R. B.
Las estacas

Sitio 7- R.
Saladillo

Figura 4. Imagenes relevadas de cada sitio de muestreo (S1-S7). Provincia de Santa Fe, Argentina.

Sitio 6 - R. Carcarana
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1.2 Obtencion de muestras vy registro de parametros fisico-quimicos

1.2.1 Parametros fisico-quimicos
A) Determinaciones en campo
Para la medicién de parametros fisico-quimicos in situ se empled una sonda
multiparamétrica HACH, modelo HQ40D. Se midi6 la temperatura del agua (°C), el pH,
la conductividad (mS/cm) y el oxigeno disuelto (%). También se determind la
transparencia con el disco de Secchi (cm). Finalmente, se midié la velocidad de la
corriente (cm/s) mediante un correntdmetro en tres puntos de distintas profundidades.
Con la medida de la anchura humeda del cauce y la velocidad de la corriente se calculo

el caudal de cada arroyo (m?/s).

B) Nutrientes y demandas de oxigeno

Se tomaron muestras de agua para la estimacion de la concentracién de fésforo
reactivo soluble (PRS), nitritos-nitratos (N-NO2-+ N-NO3-) y amonio (N-NH4"); las formas
de nitrogeno inorganico disuelto fueron sumadas y expresadas como NID. Se colectaron
también muestras de agua para la estimacion de la DBOs y DQO.

Las determinaciones de estos parametros fueron realizadas por personal del
Instituto Nacional de Limnologia ‘INALI’ en el laboratorio de quimica de dicha institucion.

Para la determinacion de nutrientes se emplearon los siguientes métodos: el
PRS se analiz6 siguiendo el método del acido ascérbico (Murphy & Riley, 1962), nitrito
+ nitrato (NO2~+ NO3-) mediante la reduccién de N- NOs- con sulfato de hidrazina y la
posterior determinacion colorimétrica de N-NOz- (Hilton & Rigg, 1983), y amonio (N-
NH4") por el método del azul de indofenol (Koroleff, 1970).

La medicion de la DBOs se realiz6 utilizando una sonda HACH, modelo LBOD
10101, midiendo el consumo de oxigeno durante la incubacion (5 dias a 20 °C)
calculando la diferencia entre los valores iniciales y finales, diluyendo la muestra cuando
fuera necesario. Para la DQO las muestras fueron digeridas por dos horas a 150 °C con
dicromato de potasio (K:Cr.0O7) en medio acido. La determinacion colorimétrica fue

llevada a cabo a 420 nm.

C) Herbicidas, arsénico y metales
Se tomaron muestras de agua y sedimento para la realizacion de screening de
plaguicidas (en recipientes de vidrio color ambar), determinacion de glifosato y AMPA
(en recipientes de plastico opacos), determinacién de As y metales: cobre (Cu), plomo

(Pb) y cromo (Cr) (en recipientes plasticos).
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El screening de plaguicidas en agua se realizd mediante SPE C18,
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masa y Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masa en tandem (LC-MS/MS + GC-MS/MS). Por su parte
el screening en sedimento se llevd a cabo por medio de Extraccion en Fase Sélida
QUEChERS vy, también, LC-MS/MS + GC-MS/MS. Ambos screenings se realizaron en
el laboratorio del PRINARC (Programa de Investigacion y Analisis de Residuos y
Contaminantes Quimicos, Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional del
Litoral).

Las determinaciones analiticas del glifosato y su producto de degradacion
(AMPA) fueron realizadas en el Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria
Quimica (INTEC | CONICET-UNL, Santa Fe), mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC), empleando un cromatografo Dionex (DX-100 ion). El limite de
cuantificacién y deteccion del equipo utilizado fue de 12 ug/l y 4 ug/l, respectivamente
para el glifosato y de 6 pg/l y 2 ug/l para el AMPA.

Las muestras para la estimacion de la concentracién de metales en agua (sin
filtrar) y sedimentos, fueron digeridas en el INTEC | (CONICET-UNL) y analizadas por
espectrofotometria de absorcion atémica de acuerdo con las indicaciones de EPA
(1994), usando técnicas estandarizadas para la calibracion (Equipo Perkin Elmer,

modelo PE 8000, equipado con horno de grafito).

1.2.2 Biofilm

Para la colecta de muestras de biofilm se seleccionaron zonas poco profundas
(aprox. 20 cm) del margen de los sistemas acuaticos, en las que no se evidenciaran
disturbios recientes y que presentaran condiciones de penetracion de la luz hasta el
fondo. Las muestras se colectaron empleando un aspirador con una superficie muestral
de aproximadamente 1 cm? (Figura 5), extrayendo los primeros 5-10 mm de la capa
superficial del sedimento fino, considerada como la porcidn fotosintéticamente activa (3
réplicas por sitio). Cada réplica estuvo integrada por 5 unidades muestrales de 1 cm? de

superficie del sedimento del sitio.
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Figura 5. Detalle del aspirador utilizado para colectar biofilm desarrollado sobre sedimentos finos.

Las muestras destinadas al analisis de la composicion de biofilm fueron fijadas
con formol al 4%. El resto de las muestras fueron conservadas en frio hasta su

procesamiento en laboratorio.

A) Clorofila “a”

Para la determinacion de clorofila “a” en las muestras de biofilm se sigui6 la
metodologia de APHA (2017). Esta consistié en sonicar las muestras en un lavador
ultrasonico (Testlab TBO2TACA) durante 2 minutos para facilitar el desprendimiento de
los especimenes adheridos a los mismos, repitiendo este procedimiento tres veces. El
sobrenadante fue filtrado con un filtro Whatman GF/F (Gomez et al., 2009)

Los filtros fueron almacenados en sobres de papel aluminio en freezer hasta su
posterior procesamiento. La extraccién de la clorofila se realizé utilizando acetona (90%)
a través de maceracion leve y posterior almacenamiento en oscuridad a 4 °C durante
un maximo de 24h. Posteriormente, los extractos fueron clarificados y medidos con un
espectrofotometro en 664 nmy 750 nm y a 665 nmy 750 nm después de la acidificacion
con HCI 0.1N (APHA, 2017).

Para el calculo de la clorofila “a” (expresada en mg/m?) se utilizo la siguiente ecuacion
(Gomez et al., 2009):

11,4 (DO664 AA — DO750 AA) XV
LxS§

mg
Chla (W) =
donde

DO: la densidad 6ptica obtenida para la longitud de onda sefalada,

AA: antes de acidificar,
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V: volumen del extracto (ml),
L: longitud de la cubeta del espectrofotometro (m), y

S: superficie de sustrato muestreado (m?).

B) Densidad y Composicion

Para el recuento de grandes grupos del biofilm, se utilizé una camara de Sedgwick-
Rafter y se realizd la observacién a 400X en un microscopio invertido Nikon (Eclipse
TS100). Para realizar el recuento las muestras fueron diluidas teniendo en cuenta la
concentracién de organismos y sedimentos presentes en cada una.

Las abundancias absolutas obtenidas de los recuentos de la composicion del biofilm
fueron volcadas en planillas de Excel. A partir de la abundancia absoluta de cada
organismo se estimd su densidad por cm? de sustrato muestreado, aplicando la

siguiente férmula:
Norgx X FD X V;
V. X Sup.

Densi dador gani smox (cm?) =

donde
Norgx: numero contado del organismo X,
FD: factor de dilucion de la muestra utilizado,
Vt. volumen total de la muestra (ml),
Ve: volumen de la camara contado (ml), y

Sup.: area de sustrato muestreado (cm?).

Para la identificacion taxonémica de los organismos se utilizd la siguiente
bibliografia: Bourrelly (1966, 1968); Pestalozzi (1983); Streble & Krauter (1987); Cox
(1996); Komarek & Anagnostidis (1999, 2005); Biggs (2000); Komarek (2013).

C) indice de diversidad y riqueza
Con los datos obtenidos de la composicion del biofilm se calcularon los valores
de riqueza especifica y el indice de diversidad de Shannon- Wiener (H’). La riqueza
especifica es el numero de especies observado en cada muestra. El indice de diversidad
de Shannon (Shannon & Weaver, 1949) expresa la riqueza de especies y como se
distribuyen las abundancias entre las especies. Ambos valores se calcularon utilizando
el software Past v. 3.26b. La formula utilizada para calcular la diversidad de Shannon

es:

s
H' = Z pi L npi
i=1
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donde
S: riqueza de especies,

pi: abundancia relativa de la especie i.

1.3 Analisis estadistico

Los datos analizados fueron de caracter cuantitativo. Se establecieron relaciones
entre las variables de ambos muestreos utilizando correlaciones multiples. Para ello se
realizé una matriz de correlacion utilizando el coeficiente de Pearson. En dicha matriz
se obtiene el Coeficiente de Correlacion (r) entre una variable X y una variable Y
(correlacion lineal). El valor de r varia desde -1 a 1, éste nos indica la intensidad y
direccion de la relacion. Cuanto mas cercano a 1 o -1, mas fuerte es la relacion,
pudiendo ser directa (+) o inversa (-). Para aplicar estos analisis, primero se comprobé
si la distribucion de los datos era normal mediante el test de Shapiro-Wilk y se aplico la
transformacion log (x+1) en los casos que no cumplian este requisito.

Luego se aplico el test de correlacion de Pearson para conocer si las relaciones
eran estadisticamente significativas. Hipotesis nula (HO): el coeficiente de correlacion
poblacional (p) es igual a cero (lo que implica que NO hay correlaciéon significativa).
Mediante el valor de p evaluamos si se rechaza o no HO. Los diferentes andlisis se
llevaron a cabo en el software IBM® SPSS® Statistics v. 25.

2. Resultados

2.1 Parametros fisico-quimicos

En las tablas 2 y 3 se presentan las variables fisico-quimicas y las
concentraciones de plaguicidas, metales y As registradas en los dos muestreos. En el
muestreo realizado en noviembre de 2016 (muestreo 1) se observaron las mayores
temperaturas, los mayores valores de conductividad, de oxigeno disuelto, de pH, asi
como las mayores concentraciones de amonio, atrazina, As, Pb y Cu en agua y en
sedimento. En tanto que durante el muestreo realizado en abril de 2017 (muestreo 2) se
registraron los mayores valores de DBOs, DQO y PRS y las mayores concentraciones
de Cr en agua.

Cabe destacar que las condiciones climaticas para ambos muestreos fueron de
distinta indole. La zona de muestreo presentdé en el mes de noviembre de 2016
(muestreo 1) un nivel de precipitaciones acumuladas de 19 mm, mientras que el mes de
abril de 2017 (muestreo 2) de 58,87 mm (INTA).
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Tabla 2. Parametros fisico-quimicos.

M1 M2

S1 | s2 | s3] s4 | s5 | s6 | s7 | s1 | s2 | s3 [ s4|s5]|se| s7
Temp. | 16 1265|279 283 275 |271| 27 |17.9| 179 | 189 | 202|193 | 19 |12,8*
Cond. | 7 | 59 93| 28 | 31 |24 |42 19| 1* |34 |25|17|33]| 15
OD | 4g 6| 174 | 223 2615 132 |116,1]171,9]82.4 | 117,7 [107.4[109.3101,9/108,6| 89,2
DBOs | 37| g |54 |106| 64 |64 71|16 | 4 10| 4| 5 | 10 |17
DQO

32 13 | 40 o* 11 51| 18 | 41 27 29 16 | 34 | 25 40

pH 7,7 8 |85 | 86 8,3 85 87|65 | 65 |69 |68 |68 |67 | 83
Secchi | 11* | 54 | 49 | 61* 37 14 | 256 | 20 36 20 |33,66] 20 |11,33| 20

Caudal | 91 |03 | 06 | 0,8 1.1 24 | 59 (12,5 1,0 09 |23 64|09 | SD

Velocidad 42,4 (14,1*121,0| 31,5 | 32,8 [96,1**| 42,2 | 35,7 | 31,4 | 21,2 |47,4 |69,4 |53,7| 35

PRS 697** | 46,2 |148,4| 10,1* | 176,6 [291,8/254,4| 313 | 211,4 | 150,8 |228,1|292,4|261,2|437,4

NID 1040,1/298,9|860,8| 36,3* [2320,6*%597,2|1774,5[333,1| 850,3 [1081,9/385,2|708,5|538,9(1163,6

Nitrato |887,9|258,5/810,5| 12* 2151,1**521,6| 1734 |333,1| 401,4 | 895 |373,7|679,2|512,5| 1130

Amonio |152,1|40,3 | 50,3 | 24,3 | 169,56 | 75,6 | 40,6 | 0* |448,9**|186,9|11,5|29,3 |26,4 | 33,6

M1: muestreo 1 (noviembre 2016), M2: muestreo 2 (abril 2017). S1— S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 3, sitio 4, sitio 5,
sitio 6, sitio 7. Temp. (°C): temperatura, Cond. (mS/cm): conductividad, OD (%): oxigeno disuelto, DBOs (mg/l): prueba
de demanda bioquimica de oxigeno de 5 dias, DQO (mg/l): demanda quimica de oxigeno, Secchi (cm), Caudal (m%s),
Velocidad (cm/s), PRS (ug/l): fésforo reactivo soluble, NID (ug/l): nitrégeno inorganico disuelto, Nitrato (expresado
como N-NQO3zug/l), Amonio (expresado como N-NH4* ug/l). *Valores minimos y **maximos.
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Tabla 3. Concentraciones de plaguicidas, metales y As.

MA M2
S1 | s2 [s3|sa|s5| s6 [S7|S1] s2 | s3 | s4 | s5][se6]| s7
AMPA-Agua | SD | SD |SD|sSD|sD| SD |SD [1,53| 1,68 | 1,87 | 1,46 |1,21%[1,64|2,71*
AMPA-Sed. | SD | SD |SD|SD|SD| SD |SD |6,08| 497 |6,28|1,99*5,75 |218| 5,19
Glifosato-Agua| ND | ND |ND |ND |ND| ND |[ND|[ND| ND | ND | ND | ND |ND | ND
Glifosato-Sed. | ND | ND |ND |ND|ND| ND |[ND|ND| ND | ND | ND | ND |ND | ND
Atrazina-Agua | 44 | 3 | 4 | 3 |18 | 12 [ 1 |1 | 1+ | 1 | 1| 1+ | 2| 1
cyp"x’;l:':z°'e' <0,1 | <0,1 [<0,1|<0,1/<0,1|0,1** [<0,1|ND| ND | ND | ND | ND [ND | ND
Cr-Agua 15 | 58+ | 03(00*/09| 01 |04|26| 06 | 3213|2656 36
Cr-Sed. 33,3 | 29,8 |37,7(29,6|27,1| 24,3 [20,9|15,0|124,5*|121,2| 15,9 | 20,7 [19,1] 14,0*
As-Agua 99 | 86 [11,2(10,7/11,8(48,2*(258| 41| 50 | 49 | 58 | 4,0* [18,2] 11,5
As-Sed. 7,6 | 17,0 |14,6(11,9(11,5| 11,8 [11,3[ 34 | 33 | 47 | 47 | 42 [3,0°| 43
Cu-Agua |38%| 08 [10|14 13| 07 |11|11] 04 | 1,1 |02*| 03 |07 | 08
Cu-Sed. 31 | 45 [39(31|37] 22 [32]13| 16 | 24 |16 | 15 (05| 16
Pb-Agua  |20,1*| 2,2 |0,0*|0,0*|0,0*| 0,0* 00| 12| 01 | 08 | 00|00 |11 12
Pb-Sed. 21,3 [100,5*|24,9|18,3|47,2| 7,3 |24,8[11,5| 125 | 11,9 | 124 | 13,6 |2.4*| 124

M1: muestreo 1 (noviembre 2016), M2: muestreo 2 (abril 2017). S1— S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio
6, sitio 7. AMPA- Agua (ug/l): AMPA en agua, AMPA-Sed. (ug /kg): AMPA en sedimento, Atrazina (ug/l), Cyproconazole-
Agua (ug/l): Cyproconazole en agua, Cr-Agua (ug/l): cromo en agua, Cr- Sed. (ug/g): cromo en sedimento, Pb-Agua (ug/l):
plomo en agua, Pb-Sed. (ug/g): plomo en sedimento, Cu-Agua (ug/l): cobre en agua, Cu-Sed. (ug/g): cobre en sedimento,
As-Agua (ug/l): arsénico en agua, As-Sed. (ug/g): arsénico en sedimento. SD: Sin Dato, ND: No Detectable. En negrita
se sefialan los valores que superan los niveles guias canadienses para la proteccion de la biota acuatica (NGC). Limite
de cuantificacion: Atrazina 1 ug/l, Cyproconazole 0,1 ug/l, Glifosato: 12 ug/l, AMPA: 6 ug/l. Limite de deteccién: Atrazina
0,3 ug/l, Cyproconazole 0,03 ug/l, Glifosato 4 ug/l, AMPA 2 ug/l. *Valores minimos y **maximos.

Las determinaciones de glifosato en ambas ocasiones y en todos los sitios

resultaron por debajo del limite de deteccidn del equipo utilizado (4 pg/L). Su metabolito

(AMPA) fue cuantificado en el agua y en los sedimentos de todos los sitios estudiados

durante el segundo muestreo. Los registros de atrazina en agua superaron los niveles

guia canadienses (NGC) establecidos para la protecciéon de la biota acuatica (Canadian

Water Quality Guidelines, 2008) en el 86% y 14% de las muestras durante el primer y

segundo muestreo respectivamente. También el cyproconazole fue registrado en todos

los sitios durante el primer muestreo (Tabla 3).

M. Florencia Bodean

19




También las concentraciones de metales y el As registradas en ambos
muestreos fueron comparadas con los NGC establecidos para la proteccion de la biota
acuatica (Canadian Water Quality Guidelines, 2008) (Tabla 4). En el primer muestreo,
las concentraciones de As en agua y sedimento superaron los NGC en el 100% de las
muestras, el 29% para el Pb en agua y sedimento, y el 14% para Cu en agua y Cr en
agua y en sedimento. En ninguno de los sitios el Cu en sedimento superé el NGC. En
el caso del segundo muestreo, en el 71% de las muestras las concentraciones de Cu en
agua superaron los NGC, seguido por el 43% para As en agua y por el 29% para Cu en
sedimento. Cabe resaltar que S1 y S2 fueron los que presentaron mayores

concentraciones de metales en ambas matrices.

Tabla 4. Niveles guias canadienses propuestos para la proteccién de la biota acuatica.

NGC

Agua | Sedimento

PLAGUICIDAS
(nall) | (pgl9)
Glifosato 65 —
Atrazina 2 -

Cyproconazole -- -
Agua | Sedimento

WETALESYAS  |an)| (uglg)
Cr 2 37,3
Cu 2 35,7
Pb 2 35
As 5 59

NGC: niveles guias canadienses propuestos para la proteccién de la biota acuatica. Valores expresados
para sedimentos y muestras de agua supetrficial sin filtrar para glifosato, atrazina, cyproconazole, metales
y As seguin Canadian Water Quality Guidelines (1997, 2008).

2.2 Biofilm

A) Clorofila “a”

Las mayores concentraciones de clorofila “a” del biofilm fueron registradas en
todos los sitios durante el primer muestreo (min.: 12,5; max.: 114,6 mg/m?), presentando
en el segundo muestreo valores de un orden de magnitud inferior (min.:1,1; max.:11,5
mg/m?). Ademas, se observaron los mayores valores para ambos muestreos en los sitios
S3y S7 (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de clorofila “a” del biofilm epipélico.

. Clorofila “a” (mg/m?)
Sitios

M1 M2
S1 32,2 1,9
S2 25,9 3.4
S3 73,9 11,5
sS4 31,1 3,5
S5 344 1,6
S6 12,5 1,1*
S7 114,6** 6,4

M1: muestreo 1 (noviembre 2016), M2: muestreo 2 (abril 2017). S1 — S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 4, sitio
5, sitio 6, sitio 7. *Valores minimos y **maximos.

B) Densidad y Composicion
Coincidentemente con los valores registrados de clorofila, el analisis
microscopico permitid advertir que en el primer muestreo hubo un mayor desarrollo del
biofilm epipélico reflejado por mayores valores de densidad de organismos (min.:
3,10E*%*; max.: 3,40E*%" ind./cm?), presentando densidades de un orden de magnitud
inferior en el segundo muestreo (min.: 3,50E*%; max.: 2,90E*% ind./cm?). Cabe destacar
que en ambas oportunidades las mayores densidades se registraron en los sitios S3,

S7 y S2, mientras que las minimas fueron observadas en los sitios S5y S6 (Figura 6).

Densidades Totales M1y M2

20000000
17500000
15000000
12500000
10000000

7500000

5000000

Densidad (ind/ cm?)

2500000

0
S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Muestreo 1 Muestreo 2

Densidades totales Autétrofos B Densidades totales Heterétrofos

Figura 6. Densidades totales de Biofilm (ind./cm?) (incluyendo organismos autétrofos y heterétrofos)
registradas en el muestreo 1 ‘M1” (noviembre 2016) y muestreo 2 "M2" (abril 2017). S1 — S7: sitio 1, sitio 2,
sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio 6, sitio 7.

El biofilm epipélico de todos los sitios estuvo dominado por Bacillariophyceae,
representando mas del 90% del ensamble en ambos muestreos. EI grupo

Chlorophyceae estuvo mayormente representado en los sitios S6 y S7 (muestreo 1) y
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S1 y S5 (muestreo 2) pero en ningun caso super6 el 5-10%. El resto de los grupos

estuvieron escasamente representados, sin superar el 2,5% (Figuras 7 y 8).

Proporcion relativa M1

100% — —— — — _— o —
X
< 80%
>
'_
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&
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S
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S 20%
(@]
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0%
s1 s2 s3 s4 S5 s6 57

Bacillariophyceae m Chlorophyceae M Cyanobacteria M Euglenophyceae
Hm Copepoda Brachiopoda m Xanthophyceae

Figura 7. Proporcion relativa (%) de grandes grupos en M 1: muestreo 1 (noviembre 2016). S1 — S7: sitio
1, sitio 2, sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio 6, sitio 7.
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Figura 8. Proporcion relativa (%) de grandes grupos en M2: muestreo 2 (abril 2017). S1 — S7: sitio 1, sitio

2, sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio 6, sitio 7.

Dado el marcado predominio de Bacillariophyceae en el biofilm epipélico, en las
figuras 9 y 10, éstas fueron excluidas para poder apreciar las densidades observadas

del resto de los grupos en ambos muestreos.
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Figura 9. Densidades (ind./cm?) para los grandes grupos, exceptuando Bacillariophyceae en el muestreo 1
(noviembre 2016). S1— S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio 6, sitio 7.

Densidades M2

(sin Bacillariophyceae)
20000

15000
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B Chlorophyceae Cyanobacteria M Rotifera M Copepoda

Figura 10. Densidades (ind./cm?) para todos los grandes grupos, exceptuando Bacillariophyceae en el
muestreo 2 (abril 2017). S1— S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 4, sitio 5, sitio 6, sitio 7.

C) Indice de diversidad y riqueza

En la tabla 6 se expresa la riqueza (S) y el indice de diversidad de Shannon - Wiener
(H’) obtenidos para cada sitio en ambos muestreos. Se puede observar que la S fue
superior en la mayoria de los sitios durante el segundo muestreo. A su vez, el H’ se
comporté de manera similar, tomando valores mayores en el segundo muestreo. Los
valores de H’ variaron entre 0,03 y 0,6 en ambos muestreos, alcanzando los valores
mas altos en los sitios que también presentaron valores de S altos (S6 en M1; S1y S5
en M2).
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Tabla 6. Riqueza (S) e indice de diversidad de Shannon- Wiener (H’).

. . Diversidad
Muestreo | Sitios | Riqueza de Shannon
S1 7 0,1
S2 9 0.1
S3 6 0,03*
= sS4 6 0,03*
s5 | 5 0,03*
s6 | 17+ 0,6™
S7 9 0,2
s1 9 0,6
S2 7 0,2
S3 10 0,2
N S4 12** 0,2
E 3
S5 | 12+ 0,5
S6 5 01"
s7 12** 0,2

M1: muestreo 1 (noviembre 2016), M2: muestreo 2 (abril 2017). S1 — S7: sitio 1, sitio 2, sitio 3, sitio 4, sitio
5, sitio 6, sitio 7. *Valores minimos y **maximos.

2.3 Relaciones entre las variables ambientales vy del biofilm

En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos en las correlaciones de
Pearson con un nivel de significancia menor a 0,05. Cabe destacar que en estos andlisis
fueron excluidos aquellos grupos que no superaron el 1% de representacion en el biofilm
como Copepoda, Brachiopoda, Rotifera, Euglenophyceae y Xanthophyceae.

En las relaciones que muestra la tabla 7 se puede observar que la concentraciéon
de clorofila “@” se correlaciona significativamente y de manera positiva con la
temperatura, conductividad y pH, como también de manera negativa con el indice de
diversidad de Shannon-Wiener. Por su parte, la densidad de Bacillariophyceae se
correlaciona positivamente con la conductividad y la concentracién de clorofila “a”. A su
vez, la densidad de Chlorophyceae se correlaciona de manera positiva con la densidad

de Cyanobacteria.
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Tabla 7. Matriz de correlaciones con los valores de r (coeficiente de Pearson) entre las variables fisico-quimicas registradas y parametros del biofilm del muestreo 1 (noviembre 2016) y el muestreo 2 (abril 2017).

. Amo- | .. AMPA | AMPA . Cyproc. | Cr- Cr- | Pb- Pb- | Cu- | Cu- | As- | As- | Chl- | Bacillario- | Chloro- | Cyano-
s | (elieh |l R e el nio g -Agua | -Sed. . Agua | Agua | Sed. | Agua | Sed. | Agua | Sed. | Agua | Sed. a phyceae | phyceae | bacteria

Temp.

Cond.

oD

pH

Caudal

Secchi ;7927

DQO
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Temp. (°C): temperatura, Cond. (mS/cm): conductividad, OD (%): oxigeno disuelto, Caudal (m®s), Secchi (cm), DQO (mg/l): demanda quimica de oxigeno, PRS (ug/l): fésforo reactivo soluble, NID (ug/l): nitrégeno inorganico disuelto,
Amonio (expresado como N-NH," ug/l), Nitrato (expresado como N- NOs ug/l), AMPA- Agua (ug/l): AMPA en agua, AMPA-Sed. (ug /kg): AMPA en sedimento, Atrazina (ug/l), Cyproc. Agua (ug/l): Cyproconazole en agua, Cr-Agua
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agua, As-Sed. (ug/g): arsénico en sedimento, Chl-a (mg/m?): clorofila “a”. Densidades de Bacillariophyceae, Chlorophyceae y Cyanobacteria: ind./cm? S: riqueza especifica, H': Diversidad de Shannon- Wiener. ** para p<0,01; *
para p<0,05.
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3. Discusion

La frontera agropecuaria se ha expandido en gran medida en los ultimos afos.
Argentina, en 23 aiios (de 1992 a 2015), perdio 77.962 m? de superficie forestal, lo que
representa un 17 por ciento de areas de bosque nativo (Arancibia et al., 2019). Este
avance fue desencadenado principalmente por la aparicion de semillas modificadas
genéticamente y los agroquimicos que las acompanan, entre ellos herbicidas como asi
también fertilizantes.

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) ha informado que Argentina es el segundo pais en el mundo que mas herbicidas
usa por hectareas cultivadas, y el menos eficiente en la cantidad de granos que obtiene
(Regaldo et al., 2017). Adicionalmente, se sabe que entre un 20% y 30% de las dosis
aplicadas de glifosato y atrazina, los herbicidas mas utilizados en Argentina, no llegan a
las areas blanco como resultado de la deriva por aire, contribuyendo asi a la exposicion
de lugares distantes de donde se aplicaron estos herbicidas (Arancibia et al., 2019).
Entre las areas afectadas se encuentran los ambientes acuaticos que reciben
contaminacion difusa de agroquimicos aplicados en las areas de siembra, tanto por aire,
como por escorrentia e infiltracion. También podemos mencionar la contaminacién
puntual de agroquimicos y metales ocasionada, en el primer caso, por los envases de
agroquimicos desechados directamente en los cursos de agua, y en el segundo caso
por el vuelco de efluentes de origen industrial y diversos fertilizantes utilizados en
campos de siembra que contaminan con metales los suelos e indirectamente los cursos
de agua (Giuffré de Lopez Camelo et al., 1997; Marti et al., 2002; Huang & Jin, 2008).

Las comunidades que habitan estos ambientes acuaticos se han estudiado
documentando el grado en que son afectadas (Malmqvist & Rundle, 2002; Arancibia et
al., 2019) entre ellas la comunidad del biofilm (Debenest et al., 2009; Tlili et al., 2011;
Vera et al., 2012; Larras et al., 2013; Dalton et al., 2015) que integra los efectos de las
condiciones ambientales y es catalogada como “sistema de alarma temprana” (Sabater
et al., 2007).

En nuestro estudio a campo fue posible advertir que en el muestreo 1 (periodo de
alta aplicacion de agroquimicos) se registraron los mayores valores de temperatura del
agua, conductividad, oxigeno disuelto, pH y concentraciones de amonio, Cu, Pb, As,
atrazina y cyproconazole. Este muestreo se realizé en el mes de noviembre, con una
temperatura maxima promedio de 28,5 °C, en comparacion al segundo, realizado en
abril, con 24,3 °C de maxima promedio (INTA), por lo que las variaciones de temperatura
observadas se relacionan directamente con la estacionalidad.

Por otro lado, las diferencias en los valores de conductividad, asi como las

concentraciones de amonio, Pb, Cu y As estarian relacionadas con los niveles de
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precipitaciones registrados en los distintos periodos. Durante el primer muestreo, en el
que las precipitaciones registradas fueron un tercio de las correspondientes al segundo
muestreo, se observo una mayor concentracion de sustancias disueltas en agua. Esto
ya ha sido reportado para sistemas acuaticos de la region, donde los mayores registros
de conductividad coincidieron con periodos de escasas precipitaciones (Pecorari et al.,
2006; Regaldo et al., 2017). En el caso del As, cabe sefialar que se trata de un metaloide
de origen natural, y que los niveles hallados en los arroyos estudiados se encuentran
dentro de los valores reportados en otros estudios realizados en la region (Regaldo et
al., 2017).

Por su parte, los mayores valores de oxigeno disuelto y pH registrados en el
muestreo 1 coinciden con el mayor desarrollo del biofilm (maximas densidades y
mayores concentraciones de clorofila “a”). El proceso de produccion primaria
fotosintética tanto del fitoplancton como del biofilm produce un aumento del oxigeno
disuelto durante el dia (Odum, 1956), y el incremento del pH del cuerpo de agua (Elosegi
& Sabater, 2009). Por este motivo, las mayores densidades del biofilm observadas
estarian relacionadas con los mayores valores de oxigeno disuelto y con los valores de
pH alcalinos registrados.

Segun Stevenson (1996), otros factores reguladores del biofilm son la velocidad
de la corriente y las variaciones en los niveles de flujos del agua. En su trabajo el autor
concluye que las mayores biomasas del biofilm ocurren en ambientes con velocidades
intermedias. Battin et al. (2003) argumentan que bajas velocidades de la corriente
estimulan la incorporacion de nutrientes, asi como los procesos de fotosintesis,
respiraciéon y reproduccion, mientras que a mayores velocidades de la corriente se
puede producir el desprendimiento de los organismos por las fuerzas erosivas.
Numerosos estudios reportaron incrementos de la biomasa y/o productividad con
incrementos de la velocidad hasta 50 cm/s (Horner & Welch, 1981; Stevenson, 1983;
Navarro Rodriguez, 1998; Tien et al., 2009; entre otros). De acuerdo a los antecedentes
existentes, esta velocidad de la corriente pareciera ser el valor umbral ya que otros
autores (Horner & Welch, 1981; Horner et al., 1983) reportan disminucion en la biomasa
del biofilm por encima de los 51 cm/s. En nuestro estudio la velocidad de la corriente
registrada tomo valores inferiores a 50 cm/s en la mayoria de los sitios con la excepcion
de S6 (en ambos muestreos) y S5 (segundo muestreo). Sin embargo, cabe sefialar que
en lineas generales durante el segundo muestreo se registraron las mayores
velocidades de la corriente, acompafnadas por menores densidades en el biofilm.
Nuestros resultados concuerdan con lo sefalado por Stevenson (1996), quien reporta
picos de biomasa algal en sustratos naturales con velocidades de la corriente entre 10

y 20 cm/s, especialmente para comunidades algales bentdnicas dominadas por
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Bacillariophyceae que son relativamente mas susceptibles a disturbios causados por la
corriente. Mientras que en sitios con sustratos estables rocosos se desarrollan algas
filamentosas como Cladophora, que pueden persistir y verse favorecidas por el efecto
de la corriente, alcanzando importantes biomasas a mayor velocidad de la corriente. En
ambientes con sustratos inestables, las comunidades de algas bentdnicas son
frecuentemente mas vulnerables a cambios de la velocidad de la corriente (Stevenson,
1996).

De acuerdo a lo reportado por Hulme & Sheard (1999), la tendencia en las
precipitaciones anuales a nivel nacional ha demostrado un aumento del 10% por siglo,
aunque en la Pampa humeda se incrementd hasta un 15% por siglo. De acuerdo a esta
tendencia es esperable que se produzcan en estos cuerpos de agua modificaciones de
caudal o de regimenes de flujo, o la entrada de materiales por escorrentia, entre otras
consecuencias. Los aumentos esperables en la temperatura y las precipitaciones
relacionados al cambio climatico tendran una influencia directa en los sistemas I6ticos
pampeanos, incrementando la temperatura del agua y su caudal, e indirecta a través de
la escorrentia, incorporando nutrientes procedentes del lavado del suelo como asi
también materiales en suspension. En tal sentido, en el presente estudio durante el
periodo de mayores precipitaciones se registraron los mayores caudales asociados a
las mayores concentraciones de Cr en agua, PRS, DBOs y DQO. Esto estaria
relacionado al efecto de la escorrentia que genera el ingreso de materia organica y
nutrientes arrastrados hacia los cuerpos de agua. Segun Elosegi & Sabater (2009), las
modificaciones que introduce el hombre en los ecosistemas por medio de la agricultura,
el desarrollo urbano e industrial afectan las condiciones naturales de las cuencas
hidroldgicas, una de ellas es la alteracion del origen, composicion y abundancia de
materia organica que ingresa a las mismas.

En un analisis espacial de los distintos sitios estudiados se pueden diferenciar
ciertas particularidades. El S1 se caracterizé por presentar los niveles minimos de OD,
DBOs, transparencia, pH y amonio, y los valores maximos de caudal y concentraciones
de PRS, atrazina, Cu y Pb en agua. Por otro lado, el S2 present6 los valores minimos
de conductividad, pH, caudal y velocidad de la corriente y las maximas concentraciones
de amonio, Cr en agua, y As, Cu, Pb y Cr en sedimentos. El S3 se caracterizd por
presentar los valores maximos de conductividad. Por su parte, en el S4 se registraron
los niveles minimos de DQO, PRS, NID, nitratos, AMPA en sedimentos, Cry Cu en agua
y los niveles maximos de temperatura, OD y transparencia. En el S5 se observaron los
niveles maximos de NID y nitrato, como también los niveles minimos de AMPA y As en
agua. ElI S6 se caracterizé por presentar las concentraciones maximas de DQO,

velocidad de la corriente, cyproconazole y As en agua, y las minimas concentraciones

M. Florencia Bodean 28



de clorofila “a”, As, Cu y Pb en sedimentos. Por ultimo, el S7 presentd los niveles
maximos de pH, DBOs, AMPA en agua y clorofila “a”, como también niveles minimos de
temperatura y Cr en sedimentos. Por otro lado, las mayores densidades de biofilm se
observaron en S3 y S7, al igual que las mayores concentraciones de clorofila “a”. En
estos sitios también se registraron altas concentraciones de nutrientes, principalmente
de PRS y NID en S7. Estos datos adquieren importancia ya que segun Mora-Gomez et
al. (2016) los nutrientes son un recurso esencial y su disponibilidad puede determinar
cambios en la estructura y funcionamiento de las comunidades microbianas y del biofilm.

A su vez, segun Mora-Gomez et al. (2016), la intensidad luminica juega un rol
crucial para el desarrollo de la comunidad autotroéfica del biofilm. Frecuentemente se
observa una disminucion de la intensidad luminica que penetra en el cuerpo de agua a
causa de la carga de materia organica e inorganica que transporta, pudiendo ocasionar
que el biofilm sea mas delgado y con menor biomasa algal. En concordancia con lo
reportado por los autores, en los arroyos estudiados se detecté una disminucién de la
transparencia (menores valores de Secchi) en el segundo muestreo, asociada a
menores biomasas del biofilm como consecuencia del incremento del caudal. Asimismo,
se observé una correlacion negativa y significativa entre la transparencia y la
concentraciéon de PRS en agua. Cabe resaltar que en el analisis del ensamble
fitoplanctonico, cuyos muestreos fueron realizados en simultaneo con los del presente
estudio, Marchese et al. (2018) encontraron una relacién positiva y significativa entre la
clorofila “@” plancténica y las concentraciones de PRS. Esta relacion puede indicar que
la mayor disponibilidad de este nutriente favorecié el desarrollo del ensamble
fitoplanctonico. Ademas, es reconocido que la abundancia de fitoplancton puede afectar
la cantidad y calidad de la luz que llega al biofilm, lo que conlleva a la existencia de una
relacion inversa entre la biomasa de las algas planctonicas y benténicas (Mora-Gémez
et al., 2016). Es asi que la disminucion de la biomasa del biofilm observada en el
segundo muestreo podria ser explicada tanto por un aumento de la carga de materia
organica e inorganica, como asi también por un mayor desarrollo del fitoplancton, que
produjeron una disminucién en la penetracion de la luz.

Con respecto a los registros de herbicidas, no se detectd glifosato en agua y
sedimento, sin embargo, estudios realizados en la zona han reportado la presencia de
este herbicida en los cuerpos de agua en concentraciones de hasta 0,7 ug/l (Ronco et
al., 2016) y en aguas de lluvia por escorrentia de hasta 67,28 ug/l (Alonso et al., 2018).
Cabe destacar que, en el presente trabajo, el limite de deteccion del equipo utilizado
para el analisis de glifosato en agua fue de 4 ug/l, por lo tanto, si hubiera
concentraciones inferiores a este valor en los sistemas estudiados éstas no fueron

detectadas. El metabolito de degradacion AMPA, sélo se midié en el segundo muestreo,
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las concentraciones maximas fueron 2,71 ug/l en agua y 6,28 ug/kg en sedimento, sin
embargo, en otros estudios en el centro-norte de la provincia se detectaron hasta 4 pg/l
y 60,7 pg/kg, respectivamente (Méndez, 2019). Cabe mencionar que no existen niveles
guias para la proteccion de la biota de agua dulce de este metabolito tanto en agua
como en sedimento.

Las concentraciones de atrazina presentaron los valores mas altos en el primer
muestreo, hecho que se relaciona con un periodo de alta aplicacién de agroquimicos en
los suelos que son preparados para la siembra (INTA). El mayor valor se midié en S1
(44 ugll), superando 22 veces los niveles guia canadienses propuestos para la
proteccion de la biota acuatica (Canadian Water Quality Guidelines, 2008). La atrazina
ha sido reportada como frecuentemente detectable en aguas superficiales y
subterraneas, por su uso extensivo, vida media moderada y coeficiente de sorcién en el
suelo (De Gerénimo et al., 2014).

Las concentraciones de cyproconazole en agua fueron detectadas sélo en el
primer muestreo alcanzando el valor maximo de 0,1 ug/l en S6. En arroyos cercanos
Regaldo et al. (2018) ha documentado concentraciones de hasta 0,4 ug/l. Sin embargo,
cabe destacar que para este fungicida no existen niveles guias nacionales e
internacionales propuestos para la proteccidn de la biota acuatica, a pesar de que
Aparicio et al. (2015) reportan que fue uno de los 15 productos mas utilizados en el afio
2013 y su deteccion en cuerpos de agua de la zona es frecuente. En nuestro estudio no
se observaron correlaciones significativas entre las concentraciones de los plaguicidas
y la biomasa del biofilm.

En cuanto a las concentraciones de metales y arsénico, los valores mas altos se
registraron en los sitios S1 y S2. Regaldo et al. (2017) reportaron, para ambientes
cercanos a los analizados en esta tesina, concentraciones mas elevadas en agua que
superaron los NGC; en el caso particular del Cr y Pb en sedimento, los niveles
registrados en nuestro estudio fueron mayores a los reportados por estos autores.
Respecto al Cu en sedimento, se observd una correlacion positiva y significativa con la

wn

concentracién de clorofila “a”. En este sentido, Navarro et al. (2002) reportaron

correlaciones positivas entre la biomasa algal del biofilm (clorofila “a”) y la resistencia a
la toxicidad (ECso Yy EC10) en ambientes expuestos a Cu y atrazina. Segun estos autores
y Sabater et al. (2007), esta relacién puede explicarse por la estructura del biofilm, ya
que la absorcién de metales estaria limitada por su espesor, es decir, la biomasa
acumulada, siendo los polisacaridos exudados capaces de adsorber eficientemente a
los metales, y asi reducir su penetracion en las células algales. Otros autores hallaron
resultados que indican poca o nula influencia de la atrazina sobre el biofilm (Guasch et

al., 1998; 2007; Andrus et al., 2013; Dalton et al., 2015) y también postulan una posible
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adaptacion de parte de las especies que reciben de manera continua concentraciones
de atrazina en su ambiente, remarcando la capacidad de aumentar la tolerancia de las
comunidades ante una exposicion cronica.

Por ultimo, observamos que el indice de diversidad de Shannon-Wiener se
correlacion6 de forma negativa con la clorofila “a” y que en el segundo muestreo se
registraron valores mas altos para la mayoria de los sitios en relacién al primer
muestreo, coincidiendo con los menores valores de clorofila “a”. En este sentido, dicha
relacion podria explicarse porque, si bien la dominancia de Bacillariophyceae se
presentdé en ambos muestreos, en el segundo muestreo hubo una mayor representacion
de otros grupos que se vio reflejado en una mayor equitatividad y riqueza de especies,
elevando los valores del indice a pesar de la menor biomasa de organismos. También
se destaca que los mayores valores de diversidad estuvieron asociados a los mayores
caudales registrados en el segundo muestreo, y que los mayores flujos pudieron
provocar remocion del biofilm, generando zonas de sustratos libres para la
recolonizacién en esta comunidad. Nuestros resultados son coincidentes con lo
reportado por Begon et al. (1999) que mencionan un incremento de la diversidad durante
las primeras etapas de una sucesioén caracterizada por la presencia de espacios vacios
que conllevan a la coexistencia de especies pioneras y de aquellas correspondientes a
fases intermedias de la sucesién. El andlisis de la composicion del biofilm a nivel de
grandes grupos revelé una marcada dominancia de Bacillariophyceae superando el 90%
en todos los sitios y en ambos muestreos, concordando con lo reportado por diversos
autores que mencionan que el epipelon de arroyos de la llanura Pampeana naturalmente
se encuentra dominado por este grupo (Solari & Claps, 1996; Gémez & Licursi, 2001;
Giorgi et al.,, 2005). Diversos autores han reportado la disminucién del indice de
diversidad con la polucién, otros han encontrado que la diversidad puede incrementarse,
0 que pueden existir cambios diferenciales en la diversidad dependiendo del tipo de
polucion (Stevenson & Pan, 1999).

En nuestro estudio, las Bacillariophyceae fueron dominantes en ambos
muestreos, independientemente de las concentraciones de plaguicidas registradas.
Gonzalez et al. (2019) y otros autores reportaron cambios en la composicién del biofilm
por la incidencia de glifosato, sefialando un aumento de la densidad de Cyanobacteria,
y consecuente disminucidn de Chlorophyceae y Bacillariophyceae. Por otro lado, de
acuerdo a Symoens et al. (1998) las alteraciones que pueden ocurrir en comunidades
expuestas a contaminacion son diversas y no existe una relacion simple entre la
diversidad y la contaminacion del agua.

Licursi et al. (2018) reportaron que la flora diatomolégica hallada en los sitios

estudiados en la presente tesina reflejo fielmente las condiciones ambientales de los
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mismos, presentando dominancia de especies alcaldfilas, con moderados a bajos
requerimientos de oxigeno, caracteristicas de ambientes salobres, mesosaprobicos y
eutroficos. Los mencionados autores analizaron la calidad del agua a partir del indice
de Diatomeas Pampeano (IDP) y encontraron correlaciones significativas entre este
indice con la concentracion de nitratos (+) y de atrazina (-). De acuerdo a los resultados
obtenidos, el IDP arrojé que la mayoria de los sitios analizados presentaron calidad de
agua mala (sitios con actividad agricola) y muy mala (sitio con actividad
urbana/industrial).

Finalmente, en los sitios estudiados se pudo observar una marcada diferencia
entre muestreos en los valores de biomasa del biofilm (densidad y clorofila “a”),
concentraciones de plaguicidas, nutrientes y metales. Aunque no hubo relaciones
directas y estadisticamente significativas entre estos parametros, si se identificé que el
segundo muestreo presentd menor biomasa asociada a factores mayoritariamente
relacionados con altas precipitaciones, 10 que se evidencié con el ingreso de grandes
cantidades de materia organica y PSR mediante escorrentias. Se puede afirmar que los
arroyos estudiados estan expuestos a concentraciones de plaguicidas, nutrientes y
metales relacionados con las actividades antropicas de la regién y que en muchas
ocasiones superaron los niveles guias propuestos para la proteccién de la biota
acuatica, poniendo en riesgo la vida de los organismos acuaticos, incluyendo la del
hombre. En base a los resultados obtenidos, consideramos necesario profundizar estos
estudios, comparando varios periodos sucesivos de baja y alta aplicacion, lo que podria
aportar mas informacion sobre la dinamica de la estructura de la comunidad del biofilm
en estos arroyos, y de ese modo, obtener mayores herramientas para comprender el
impacto de los agroquimicos en los sistemas acuaticos. A su vez, resulta necesario
complementar los estudios realizados a escala de campo con ensayos experimentales
en laboratorio bajo condiciones controladas, con el fin de obtener informacién sobre las
posibles relaciones causa-efecto de los agroquimicos sobre el biofilm. Esto es abordado

en el capitulo 2 de la presente tesina.
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ll. CAPITULO 2: ESTUDIOS EXPERIMENTALES

1. Metodologia

Con el fin de evaluar el posible efecto de sustancias téxicas sobre una
determinada comunidad u organismo suelen utilizarse estudios experimentales a escala
de micro y mesocosmos. Estos estudios son una herramienta que complementan las
observaciones realizadas en campo, permitiendo determinar relaciones causa-efecto.
Por medio de estas instancias experimentales se puede estudiar la comunidad con una
menor variabilidad ambiental y, al mismo tiempo, permite aumentar la replicacion,
asegurando una mayor fuerza estadistica de las observaciones. Los microcosmos son
experimentos de menor escala que los mesocosmos, con sistemas mas simples que
permiten variar algunas condiciones experimentales y controlar las condiciones
ambientales (Sabater & Borrego, 2015). En este capitulo se desarrollara el estudio
experimental que se llevo a cabo para alcanzar el objetivo 2 mediante la utilizacién de

microcosmos en laboratorio.

1.1 Diseho experimental

Se planifico y llevd a cabo una experiencia para simular, bajo condiciones
controladas, los factores mas relevantes a los que se encuentra expuesta la comunidad
del biofilm desarrollado en sistemas acuaticos impactados por la actividad agricola
intensiva (adicion de nutrientes y herbicidas) y establecer las relaciones causa-efecto
de la adicion individual y simultanea de glifosato, atrazina (herbicidas ampliamente
utilizados) y nutrientes sobre el biofilm. Las concentraciones de glifosato y atrazina
utilizadas en esta experiencia corresponden a concentraciones ambientalmente
relevantes, similares a las observadas en sistemas I6ticos de la region afectados por la
actividad agricola (Peruzzo et al. 2008; Ronco et al. 2016) y a las concentraciones
registradas en los muestreos de campo detallados en el capitulo 1 de la presente tesina
y reportadas por Regaldo et al. (2018). En relacion a los nutrientes, las concentraciones
de nitrogeno (N) y fésforo (P) a adicionar fueron definidas de acuerdo a las
concentraciones registradas en los sitios mas impactados por la actividad agricola
durante los muestreos de campo (Capitulo 1) reportadas por Licursi et al. (2018) y
Marchese et al. (2018).

Los resultados obtenidos complementan el analisis de los muestreos realizados
en campo (Capitulo 1). El disefio experimental incluyé tres etapas: colonizacion,
aclimatacion y exposicion del biofilm. Para la etapa de colonizacién se disefié y monté

un dispositivo con sustratos artificiales. Estos consistieron en vidrios de 3 cm de lado (9
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cm? de superficie) que se dispusieron, en linea, en vainas de sujecion sucesivas

dispuestas en forma paralela unas de otras (Figuras 11y 12).

Figura 11. Dispositivo de colonizacién con los sustratos artificiales de vidrio (arriba) y sustratos ya
colonizados (abajo)

Este dispositivo fue colocado en una batea rectangular localizada a la intemperie.
En la batea de colonizacién (Figura 12) se colocaron 250 litros de agua filtrada con red
de 25 um y sedimento (inéculo de epipelon para la colonizacion) colectados en un arroyo
con bajo impacto agricola ubicado en cercanias de la localidad de Monje (32°23'34”S
60°56'28”0). Con el fin de conocer la calidad del agua y sedimento empleados en esta

experiencia, se realizd un screening de metales y plaguicidas.
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Figura 12. Batea de colonizacién con el dispositivo de colonizacién con inéculo de biofilm y agua del sitio.

La batea fue cubierta con una tela de tul para evitar el ingreso de materia
organica externa. Asimismo, y con el fin de simular las condiciones naturales, se
colocaron macrdfitas acuaticas que fueron sectorizadas para evitar el sombreado de los
sustratos artificiales (Figura 13). La etapa de colonizacion se llevé a cabo durante el
verano de 2019 y tuvo una duracion de mas de 60 dias. En esta etapa se realizé el
seguimiento de los parametros fisico-quimicos del agua y se adicionaron nutrientes
periodicamente para mantener las concentraciones basales que permitieran el
desarrollo del biofilm en los sustratos artificiales. Las concentraciones basales se
establecieron en 0,5 mg/l de P y 1,5 mg/l de N.

Finalizada la etapa de colonizacion, los sustratos se trasladaron al laboratorio en
atmosfera humeda y se acondicionaron en microcosmos de vidrio de 1,5 L de capacidad,
que fueron llenados con el agua de colonizacion previamente filtrada con red de plancton
(25 um) (Figura 14).
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Figura 14. Microcosmos de vidrio utilizados durante la etapa experimental con los sustratos artificiales

colonizados por el biofilm.

Los microcosmos se dispusieron en una incubadora de laboratorio (SEMEDIC

[-290L) previamente acondicionada con fotoperiodo (12:12) y temperatura programada
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a 20 °C. La incubadora utilizada esta equipada con luz blanca y luces led rojas
distribuidas en bandejas que aseguran un ambiente luminico homogéneo en los distintos
estantes utilizados para localizar los microcosmos (Figura 15). El clima luminico se
determind utilizando un luxémetro Led Light Meter ST-3309. Los microcosmos (3
réplicas por tratamiento) fueron distribuidos en los estantes de manera aleatoria
contemplando la variabilidad dada por el experimento. Previo a la etapa de exposicion
se realizo la determinacion de la concentracion de nutrientes en el agua para ajustar la
concentracion de nitrogeno y fosforo a las concentraciones basales establecidas,
mencionadas precedentemente, y para definir la cantidad de nutrientes a adicionar para

alcanzar las concentraciones experimentales estipuladas en el disefio de la experiencia.

Figura 15. Incubadora utilizada durante la etapa de aclimatacién y exposiciéon. Se pueden observar los
microcosmos en cada estante, las luces blancas y leds rojas.

Luego de los tres dias de aclimatacién en incubadora comenzd la etapa de
exposicion. Al inicio de la etapa de exposicion se realizé la adicidon de nutrientes y/o
glifosato y/o atrazina en cada microcosmo (previamente rotulado) segun el tratamiento

correspondiente:

e Control (C): Sin adicion de agroquimicos.
e NP (N):3mg/lde Ny 1 mg/l de P.
e GLIF (G): 0,7 mg/l de glifosato (concentraciones reales).

e ATRAZ (A): 44 ug/l de atrazina (concentraciones reales).
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e NP+GLIF (NG): Adicion simultdnea de nutrientes y glifosato en iguales
concentraciones que los tratamientos NP y GLIF para testear el efecto conjunto de
ambos factores.

e NP+ATRAZ (NA): Adicién simultanea de nutrientes y atrazina en iguales
concentraciones que los tratamientos NP y ATRAZ para testear el efecto conjunto de
los factores.

e GLIF+ATRAZ (GA): Adicion simultanea de glifosato y atrazina en iguales
concentraciones que los tratamientos GLIF y ATRAZ para testear el efecto conjunto de
ambos factores.

e NP+GLIF+ATRAZ (NGA): Adicion simultanea de nutrientes, glifosato y atrazina, en
iguales concentraciones que en tratamientos anteriores, para testear el efecto conjunto

de los tres factores.

El suministro de nutrientes (P y N) se realiz6 a partir de sales de fosfato
monopotasico (KH2PO,) y nitrato de sodio (NaNOs). Los herbicidas se aplicaron a partir
de los formulados Roundup® Full Il y Atratop 90 WG, para glifosato y atrazina
respectivamente.

El periodo de exposicién tuvo una duracion de 7 dias (Tabla 8). Durante el mismo
se realiz6 el seguimiento de los parametros fisico-quimicos y la toma de muestras para
la determinacion de las concentraciones de herbicidas, nutrientes y el seguimiento de la
comunidad del biofilm, analizando diferentes parametros bioldgicos contemplados en la
experiencia (Peso seco '‘PS’, Peso seco libre de cenizas ‘PSLC’, clorofila “a”, densidad
de los distintos grupos presentes en el biofilm).

Los muestreos se realizaron en los siguientes tiempos: Ti, TO, T1, T3, TS5y T7.

Aclimatacion (3 dias) Exposicién (7 dias)
Ti TO T T3 T5 T7

Ti: Tiempo Inicial

TO: Tiempo post aclimatacion y adicién de agroquimicos y nutrientes
T1: Dia 1 de exposicién

T3: Dia 3 de exposicién

T5: Dia 5 de exposicion

T7: Dia 7 de exposicién
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Tabla 78. Tareas realizadas en cada tiempo durante la instancia experimental.

Tareas Ti|TO|T1|T3|T5|T7
Adicion de herbicidas y nutrientes X
Registro de parametros fisico-quimicos | X | X | X | X | X | X
Analisis de nutrientes disueltos y totales | X X | X X
Analisis de herbicidas X X | X
Registro de biofilm XX | X|[X]|X|X
Determinacién de la DBOs X X

Ti: Tiempo inicial, TO: Tiempo 0, T1: Tiempo 1, T3: Tiempo 3, T5: Tiempo 5, T7: Tiempo 7.

1.2 Obtencion de muestras vy medicion de parametros fisico-quimicos,

concentraciones de nutrientes, DBOs, herbicidas y metales

1.2.1 Parametros fisico-quimicos
Los parametros fisico-quimicos se midieron mediante una sonda
multiparamétrica HACH, modelo HQ40D. Los parametros determinados fueron:
temperatura (°C), pH, conductividad (mS/cm), solidos disueltos (SD) (mg/l) y oxigeno
disuelto (OD %).

A) Nutrientes y DBOs

Las determinaciones de nutrientes y DBOs fueron realizadas por el personal del
laboratorio de Quimica del INALL.

Se tomaron muestras de agua para la estimacion de la concentracién de fésforo
total (PT), fésforo reactivo soluble (PRS), silice disuelto (SiD), amonio (N-NH4") y nitritos-
nitratos (N-NO, + N-NO3 ); las formas de nitrégeno inorganico disuelto fueron sumadas
y expresadas como NID.

En el laboratorio se llevaron a cabo los métodos descriptos en el capitulo 1 (Pag.
13) para determinar los nutrientes antes mencionados. Ademas, se estimaron las
concentraciones de SiD utilizando el método del molibdosilicato (APHA, 2017), y PT
mediante digestién con acidos nitrico y sulfurico seguido de determinacién de PRS
(Koroleff, 1972). El PT fue expresado en relacion a la superficie (ug/cm?), ya que se
refiere a la concentracion hallada en el biofilm y en relacién a la masa de peso seco
(mg/gPS).

Por otro lado, se colectaron muestras para la estimacion de la DBOs. La medicion
se realiz6 utilizando una sonda HACH, modelo LBOD 10101, ésta registra el consumo

de oxigeno durante el periodo de incubacion (5 dias a 20 °C), luego se calculd la
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diferencia entre los valores iniciales y finales, realizando diluciones en los casos en que

fuera necesario.

B) Herbicidas y metales

Las muestras de agua y sedimento para la etapa de colonizacion fueron
colectadas de acuerdo a la metodologia detallada en el capitulo 1 (Pag. 13) y
mantenidas refrigeradas hasta su posterior analisis de metales y plaguicidas. El
screening de plaguicidas se llevo a cabo en el laboratorio del PRINARC y el de metales
en el INTEC, siguiendo la misma metodologia descripta en el capitulo 1 (Pag. 14).

Las muestras de agua colectadas en la etapa de exposicion para la
determinacion de glifosato, AMPA y atrazina fueron colectadas de acuerdo a la
metodologia detallada en el capitulo 1 y refrigeradas hasta su analisis. Las
determinaciones analiticas de glifosato y AMPA fueron realizadas en el INTEC y las de

atrazina en el PRINARC, segun la metodologia descripta en el capitulo 1 (Pag. 14).

1.2.2 Biofilm
El muestreo consisti6 en seleccionar vidrios al azar de cada microcosmo y
extraer el biofilm epilitico mediante el uso de un cutter y agua destilada. El material fue
fraccionado para el analisis de clorofila “a”, densidad, composicién (proporcion de
grandes grupos) y PSLC.
Las muestras destinadas al analisis de la composicién fueron fijadas con formol
al 4%. El resto de las muestras fueron conservadas en frio hasta su procesamiento en

laboratorio.

A) Clorofila “a”
Para la determinacién de clorofila “a” se sigui6 la metodologia de APHA (2017),
descripta en el capitulo 1 (Pag. 15), aunque en este caso, las muestras del biofilm

epilitico fueron filtradas directamente con filtros Whatman GF/F.

B) Densidad y Composicion
Para el recuento de grandes grupos del biofilm, se utilizé una camara de Sedgwick-
Rafter y se realizé la observacién a 400X en un microscopio invertido Nikon (Eclipse
TS100). Para facilitar la identificacion de los organismos las muestras fueron diluidas
teniendo en cuenta la concentracién de organismos y sedimentos presentes en cada
una de ellas.
Las abundancias absolutas obtenidas de los recuentos de la composicién del

biofilm fueron volcadas en planillas de Excel. A partir de la abundancia absoluta de cada
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organismo se estimoé su densidad por cm? de sustrato muestreado, aplicando la férmula
ya expresada en el capitulo 1 (Pag. 16). Ademas, se calcul6 la abundancia relativa a
nivel de grupo y de especies. Para la identificacion taxonémica de los organismos se

utilizé la misma bibliografia mencionada en el capitulo 1 (Pag. 16).

C) indice de diversidad y riqueza
Con los datos obtenidos de la composicién del biofilm se calcularon los valores
de riqueza especifica y el indice de diversidad de Shannon- Wiener (H’). Estos valores

se obtuvieron siguiendo la misma férmula utilizada en el capitulo 1 (Pag. 16).

D) Peso seco libre de ceniza
Para la obtencién del Peso seco libre de ceniza (PSLC), que es una medida de
la materia organica presente en las muestras, estas fueron secadas en estufa a 105 °C
hasta peso constante y mufladas a 550 °C por tres horas (APHA, 2017). La diferencia
entre el peso obtenido luego del secado y del muflado permite determinar la cantidad de

materia organica presente en la muestra.

E) indice Autotréfico

El PSLC y la clorofila “a” se utilizaron para determinar el indice Autotréfico (IA).
Este indice determina la naturaleza tréfica del biofilm, y se calcula como el cociente de
peso seco libre de cenizas (mg/m?) sobre la concentracién de clorofila “a” (mg/m?).
Valores mayores a 200 indican que en el biofilm predominan los heterétrofos (APHA,
2017).
indice Autotréfico (IA):

_ (PSLC/sup)

Chl— a
donde

PSLC: peso seco libre de ceniza (mg),
Sup: superficie de la muestra raspada (m?),

Chl- a: clorofila “a” (mg/m?).

1.3 Analisis estadistico

1.3.1 Correlaciones de Pearson

Los datos analizados fueron de caracter cuantitativo. Se realizaron correlaciones
multiples aplicando el coeficiente de Pearson, con todos los valores obtenidos por cada
tratamiento y tiempo de exposicion. Se analizé la distribucién de los datos para
comprobar si eran normales aplicando la transformacion log (x+1) en los casos que no

se cumpliera la normalidad.
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1.3.2 ANOVA de medidas repetidas

Los valores obtenidos fueron analizados mediante ANOVA de medidas repetidas
(ANOVA MR) de dos factores (tratamiento y tiempo), con medidas repetidas en el factor
tiempo (Winer, 1971). El analisis consisti6 en determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de cada variable dependiente en cada
tratamiento (factor inter-sujetos, con un grupo de sujetos por cada nivel) a lo largo del
tiempo (factor intra-sujetos por cuyos niveles pasan todos los sujetos).

Para que el ANOVA sea correctamente aplicado deben cumplirse tres supuestos:
independencia de datos, homogeneidad de varianzas y normalidad, y, al utilizar un
ANOVA MR se adiciona un cuarto supuesto, la esfericidad.

En orden de importancia se presenta, en primer lugar, el supuesto de
independencia de datos. Este supuesto esta dado por el disefio experimental. En
segundo lugar, la homogeneidad de varianzas. Esta se comprob6 aplicando el test de
Levene (p>0,05 no se rechaza la hipétesis nula de igualdad de varianzas), donde las
dispersiones de los datos no deben diferir entre los grupos a comparar. Luego, en tercer
lugar, se presenta la normalidad. Se comprobd si la distribucion de los datos era normal
mediante el test de Shapiro-Wilk. En los casos que no cumplieron este requisito se aplicod
la transformacion log (x+1) o square root. Y, por ultimo, se presenta el supuesto de
esfericidad que asume que las varianzas de las diferencias entre todas las
combinaciones de los grupos relacionados son iguales. En este caso se utilizo el test de
Mauchly y se aplicé la correccion de Greenhouse-Geisser cuando no se cumplio este
supuesto (Greenhouse & Geisser, 1959).

Luego de aplicar el ANOVA se requieren analisis a posteriori para conocer entre
cuales de los grupos que conforman el experimento hay diferencias. Para esto se
utilizaron comparaciones multiples entre los diferentes tratamientos mediante Student-
Newman-Keuls (SNK).

Ademas, se calcul6 el Eta cuadrado generalizado (ng?) (Olejnik & Algina, 2003)
que es una variacién del Eta cuadrado (n?). Ambos indices permiten conocer la medida
del tamano del efecto indicando cuanta variabilidad de la variable dependiente puede
ser explicada por la variable independiente. En esta tesina se utilizo el ng? porque puede
ser empleado en disefios con uno o mas factores medidos o manipulados (Bakeman,

2005). Su férmula es:

2 _ (854)
e T Ss) + (55,,) + (SSpera)

donde
SS: suma de cuadrados

A. factor inter-sujetos (Tratamiento),
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s/A: sujetos anidados dentro de los niveles del factor A,

B: factor entre-sujetos con medidas repetidas (Tiempo).

El valor obtenido por el indice puede ser interpretado como el valor de r?2. Por
ende, un ng? = 0.246 significa que el 24,6% de la variabilidad en la variable dependiente
puede ser explicada por la variable independiente.

En general se utiliza la regla de Cohen (1992) para interpretar el valor de n?y
na2. Por lo tanto, se considera un efecto pequefio cuando ng? < 0,20; un efecto moderado
cuando 0,20 > ne? < 0,80 y un efecto grande cuando ng? = 0,80.

Los diferentes analisis se llevaron a cabo mediante el software especializado
IBM® SPSS® Statistics v. 25.

2. Resultados

2.1 Etapa de colonizacion

En la tabla 9 se muestran las concentraciones de metales y plaguicidas
presentes en el agua y los sedimentos colectados de un arroyo con bajo impacto

agricola, utilizados en la etapa de colonizacion.

Tabla 9. Concentraciones de metales y plaguicidas en el agua y el sedimento empleado en la etapa de
colonizacion.

METALES
AGUA Conc. SEDIMENTO Conc.
Cr (mg/L) 0,22 Cr (mg/kg) 22,4
Cd (ng/l) 0,47 Cd (ng/kg) 0,2
Cu (pgll) 0,64 Cu (ug/kg) 3.4
Pb (pg/l) <0,25 Pb (ng/kg) 6,2
PLAGUICIDAS
AGUA Conc. SEDIMENTO Conc.
Glifosato (mg/l) ND Metolacloro (pg/kg)| <10
AMPA (ug/l) 11
Atrazina (ug/l) 0,2+0,1
2,4-D (pgll) 2+1
Clorpirifos (ug/l) <01
Cyproconazole (ug/l)| <0,1
Metolacloro (ug/l) |0,2+0,1
S-Metolacloro (pg/l) 0,2 £ 0,1

Conc.: concentraciones, SD: Sin Dato, ND: No Detectable. Limite de deteccion: Cyproconazole 0,03 ug/l
Glifosato 4 ug/l. Limite de cuantificacién: Pb 0,25 ug/l, Clorpirifos 0,1 ug/l, Cyproconazole 0,1 ug/,
Metolacloro Sed. 10 ug/kg.
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De los metales, sélo Cr en agua superd 110 veces los NGC propuestos para la
proteccidon de la biota acuatica (Canadian Water Quality Guidelines, 2008). Se
registraron concentraciones de diversos plaguicidas en agua y sedimento con valores

que no superan los NGC (Tabla 10).

Tabla 10. Niveles guias canadienses propuestos para la proteccion de la biota acuatica.

NGC
PLAGUICIDAS |Agua (ug/l) | Sedimento (ug/g)
Glifosato 65 -
Atrazina 2 --
Cyproconazole -- --

2,4-D 4 --
Clorpirifos 0,0035 -
Metolaclor 8 --

METALES y As | Agua (ug/l) | Sedimento (ug/g)
Cr 2 37,3
Cu 2 35,7
Pb 2 35
As 5 59

NGC: niveles guias canadienses propuestos para la proteccién de la biota acuatica. Valores expresados
para sedimentos y muestras de agua supetrficial sin filtrar para plaguicidas, metales y As segun Canadian
Water Quality Guidelines (1997, 2008).

2.2 Etapa de aclimatacion

La etapa de aclimatacion comenzé con el tiempo inicial (Ti). En esta instancia se
registraron todos los parametros para caracterizar el estado previo a la exposicion de
cada tratamiento. En la tabla 11 se pueden observar los valores registrados para cada

parametro y en la figura 16A la densidad de la composicién del biofilm.
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Tabla 11. Parametros fisico-quimicos, nutrientes y biofilm (Media + D.S.) obtenidos durante tiempo inicial.

Ti Media £ D.S.
pH 9,03 £ 0,01
oD 96,96 + 1,78
Parametros Temp. | 20,28 +0,11
fisico-quimicos | Cond. 5,68 + 0,02
SD 3356 + 0,01
DBOs 10,53 £ 8,85
Amonio| 17,61 +0,71
Nitratos | 97 + 82,80

Nutrientes
NID 114,61 + 82,62
PRS |337,07 £ 32,40
Chl- a 7,93 £ 3,17
H’ 1,5+0,15
Biofilm S 11,6 £ 1,52

PSLC 0,03 + 0,01

1A 72 £ 63,36

Ti: tiempo inicial, Media (N=5), D.S.: desvio standard. OD (%): oxigeno disuelto, Temp. (°C): temperatura,
Cond. (mS/cm): conductividad, SD (mg/l): sélidos disueltos, DBOs (mg/l): prueba de demanda bioquimica
de oxigeno de 5 dias. Amonio (expresado como N-NH+* ug/l), Nitrato (expresado como N- NOgz ug/l), NID
(ug/l): nitrbgeno inorgénico disuelto, PRS (ug/l): fosforo reactivo soluble. Chl-a (mg/m?): clorofila “a”, H"
Diversidad de Shannon- Wiener, S: riqueza especifica, PSLC (mg/cm?): peso seco libre de cenizas, IA:
indice autotrofico.

En la figura 16B se observa la proporcion de grandes grupos registrados en el
tiempo inicial (Ti). El grupo predominante fue el de Cyanobacteria (48%), seguido por el
de Chlorophyceae (27%), Bacillariophyceae (15%) y por ultimo el de Hongos (10%). El

valor promedio de Densidad total calculado para el Ti fue 3,64E *%4 ind./cm?.
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B Proporcion de grandes grupos

15%

48%

Bacillariophyceae B Chlorophyceae Cyanobacteria
M Euglenophyceae Zygnematophyceae m Ciliophora
M Rotifera M Hongos

Figura 16. Densidades y proporcion de los grandes grupos presentes en el biofilm al tiempo inicial (Ti). A-
Representacion de las densidad (ind./cm?) promedio (N=3) con sus respectivos desvios standards. B-
Representacion porcentual de los grupos (%).

2.3 Etapa de exposicion

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante la tercera etapa

de la experiencia en laboratorio (etapa de exposicion).

2.3.1 Parametros fisico-quimicos
A) Variables fisico-quimicas
Los datos fisico-quimicos obtenidos en cada tiempo para cada tratamiento se presentan
en la tabla 12y los resultados de los ANOVA MR en la tabla 13. Se puede observar que
los valores de pH, OD %, temperatura, conductividad y SD se mantuvieron sin mayores
diferencias con respecto al Ti. Durante el transcurso de la exposiciéon los valores
registrados de pH fueron alcalinos, sin superar el valor de 10 (min.: 8,95; max.:9,56),
con diferencias significativas entre los tiempos de exposicion (p<0,05). El OD %
presenté un leve aumento a lo largo del tiempo (p<0,05) y los mayores valores se
observaron siempre en los tratamientos Control (C), Nutrientes (N) y Nutrientes-
Glifosato (NG). Todos los tratamientos alcanzaron los maximos valores de este
parametro en el T5, presentando el tratamiento NG el maximo valor registrado (max.:
199,6 %). En cambio, los valores minimos de OD % se observaron en los tratamientos
Glifosato (G), Atrazina (A), Nutrientes-Atrazina (NA), Glifosato-Atrazina (GA) y
Nutrientes-Atrazina-Glifosato (NGA), alcanzando el menor valor en el tratamiento GA en
el T1 (min.: 90,7%), sin embargo, las variaciones entre tratamientos no fueron

estadisticamente significativas (p=0,216) (Tabla 13).
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Los valores de conductividad y temperatura se mantuvieron similares entre
tratamientos con diferencias significativas entre los diferentes tiempos (p<0,05 en
ambos casos) (Tabla 13). El rango de variacién de la conductividad fue de baja magnitud
(min.:5,1; max.: 5,6 mS/cm), asi como también el de la temperatura (min.:19,4; max.:
21,1 °C). Los valores de SD de todos los tratamientos presentaron una disminucion
hacia el T3 y un posterior aumento hacia los siguientes tiempos (p<0,05). El rango de
variacion de las medias de los tratamientos fue de baja magnitud (min.: 2966,7; max.:
3270 mg/l) y presentaron diferencias significativas entre los mismos (p=0,008) (Tabla
13) (comparaciones parciales: G — NA (p=0,005) y A — NA (p=0,02), siendo NA el

tratamiento con valores de media mas altas).
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Tabla 12. Parametros fisico-quimicos (Media + D.S.) obtenidos durante la etapa de exposicion.

F-Q pH oD Temp. Cond. SD
Media = D.S. Media * D.S. Media = D.S. Media = D.S. Media £ D.S.
T0_C 9,17 £ 0,05 106,8 £ 5,2 20,8 £ 0,1 5,5+0,03 3153,3+ 11,6
TO_N 9,19 + 0,06 105,7 £9,8 20,9+0,2 55+0,1 3203,3** + 58,6
TO_G 9,04 £ 0,06 98,1+7,3 21+0,1 5,4 +0,03 3113,3+ 30,6
TO_A 9,1+0,14 97 £+ 15,7 21,1**+£0,3 55+0,1 3130+ 43,6
TO_NG 9,11+ 0,14 108,9 £ 12,1 21+0,3 5,5+0,1 3163,3 £ 60,3
TO_NA 9,04 +0,12 97,4+12,5 20,9+0,2 5,5+0,03 3173,3+ 25,2
TO_GA 9,11+ 0,08 98,1+5,3 21,1 £0,2 5,5+0,03 3163,3 £ 15,3
TO_NGA 9,13 £ 0,09 103,2+9,8 21+0,3 5,5+0,1 3166,7 £ 47,3
T1_C 9,24 +0,13 140,6 £ 24,6 20+1,3 55+0,1 3170 + 26,5
T1_N 9,2+0,11 133,8 £22,1 19,7+1,0 55+0,1 3210 £ 62,5
T1_G 9,03+0,1 103,7 £ 14,2 19,4* £ 0,3 5,3+0,1 3123,3 £ 30,6
T1_A 9,01 £0,22 100,9 + 27 20,1+0,9 54 +0,02 3140 + 34,6
T1_NG 9,21 +£0,23 136,4 + 37,6 20,2 +0,0 5,56+ 0,03 3183,3 £ 25,2
T1_NA 8,99 + 0,14 93,1+17,9 19,5+0,7 5,4+ 0,04 3150 £ 10
T1_GA 9,04 £ 0,08 90,7* £ 12,6 19,9+0,7 5,4+0,1 3186,7 £ 20,8
T1_NGA 9,1+0,13 96,9 + 20,5 20,1+0,4 5,4+0,1 3113,3+60,3
T3_C 9,31+0,13 157,2 + 36,8 20,4 +0,7 5,2+ 0,02 3006,7 £ 25,2
T3_N 9,35+0,16 149,1 £ 22,9 20,2+0,9 52+0,1 2990 + 40
T3_G 9,21 +0,12 129 + 15,7 19,7+0,6 5,1* £ 0,04 2966,7* + 32,2
T3_A 9,15+ 0,22 129,3+19,9 20,3+ 0,6 52+0,1 3013,3 £ 50,3
T3_NG 9,36 + 0,38 161+ 47,1 20+ 0,4 52+0,1 3073,3 £ 61,1
T3_NA 8,99 + 0,22 108,5+ 14 19,8+ 0,2 52+0/1 3096,7 £ 40,4
T3_GA 9,11 +£0,19 114,3+11,3 20+0,7 5,1*+0,1 3016,7 £ 30,6
T3_NGA 9,1+0,23 123+ 32,1 19,9+0,2 5,3+0,1 3113,3 £ 102,6
T5 C 9,49 + 0,08 195,9 £ 29,3 20,7 +£0,7 54+0.1 3053,3 £ 40,4
T5_N 9,56™* £ 0,18 198,9+ 221 20,5+0,7 54+0,1 3100 + 20
T5_G 9,41 +0,14 165,3 £ 19,2 19,8 £ 0,6 5,3+0,1 3070 + 88,9
T5_ A 9,3+0,26 163 + 31,2 20,4+ 0,6 5,4+0,1 3083,3 £ 115,9
T5_NG 9,56** + 0,36 199,6** + 43,9 20,1+0,3 54+0,2 3143,3 £ 61,1
T5_NA 9,18 + 0,31 155,2 + 34,3 19,9+0,3 5,6+ 0,1 3270 + 65,6
T5_GA 9,26 + 0,22 152,3+ 18,5 20,2+1,0 53+0,2 3060 + 43,6
T5_NGA 9,25 + 0,31 158,4 £ 29,5 20+0,2 5,4+0,2 3163,3 £ 100,2
T7_C 9,19 £ 0,08 135 + 30,8 204 +0,4 53+0,1 3083,3 £ 64,3
T7_N 9,28 + 0,11 134+ 21,9 20,5+0,5 5,4+0,2 3083,3 £ 100,2
T7_G 9,18+ 0,13 118,2+ 14,9 20,1+0,5 52+0,1 3030 + 81,9
T7_A 9,03+0,2 120,2 £ 13,5 20,7+0,6 5,2+0,1 3010+ 72,1
T7_NG 9,23 £ 0,36 137,4 £ 32,6 20,6 £0,3 53+0,1 3060 + 55,7
T7_NA 8,9+ 0,34 105,3+11,4 20,5+0,3 53+0,1 3096,7 + 64,3
T7_GA 8,95+0,18 111,7+6,4 20,6 +0,8 5,4+0,1 3130+ 0
T7_NGA 9+0,3 118,5+ 19,7 20,4+ 0,1 5,2+0,1 3016,7 £ 55,1

Media (N=3), D.S.: desvio standard. OD (%): oxigeno disuelto, Temp. (°C): temperatura, Cond. (mS/cm):
conductividad, SD (mg/l): sélidos disueltos. TO: Tiempo 0, T1: Tiempo 1, T3: Tiempo 3, T5: Tiempo 5, T7:
Tiempo 7. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina,
GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina. ** valores maximos; * valores minimos.
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Tabla 13. Resultados del ANOVA MR y el test a posteriori SNK para cada variable estudiada.

ANOVA MR A posteriori
tiempo | Tratamiento | t*T SNK
p | 0,000 0,448 0,111

PH ne?| 0,300 | 0,283  |0,088
oD p | 0,000 | 0216 |0,182
ne?| 0,625 | 0,360 _ |0,100
p | 0,000 | 0902 0,612

Temperatura

ne2| 0415 | 0,02 |0,105
— p | 0,000 | 0076 [0,292
Conductividad " 575636 | 0250 | 0.250
. p | 0,000 | 0,008 |0,075| G=A<C=GA=NGA=N=NG<NA
ne2| 0,556 | 0,286 |0,375

p | 0,192 | 0,087 _ |0,356

Amonio nez| 0,079 | 0,202 0,279

Nitrato b | 0,000 | 0,002 0,000 C<G=A=GA<N=NG<NA<NGA
ne?| 0,863 | 0,568 | 0,574

NID b | 0,000 | 0,001 0,000 C=G=A=GA<N=NG<NA=NGA

ne? | 0,840 0,636 0,641
SiD p | 0,000 0,354 | 0,098
ne? | 0,908 0,287 0,153
PRS p | 0,000 0,001 | 0,336 | C=G=A<GA<N=NG<NA<NGA
ne? | 0,889 0,608 0,213

BT (uglem?) p | 0,000 0,015 | 0,077 | C<A=NG=NGA=N<GA=NA=G
ne? | 0,590 0,349 0,348

p | 0,000 0,090 |0,150
ne? | 0,324 0,238 0,314
p | 0,009 0,000 | 0,160 C=N<NGA<G=NG=GA

PT (mg/g PS)

Glifosato I 5175547 [ 0984  |0.284
AMPA p | 0,000 0,000 0,000 GA=NGA=NG=G<N<C
ns? | 0,966 0,744 0,806
. p | 0,000 0,000 0,000 C=N<A=NA=GA=NGA
Atrazina

ns? | 0,844 0,998 0,732
ANOVA MR: ANOVA de Medidas Repetidas. SNK: Student-Newman-Keuls. OD: oxigeno disuelto, SD:
soélidos disueltos, NID: nitrégeno inorganico disuelto, SiD: silice disuelto, PRS: fésforo reactivo disuelto, PT:
fosforo total. t*T: tiempo * Tratamiento. ne?: eta cuadrado generalizado. C: control, N: nutrientes, G:
glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA:
nutrientes-glifosato-atrazina. En negrita se resaltan los valores de p<0,05.

B) Nutrientes y DBOs

La adicion de concentraciones basales de nutrientes efectuada en todos los
microcosmos al comienzo de la etapa de exposicién explica el incremento inicial de la
concentracion de todos los nutrientes (PRS, Si y formas del N) entre el Tiy el T1. La
diferencia de magnitud en este incremento inicial en las concentraciones de PRS y las
formas del N se relaciona directamente con el tipo de tratamiento que recibié cada
microcosmo de acuerdo al disefio experimental detallado anteriormente. Para la
interpretacion de las figuras que se presentan a continuacién se recuerda que los
tratamientos N, NG, NA y NGA incluyeron como factor experimental la adicion de

nitrégeno y fésforo (simulando efecto de fertilizantes en el ambiente) a diferencia del
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resto de los tratamientos cuyos niveles de nutrientes iniciales correspondieron a las
concentraciones basales establecidas.

En la figura 17 se observa la evolucién de las concentraciones de SiD (mg/l)
registradas en cada tratamiento durante la etapa de exposicion. Se observa la misma
tendencia en todos los tratamientos con un incremento en el T3 y una disminucion en el
T7 (p<0,05), presentando el factor tiempo una magnitud del efecto grande (ns? =0,908)
(Tabla 13). En el T3 la maxima concentraciéon se observo en el tratamiento G y la minima
en N (max.: 40,17; min.: 33,24 mg/l). En todos los casos en el T7 los valores registrados

fueron menores que en el T1 (Figura 17).

SiD

SiD (mg/l)
= N N w w By H
(6] o (6, o (9] o (92
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=
o
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—
[

et i \ | G A NG NA GA NGA

Figura 17. Concentracién de silice disuelto (SiD) (mg/l) registrada en cada tratamiento durante tres tiempos
de exposicién (T1, T3y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas (N=3) de cada tratamiento.
C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA:
glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

En la figura 18 se observan los valores de amonio (expresado como N-NH4* pg/l)
registrados para el Ti y tres tiempos distintos durante la experiencia. EI maximo valor lo
alcanzo el tratamiento Nutrientes-Atrazina (NA) con un valor de 60,86 ugN/len el T7. El
minimo valor se observé en los tratamientos C y N para el tiempo 3 (T3) (29,23 y 29,61
MgN/I respectivamente). Se observaron tres tipos de tendencias: por un lado, los
tratamientos C y N disminuyeron en sus concentraciones en T3 e incrementaron en T7;
por otro lado, los tratamientos restantes mostraron un aumento hasta el T3y en el T7
disminuyeron (G, A y GA) o aumentaron (NG, NA, NGA), alcanzando la maxima
concentraciéon en NA (60,85 upgN/l). Las diferencias no fueron estadisticamente

significativas entre tiempos (p=0,192) ni tratamientos (p=0,087) (Tabla 13).
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Figura 18. Concentracién de amonio (expresado como N-NH4+* ug/l) registrada en cada tratamiento durante
cuatro tiempos de exposicion (Ti, T1, T3 y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas (N=3)
de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA:
nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

En la figura 19 se observan las concentraciones de nitrato (expresado como N-
NO3) registradas en cada tratamiento en el Tiy en la etapa de exposicién. En el T1 los
mayores valores se registraron en los tratamientos en los que se realizd adicion de
nutrientes N, NG, NA y NGA (p=0,002), con el valor maximo en el tratamiento NG (1448
MgN/l) (comparaciones parciales: C — NA (p=0,046), NGA — C (p=0,005), NGA - G
(p=0,014), NGA - A (p=0,03) y NGA- GA (p=0,031)); las diferencias en la interaccion
tiempo y tratamiento (t*T) fueron estadisticamente significativas (p<0,05) (Tabla 13). En
el T3 se observo la disminucion abrupta de la concentracion en todos los tratamientos a
valores menores que los iniciales (Ti), exceptuando en NA y NGA. En el T7 todos los
tratamientos disminuyeron sus concentraciones a valores por debajo del limite de
deteccién. Las diferencias entre tiempos fueron estadisticamente significativas (p<0,05)

presentando una magnitud del efecto grande (ns?=0,863) (Tabla 13).
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Figura 19. Concentracién de nitrato (expresado como N-NOs™ ug/l) registrada en cada tratamiento durante
cuatro tiempos de exposicion (Ti, T1, T3y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas (N=3)
de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA:
nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

Respecto a las concentraciones de nitrégeno inorganico disuelto (NID), se
observé un comportamiento similar a la evolucién de las concentraciones de nitrato. El
valor maximo alcanzado se observé en el T1 en el tratamiento NG (max.: 1481,6 ug/l) y
las concentraciones registradas en el T7 disminuyeron abruptamente (Figura 20). Las
diferencias fueron estadisticamente significativas entre tiempos (p<0,05), entre
tratamientos (p=0,001) y en la interaccion t*T (p<0,05); el factor tiempo presenté un
magnitud del efecto grande (ns? =0,840) (Tabla 13) (comparaciones parciales: C — NA
(p=0,008), C — NGA (p=0,008), G — NA (p=0,014), G—NGA (p=0,014), A— NA (p=0,038),
A — NGA (p=0,037), GA — NA (p=0,041) y GA — NGA (p=0,04)).
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Figura 20. Concentracién de nitrégeno inorganico disuelto (NID) (ug/l) registrada en cada tratamiento
durante cuatro tiempos de exposicion (Ti, T1, T3y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas
(N=3) de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA:
nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

En la figura 21 se presentan los valores de las concentraciones de fésforo
reactivo soluble (PRS). En dicho grafico se evidencian las mayores concentraciones en
el T1 y luego una disminucion hacia el T7, presentando diferencias significativas en el
tiempo (p<0,05) con una magnitud del efecto grande (ns? =0,889) (Tabla 13). A su vez,
los valores mas altos en el T1 se registraron en los tratamientos que recibieron adicion
de nutrientes (N, NG, NA, NGA), presentando el maximo valor el tratamiento NA (max.:
1068 ug/l); en cambio valores menores se registraron en los tratamientos que no fueron
fertilizados (C, G, A, GA), esto se traduce en diferencias significativas entre tratamientos
(p= 0,001) (comparaciones parciales: C — NA (p=0,015), C — NGA (p=0,002), G — NA
(p=0,017), G — NGA (p=0,003) y A — NGA (p=0,009)). En los tiempos 3y 7, los mayores
valores también correspondieron al primer grupo de tratamientos (N, NG, NA y NGA).
El minimo valor de PRS se registro en el tratamiento G en el T7 (min.: 19,12 pg/l). Los
tratamientos NGA y NA presentaron los mayores valores de media, como también NGA

presentd una disminucién menos pronunciada del PRS que el resto de los tratamientos

en los tiempos 3y 7.
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Figura 21. Concentracioén de fésforo reactivo soluble 'PRS’, (ug/l) registrada en cada tratamiento durante
cuatro tiempos de exposicién (Ti, T1, T3 y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas (N=3)
de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA:
nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

En la figura 22 se observan las concentraciones de fosforo total (PT) registradas
en el biofilm. En todos los tratamientos el biofilm presenté concentraciones similares de
PT al TO. Luego de la fertilizacién, en T3 se evidencié un aumento de este nutriente en
todos los tratamientos (p<0,05) (Tabla 13). EI mayor valor registrado correspondio al
tratamiento GA en T3 (0,89 pg/cm?), seguido por NA y N. Sin embargo, al tiempo final
el mayor valor se registré en el tratamiento G (0,84 ug/cm?), seguido por A y NA. El
tratamiento C presenté los menores valores en TO (0,18 pg/cm?) y T7 (0,31 ug/cm?), en
cambio en T3 la menor concentracion de PT se registré en el tratamiento A (0,42
pg/cm?). Las diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente significativas (p=
0,015) (comparaciones parciales: C — G (p= 0,023), C — NA (p= 0,027) y C — GA (p=
0,028)).
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Figura 22. Concentracion de fésforo total (PT) registrada en el biofilm durante tres tiempos de exposicion
(TO, T3 y T7), expresada en relacion a la superficie (ug/cm?). Se representan los valores promedio de las
réplicas (N=3) de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-
glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

En la figura 23 también se pueden observar las concentraciones registradas de
fésforo total en relacion al peso seco, PT (PS). Se evidencia que todos los valores
presentaron un aumento en el T3 con una posterior disminucion hacia el T7,
exceptuando el tratamiento A en que el aumento fue minimo en el T3; el tratamiento NG
en que los valores se mantuvieron similares durante el transcurso del tiempo, y también
el tratamiento NGA en que se registré una disminucion de sus concentraciones en T3 y
un leve aumento en T7 (p< 0,05) (Tabla 13). El valor maximo se registré en el T3 en el
tratamiento N (5,8 mg/gPS) y el minimo en el TO en el tratamiento C que no fue fertilizado
(1,3 mg/gPS). Cabe senalar que los tratamientos C, N, G, NA y GA presentaron la misma
tendencia de variacion en sus valores, siendo mayores los valores en los tratamientos

que se fertilizaron, N y NA, seguidos por G, GA y por ultimo C.
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Figura 23. Concentracion de fésforo total (PT) registrada en el biofilm durante tres tiempos de exposicion
(TO, T3y T7), expresada en relacién al peso seco (PS) (mg/gPS). Se representan los valores promedio de
las réplicas (N=3) de cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-
glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

Por ultimo, la figura 24 muestra los valores de DBOs registrados al inicio y final
de la etapa experimental. En el Ti los tratamientos presentaron un valor promedio de 3,4
mg/Il. A lo largo de la experiencia se registréo un aumento en todos los tratamientos, con

el mayor valor observado en el C y el menor en NG (max.: 18,4; min.: 11,7 mg/l).
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Figura 24. Concentraciéon de DBOs (mg/l) registrada en cada tratamiento en el tiempo inicial y final de
exposicién (Ti y T7). Se representan los valores promedio de las réplicas (N=3) de cada tratamiento. C:

control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA:
glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.
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C) Herbicidas y AMPA

En la tabla 14 se presentan las concentraciones de herbicidas y AMPA registradas
durante la etapa de exposicién. En cuanto al glifosato, las concentraciones estuvieron
por debajo del limite de deteccién del equipo en los tratamientos C y N, en los que no
se adiciond este herbicida. En los tratamientos en los que se adiciond glifosato se
registraron concentraciones promedio de 0,6 a 0,7 mg/I (TO) y una muy leve disminucién
a lo largo de la experiencia con concentraciones promedio de 0,5 a 0,6 mg/l en el tiempo
final (T7), estas diferencias fueron estadisticamente significativas entre tiempos
(p=0,009) y tratamientos (p<0,05) (Tabla 13), siendo G, NG y GA los tratamientos con
mayores valores de medias (comparaciones parciales: C — G, C — GA, C — NG, C —
NGA, G- Ny N — GA, p<0,05 para todos los casos). El factor tratamiento presentd una
magnitud del efecto grande en las concentraciones de glifosato (nc? =0,984) (Tabla 13).
El analisis de estos resultados permitid advertir que en los 7 dias de duracion de la
experiencia la degradacion de este compuesto fue muy baja. El metabolito de
degradacion del glifosato, AMPA, detectado previamente en el agua de colonizacién en
concentraciones de 0,011 mg/l (Tabla 9), fue registrado en concentraciones superiores
en el TO en todos los tratamientos (max.: 0,11; min.: 0,08 mg/l). En el T5 se observa una
disminucion de las concentraciones de AMPA en todos los tratamientos, a excepcion
del C y N en que este metabolito persiste. En el T7 en todos los tratamientos,
independientemente de cual hubiera sido el factor experimental aplicado, las
concentraciones de AMPA estuvieron por debajo del limite de deteccion. Estas
variaciones en el tiempo, como también entre tratamientos y en la interaccién t*T fueron
estadisticamente significativas (p<0,05), siendo el factor tiempo un efecto de magnitud
grande sobre las concentraciones (ne? =0,966) (Tabla 13) (comparaciones parciales: C
— N (p=0,049), C — G (p<0,05), C — NG (p<0,05), C — GA (p<0,05), C — NGA (p<0,05), N
— NG (p=0,004), N - NGA (p=0,003), G — N (p=0,004) y GA — N (p=0,002)).

En relacion a la atrazina, en los tratamientos C y N las concentraciones registradas
fueron minimas (promedio 0,33 y 0,34 ug/l respectivamente) y disminuyeron levemente
a lo largo del tiempo hasta alcanzar el valor minimo en el tratamiento C del T7 (0,31
pg/l). Cabe recordar que el agua extraida del sistema natural, empleada en la etapa de
colonizacién y posteriormente en la de exposicion, presentaba una carga minima de
atrazina (0,2 = 0,1), motivo por el cual sigue registrandose en los tratamientos en que
no se agrego este compuesto (C y N), aunque en bajas concentraciones. En los
tratamientos en los que se realizé la adicion de atrazina se registraron concentraciones
entre 43 y 46 ug/l en el tiempo TO, concentraciones entre 36 y 38 ug/l en el tiempo T5 y
concentraciones entre 32 y 34 ug/l en el tiempo T7 (p<0,05) (Tabla 13), lo que estaria

evidenciando una alta persistencia de este herbicida en el agua. Los tratamientos en los
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que se adicion6 este herbicida (NGA, GA, NA y A) presentaron diferencias
estadisticamente significativas con los tratamientos C y N (p<0,05) (comparaciones
parciales: C—A, C—NA,C—-GA, C—-NGA,N-A N—-NA,N-GAyN - NGA, p<0,05
para todos los casos). En cuanto al valor del ne?, los factores tiempo y tratamiento
presentaron una magnitud del efecto grande en las concentraciones de este herbicida
(ne?=0,844 y nc? =0,998, respectivamente) (Tabla 13).

Tabla 14. Concentraciones de los herbicidas y AMPA (Media + D.S.) registradas en cada tratamiento y
tiempo de exposicion.

Glifosato (mg/l) | AMPA (mg/l) | Atrazina (ug/l)
Muestra
Media £ D.S. Media £ D.S. Media £ D.S.
T0 C ND 0,11 £ 0,01 0,33 £ 0,02
TO_N ND 0,1+0 0,34 £ 0,02
T0_G 0,73+ 0,01 0,08 £ 0,04 SD
TO_A SD SD 43,7175
TO_NG 0,64 + 0,21 0,09 £ 0,03 SD
TO_NA SD SD 44,11 £ 4,01
T0_GA 0,75 £ 0,11 0,08 £ 0,02 45,28 + 1,02
TO_NGA 0,56 + 0,08 0,08 £ 0,01 46,43* + 2,65
T5_C ND 0,24** £ 0,07 0,33 £ 0,02
T5_N ND 0,14 £ 0,03 0,31* £ 0,03
T5_G 0,58 + 0,08 0,050 SD
T5_A SD SD 37,26 £ 0,67
T5_NG 0,67 + 0,08 0,03* £ 0,01 SD
T5_NA SD SD 37,73 £ 1,33
T5_GA 0,54 £ 0,14 0,03*+0 36,09 £ 2,13
T5_NGA 0,42* £ 0,08 0,04 + 0,01 379+1,18
T7_C ND ND 0,31* £ 0,03
T7_N ND ND 0,32 + 0,02
T7_G 0,53 £ 0,04 ND SD
T7_A SD SD 33,14 £ 0,03
T7_NG 0,54 +0,13 ND SD
T7_NA SD SD 32,57 + 3,89
T7_GA 0,59 £ 0,01 ND 33,82 +0,48
T7_NGA 0,44 £ 0,11 ND 33,07 £ 1,17

Media (N=3), D.S.: desvio standard. TO: tiempo 0, T5: tiempo 5, T7: tiempo 7. C: control, N: nutrientes, G:
glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA:
nutrientes-glifosato-atrazina. SD: Sin Dato, ND: No Detectable. Limite de cuantificacion: Atrazina 1 ug/,
Glifosato: 12 ug/l, AMPA: 6 ug/l. Limite de deteccion: Glifosato 4 ug/l, AMPA 2 ug/l. ** valores maximos; *
valores minimos.
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2.3.2 Biofilm

A) Clorofila “a”

En la tabla 15 se presentan los datos promedio de Clorofila “a” para todos los

tratamientos y tiempos de exposicion. Se puede observar una disminucion en el tiempo

en el C, presentando el valor minimo en T7 (min.: 3,93 mg/m?). Contrariamente, se

observd un incremento en la concentracion de clorofila en el tratamiento NGA. En el

resto de los tratamientos, las concentraciones aumentaron en el T3, disminuyeron en el

T5 y volvieron a aumentar en el T7, presentando diferencias estadisticamente

significativas entre tiempos, tratamientos y t*T (p=0,003, p=0,026 y p=0,034,

respectivamente) (Tabla 16). El valor maximo se observé en el tratamiento A en el T7

(max.: 17,08 mg/m?). Cabe sefialar que los tratamientos A, NA y G presentaron una gran

variabilidad entre réplicas en el T7.

Tabla 15. Concentraciones de clorofila “a” (Media * D.S.) registradas en cada tratamiento y tiempo de

exposicion.
Clorofila “a” TO T1 T3 T5 T7
(mg/m?) Media + D.S. | Media + D.S. | Media + D.S. | Media + D.S. | Media + D.S.
c 935+217 | 802+1,64 | 7,76+229 | 585+136 | 3,93*+0,32
N 6,89+0,08 | 8385+0,78 9,1+1,19 7,93+0,73 | 6,55+1,68
G 7,74 +2,03 91+042 | 10,62+0,96 | 8,31+0,38 | 13,27 +4,12
A 577 £0,9 6,59+0,95 | 7,01+1,28 6,3+1,51 |17,08** +9,45
NG 8,15+3,19 | 8,44 +0,81 856+147 | 6,95+096 | 6,98+0,75
NA 738+195 | 9,91+1.25 8,63 + 1 8,54 +0,49 | 12,74 +545
GA 8,85+3,34 | 7,66+1,05 9,9 +1,58 7,87 + 1,62 9,9 +2,92
NGA 473+0,83 | 766+074 | 9,06+0,62 | 11,23+3,45 | 16,42 +2,86

Media (N=3) D.S.: desvio standard. TO: Tiempo O, T1: Tiempo 1, T3: Tiempo 3, T5: Tiempo 5, T7: Tiempo 7. C:
control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-
atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina. ** valores maximos; * valores minimos.
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Tabla 16. Resultados del ANOVA MR y el test a posteriori SNK para cada variable estudiada.

ANOVA MR A posteriori
tiempo | Tratamiento | t*T SNK
Clorofila “a” p | 0,003 0,026 0,034 NG=C=N=A=GA=NA=NGA=G

ne?| 0,260 0,206 0,431

Densidad Total EETE Lo Eae

ne?| 0,624 0,179 0,285

p | 0,000 0,693 0,05

Bacillariophyceae ne?| 0,801 0,150 0,248

p | 0,000 0,186 0,147

Cyanobacteria ne?| 0,315 0,226 0,266

p | 0,341 0,642 0,865

Zygnematophyceae ne2| 0,043 0,107 0,159

p_| 0,000 0,331 0,106

Chlorophyceae 1526 | 0194 |0.281

p | 0,691 0,624 0,687

Euglenophyceae 515 028 | 0.059 0,230

p | 0,247 0,016 0,21 NGA=C<A=N=NG=NA=G<GA

Ciliophora ne2| 0,069 0,190 0,322
_ p | 0,031 0,603 0,01
Rotifera ne?| 0,138 0,081 0,439
. p [ 0,000 [ 0494 0,019
ongos

ne?| 0,638 0,069 0,482

Diversidad p | 0,000 0,572 0,193

de Shannon ns2| 0,308 0,108 0,275

p | 0,061 0,143 0,008

Riqueza neZ| 0,100 0172 0,406
o | 0,000 0704 0,006

PSLC ne?| 0,338 0115 10,338
" o | 0,000 0427 0,000

ne?| 0,298 0,150 0,462

ANOVA MR: ANOVA de Medidas Repetidas. SNK: Student-Newman-Keuls. PSLC: peso seco libre de
cenizas, IA: indice autotrofico. t*T: tiempo * Tratamiento. ne?: eta cuadrado generalizado. C: control, N:
nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina,
NGA: nutrientes-glifosato-atrazina. En negrita se resaltan los valores de p<0,05.

B) Densidad y Composicion

La figura 25 presenta las densidades totales del biofilm observadas en cada
tratamiento a lo largo del tiempo, expresadas en ind./cm?. Del analisis de esta figura se
puede advertir que el tratamiento C presentd las menores densidades en la mayoria de
los tiempos estudiados, asi como NGA las mayores, siendo en TO estadisticamente
significativa la diferencia entre los mismos (p= 0,042) (Tabla 16). El tratamiento N, cuyo
factor experimental fue la adicién de nutrientes, muestra un incremento progresivo en el
tiempo de la densidad, alcanzando en el T7 los mayores valores. El tratamiento G,
mostré una evolucién similar al tratamiento N, llegando también a las maximas
densidades en el T7. En cuanto al tratamiento A, la densidad mostré6 una evolucién
menos clara, disminuyendo inicialmente (T1) para luego incrementar hacia el final de la
experiencia, alcanzando valores levemente inferiores a los tratamientos N y G. Por su

parte el tratamiento NG presentd densidades practicamente constantes hasta el T3
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evidenciando un crecimiento muy marcado en el T5 y una disminucion también marcada
en el T7, alcanzando densidades finales similares a las registradas en el C. En el
tratamiento NA la densidad se fue incrementando progresivamente hasta el T5 y
disminuy6 marcadamente en el T7. El tratamiento GA mostr6 un incremento progresivo
hasta el TS y una abrupta disminucion en el T7 presentando los menores valores de
densidad respecto a los otros tratamientos. Por ultimo, el tratamiento NGA presenté
mayor densidad inicial, se mantuvo en el tiempo, aumentando marcadamente en el T5
y disminuyendo abruptamente en el T7; también los valores de densidad en este
tratamiento presentaron una alta variabilidad entre réplicas. Cabe destacar que en lineas
generales analizando la evolucion de las densidades se pueden distinguir 2 grupos de
tratamientos: aquellos cuya densidad se fue incrementando en el tiempo (C, N, Gy A)y
el resto en que, luego de un marcado incremento en el T5 se observa una disminucion
abrupta en el T7 como es el caso de NG, NA, GA y NGA,; estas diferencias en el tiempo
fueron estadisticamente significativas (p<0,05), siendo de magnitud moderada el efecto

del factor tiempo sobre las densidades totales (nc?=0,624) (Tabla 16).

Densidad Total
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T0 T1 T3 T5 T7

—

N G A NG NA GA NGA

Figura 25. Densidades totales (ind./cm?) registradas en cada tratamiento a lo largo del tiempo. Se
representan las medias (N=3) y desvios standards de las réplicas de cada tratamiento. TO: Tiempo O, T1:
Tiempo 1, T3: Tiempo 3, T5: Tiempo 5, T7: Tiempo 7. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG:
nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

La composicion del biofilm mostré cambios a lo largo de la experiencia. En las
figuras 26 (A — H), se presenta la densidad (ind./cm?) del biofilm y su composicién a nivel
de grandes grupos observadas en cada tratamiento en los distintos tiempos de la etapa
de exposicion. Se observa en lineas generales, el reemplazo progresivo de
Cyanobacteria por Bacillariophyceae como grupo dominante. En TO todos los
tratamientos presentaron una composicion dominada por Cyanobacteria, la densidad

alcanzada por este grupo duplicé en casi todos los tratamientos a la de los grupos
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subdominantes (Bacillariophyceae y Chlorophyceae). En T1 la composicion se mantuvo
similar a la observada en TO. En T3 Bacillariophyceae alcanz6 valores cercanos a
Cyanobacteria, convirtiéndose incluso en el grupo dominante en algunos tratamientos
(C y N). En T5 se observa una marcada dominancia de Bacillariophyceae en los
tratamientos C, N y NG mientras que en el resto de los tratamientos la importante
representacion de los grupos subdominantes hace que no exista un predominio marcado
de Bacillariophyceae. En el T7 el grupo dominante fue el de las Bacillariophyceae en
todos los tratamientos. Los grupos que presentaron las mayores densidades con
variaciones entre tiempos fueron Bacillariophyceae (p<0,05), Cyanobacteria (p<0,05) y
Chlorophyceae (p<0,05), siendo el tiempo un factor con magnitud de efecto grande en
los valores de densidades de Bacillariophyceae (ns? =0,801) (Tabla 16). Por otro lado,
los grupos que estuvieron menos representados a lo largo de la experiencia presentaron
variaciones en sus densidades entre tiempos, como es el caso de Hongos (p<0,05), o
entre tratamientos, como es el caso de Ciliophora (p=0,016) (Tabla 16) (comparaciones
parciales: C — GA (p=0,014) y GA — NGA (p=0,009)).

Como mencionamos anteriormente, en los tratamientos C y N (Figura 26 A), el
reemplazo de Cyanobacteria por Bacillariophyceae como grupo dominante se evidencia
desde el T3 y aumenta hacia el T5. Sin embargo, el reemplazo de Cyanobacteria por
Bacillariophyceae en los tratamientos restantes (Figuras 26 C — H) fue mas lento,
predominando Bacillariophyceae recién a partir del T5 en G, A, NG, NA, GA y a partir
del T7 en NGA (Figura 26 H). También se puede observar que en todos los tratamientos
a partir del T5 los Hongos estuvieron representados en un porcentaje superior
(alcanzando el 20% en el tratamiento NGA) con una disminucién en el T7 en la mayoria
de los casos. Asimismo, se puede observar que el tratamiento NGA (Figura 26 H)
presentd los mayores valores de densidad para el grupo Cyanobacteria en los tiempos
iniciales de la experiencia: TO (7,7E*% ind./cm?), T1 (7,5E** ind./cm?) y en T3 (6E**
ind./cm?). Sin embargo, en T5y T7 los valores maximos se observaron en el tratamiento

N (Figura 26 B) en el grupo Bacillariophyceae (7,9E*% y 8,3E*%4 ind./cm?).
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Figura 26. Graficas de barras apiladas representando las densidades (ind./cm?) de los grandes grupos del biofilm registradas en cada tratamiento (A-H) a lo largo de la etapa de exposicion. TO: tiempo 0,
T1: tiempo 1, T3: tiempo 3, T5: tiempo 5, T7: tiempo 7.
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C) Indice de diversidad y riqueza

En la tabla 17 se presentan los valores de diversidad y riqueza de especies. Se
puede observar que la rigueza especifica vari6 de manera muy diversa entre
tratamientos, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,143)
(Tabla 16). Los tratamientos NG y NGA fueron los que mas variacion presentaron a lo
largo del tiempo, a su vez mostraron una evolucién de este parametro completamente
inversa. La riqueza de especies en el tratamiento NG fue de 21 en el TO y disminuy6 a
13 en el T7; en cambio, en el tratamiento NGA la riqueza se incrementé de 11 (T0) a 17
(T7). El minimo valor de riqueza se observo en el C en el TO, en cambio el maximo fue
observadoen NG en el TOy en Aen el T7. En el tiempo final, T7, C y NG presentaron
el minimo valor de riqueza (13), en cambio el tratamiento A el maximo (21), estas
diferencias entre tratamientos en T7 fueron estadisticamente significativas (p=0,008)
(Tabla 16). Por otro lado, el indice de diversidad de Shannon-Wiener presento valores
entre 1,08 y 1,58, sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla
16). Se puede destacar que en el tratamiento C el indice fue en aumento a lo largo del
tiempo, similar a lo observado en el tratamiento A. En el tratamiento N el indice presentd
valores similares entre los tiempos, exceptuando un marcado aumento en T3. En lineas
generales, todos los tratamientos presentaron los menores valores (entre 1,08 y 1,2) en
los dos primeros tiempos analizados, TO y T1, excepto en los tratamientos G y NG que
sus valores iniciales fueron superiores (1,27 y 1,41, respectivamente en el TO). En
cuanto a los valores registrados en el TS5 y el T7, se observé que el indice de diversidad
fue superior en el T5, disminuyendo en el T7 en todos los tratamientos, excepto en el
control, donde se registro el valor mas alto al finalizar el ensayo. Las diferencias entre

tiempos fueron estadisticamente significativas (p<0,05) (Tabla 16).

| Tabla 817. Valores de riqueza (S) y del indice de diversidad de Shannon-Wiener (H') registrado en cada tratamiento
y tiempo de exposicion.

TO T1 T3 T5 T7

S H' S H' S H' S H’ S H’
C 10* 1,14 14 1,19 13* 1,2* 19" 1,42 13* 1,47
N 15 1,17 18** 1,19 15 1,57** 15 1,19* 17 1,18*
G 19 1,32 16 1,27 15 1,48 18 1,52 20 1,35
A 18 1,08* 15 1,25 13 1,27 14 1,4 21 1,39
NG 21* 1,41 16 1,3 15 1,35 13* 1,37 13* 1,22
NA 16 1,14 14 1,33** 19** 1,36 14 1,43 17 1,25
GA 13 1,19 14 1,13 18 1,37 18 1,68** 13* 1,2
NGA 11 1,09 13* 1,09* 16 1,27 15 1,57 17 1,23

TO: Tiempo O, T1: Tiempo 1, T3: Tiempo 3, T5: Tiempo 5, T7: Tiempo 7. S: riqueza especifica, H": diversidad de
Shannon- Wiener. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-
atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina. ** valores maximos, * valores minimos.

D) Peso Seco Libre de Ceniza
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En la figura 27 se presentan los datos promedio de PSLC (expresados en
relacién a la superficie muestreada). Se observa que, en la mayoria de los casos,
exceptuando los tratamientos NG, NA y NGA, el PSLC aumenta en el T1, siendo este
incremento muy marcado en el tratamiento N. En el T3 disminuyen los valores de PSLC
en todos los tratamientos de manera evidente y vuelven a incrementarse enel TS5y T7.
Los menores valores se observaron en el T3 (min.: 0,04; max.:0,12 mg/cm?) y los
mayores en el T7 (min.: 0,13; max.: 0,24 mg/cm?) (p<0,05) (Tabla 16). Se puede
observar ademas que entre los tratamientos no se evidenciaron diferencias significativas
(Tabla 16). En T1 en el tratamiento N se diferencié del resto de los tratamientos, esta
diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,006) registrando el maximo valor (0,26
mg/cm?), mientras que en NGA el menor valor (0,07 mg/cm?). Por otro lado, el PSLC
registrado en el T7 en los tratamientos G y A fue de mayor magnitud respecto al resto
de los tratamientos. Por ultimo, cabe sefalar que el tratamiento GA a diferencia de los

demas, disminuy6 en T7.

PSLC
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o
w

0,25
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o
N

0,15
0,1
0,05
0 T
TO T1 T3 T5 T7
el O\ G A NG NA e GA e NGA

Figura 27. Valores de PSLC (mg/cm?) registrados en cada tratamiento a lo largo del tiempo (TO, T1, T3, T5
y T7). Se representan las medias (N=3) y desvios standards de las réplicas de cada tratamiento. C: control,
N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato, NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-
atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina.

E) Indice Autotréfico
Los valores obtenidos para el IA se muestran en la figura 28 en la que se observa
que la mayoria de los tratamientos presentaron dominancia de autétrofos (IA < 200) a
lo largo de la experiencia sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos;
la dominancia de organismos heterétrofos se observé solo en algunos tratamientos y
tiempos de exposicion, siendo estadisticamente significativas las diferencias entre

tiempos (p<0,05) (Tabla 16). En el caso del C, presento valores menores a 200 en todos
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los tiempos con la excepcion del T7 que presentd predominio de heterotrofos. Por su
parte, el IA en el tratamiento N reflejo el predominio de autétrofos en TO, T3 y T5,
mientras que en T1 y T7 dominaron los heterétrofos. Este tratamiento en el T1 fue el
unico que presentd valores mayores a 200 (p<0,05) (Tabla 16), lo que también se
evidencio en los valores de PSLC. En el caso de los tratamientos G y A se mantuvieron
con predominancia de autétrofos a lo largo de todos los tiempos, similar a lo ocurrido en
el tratamiento GA. En relacion al tratamiento NG los valores registrados evidenciaron
predominio de heterétrofos en el TO y luego en TS5 y T7, siendo el tratamiento que en
mas oportunidades presentd predominio de heterétrofos. Los valores del indice en los
tratamientos NA y NGA mostraron predominio de heterétrofos en el TO, pero a partir del
T1 y hasta el T7 mostraron predominio de la fraccion autotréfica. En T3 ningun

tratamiento presenté dominancia de heterétrofos.

Indice Autotroéfico
400
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200 —
150

100

50

T0 T1 T3 T5 T7

s C N G A NG NA GA NGA

Figura 28. Variaciones en el tiempo (T0, T1, T3, T5 y T7) de los valores promedio (N=3) del Indice
Autotréfico en cada tratamiento. C: control, N: nutrientes, G: glifosato, A: atrazina, NG: nutrientes-glifosato,
NA: nutrientes-atrazina, GA: glifosato-atrazina, NGA: nutrientes-glifosato-atrazina. Valores mayores a 200
(sefialado con linea punteada) indican que en el biofilm predominan los organismos heterétrofos.

2.4 Efectos de los factores experimentales sobre el biofilm

En la tabla 18 se presentan los resultados de las correlaciones entre las variables
que resultaron estadisticamente significativas. Se destacan a continuacion las
relaciones mas relevantes. El pH se correlacion6 de manera positiva con el OD % y la
densidad de Bacillariophyceae. A su vez, el OD % lo hizo positivamente con la densidad
de Bacillariophyceae, Chlorophyceae y Hongos. La conductividad se correlacion6

positivamente con la densidad de Chlorophyceae y negativamente con la densidad de
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[T ]

Bacillariophyceae y la concentracion de clorofila “a”. Por su parte, la concentracion de
SD se relacion6 de manera negativa con las densidades de Bacillariophyceae y
Chlorophyceae, y positivamente con la densidad de Cyanobacteria.

Por otro lado, las concentraciones de nitrato, NID, PRS y SiD se correlacionaron
negativamente con las densidades de Bacillariophyceae y Chlorophyceae, vy
positivamente con la densidad de Cyanobacteria. Por su parte, la concentracién de PT
en relacion a la superficie muestreada (ug/cm?), se correlaciond positivamente con la
densidad de Bacillariophyceae y Chlorophyceae, y las concentraciones de clorofila “a”,
y de manera negativa con las concentraciones de nitratos, NID y PRS. EI PT (mg/gPS -
expresado en funcion al peso seco) se correlaciond de manera positiva con las
concentraciones de SiD, glifosato y atrazina. La DBOs se correlacioné positivamente con
la densidad de Hongos.

En cuanto a las concentraciones de herbicidas registradas, el AMPA se
correlacion6 de forma negativa con la densidad de Chlorophyceae, y por su parte la
atrazina de manera positiva con la densidad de Cyanobacteria y negativa con el pH.

La densidad de Bacillariophyceae presentd correlaciones positivas con la
densidad de Chlorophyceae y negativas con Cyanobacteria. En cambio, la densidad de

[y ]

Chlorophyceae se relaciond con la concentracion de clorofila “a” positivamente y con
Cyanobacteria negativamente.

El indice de diversidad Shannon-Wiener se correlaciond positivamente con las
concentraciones de oxigeno disuelto y con las densidades de Bacillariophyceae,
Chlorophyceae, Euglenophyceae y Hongos; y negativamente con los valores de
temperatura, conductividad y SD. La riqueza especifica, por su parte, se correlaciono
positivamente con las concentraciones de clorofila “a”, PT, y con las densidades de

Euglenophyceae, Ciliophora y Rotifera.
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Tabla 18. Matriz de correlacion con los valores de r (coeficiente de Pearson) entre las variables fisico-quimicas re

istradas y los parametros del biofilm.

pH oD Temp | Cond | Sélidos | Bacill. | Chloro. | Cyano. | Eugleno. | Zygnemato. | Cilioph. | Rotifera | Hongos | Chl-a | PSLC 1A Amonio | Nitratos NID PRS PT PT Silice | DBO | Glifo. | AMPA | Atra.

pH —

oD 887 |

Temp _

Cond ,360% |

Sélidos ,913** _

Bacill. 412* | 635 aq7e | %4 _

Chloro. 400 5190 | 457 ,802 _

Cyano. ,342% | -,348* -,324* .

Eugleno. I
Zygnemato. -371* .

Cilioph. _

Rotifera ,348* _

Hongos ,369* | ,523** BTG+ ,383* .

Chl-a ,406** ,374 418 .

PSLC ,352* 314* ,349* ,350* _

1A ,387*% -,321* -383% | 781 [

Amonio ,433* N

Nitratos 593*; ,661** ,704** | -733** -,649** 746 -,424* .

NID 543% ,665° ,705 -,664 -,596 ,705 ,990 .

PRS 660*’_‘ ,578* ,639** | - 785** -, 776% JT71 -,445* -,465* ,934* | 897** _

PT 715 | 8587 | 761 603 ,538 584" | paom | sHOm | —

Py 551 | o543 578 | 628" ST

Silice 650 -,554 -,589 618 -,415 769" | 686" 473 417 _

DBO | 754* -,794* _

Glifo. .
AMPA 697" -,663" -,580° .
Atra. -,569° 522" ,093** .

OD (%): oxigeno disuelto, Temp. (°C): temperatura, Cond. (mS/cm): conductividad, SD (mg/l): sélidos disueltos. Densidades de organismos (ind./cm?): Bacill.: Bacillariophyceae, Chloro.: Chlorophyceae, Cyano.: Cyanobacteria, Eugleno.: Euglenophyceae,
Zygnemato.: Zygnematophyceae, Cilioph.: Ciliophora. S: riqueza especifica, H': diversidad de Shannon-Wiener, Chl-a (mg/m?): clorofila “a”, PSLC (mg/cm?): peso seco libre de cenizas, IA: indice autotrofico. Amonio (expresado como N-NH4* ug/l), Nitrato
(expresado como N-NOs ug/l), NID (ug/l): nitrégeno inorgénico disuelto, PRS (ug/l): fosforo reactivo soluble, PT (1) (ug/cm?): fésforo total, PT (2) (mg/gPS): fésforo total, SiD (mg/l): silice disuelto, DBOs (mg/l): prueba de demanda bioquimica de oxigeno de
los 5 dias. Glifosato (mg/l), AMPA (mg/l), Atrazina (mg/l). ** para p<0,01; * para p<0,05.
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3. Discusién

Las alteraciones en la calidad del agua de los sistemas acuaticos se deben
principalmente a la influencia inmediata de actividades antrépicas como la urbanizacién,
la industria, el cambio de uso del suelo y alteraciones de los cursos de agua (Malmqvist
& Rundle, 2002). Como antes se menciond, Argentina es un pais con importante
actividad agricola-ganadera, por lo que esta actividad en si misma, asi como la
eliminacion de zonas de humedales y meandros a favor del desarrollo de nuevas areas
cultivables, son importantes factores de cambios en los sistemas acuaticos de nuestro
pais. Como consecuencia de la actividad agricola ingresan a los cuerpos de agua altas
cantidades de agroquimicos (fertilizantes y pesticidas) utilizados en los campos de
siembra. El exceso de nutrientes, producto de la fertilizacion de suelos, produce la
eutrofizacién, proceso que en el cuerpo de agua disminuye la eficiencia de captacién de
nutrientes, se satura y pierde gran parte de su capacidad de autodepuracién, como asi
también conduce a un aumento de la biomasa de algas y macrofitas, generando una
marcada disminucion del oxigeno disuelto durante la noche incluso hasta valores letales
para algunos organismos (Elosegi & Sabater, 2009).

En lo que respecta a los herbicidas, la toxicidad y persistencia varia entre los
distintos formulados, pero todos causan impactos en los ecosistemas fluviales, mas
cuando se bioacumulan a través de la red alimentaria y llegan en ciertos casos a alterar
la estructura bidtica de los cuerpos de agua (Rodrigues Capitulo et al., 2010). Por otro
lado, las elevadas concentraciones de metales registradas en los sistemas acuaticos,
tanto en agua como en sedimentos, generan un potencial riesgo para estos ambientes.
Su origen e ingreso se debe principalmente a la actividad industrial que, en la regién
estudiada, esta representada en un 21% por la industria del curtido de cuero animal,
seguida por producciones como las de acero inoxidable, vidrio, pigmentos, fungicidas y
baterias. El riesgo reside en su toxicidad, persistencia y alto potencial de bioacumulacion
afectando la vida acuatica y humana (Regaldo et al., 2017).

Frente al desafio de un abordaje integral de esta problematica, la comunidad
cientifica busca complementar el monitoreo de los sistemas acuaticos con los estudios
experimentales en laboratorio con el fin de predecir el impacto de las sustancias
quimicas sobre la biota, mediante estudios donde se observan respuestas
ecotoxicologicas en diferentes niveles de organizacion biolégica (biomarcadores, a nivel
de individuo, poblacion o comunidad), empleando distintas escalas de andlisis. La
realizacion de estudios ecotoxicolégicos a escala de microcosmos y mesocosmos
permite, entre otras cosas, evaluar el efecto de las sustancias quimicas sobre el nivel
de comunidades bioldgicas, en condiciones controladas, con mayor replicacion,

aportando aproximaciones complementarias a las observaciones de campo, ya que los
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resultados pueden arrojar luz sobre los patrones descritos en los ecosistemas naturales
(Sabater & Borrego, 2015). A diferencia de los estudios realizados a nivel de individuos
o poblaciones, los efectuados a nivel de comunidades permiten integrar las respuestas
de numerosas especies y su interaccion (Sabater et al., 2007).

La comunidad del biofilm ha sido utilizada en estudios experimentales a escala
de micro o mesocosmos para conocer efectos directos y/o indirectos de sustancias
toxicas y su dependencia con las condiciones ambientales especificas, ya que logra el
compromiso necesario entre la simplificacion y estandarizacién de los sistemas
naturales y los requisitos de replicabilidad y repetibilidad (Sabater et al., 2007). Es asi
que son diversos los estudios experimentales realizados utilizando el biofilm para
conocer los efectos toxicos de agroquimicos que llegan a los sistemas acuaticos
cercanos a los campos de siembra (por ejemplo, Mufoz et al., 2001; Pérez et al., 2007;
Vera et al., 2010; 2012; Lozano et al., 2018).

En este sentido, los estudios experimentales muestran efectos agudos, como asi
también persistentes o crénicos que afectan diversos parametros del biofilm, como el
crecimiento, la concentracion de clorofila o la composicion de la comunidad. La
composiciéon de grandes grupos del biofilm revela el efecto de los téxicos mediante el
reemplazo progresivo de una comunidad con especies sensibles a una comunidad con
especies tolerantes, pero no siempre refleja adecuadamente relaciones causa-efecto de
las sustancias toxicas sobre el biofilm. Es por esto que ademas de las observaciones de
la composicion del biofilm se requieren analisis a corto plazo de aspectos fisiolégicos,
metabdlicos y estructurales (Sabater et al., 2007). En la presente tesina se planifico el
estudio experimental para evaluar las relaciones causa-efecto del glifosato, la atrazina
y los nutrientes sobre el biofilm.

Las concentraciones de nutrientes empleadas en los ensayos de laboratorio,
fueron definidas en funcion de los registros de N y P obtenidos durante el trabajo de
monitoreo en campo (Capitulo 1). Cabe recordar que estos sistemas presentaron
caracteristicas de ambientes mesotréficos a eutroficos por las concentraciones de
nutrientes y el desarrollo algal que los caracteriza (Marchese et al., 2018; Licursi et al.,
2018).

Dentro de la region pampeana, diversos autores han reportado la presencia de
glifosato o su metabolito de degradacién en aguas y/o sedimentos de los sistemas
acuaticos (Peruzzo et al., 2008; Aparicio et al., 2013; Ronco et al., 2016; Castro Berman
et al., 2018; Regaldo et al., 2018). Del mismo modo, existen registros de la presencia
de atrazina en aguas superficiales de zonas agricolas (De Gerénimo et al., 2014; Pérez
et al., 2017; Regaldo et al., 2018).
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Las concentraciones de glifosato utilizadas en el presente estudio se
corresponden con concentraciones ambientales reportadas en otros sistemas del
mundo (hasta 1,9 mg/L de ingrediente activo (i.a.) -Newton et al., 1984; Goldsborough
& Brown, 1989; Feng et al., 1990; Thompson et al., 2004) y en la regién (Peruzzo et al.,
2008; Ronco et al., 2016; Regaldo et al., 2018). En relacion a la atrazina las
concentraciones utilizadas en la experiencia se correspondieron con las registradas en
el estudio realizado a campo (Capitulo 1) reportadas por Regaldo et al. (2018) y con las
concentraciones ambientales registradas en aguas superficiales de zonas
predominantemente agricolas de Norte América, Brasil y Europa (Miltner et al., 1989;
Thurman et al., 1991; Solomon et al., 1996; Dores et al., 2008 y Cruzeiro et al., 2017).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio permitieron advertir que entre los
microcosmos que incluyeron como factor experimental la adicion de glifosato, las
mayores concentraciones fueron registradas en el tratamiento GA, mientras que las
menores correspondieron al tratamiento NGA. A lo largo del periodo de exposicion no
se observo una disminucion significativa de las concentraciones de glifosato en ninguno
de los tratamientos, indicando que no hubo evidencia de degradacion en este periodo.
Esto coincide con lo reportado en la bibliografia consultada, donde se menciona que la
vida media de este compuesto en agua es entre 14,1 y 208 dias, mientras que en
sedimento tan solo entre 1,8 y 5,4 dias (USEPA, 2008) y que el 90% de su disipacion
en agua se produce aproximadamente en 12 semanas (Rueppel et al., 1977).

El glifosato se disuelve rapidamente en agua y pasa por tres procesos
simultaneos: incorporacion del herbicida en macrofitas y microorganismos como el
fitoplancton y biofilm, degradacion del glifosato por bacterias y hongos (Liu et al., 1991;
Castro et al., 2007), e inmovilizacion en contacto con sedimentos, suelos y minerales
arcillosos debido a la formacion de complejos superficiales con iones metélicos
(Passagno et al.,, 2005). En el accionar de bacterias y hongos, el glifosato puede
degradarse en sarcosina o en AMPA. La via de degradaciéon a sarcosina libera P
inorganico y requiere de la enzima C-P liasa. La via de degradacion a AMPA es realizada
por una enzima oxidorreductasa que da lugar al AMPA y glioxilato (Huntscha et al.,
2018). A su vez, el AMPA también se degrada liberando P inorganico y N-
metilacetamida, pero su degradacion es lenta, es por esto que algunos autores afirman
que es mas frecuente hallar AMPA en los cuerpos de agua que glifosato (Rueppel et al.,
1977; Kolpin et al., 2006). En nuestro estudio, en el agua utilizada en la experiencia,
proveniente de un ambiente natural, no fue detectada la presencia de glifosato, aunque
si fue hallado AMPA en concentraciones detectables. Este metabolito registré un
aumento de sus concentraciones en el TO que podria indicar que, si bien el glifosato no

fue detectado en el agua utilizada en la etapa de colonizacién, éste pudo estar presente
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en una concentracién menor al limite de deteccién del equipo utilizado y al degradarse
produjo un incremento en las concentraciones de su metabolito, AMPA. Ante
condiciones de alta demanda de fuentes de fésforo algunas bacterias, como las
cyanobacterias y proteobacterias en crecimiento, pueden preferir la via de degradacion
del glifosato a sarcosina, en lugar de la del AMPA para utilizar el fosfato como fuente de
fésforo (Wang et al., 2016; Huntscha et al., 2018). En nuestro estudio los tratamientos
que presentaron menores densidades iniciales, particularmente de cianobacterias,
mostraron mayores concentraciones de AMPA en el T5 probablemente relacionado al
hecho de que no se produjo limitacién de fésforo en esos microcosmos y la via de
degradacion del glifosato predominante fue la del AMPA. En cambio, en los tratamientos
que registraron mayores densidades y predominio de cianobacterias, pudo producirse
un mayor consumo de fésforo y la prevalencia de la via de degradacion de glifosato a
sarcosina, conduciendo a una disminucion de las concentraciones de AMPA
registradas.

Por su parte, las concentraciones de atrazina en los tratamientos analizados no
presentaron variaciones significativas a lo largo de la experiencia, lo que deja en
evidencia la alta persistencia de este herbicida en agua. La literatura consultada indica
una vida media de 742 dias en aguas superficiales (Canadian Water Quality Guidelines,
2008). Este hecho reviste particular importancia si consideramos lo mencionado por
Pratt et al. (1997) en relacion a que la atrazina es lo suficientemente persistente en los
ecosistemas acuaticos a concentraciones biolégicamente activas como para producir
cambios significativos en la estructura y funcion de las comunidades nativas
(especialmente las algas y otros microorganismos).

En este estudio, el biofilm desarrollado en los sustratos artificiales durante el
periodo de colonizacién presenté una densidad inicial promedio de 3,64E *%* con un
claro predominio de Cyanobacteria (48%), siendo Chlorophyceae (27%) vy
Bacillariophyceae (15%) los grupos subdominantes. Como especies dominantes dentro
de estos grupos se registraron Chamaesiphon sp., Protoderma frequens y Cocconeis
placentula var. euglypta, respectivamente. Esta asociacion de especies ha sido
reportada como comunidad climax de rios por Butcher (1947). Analizando las
preferencias ecoldgicas de estos taxa podemos mencionar que el alga verde P. frequens
€s una especie que crece en sistemas de agua dulce adhiriéndose a rocas, macrdfitas
y en diversas superficies artificiales, con mayor abundancia en los meses de verano
(Guiry & Guiry, 2020). En cuanto a la especie mas dominante de Bacillariophyceae, C.
placentula var. euglypta, presenta preferencias alcaldfilas, de cuerpos de agua dulces a
salobres, b-mesosaprébicos y eutroficos, con moderados requerimientos de oxigeno

(Van Dam, 1994). Y, por ultimo, el género Chamaesiphon es predominante en sistemas
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I6ticos, pudiendo crecer sobre superficies vivas o inanimadas, o ciertas veces en ambas;
pueden tolerar amplios rangos de temperaturas y condiciones quimicas del agua. La
informacién disponible indica que el género crece mejor en aguas no contaminadas,
aunque algunas especies pueden tolerar aguas poluidas (Kann, 1973; Gutowski et al.,
2015).

Tal como se mencionaba en el capitulo 1, es frecuente hallar altas
concentraciones de algunos metales y As en muchos de los sistemas acuaticos de la
regién (como en el caso de los sitios S1 y S2 de los estudios realizados a campo). No
escapa a esta realidad el sitio en el que se colecto el agua utilizada para la colonizacion
de los sustratos y la realizacion de la experiencia en la que la concentracién de Cr fue
110 veces superior a los NGC propuestos para la proteccién de la biota acuatica
(Canadian Water Quality Guidelines, 2008). Altas concentraciones de este metal ya han
sido reportadas por Regaldo et al. (2017) en arroyos de la region, en los que registraron
valores maximos entre 352 y 363 mg/l, superando en mayor medida los NGC (176 y
181,5 veces, respectivamente). Segun los autores, esto denota una contaminacion
historica de Cr en los cuerpos de agua de la zona, como asi también la ausencia de
controles en las actividades industriales para evitarla.

En relacion a la toxicidad de este metal cabe sefalar que los estados trivalente
() y hexavalente (VI) de Cr son los mas estables y frecuentes, y se diferencian en
términos de movilidad, biodisponibilidad y toxicidad (Panda y Parta, 1997). EI Cr (lll) es
aproximadamente 300 veces menos toxico que el Cr (V1) y debido al hecho de que tiene
una solubilidad limitada, es menos movil y muchas veces se encuentra menos
biodisponible. Generalmente se absorbe a particulas organicas, no puede pasar
facilmente a través de las membranas celulares y no tiene el mismo potencial oxidativo
que el Cr (VI). EI Cr (Ill) es esencial para los animales y las plantas y juega un papel
importante en el metabolismo del azicar y las grasas (Miretzky y Fernandez Cirelli,
2010).

Cabe destacar que el pH del agua influye de manera importante en la
especiacion del Cr y la disociaciéon de grupos funcionales activos. Segun lo expresado
por algunos autores, la adsorciéon de Cr (VI) a ciertas matrices bioldgicas no es
significativa cuando los valores de pH son superiores a 6. En este sentido, se dice que
la adsorcion del Cr (V1) a materiales de origen biolégico aumenta con la disminucién del
pH, contrariamente la eficacia de retencion de Cr (lll) aumenta con el incremento del
pH. La adsorcién de Cr total es maxima a pH 4-5, dependiendo del tiempo de contacto
(Park et al., 2008). Considerando que los valores de pH registrados en el agua de

colonizacién y exposicion fueron = 9, podria decirse entonces que no estaban dadas las
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condiciones para que el Cr se adsorba de manera significativa a la superficie del biofilms
y genere efectos potencialmente téxicos sobre esta comunidad.

Por otra parte, y en lo que respecta especificamente a la comunidad del biofilm,
diversos autores (Navarro et al., 2002; Sabater et al., 2007; Duong et al., 2010) hacen
referencia al rol relevante que cumple la matriz de polisacaridos exudados en su
resistencia a la toxicidad de metales. Estos compuestos son los que aportan en gran
medida a la estructura tridimensional de los biofiims y son capaces de adsorber
eficientemente los metales y asi reducir su toxicidad sobre las células algales. El hecho
de que la madurez y/o grosor del biofilm puede reducir la susceptibilidad a la toxicidad
es una regla general que se ha demostrado para metales (Duong et al.,, 2010) y
herbicidas (Franz et al., 2008), como lo sefialaron Guasch et al. (2012). Asi, los biofilms
en una etapa temprana de colonizacion resultan mas vulnerables a la exposicion a
metales que los biofilms maduros (Ivorra et al., 2000). Licursi & Gémez (2013) en una
experiencia de exposicion corta (96 hs.) a Cr (V1) de biofilms maduros reportaron que la
biomasa algal y la densidad no se modificaron significativamente ante la presencia del
metal, sin embargo, se produjeron cambios en la composicion especifica de la
taxocenosis de diatomeas. Segun las teorias de adaptacién al estrés de las
comunidades de algas (Stevenson, 1997), la biomasa deberia ser menos sensible al
estrés ambiental que la composicion de especies, porque las comunidades pueden
compensar el estrés cambiando la composicién (Stevenson & Pan, 1999).

Alo largo de la experiencia realizada en el presente trabajo de tesina, la densidad
(ind./cm?) mostroé un incremento significativo en el tiempo, aunque las diferencias no
fueron significativas entre los tratamientos. Sin embargo, fue posible advertir que las
mayores densidades correspondieron a los tratamientos que incluyeron como factor
experimental la adicion de nutrientes alcanzando valores de 1,70E *°¢. Estos valores de
densidad fueron de magnitud similar a los registrados en los sitios con mayores
concentraciones de nutrientes de los sistemas acuaticos del sur de la provincia de Santa
Fe durante el segundo muestreo (Capitulo 1). Coincidentemente las mayores
concentraciones de clorofila “a” fueron registradas en los tratamientos con adicién de
nutrientes. Numerosos autores mencionan que las concentraciones de N y P constituyen
el factor principal que determina la biomasa algal (Chételat et al., 1999; Biggs et al.,
2000; Dodds et al., 2003; Stevenson et al., 2006; Dalton et al., 2015), siempre que no
existan otros factores que limiten el crecimiento (Pan et al., 1999).

Entre los factores que pueden condicionar el desarrollo algal se pueden
mencionar la presencia de herbicidas. Sin embargo, en nuestro estudio los tratamientos
que incluyeron como unico factor experimental la adicion de herbicidas (G, A y GA)

presentaron mayores densidades que el control (aunque estas diferencias no fueron
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significativas) asi como las mayores concentraciones de clorofila “a”. Las respuestas de
estas variables ante la presencia de herbicidas han sido diversas de acuerdo a lo
reportado por distintos autores. Asi, Klatyik et al. (2017) hallaron una disminucion
significativa de la biomasa del biofilm (entre el 1,3% hasta 33%) en los tratamientos
expuestos a 100 ug/L de glifosato. También Detenbeck et al. (1996) reportaron que la
productividad del perifiton fue significativamente reducida al ser expuesto a 25 ug/L de
atrazina. Por su parte, Pérez et al. (2007) no hallaron diferencias significativas en la
concentracién de clorofila y en el PSLC en mesocosmos tratados con 6 y 12 mg/L de
glifosato. Del mismo modo, Lozano et al. (2018) mencionan que la exposicion a 3 mg/L
de glifosato no tuvo impacto significativo sobre el perifiton en las variables medidas
(PSLC, indice Autotréfico y proporcién Live:Dead). Vera & Trinelli (2018) reportaron un
aumento en el peso seco y en la clorofila “a” en el perifiton expuesto a 0,3y 3 mgi.a./L
de glifosato. Finalmente, Goldsborough & Brown (1988) reportaron que la concentracion
umbral por debajo de la cual no se observaron diferencias significativas en la fotosintesis
entre el control y los tratamientos fue 0,89 mg/L de glifosato.

El analisis de la sucesion en la composicién del biofilm permitid advertir un
reemplazo de Cyanobacteria por Bacillariophyceae como grupos dominantes en los
microcosmos control, este reemplazo se vio afectado en los tratamientos con herbicidas.
En este sentido, en los tratamientos C y N el reemplazo ocurrié de forma mas rapida
que en los demas tratamientos, observandose el predominio de Bacillariophyceae en el
T3 mientras que en el caso de los tratamientos con herbicidas este predominio recién
se observo a partir del T5 o T7. Estos resultados coinciden con lo reportado por Tsui &
Chu (2003) quienes senalaron que Bacillariophyceae fue de 7-10 veces mas sensibles
al glifosato (Roundup) que otros grupos del biofilm, pudiendo atribuirlo a la variacion
filogenética entre los diferentes grupos, donde los organismos procariotas presentan
mayor tolerancia que los eucariotas. También Vera et al. (2010) reportaron que el grupo
mas afectado por la exposicion a 8 mg/L de glifosato fue el de las diatomeas y
observaron la proliferacion de cianobacterias. Algo similar fue reportado por Pérez et al.
(2007) quienes registraron un incremento de cianobacterias a expensas de
Bacillariophyceae en biofilms expuestos a glifosato (Roundup). El grupo Cyanobacteria
puede resistir en condiciones de extremo estrés utilizando diferentes estrategias, como
por ejemplo producir enzimas tolerantes al glifosato (Vera et al., 2010) o degradar este
herbicida y utilizarlo como fuente de fésforo (P) (Lipok et al., 2007; Forlani et al., 2008).
Wang et al. (2016) hallaron especies de diferentes grupos algales que se vieron
favorecidas ante la presencia de glifosato ya que pudieron utilizarlo como fuente de P
en situaciones de carencia de este elemento, mientras que para otras especies este

herbicida resultd ser téxico. Estas respuestas diferenciales al glifosato de distintas
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especies en funcién de la disponibilidad de P en el ambiente tendrian implicancias
ecoldgicas muy importantes en los sistemas acuaticos.

En el presente estudio, las densidades de Cyanobacteria se correlacionaron de
manera positiva con la concentracién de atrazina, siendo el grupo dominante durante
gran parte de la experiencia en los tratamientos con herbicidas, particularmente con
atrazina, en los que el reemplazo por Bacillariophyceae fue mas lento que en el resto de
los tratamientos. Al respecto, se han descripto distintos tipos de respuestas que pueden
resultar contrapuestas: Juttner et al. (1995) en estudios en mesocosmos observaron que
las diatomeas fueron los taxones menos sensibles a la atrazina (318 pg/L) dominando
el fitoplancton. Coincidentemente, Seguin et al. (2001) mencionan que la atrazina inhibio
mas a las clorofitas que a las diatomeas, atribuyéndolo a que los inhibidores del PS I
son menos toxicos para las algas adaptadas a bajas condiciones luminicas como las
diatomeas. Por su parte Guasch et al. (1998) reportaron que las diferencias en la
sensibilidad estan relacionadas con variables ambientales y que las comunidades
perifiticas dominadas por diatomeas resultaron mas tolerantes que las comunidades
dominadas por cloroficeas o crisoficeas. Sin embargo, Kish (2006) reporté que la
atrazina favorecio el desarrollo de un perifiton procariota (cambiando la dominancia de
Bacillariophyceae hacia Cyanobacteria), mientras que el glifosato favorecié la fraccion
eucariota. Otras respuestas que han sido reportadas en algas del fitoplancton afirman
que Cyanobacteria junto con Bacillariophyceae parecen ser mas tolerantes a la atrazina
que las Chlorophyceae (Pannard et al., 2008). Tang et al (1997) resalta que diferentes
especies y quizas divisiones de algas de agua dulce exhiben diferentes respuestas a la
exposicion a la atrazina. Por lo tanto, la toxicidad selectiva de los pesticidas u otros
contaminantes organicos de los sistemas acuaticos podria alterar la composicion de las
especies, disminuir la diversidad, interferir con los patrones de sucesion normales y
alterar las redes alimentarias en su conjunto. Asimismo, Nelson et al. (1999) sefialan
que la exposicion cronica del perifiton a concentraciones de atrazina como las halladas
frecuentemente en los sistemas acuaticos, pueden inhibir el crecimiento del perifiton
durante periodos de pulsos con mayor concentracion de atrazina caracteristicos de los
eventos de escorrentia.

Al igual que se observé en el estudio a campo, el oxigeno disuelto y pH se
correlacionaron de manera positiva con la densidad de Bacillariophyceae, como también
el oxigeno disuelto con la densidad de Chlorophyceae y Hongos. Estas relaciones se
explican por el proceso de produccion primaria fotosintética de los autétrofos que
produce un aumento del oxigeno disuelto durante el dia (Odum, 1956), y el incremento
del pH del cuerpo de agua (Elosegi & Sabater, 2009). Contrariamente, los

microorganismos saprofitos, como hongos y bacterias, consumen oxigeno durante el

M. Florencia Bodean 76



proceso de descomposicion de la materia organica (Andreo, s.f.). En este sentido, Mora-
Gbémez et al. (2016) advierten que una reduccion de la concentracion de oxigeno en el
agua puede afectar el desarrollo de hongos (lento crecimiento y baja tasa de
esporulacién) y disminuir la diversidad fungica reduciendo la velocidad de degradacion
microbiana de la materia organica. En nuestro estudio, la mayor disponibilidad de
oxigeno disuelto se relacion6 positivamente con la densidad de hongos, lo que pudo
generar un beneficio en el desarrollo de la actividad descomponedora de estos
microorganismos. Esta mayor actividad de descomposicion también se ve sustentada
por la correlacion positiva y significativa entre la densidad de hongos y la demanda
bioldgica de oxigeno (DBOs) que es una variable indicadora de la cantidad de materia
organica biodegradable.

En relacion al fésforo total (PT), fraccion del P contenida en el biofiim, las
mayores concentraciones correspondieron a los tratamientos con glifosato (G). Las
correlaciones realizadas revelaron que el PT (ug/cm?) en el biofilm se correlacioné
negativamente con las concentraciones de PRS en agua, y el PT (mg/gPS- expresado
en funcion del peso seco) se correlacioné positivamente con las concentraciones de
glifosato, indicando que el P disuelto en agua es captado por el biofiim y que
posiblemente la presencia de este herbicida se relaciona con la disponibilidad de P en
agua. A su vez, el PT se relaciond positivamente con las densidades de Chlorophyceae
y Bacillariophyceae, mostrando una mayor acumulacién de este nutriente en biofilms
dominados por estos grupos. El enriquecimiento de los sistemas acuaticos relacionados
con la adicion de glifosato ha sido reportado en la bibliografia (Austin et al. 1991).
Autores como Pérez et al. (2007) y Vera et al. (2010) reportaron un aumento significativo
del PT en agua en mesocosmos tratados con glifosato (Roundup). Estos trabajos
destacan el riesgo que trae aparejado el incremento de herbicidas e indirectamente de
nutrientes disponibles en agua (eutrofizacion), favoreciendo el desarrollo de
Cyanobacteria, que ademas de afectar el natural desarrollo de los sistemas loticos,
puede conducir a la proliferacion de especies potencialmente tdxicas. En particular, el
desarrollo de las floraciones de cianobacterias en aguas dulces se ha reconocido como
eventos significativos que pueden afectar negativamente la calidad del agua y afectar la
salud humana y animal (Carmichael, 1994; Bell & Codd, 1996). Por estos motivos se
advierte sobre la posibilidad de la aceleracion del proceso de eutrofizacion y sus graves
consecuencias para los entornos naturales (Vera et al., 2010).

Diversos autores han documentado la capacidad del biofilm en el ciclado y
retencion de los nutrientes en los sistemas loticos (Leff et al., 2016; Bojorge-Garcia &
Cantoral Uriza, 2016). Bojorge-Garcia & Cantoral Uriza (2016) afirman que las algas

benténicas son las principales responsables de la captura de N y P (organico e
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inorganico) presente en la columna de agua, captando entre 5-35% del PT que se
incorpora al sistema. Al poseer un alto nivel de captura de nutrientes, son un importante
elemento en los ambientes acuaticos en la transferencia de nutrientes hacia otros
organismos de la trama tréfica. También se ha estudiado su aplicacion para el tratado
de aguas residuales municipales (Boelee et al., 2011) y eutrofizadas (Dodds, 2003; Ko
et al., 2019). Ademas, dentro del fitobentos, las diatomeas han sido reportadas como
aptas para reducir la liberacion de nutrientes desde el sedimento hacia la columna de
agua (Van Luijn et al., 1995).

Krieger et al. (1988) reportan que el crecimiento de perifiton y las tasas de
absorcion de nutrientes pueden reducirse temporalmente por la exposicion a herbicidas
en los cursos de agua de zonas agricolas. Lozano et al. (2018) en un estudio
comparativo del fitoplancton y el perifiton, reportan que la comunidad del perifiton fue
mas resistente a los efectos de herbicidas y que esto estaria relacionado con su
estructura mas compleja y a la matriz de sustancias poliméricas hidratadas que secreta
(Flemming & Wingender, 2010), lo que puede limitar el contacto de los organismos con
los contaminantes reduciendo la exposicion.

De acuerdo a Pratt et al. (1997) los cambios en la estructura de la comunidad
(especialmente de los grupos no blanco) y los cambios en las variables que reflejan los
procesos del ecosistema tienen importancia técnica y en general no se valoran en los
paradigmas actuales de evaluacion de riesgos ambiental. Los autores resaltan que en
una evaluacion de riesgo ecoldgico es imprescindible que el entorno natural sea
apreciado por el valor intrinseco de los procesos que en €l ocurren y por sus especies
naturales. Retomando estos conceptos, y en funcién de los resultados obtenidos en el
presente estudio, alentamos la incorporacién de la comunidad del biofilm (desarrollada
en ambientes acuaticos de la region) en la evaluacion de riesgos de pesticidas,
incluyendo el analisis tanto estructural como funcional de manera de poder establecer
los efectos de los xenobidticos en el rol que cumple esta comunidad en los ambientes
naturales amenazados y estimar riesgos socialmente aceptables.

De este modo, podemos concluir que en el analisis de la etapa experimental de
la presente tesina se reflejaron los cambios sobre la comunidad del biofilm expuesto a
concentraciones ambientalmente significativas de los herbicidas, glifosato y atrazina,
como de los nutrientes, P y N, que habian sido planteados en la hipétesis. Por una parte,
se observaron cambios en la composicion de los grandes grupos del biofilm. Estos
cambios difirieron entre los distintos tratamientos y el control, registrandose un retraso
en el reemplazo progresivo de Cyanobacteria por Bacillariophyceae como grupo
dominante y en la dominancia del grupo de las cianobacterias respecto al de las

diatomeas, esto se evidencié con mayor consistencia en el tratamiento NGA. Por otra
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parte, se detectaron modificaciones en la biomasa del biofilm, siendo la adicién de N y
P el factor de cambio, reflejado tanto en los valores de densidad como en las
concentraciones de clorofila “a”. La densidad y las concentraciones de clorofila “a”
fueron mayores en los tratamientos fertilizados, como asi también se diferenciaron
ciertos tratamientos con una evidente disminucion en su densidad total y en el valor del

indice de diversidad de Shannon-Wiener en el tiempo final (T7).
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CONCLUSIONES GENERALES

Ante el objetivo general planteado en la presente tesina -evaluar el impacto de
agroquimicos (fertilizantes y herbicidas) que alcanzan los cuerpos de agua de zonas de
actividad agricola utilizando el biofilm epipélico como bioindicador-, se establecieron dos
objetivos especificos que fueron llevados a cabo mediante dos aproximaciones:
estudios en campo y estudios experimentales. En el estudio en campo, el analisis de los
ensambles del biofilm epipélico de los arroyos del sur de la provincia de Santa Fe
permitié observar una marcada influencia de la actividad agricola como también de otras
actividades antropicas. Se evidenciaron diferencias tanto a escala espacial (sitios
mayormente expuestos a altas concentraciones de herbicidas, y/o nutrientes, y/o
metales), asi como diferencias a escala temporal (entre muestreos). Por un lado, los
sitios muestreados reflejaron el ingreso de materia organica por escorrentia a los
sistemas alterando las condiciones naturales de las cuencas, registrandose aumentos
de materia organica, con incrementos en las concentraciones de nutrientes y Cr en el
agua en coincidencia con periodos de mayores precipitaciones. Por otro lado, no se
observaron correlaciones significativas en este estudio entre las concentraciones de
herbicidas y la biomasa del biofilm, pero si se registraron mayores concentraciones de
herbicidas en los cuerpos de agua durante el primer muestreo, en concordancia con el
periodo de alta aplicacién de agroquimicos de acuerdo al calendario agricola, y su
permanencia en los cuerpos de agua evidenciada por las concentraciones registradas
en el segundo muestreo (periodo de baja aplicacion). En cuanto a las concentraciones
de metales y As registradas, tanto en el primer como en el segundo muestreo se
registraron valores que superaron los NGC. Esto fue reflejado también por el indice de
Diatomeas Pampeano (IDP) que asigno calidad del agua mala y muy mala a estos sitios
a partir del analisis de la taxocenosis de diatomeas bentoénicas (Licursi et al., 2018).

Por otro lado, el estudio experimental permitié registrar modificaciones en el
biofiilm ante la presencia de concentraciones ambientalmente significativas de
herbicidas (glifosato y atrazina) como de los principales nutrientes (P y N). Por una parte,
los cambios en la composicidn a nivel de grandes grupos reflejaron los efectos de estos
herbicidas sobre el biofilm, favoreciendo el predominio del grupo Cyanobacteria sobre
el de Bacillariophyceae. En este sentido, los resultados coinciden con los reportados en
estudios previos de exposicion a glifosato, e indican una mayor tolerancia de organismos
procariotas a dicho herbicida. El efecto diferencial de la atrazina favoreciendo al grupo
Cyanobacteria por sobre los demas grupos algales ha sido también reportado por

algunos autores de la literatura consultada. Este efecto es un importante factor de
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cambio en el funcionamiento e integridad del cuerpo de agua tratandose de un grupo en
el que existen especies potencialmente téxicas.

Asimismo, los resultados de las correlaciones realizadas sugieren que el fosforo
disuelto en agua (PRS) fue captado por el biofilm (PT) y que posiblemente la presencia
del glifosato promovié la disponibilidad de este nutriente en agua, comportandose como
fuente de P. También se identific6 una mayor acumulacion de este nutriente en el biofilm
dominado por Chlorophyceae y Bacillariophyceae. De este modo, se evidencia el
ingreso de glifosato en los sistemas I6ticos como potencial causante de un
enriquecimiento acelerado de los mismos que ha sido reportado por diversos autores.
Dicho enriquecimiento acelerado (eutrofizacién) con causa antrépica tiene
consecuencias negativas sobre el sistema y sus servicios ecosistémicos. Frente a
dichos escenarios, el biofilm ha sido estudiado por numerosos autores por su gran
capacidad de captura de nutrientes, posiblemente relacionado con su estructura mas
compleja y a la matriz de sustancias poliméricas hidratadas que secreta.

Elosegi & Sabater (2009) afirman que la modificacion de las concentraciones de
carbono, N y P como consecuencia de la actividad humana tiene implicaciones
socioeconomicas y sanitarias que van mas alla de las estrictamente ecoldgicas.
Asimismo, diversos autores reportan efectos sobre la salud de personas que estan
expuestas, directa o indirectamente, a la presencia en su entorno de diversos
agroquimicos (Simoniello et al., 2008; Mafas et al., 2009; Gentile et al., 2012; Koller et
al., 2012; Arancibia et al., 2019). El hombre altera diversas estructuras y procesos
naturales en su afan de satisfacer sus necesidades y mejorar su calidad de vida,
desestimando los dafios que genera sobre el ecosistema y la salud humana.

Lo expuesto anteriormente, permite concluir que la informacion recabada en el
presente estudio denota el importante rol que cumple el biofilm en los sistemas acuaticos
de la region, asi como también su eficacia como indicador en estudios de contaminacién
antropica de cuerpos de agua. De esta manera, se sugiere integrar a la comunidad del
biofilm como bioindicador para los monitoreos regulares en los sistemas I6ticos de la
region, tanto por la polucién directa e indirecta que reciben de la actividad agricola e
industrial, asi como también por los cambios que trae aparejado el calentamiento global
(Rodrigues Capitulo et al., 2010). Mas aun, dichos monitoreos deben ser acompanados
por acciones relacionadas con la concientizacion y educacion del impacto que
socialmente estamos ocasionado en los sistemas léticos, con el fin de fomentar acciones
que permitan revertirlos en un futuro cercano. Finalmente, otra herramienta fundamental
son las instancias de capacitaciéon y control en el cumplimiento de las formas adecuadas

de utilizacién y manipulacién de los agroquimicos.
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