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Resumen

Los ecosistemas acuaticos continentales son esenciales para el
funcionamiento de la biésfera y el desarrollo de las sociedades, y a la vez
son muy sensibles a los impactos antrépicos. La expansion e
intensificacion de las practicas agricolas es un fenémeno global que implica
un elevado uso de agroquimicos, que luego de su aplicacion pueden
ingresar a los sistemas acuaticos a traves de escorrentia aérea, superficial
y subterranea. El herbicida més utilizado a nivel mundial en la actualidad es
el glifosato, que constituye el ingrediente activo de diversos formulados
comerciales. A pesar de ser catalogado como seguro para la biota, varios
estudios han encontrado efectos adversos del glifosato sobre diferentes
organismos terrestres y acuaticos, incluso sobre varios que no serian
blanco de accion de la sustancia. También ha sido recientemente
clasificado como posiblemente cancerigeno por la Organizacion Mundial de
la Salud, lo que aumenté el debate sobre este herbicida a nivel académico,
de gestion y del publico en general.

Esta tesis se centro en la Laguna del Cisne (Canelones, Uruguay), sistema
gue ha sido utilizado desde 1971 por OSE (Obras Sanitarias del Estado)
como fuente de agua potable. En su cuenca se ha practicado agricultura
intensiva en las ultimas dos décadas, actividad que podria poner en riesgo
los servicios ecosistémicos que provee.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la exposicién a un
herbicida comercial en base a glifosato (en adelante, HBG, i.e. sal de
isopropilamina de glifosato) sobre la estructura de una comunidad natural
de diatomeas perifiticas proveniente de la Laguna del Cisne. Se eligio la
comunidad de diatomeas perifiticas como modelo de trabajo por no ser la
comunidad objetivo del herbicida a pesar de ser potencialmente blanco por
poseer la ruta metabdlica del acido shikimico, ademas de por su
importancia ecosistémica y por sus buenas caracteristicas como grupo

indicador de impactos ambientales. Por ser un aspecto muy poco tratado



aun en la literatura especializada, se eligio trabajar con una comunidad
natural evaluando cambios en su estructura. A fin de contextualizar la
estructura de esta comunidad se analizaron los cambios historicos en el
uso del suelo de la cuenca, la concentracion de nutrientes en el agua y el
régimen de precipitaciones de la zona previo a las colectas. Se generé una
comunidad natural de perifiton a partir de la colonizacién de sustratos
artificiales introducidos en la laguna durante 15 dias. La misma fue
posteriormente expuesta en laboratorio a cuatro concentraciones del
principio activo del HBG (1.0, 3.0, 5.0, y 10.0 mg L), ademas del control
(ausencia del HBG), para evaluar un posible efecto concentracion-
dependiente. Se tomaron muestras cada cinco dias por un periodo de 15
dias, las que fueron procesadas de forma estandar para el analisis
taxonomico de diatomeas. Para evaluar las respuestas de distintos
ensamblajes comunitarios el experimento fue ejecutado en invierno 2014 y
primavera 2015.

La composicion taxonomica de la comunidad de diatomeas fue similar para
las dos estaciones; sin embargo, la abundancia relativa de las especies
dominantes fue muy distinta. En invierno la riqueza fue de 99 especies y
Melosira varians fue la especie mas abundante, mientras que en primavera
se identificaron 115 especies y la composicion de especies fue mas
equitativa. Se encontré un claro cambio en la composicién de especies
segun la concentracion del principio activo del HBG. En particular, varias
especies de diatomeas resultaron sensibles, es decir, tendieron a disminuir
su abundancia relativa a concentraciones mas elevadas del HBG (i.e.
Nitzschia subacicularis, Ulnaria ulna, Ulnaria acus, Nitzschia paleacea y
Fragilaria sp.1), mientras que otro conjunto de especies fue tolerante y
tendieron a prevalecer (i.e. Sellaphora nigri, Craticula molestiformis,
Craticula subminuscula, cf. Mayamaea permitis, Gomphonema parvulum,
Navicula erifuga).

Aunque el ensamblaje de especies encontrado ha sido en su totalidad

reportado en la bibliografia como caracteristico de ambientes impactados



por contaminacion organica y nutrientes, fue posible identificar un grupo de
especies sensibles a la exposicién a HBG. Este estudio constituye uno de
los escasos trabajos que evalian cambios a nivel de composicion de
especies en esta comunidad clave, y contribuye a la aplicacién de las
diatomeas como bioindicadoras de contaminacién por HBG en ecosistemas
someros eutroficos. Asimismo, se abre como perspectiva el evaluar por
separado distintos efectos ambientales del HBG, tales como el posible
aumento en la concentracién de nutrientes debido a la formulacion versus
el efecto sélo debido al principio activo, los efectos cronicos de exposicion
a bajas concentraciones para evaluar posibles efectos teratogénicos sobre
esta comunidad y los mecanismos fisiologicos que otorgan tolerancia HBG

a nivel de especies y a nivel comunitario.

Palabras clave: diatomeas perifiticas, glifosato, agua potable.




Abstract

Freshwater ecosystems are essential for the support and development of
human societies and they are very sensitive to anthropogenic impacts. The
intensification of agricultural practices is a global phenomenon which
implies a great use of agrochemicals. After their application to crops, these
chemicals may enter aquatic ecosystems through surface runoff and
groundwater inputs. Glyphosate is the active ingredient of the most widely
used herbicide around the globe. Despite being described as relatively safe
for biota, several studies have found adverse effects of glyphosate, its
metabolites, and surfactants on different aquatic and terrestrial organisms.
It has also been recently classified as a possible carcinogen by the World
Health Organization, fueling the debate in different societal sectors.

This thesis was conducted in Laguna del Cisne (Canelones, Uruguay), a
reservoir used, since 1971, as a source of water by the state water utility
(OSE). Intensive agriculture has been present in its basin for the past two
decades, potentially jeopardizing its ecosystem services.

The objective of this study was to determine the effect of the exposure to
glyphosate-based herbicide (hereafter, GBH, i.e. glyphosate isopropylamine
salt) on a natural periphytic diatom community from Laguna del Cisne.
Periphytic diatoms were chosen as a case study given they are a potential
target of GBH due to having the shikimic acid metabolic route, despite not
being the official target of the herbicide. Periphyton plays an important role
in natural ecosystems and possesses good traits as a bioindicator
community. Moreover, we chose to work at the natural periphytic
community level because this has been little studied in the scientific
literature so far. Historic changes in land use in the basin and water nutrient
concentrations in the reservoir as well as precipitation patterns were
analyzed to contextualize the structure of natural periphyton. A natural
periphyton community was allowed to colonize artificial substrata introduced

in the reservoir during 15 days. In the lab, a 15-day bioassay was
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conducted, where periphytic diatoms were exposed to four concentrations
of GBH (1.0, 3.0, 5.0, and 10.0 mg L™), in addition to a control treatment
without GBH added, to evaluate concentration-dependent effects. The
experiment was executed in two seasons to evaluate responses of
potentially different diatom assemblages: winter 2014 and spring 2015, and
samples were taken every five days and processed according to standard
methods for diatom analysis.

The overall species composition of the diatom community was similar for
the two seasons; however, the dominant taxa differed greatly between
seasons. In winter, we found 99 species, with Melosira varians being the
most abundant species in every sample, whereas in spring 115 species
were identified and the composition was more evenly distributed. We found
a clear change in the community composition with increasing glyphosate
concentrations. In particular, a group of species appeared to be sensitive to
increasing GBH concentrations (Nitzschia subacicularis, Ulnaria ulna,
Ulnaria acus, Nitzschia paleacea, Fragilaria sp.1), while another group of
species appeared to be tolerant (Sellaphora nigri, Craticula molestiformis,
Craticula subminuscula, cf. Mayamaea permitis, Gomphonema parvulum,
Navicula erifuga).

Even though the assemblage of species identified in Laguna del Cisne has
been reported in the scientific literature as tolerant to organic contamination,
a set of species were sensitive to exposure to GBH. This study represents
one of the few works that evaluate changes in species composition in this
key aquatic community, and contributes evidence that supports the use of
diatoms as good bioindicators of GBH contamination in eutrophic shallow
freshwater ecosystems. At the same time, new avenues for further research
emerged, such as the evaluation of different environmental effects of GBH
in freshwaters (e.g. the effects of the potential increase in nutrient
concentration vs. the effect of the active ingredient; chronic exposure to low

concentrations to evaluate teratogenic responses in the community) as well
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as the determination of potential physiological mechanisms promoting

resistance to GBH at the species and community levels.

Keywords: periphytic diatoms, glyphosate, drinking water.
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1. Marco teobrico

Los sistemas acuaticos continentales son responsables del sustento de una
gran biodiversidad, se estima que sostienen al 10% de las especies
conocidas ademas de un alto porcentaje de la diversidad global de peces
(=45%) (Strayer & Dudgeon, 2010; Carpenter et al., 2011). Son esenciales
para el sustento de la sociedad (WWDR, 2009), tanto de manera directa
por proveer importantes recursos (e.g. agua y alimento), como de manera
indirecta, mediante otros servicios ecosistémicos que permiten su
desarrollo (e.g. servicios ecosistémicos de regulacion) (Power, 2010). A su
vez, son muy sensibles a impactos antropicos tales como cambios del uso
del suelo en sus cuencas de drenaje, alteraciones fisicas en los cursos de
agua y margenes, contaminacion, cambio climéatico, sobreexplotacion de
especies e introduccion de especies invasoras (Malmgvist & Rundle, 2002;
Foley et al.,, 2005; Dudgeon et al., 2006; MEA, 2005; Moss, 2008;
Carpenter et al., 2009; Carpenter et al., 2011). Los ecosistemas acuaticos
continentales han sido histéricamente usados para la reserva de agua,
generacion de energia, riego, transporte, control de inundaciones y dilucion
de contaminantes (Vitousek et al., 1997; Carpenter et al., 2011; Dudgeon et

al., 2006; Foley et al., 2005).

La intensificacién agricola es actualmente un fenédmeno global (Matson et

al., 1997; Foley, 2005). El aumento demogréafico humano y el aumento del

consumo a nivel mundial, han sido acompasados por una mayor presion
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productiva sobre la industria alimenticia. El area de suelo destinado a la
produccién agricola ha aumentado y su uso se ha intensificado.
Actualmente los agroecosistemas compuestos por cultivos y praderas se
encuentran altamente representados a nivel mundial, cubriendo mas del
40% del suelo total (FAO, 2009; Foley et al., 2005; Foley et al., 2011) y mas
del 50% de las zonas aptas para la agricultura (Tilman et al., 2001; Dale &
Polasky, 2007; Foley et al., 2011). La forma de manejo del agroecosistema
puede favorecer o no el mantenimiento del servicio de provision,
aminorando impactos por pérdida de habitats que conservan la
biodiversidad, pérdida de nutrientes por escorrentia, emisiones de gases de
efecto invernadero, erosion del suelo, exposicion de la biota a pesticidas,
entre otros (Dale & Polasky, 2007; Zhang et al., 2007; Power, 2010; Foley
et al., 2011). La intensificacion de la actividad ha significado aumentar no
s6lo la superficie sino también la mecanizacion, el uso de riego, de

fertilizantes y otros agroquimicos (Tilman et al., 2002; Foley et al., 2011).

Muchos de los grandes efectos de la agricultura intensiva sobre los
ecosistemas naturales y en particular los ecosistemas acuaticos
continentales, estan vinculados a alteraciones hidrologicas (a partir del uso
del agua para riego, canalizaciones, represas, etc.) y de los ciclos
biogeoquimicos (e.g. carbono, fésforo y nitrégeno) (Vitousek et al., 1997;
Bonan, 2008). El 70% del agua dulce utilizada por la humanidad es

destinada para el riego, siendo ademas este uso identificado como el factor
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con mayor impacto en la escasez de agua dulce a nivel mundial (Vitousek
et al., 1997; Foley et al., 2011; Alexandratos & Bruinsma, 2012). A su vez,
los ciclos biogeoquimicos del nitrégeno y el fésforo también se han visto
severamente impactados por el aumento de la produccion agricola debido
a la produccién industrial de fertilizantes (fijacion del nitrégeno atmosférico
y explotacién del fésforo), la aplicacion de estiércol y las plantaciones de
leguminosas fijadoras de nitrogeno (Vitousek et al., 1997; Bennett et al.,
2001). Las altas concentraciones de nutrientes que ingresan a los sistemas
acuaticos debido a la intensificacion agricola contaminan el agua
subterranea, aumentan los niveles de nitratos en el agua potable,
aumentan la cantidad de sedimentos y sales disueltas, y causan
eutrofizacion con consecuente aumento de la frecuencia y severidad de
floraciones de algas y cianobacterias potencialmente toxicas e
indirectamente provocan eventos de hipoxia y muerte masivas de peces
(Howarth et al., 1996; Vitousek et al., 1997; MEA, 2005; Bouwman et al.,

2009; Power et al., 2010; Paerl & Otten, 2013).

El Uruguay sigue esta tendencia mundial. La superficie destinada a la
agricultura crecio 318% en el periodo 2000 - 2011(DIEA, 2016) (Figura 1).
Si bien en el censo del 2011 la actividad ganadera se encontré en el primer
lugar, ocupando 6.467.000 ha del territorio, las actividades agricolas en
conjunto se encontraron en el segundo lugar cubriendo 4.928.000 ha

(DIEA, 2016) (Figura 1). Asimismo, los mayores cambios reportados en
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cobertura del suelo para el periodo 2000 — 2011 fueron, de campo natural
hacia forestacion en primer lugar y hacia la agricultura de secano en
segundo lugar, aunque este Ultimo uso del suelo es el que mayor area

ocupa (2.792.000 ha) (FAO, 2011; DIEA, 2016).

REGIONES AGROPECUARIAS

Ganadera ovejera
Ganadera con —10% mejoramientos
I Ganadera con +10% mejoramientos
I Ganadera lechera
Arrocera ganadera
- Arrocera
Agricola ganadera
Agricola lechera
Bl Agricola
Lechera ganadera
I Lechera
Citricola
Frutiviticola
I Hortfrutiviticola
Bl Horticola
B Forestl

Figura 1. Cambios en el uso del suelo en el periodo 1990 — 2011. La region agropecuaria
agricola es la que presento el mayor crecimiento entre el 2000 y el 2011 (DIEA, 2016).
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Las cuencas de drenaje de varios cuerpos de agua, incluso de sistemas
clave por su rol como fuente de agua potable, han sufrido en los Ultimos
afios una fuerte intensificacion en el uso del suelo (Mazzeo et al., 2003;
Teixeira de Mello, 2007; Steffen & Inda, 2010; Goyenola et al., 2011;
Chalar, et al., 2013; Bonilla & Meerhoff, 2014; Aubriot et al., 2018),
involucrando la aplicaciéon de diversos agroquimicos (e.g. fertilizantes,
insecticidas y herbicidas como glifosato) (INIA, 2017; Stabile, 2018). Las
consecuencias sobre el funcionamiento de los ecosistemas acuaticos de
estos cambios en el uso de la tierra comienzan a evidenciarse, tanto por el
aumento de las concentraciones de nutrientes como por el aumento de los
sintomas de eutrofizacién y presencia de agroquimicos y sus derivados de
degradacion en diversas matrices ambientales (Bonilla et al., 2015;

Goyenola et al., 2015; Griffero et al,. 2018; Ernst et al,. 2018).

1.1. Herbicidas basados en glifosato

Ademas de nutrientes, la agricultura intensiva actual utiliza un amplio
paguete de otros agroquimicos. En el rubro de los herbicidas, el glifosato
(N-(fosfonometil) glicina), de accion post-emergente y de amplio espectro,
ha sido el mas utilizado desde la década del 1970 a nivel mundial
(Goldsborough & Brown, 1988; Woodburn, 2000; Székacs & Darvas, 2012).
La composicién del producto herbicida en base a glifosato (de ahora en

adelante, HBG) que llega al consumidor final, contiene, ademas de la
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formulacion particular de sal de glifosato, uno o varios surfactantes no
ionicos (e.g. POEA es el mas utilizado en la formulacion Round up) que
facilitan el ingreso del ingrediente activo a la planta (Riechers et al., 1995;
Dill et al., 2008). Las primeras pruebas sistematicas de aplicacién post-
emergente de diferentes HBG disponibles en plaza (e.g. sales de
isopropilamina, sodio y potasio) se ejecutaron entre los afios 2002 — 2003
en Estados Unidos sobre cultivos resistentes de algodon y maiz (Parker et
al., 2005). Mdltiples pruebas mostraron ausencia de efecto herbicida sobre
los cultivos de interés y asi crecio abruptamente el uso de esta tecnologia a
nivel global (Pérez et al., 2011). En América del Sur su rapida expansion se
dio a partir del afio 2005, junto al aumento de la produccién de soja
genéticamente modificada (Altieri & Pengue, 2006) destinada

principalmente al mercado chino.

Debido a que el modo de accion del glifosato afecta la ruta del acido
shikimico involucrada en la sintesis de aminoacidos aromaticos (triptoéfano,
fenilalanina, tirosina), un conjunto reacciones metabdlicas conservadas en
plantas, hongos y bacterias pero no en animales, el glifosato ha sido
catalogado como inocuo para animales incluyendo a los humanos (Giesy et
al., 2000; Dill et al., 2008; Székacs & Darvas, 2012). Ademas, los riesgos a
la exposicion al glifosato se asumen acotados al corto plazo por su
presumida rapida inactivacion en suelos, por adsorcion y degradacion

microbiana (US EPA, 1993; Giesy et al., 2000; Busse et al.,, 2001,
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Vereecken, 2005). Por otro lado, en las formulaciones tanto los
surfactantes como otros aditivos son considerados inertes.

La literatura especializada establece que la vida media del glifosato en el
suelo puede variar desde pocos dias a incluso afios, ya que se encuentra
sujeta a su composicién (e.g. contenido de cationes y de fosfato) y a su
capacidad de sorcion (i.e. adsorcidn a particulas), que no son constantes
(Carlisle & Trevors, 1988; Vereecken, 2005; Laitinen et al.; 2008; Székacs
& Darvas, 2012). La principal ruta metabdlica de degradacion del glifosato
produce acido aminometil fosfonico (AMPA), que luego se metaboliza a
dioxido de carbono (Rueppel et al., 1977; Dill et al.,, 2008). La ruta
metabolica secundaria involucra el clivaje de un enlace de alta energia (C-
P) que ha sido observado en bacterias del suelo aisladas, en ausencia de
otras fuentes de fésforo (Shinabarger & Braymer, 1986; Pipke et al., 1987;
Liu et al., 1991; Dick & Quinn, 1995). La mineralizacion del glifosato en
suelo ha sido positivamente correlacionada con la abundancia de bacterias
Pseudomonas spp. (Vereecken, 2005), cuya actividad metabdlica es
afectada por la temperatura, la acidez y la humedad del suelo (Insam,
1990). La degradacion en el corto plazo del glifosato en suelo no puede ser

simplemente asumida.

En este contexto, se ha reportado la presencia de glifosato en aguas

superficiales en distintas regiones, siendo sus vias de entrada la deriva

aérea, adsorbidos a particulas o la escorrentia superficial y subterranea
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(Edwards et al., 1980; Feng, et al., 1990; Pérez et al., 2011). El ingreso a
los cuerpos de agua puede también darse deliberadamente, por lavado de
tanques utilizados en aplicaciones (Vera et al., 2010; observaciones
personales) y por su uso como medida de manejo de macréfitas acuaticas
no deseadas (US EPA, 1993). La disipacion del glifosato en el medio
acuatico puede tomar desde pocos dias hasta dos semanas, siendo mas
lenta en aguas alcalinas (Goldsborough & Brown, 1993). Mientras que la
degradacion del glifosato por procesos abidticos (i.e. fotdlisis e hidrdlisis)
ha sido considerada menor y dependiente de las caracteristicas de la luz y
del medio acuoso (Rueppel et al., 1977; Lund-Hoie & Friestad, 1986; Mallat
& Barcelo, 1998), la ruta metabodlica secundaria de degradacion del
glifosato ha sido observada en cepas de cianobacterias, aunque con baja
afinidad (Forlani et al., 2008). En suma, la degradacion del glifosato en
agua dependera de la alcalinidad, los solidos en suspension, la
fotodegradaciéon, las caracteristicas de la comunidad microbiana y la
capacidad de adsorcion del sedimento (Sprankle et al., 1975;

Goldsborough & Brown, 1993; Vereecken, 2005).

En la bibliografia regional son variables las concentraciones de glifosato
reportadas en ambientes acuaticos naturales, desde un promedio de 0.06 x
10 mg L™ reportados en el Rio Parana (Argentina, Paraguay, Bolivia,
Uruguay, Brasil) (Ronco et al, 2016) a un maximo de 10.9 mg L™ en el

arroyo El Sauce (Buenos Aires, Argentina) (Berkovic et al., 2006 en Vera et
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al., 2010) (resumen bibliogréfico de concentraciones de glifosato halladas
en ambientes naturales, Tabla A en Anexo). Existen lineamientos a nivel
internacional en términos de las concentraciones de glifosato aceptables en
el agua potable y el ambiente. En Canadd también se encuentran
reguladas las concentraciones maximas admitidas en sistemas acuaticos
en el corto plazo (24 a 96 h) y en el largo plazo (96 h a 28 dias), siendo
estos valores 0.8 mg L™* y 27 mg L™, respectivamente (CCME, 2012). La
agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (EPA por su sigla en
inglés) admite una maxima concentracion en el agua potable de 0.7 mg L™
de ingrediente activo (US EPA, 1993), siendo el mismo limite el que rige

actualmente en Uruguay (Norma UNIT 833.2008%).

Varios estudios han detectado efectos nocivos, tanto del glifosato como de
sus metabolitos y los surfactantes agregados sobre la biota terrestre y
acuatica. Algunos impactos sobre organismos pueden ser explicados por
compartir la ruta del acido shikimico con el blanco de aplicaciéon de los HBG
(i.e. plantas). Este es el caso de las comunidades microbianas (Fernandez
et al., 2005; Kremer et al., 2005), el fitoplancton (Schaffer & Sebetich, 2004;
Pérez et al., 2007; Smedbol et al., 2018), el perifiton (Goldsborough &
Brown, 1988; Austin et al., 1991; Pérez et al., 2007; Pesce et al., 2009;
Vera et al., 2010, 2011, 2012, 2014; Wood, 2017) y los cultivos de algas y
cianobacterias (Blanck et al., 1984; Gardner et al., 1997; Wong, 2000; Ma

et al., 2001; Tsui & Chu, 2003; Saenz & Di Marzio, 2009; Vendrell et al.,

! Reimpresion corregida julio 2010, adoptada por el Decreto 375/2011.
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2009; Reno et al., 2014; Zhu et al., 2016; Smedbol et al., 2017) (detalles
metodoldgicos en Tabla B en Anexo). Sin embargo, también se han
observado efectos negativos del glifosato, el AMPA y el POEA sobre
organismos que no comparten este proceso metabdlico con las plantas.
Algunos de estos organismos son los invertebrados terrestres (Contardo-
Jara et al., 2009; Santadino et al., 2014) y acuaticos (Cuhra et al., 2013;
Gutierrez et al., 2016), los vertebrados terrestres (Dallegrave et al., 2003;
Paganelli et al., 2010), los anfibios (Howe et al., 2004; Relyea, 2005,
Relyea et al., 2005; Relyea, 2012) y los peces (Glusczak et al., 2007; Do
Carmo Langiano & Martinez, 2008; Fiorino et al., 2018). También se ha
publicado evidencia, particularmente proveniente de América del Sur, que
vincula la exposicion a HBG con la ocurrencia de problemas reproductivos
(abortos espontaneos y malformaciones congénitas) (Avila-Vazquez et al.,
2018), enfermedades dérmicas y respiratorias (Camacho & Mejia, 2017) y
melanoma (Fortes et al., 2016) en poblaciones humanas rurales. Ademas
se ha reportado un aumento del riesgo de cancer de mama
(Thongprakaisang et al., 2013) y de la actividad genotoxica y citotoxica en
células humanas mediante experimentos de exposicion de lineas celulares
a glifosato (Benachour & Séralini, 2009; Gasnier et al., 2009). Algunos de
los mecanismos de afectacién, sobre animales y humanos, identificados
para los HBG, especificamente el Round up, comprenden la induccion de la
muerte celular mediante inhibicion de la actividad de la enzima mitocondrial

succinato deshidrogenasa, la necrosis por dafio a la membrana celular y la
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apoptosis mediante actividad enzimética caspasas 3 y 7 (Benachour &
Séralini, 2009). El glifosato puro también produce apoptosis, sin embargo,
los coadjuvantes han demostrado actuar de manera sinérgica con el
glifosato, ya que por ejemplo el POEA modifica la permeabilidad de las
células humanas y amplifican la toxicidad inducida por el glifosato mediante
apoptosis y necrosis. También el AMPA y el POEA han demostrado dafar
las membranas celulares (Benachour & Séralini, 2009). Asimismo, varios
estudios caracterizan la capacidad del glifosato como disruptor endocrino.
Se ha detectado una estrogenicidad aditiva entre el glifosato y la
genisteina, un fitoestrégeno presente en porotos de soja, que son
usualmente utilizados como suplemento alimenticio. Esta actividad
sinérgica podria aumentar el riesgo al cancer de mama mediante el
aumento de la cantidad de receptores de estrégeno y el crecimiento celular.
Esta efectacion ha sido observada a bajas concentraciones de glifosato,
encontradas en el ambiente y muy por debajo de los niveles autorizados en
los alimentos transgénicos (Gasnier, 2009; Thongprakaisang et al., 2013).
Otros estudios sobre la capacidad de disrupcién endocrina de los HBG
sugieren que la exposicibn cronica a una concentracion baja
(ambientalmente relevante) podria producir dafios en higado y rifion sobre
poblaciones animales y humanas (Mesnage, 2015). Mas aun, el glifosato
ha sido recientemente catalogado como posiblemente cancerigeno por la
Organizacion Mundial de la Salud (Guyton et al., 2015) y por primera vez,

en 2018, un juicio ha fallado a favor del demandante en el caso de una
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persona con cancer terminal asociado a la manipulacion frecuente de este
agroquimico (La Diaria, 2018; BBC, 2018a). No obstante, las empresas que
lo comercializan han afirmado histéricamente que otros estudios
contradicen estos hallazgos y sostienen la inocuidad del producto, tanto

para la salud humana como para el ambiente (EFSA, 2015; BBC, 2018b).

Estos resultados contrastantes, junto con la reciente deteccién de glifosato
en el agua de lluvia en la Pampa argentina (Alonso et al., 2018), han
aumentado la polémica a distintos niveles sobre el uso del glifosato,
generando gran preocupacion social sobre su impacto en fuentes de agua
potable y la salud en nuestro pais (Blum et al.,, 2008; Espectador.com,
2013) y en la region, incluyendo una iniciativa de prohibicion (ya derogada)
de su uso en Brasil (Asociacion de Consumidores Organicos, 2018). La
controversia generada alrededor de este agroquimico sigue vigente, lo que
hace muy relevante profundizar en el estudio de sus posibles efectos

ambientales.

1.2. Perifiton en biomonitoreos

Existen diversas aproximaciones para evaluar los efectos de sustancias
liberadas por la actividad antropica al ambiente. Los métodos de analisis
fisico-quimicos y biol6gicos son complementarios y en conjunto conforman
una base sélida para la evaluacion de la calidad del agua (Round ,1991,

1993). Los bioensayos permiten evaluar efectos toxicos de contaminantes y
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umbrales de tolerancia de organismos bioindicadores. Estos datos pueden
utilizarse posteriormente en biomonitoreos, los cuales representan una
alternativa confiable y relativamente mas econdémica a algunas técnicas
analiticas fisico-quimicas (Bae & Park, 2014), ademas de aumentar la
probabilidad de detectar efectos integrados a largo plazo sobre los

ecosistemas (Stevenson & Pan, 1999).

La comunidad perifiica es una eficiente indicadora de cambios
ambientales, debido a que los organismos que la componen son muy
sensibles y su composicion taxonomica y/o funcional responde
rapidamente a cambios fisicos, quimicos y biolégicos (Stevenson y Pan,
1999; Winter y Duthie 2000). Ademas, por ser una comunidad sésil esta
expuesta permanentemente a las condiciones ambientales locales y su
respuesta puede integrar cambios ambientales en el tiempo (Stevenson et
al., 1996; Stevenson & Pan, 1999). Los lagos someros suelen alcanzar
niveles tréficos entre mesotroéficos y eutréficos y se caracterizan por tener
una relativa amplia zona litoral, nicho para el desarrollo de la comunidad de
macroéfitas que proporcionan abundantes y variados habitat para la
colonizacion de la comunidad perifitica asociada a plantas (i.e. epifiton)
(Wetzel, 1981). Ambas comunidades en conjunto usualmente representan
el mayor aporte a la produccién primaria en estos cuerpos de aguas y los
principales factores que determinan la tasa de produccion perifitica son la
disponibilidad de luz y de nutrientes, la temperatura y la herbivoria (Wetzel,

1981; Rosemon et al.,, 1993; DeNicola, 1996; Hill, 1996; Tuji, 2000;
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Rodriguez & Bicudo, 2001; Algarte, 2006; Murakami & Rodriguez, 2009;
Ferragut & Bicudo 2010). En los distintos ambientes, los tipos de sustratos
disponibles son muy variados y la comunidad perifitica es clasificada segun
el sustrato sobre el que se desarrolla (e.g. epifiton sobre plantas, epiliton
sobre piedras, episamon sobre arena). Por ende, el tipo de sustrato debe
ser considerado al utlizar a esta comunidad como herramienta de
monitoreo, ya que este puede presentar distinta topografia asi como ser
una fuente de nutrientes (Domitrovic et al., 2013). En este sentido,
estandarizar el sustrato mediante el uso de sustratos artificiales inertes y
similares entre si (e.g. el vidrio) controla esta fuente de variabilidad.
Asimismo, muchas veces no se dispone de sustratos naturales de facil
recoleccion, mientras que los sustratos artificiales son de facil manipulacion
y aspectos como la profundidad y el tiempo de colonizacion pueden

también ser controlados.

Las diatomeas son algas acuaticas eucariotas, microscopicas Yy
unicelulares que pertenecen a la clase Bacillariophyceae y tienen un
aspecto distintivo (a excepcién de un par de especies), se encuentran
cubiertas por una pared celular de silice (frustulo) formada por dos valvas
(Cox, 2011). Este grupo taxonémico es generalmente predominante dentro
de la comunidad perifitica, en parte debido a un conjunto de estrategias
adaptativas que le confieren ventajas sobre otros grupos taxondémicos,
como la capacidad de adherirse a sustratos mediante poros, producir

mucilago y pedunculos y tener altas tasas de migracion (Biggs, 1998;
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Fernandes, 2005). Las diatomeas perifiticas son probablemente los
organismos mas utilizados a nivel mundial en biomonitoreos, debido a su
hébito sésil y, entre otros factores, a su rapida respuesta comunitaria
especifica a perturbaciones del ambiente, lo que le permite detectar
cambios en el corto y el largo plazo (Johnson et al, 1993; Stoermer & Smol,
1999; Cox, 2011). Ademas, esta comunidad ofrece varias ventajas
metodoldgicas, pueden ser colectadas con cierta facilidad y rapidez ya que
se encuentra en grandes cantidades en superficies pequefas, el material
limpio (i.e. sin materia organica) puede ser guardado en laminas
permanentes, revisado y compartido con otros laboratorios (Lobo, 2002) y
su identificacion taxondmica depende totalmente de las caracteristicas de
los frastulos y no del estadio reproductivo o condiciones ambientales en las
gue el organismo se encuentre (como ocurre con las cianobacterias y las
algas verdes). La investigacion ecolégica de muchas especies
pertenecientes a este grupo taxondmico tiene larga data a nivel mundial
(Round, 1993), aunque en la region es necesario profundizar en esta area

de investigacion (Coste & Ector, 2000).

La exposicion experimental de ensamblajes de diatomeas a plaguicidas
provoca deformaciones de las paredes celulares, aumentos de mortalidad y
cambios en su biomasa y composicion especifica (Debenest et al., 2008,
2009, 2010; Vera et al., 2010; Vera et al.,, 2012; Wood, 2017), lo que
también se ha visto en algunas muestras naturales (Falasco et al., 2009). A

pesar de las ventajas de trabajar con cultivos monoespecificos, el abordaje
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comunitario es fundamental para comprender efectos a mayores niveles de

complejidad bioldgica (Geiszinger et al., 2009).

1.3. Antecedentes en Uruquay

En Uruguay, los datos disponibles muestran que el area del territorio
destinado a la produccién de soja (variedad genéticamente modificada,
Altieri & Pengue, 2006) y las importaciones del ingrediente activo de
glifosato estan altamente correlacionadas (Figura 2). En el afio 2014 se dio
el maximo histérico de importacion de ingrediente activo de glifosato
(14.750 t) (DGSA, 2016), mientras que los picos de area destinada a la
produccion sojera también se encontraron en los afios 2013-2014
(1.321.000 ha) y 2014-2015 (1.334.000 ha) (Figura 2). La importacion de
herbicidas en Uruguay, desde el 2002 hasta el presente, ha sido en su
mayoria de cuatro formulaciones de sales de glifosato: isopropilamina,
potasio y amonio, y a partir del 2010 también dimetilamina (resumen de
importaciones por afio y tipo de formulacién, Tabla C en Anexo). Cabe
destacar que en el 2014 también se encontr6 el pico histérico de
importacion en términos de cantidad de formulaciones distintas (11
formulaciones, Tabla C en Anexo). Por otro lado, existen datos de las
marcas importadas solo para el periodo 2009-2011 y Roundup, a pesar de
ser la mas conocida a nivel mundial, no fue importada para la formulacion
con sal de isopropilamina, sino que solo aparecié para sales de potasio y

amonio, pero nunca en primer lugar (DGSA, 2016). Ademas de haber
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Figura 2. Importacion histérica al Uruguay del ingrediente activo Glifosato en toneladas en el periodo 2002-2016 (Rojo, eje derecho).
Area del territorio nacional cubierto por plantaciones de soja en el periodo 2000-2016 (Azul, eje izquierdo) (Grafico construido a partir de
datos de DGSA y DIEA del 2016).

La Laguna del Cisne es el mayor sistema léntico del departamento de
Canelones y desde 1971 fuente de abastecimiento de agua potable a una
importante fraccion de su poblacién. Los cambios en el uso de la tierra han
ocurrido aun en la zona mas préxima a la laguna. Esto puede poner en
riesgo el abastecimiento de agua potable, reconocido como un derecho
humano fundamental tanto por las Naciones Unidas (ONU, 2010) como por
nuestra constitucion (Articulo 47%) (UN, 2010; Goyenola et al., 2011; DAvila,

2012).

El estudio de las presiones antropogénicas ejercidas sobre este sistema es

de suma relevancia teniendo en cuenta, ademas, que el cuidado de la

Z Ley N° 17.283, afio 2004
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Laguna del Cisne ha sido sugerido como prioritario por no existir fuentes

alternativas de agua potable para la zona (Goyenola et al., 2011).

1.4. Aproximacion de la tesis

El objetivo ultimo de la tesis es aportar a comprender posibles efectos de la
aplicacion en las cuencas de HBG sobre comunidades acuéticas naturales.
En particular, esta tesis evalla el efecto de distintas concentraciones de un
HBG, con una presentacion comercial del principio activo en forma de sal
de isopropilamina de glifosato, sobre sustratos artificiales colonizados por
la comunidad natural de diatomeas perifiticas de la Laguna del Cisne
(Canelones, Uruguay). La aproximacion seguida en la tesis consiste en la
combinacion de experimentos controlados de laboratorio a escala temporal
corta (dias) y nivel biolégico comunitario, y una evaluacion cualitativa de los
cambios en el uso productivo del suelo en la cuenca de drenaje de la
Laguna del Cisne en las ultimas décadas y su reflejo en la calidad del agua,
gue son procesos a escalas temporales y espaciales mayores (i.e. cuenca
y cuerpo de agua) y ocurriendo a nivel ecosistémico. El uso de sustratos
artificiales para la colonizacion por perifiton permite homogeneizar las
caracteristicas del proceso (e.g. tiempo, profundidad, tamafio,
caracteristicas fisicas y quimicas del sustrato), ademas de permitir una facil
colocacién en campo y transporte al laboratorio. Asimismo, hace que el

disefio experimental sea facilmente replicable en otros estudios.
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Los ensamblajes generados a partir de la colonizacién son producto de las
condiciones locales del sistema, asi como de la memoria del mismo (pool
de especies). Para evaluar la respuesta de ensamblajes potencialmente
diferentes, los experimentos se realizaron en dos estaciones del afo
(invierno y primavera).

Los estudios que involucran ensambles naturales de diversas especies
potencialmente indicadoras de este impacto, y no cultivos monoespecificos,
son muy escasos. De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer
estudio en la region que se centra en explorar la capacidad bioindicadora
de la comunidad de diatomeas en escenarios con distintos niveles de

exposicién a un HBG.

1.5. Hipo6tesis General

La tesis se baso en la siguiente hipétesis general de trabajo:

Por compartir la ruta metabdlica del acido shikimico con las plantas
terrestres (grupo objetivo de la aplicacion del herbicida), la comunidad de
diatomeas perifitica es sensible al HBG. Sin embargo, la variabilidad
fisioloégica entre las diversas especies que integran esta comunidad les
otorga distinta sensibilidad al HBG y por lo tanto genera respuestas

diferenciales a nivel de estructura comunitaria.
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1.6. Objetivo general

Determinar experimentalmente los efectos de un herbicida basado en
glifosato (HBG, sal isopropilamina de glifosato, nombre comercial Glifotec)
sobre comunidades naturales de diatomeas perifiticas de la Laguna del
Cisne, en un contexto de cambios en el uso del suelo productivo de su

cuenca y de respuestas en el estado del ecosistema.

1.7. Objetivos especificos

OEOQ: Analizar la dinamica de los procesos que actuan a distintas escalas
espaciales y temporales sobre la Laguna del Cisne y su cuenca, a fin de
entender y contextualizar los factores que potencialmente estructuran a la

comunidad de diatomeas y sus respuestas al HBG.

OE1l: Determinar los cambios de la estructura de la comunidad de
diatomeas perifiticas sobre sustratos artificiales, frente a la exposicion

experimental a un gradiente de concentraciones de HBG.

OE2: Determinar los umbrales de reaccion de las diferentes especies de
diatomeas perifiticas, es decir, identificar dentro de la comunidad a las
especies sensibles y las especies tolerantes al HBG, frente a la exposicion

experimental a un gradiente de concentraciones de HBG.
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OE3: Analizar las respuestas de distintos ensamblajes de diatomeas
perifiticas a distintas concentraciones del HBG (descritas en los OE 1y 2),

contrastando comunidades de invierno y primavera.

1.8. Hipotesis especificas

Hp 1 (asociada al objetivo especifico 1): El HBG afecta a las diatomeas
perifiticas (grupo fuera de las especies objetivo de su aplicacion, i.e.
plantas terrestres) por tener la ruta del acido shikimico; sin embargo, las
distintas sensibilidades al HBG por parte de las distintas especies generan
cambios en la composicion taxonomica, abundancia, equitatividad y
diversidad de la comunidad. Por ello se espera que las diatomeas

perifiticas sean buenas indicadoras de este impacto a nivel comunitario.

Hp 2 (asociada al objetivo especifico 2): El grado de sensibilidad al HBG de
las distintas especies depende de la concentracion del principio activo (y de
los componentes agregados, e.g. surfactante) actuando sobre la
comunidad perifitica. Por ello se espera observar cambios en la estructura
comunitaria asociables al gradiente de concentracion de HBG usado

experimentalmente.

Hp 3 (asociada al objetivo especifico 3): La sensibilidad o tolerancia al HBG
es especie-especifica. Por ello se espera que a pesar de posibles

diferencias en la composicién de la comunidad de diatomeas perifiticas de
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la Laguna del Cisne asociados a la estacionalidad, los patrones de

respuesta a la exposicion al HBG sean comunes.

2. Metodologia

2.1. Area de estudio

La Laguna del Cisne es un cuerpo de agua somero con alrededor de cuatro
metros de profundidad maxima, un espejo de agua con un area media de
1.4 km? (Google Earth) y una cuenca de drenaje de aproximadamente 50
km?. Su ubicacién es contigua a la ciudad costera de Salinas en el
Departamento de Canelones (34°45’06.28” S, 55°49’52.24” O). Desde el
norte conectan sus principales tributarios, el Arroyo Piedra del Toro y la
Cafnada del Cisne, mientras que desde el este recibe aportes del humedal

del Estero (Goyenola et al., 2011) (Figura 3).

A. Piedra del Toro C. Del Cisne L] Laguna del Cisne
Humedal del Estero

Canelones

Mentevideo
100 km *

Figura 3. Ubicacion geografica de la Laguna del Cisne y sus principales tributarios (Imagen construida
en base al visualizador del OAN).
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2.2. Caracterizacion del area de estudio

Mediante herramientas de informacion geogréfica (ArcGIS) se analiz6 el
uso del suelo en la cuenca de la Laguna del Cisne durante el verano,
estacion en la que la soja esta plantada, para dos afios contrastantes. El
objetivo fue determinar su grado de intensificacion de uso antes (2001) y
después (2015) de la intensificacién de la actividad sojera en el pais. Las
imagenes satelitales se obtuvieron a partir de los satélites Landsat 5 y
Landsat 8 de la pagina del Servicio Geoldgico de Estados Unidos (USGS),
con fechas 31/01/2001 y 07/02/2015, respectivamente. Para la clasificacion
de usos del suelo en la cuenca se seleccionaron seis categorias que
permitieran observar cambios en las actividades de uso intensivo: Cuerpos
de Agua, Humedal, Cultivos (plantaciones y suelo desnudo por cosecha),
Forestacion, Zona urbana y Otros (tierra en barbecho, vegetacion riberefia,
caminos y suelo descubierto por erosion). En base al porcentaje de suelo
cubierto por cada uso, se establecié la magnitud del cambio de uso del

suelo entre los dos afnos analizados.

Asimismo, se exploré el régimen de precipitacion en la zona para los
periodos en los que se realizaron trabajos de campo. La conexion entre las
actividades que se desarrollan en la cuenca de drenaje y el cuerpo de agua
gue ese territorio abastece, esta mediada por la accion de la escorrentia
superficial y subsuperficial que se produce por las precipitaciones. Por lo
tanto, el objetivo fue conocer las condiciones hidrolégicas a las que

probablemente estuvieron expuestos los sustratos durante su colonizacion.
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Los datos fueron solicitados al Instituto Uruguayo de Meteorologia
(INUMET) para las siete estaciones meteoroldgicas, pertenecientes a la
Red Pluviométrica Nacional y a la Red Meteoroldégica Nacional, mas
cercanas a la cuenca de la Laguna del Cisne (Figura 4). Se requirieron
datos diarios de precipitacion por un periodo de dos meses para cada afio
en el que se realizaron aproximaciones experimentales. Los periodos
solicitados fueron: para el 2014 desde el 18/06 al 18/08 y para el 2015

desde el 13/08 al 13/10.
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Figura 4. Los datos meteoroldgicos corresponden a las siete estaciones meteorolégicas
gue rodean a la cuenca de la Laguna del Cisne cuyo limite se muestra en linea negra
punteada. La Laguna del Cisne se encuentra dénde esta el circulo turquesa con la cruz.
Las estaciones fueron numeradas en sentido horario: 1. El Pinar, 2. Aeropuerto de
Carrasco, 3. Toledo, 4. San Jacinto, 5. Soca, 6. La Floresta, 7. Atlantida. (Mapa extraido
de http://www.meteorologia.com.uy/ServCli/mapasEstaciones)
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Ademads, se realiz6 una revision bibliografica con el fin de evaluar la
dindmica historica de la concentracién de nutrientes en la columna de agua
de la Laguna del Cisne (Mazzeo et al., 1995; Kruk et al., 2009; Gelos et al.,
2010; Goyenola et al, 2011; Goyenola et al., 2017) y de contextualizar los

datos de nutrientes obtenidos en este estudio (2014 y 2015).

2.3. Aproximacidén experimental

2.3.1. Trabajo de campo

En la columna de agua de la Laguna del Cisne se dejaron colonizar por la
comunidad natural de perifiton 80 sustratos de vidrio de dimensiones 2,5
cm x 5,0 cm (Figura 5). Debido a la baja transparencia del agua del sistema
(25 cm de disco de Secchi), los sustratos fueron colocados a 50 cm de la
superficie del espejo de agua, mediante un solo sistema de flotacion con
cinco soportes de acrilico, que mantuvieron los sustratos en orientacion
horizontal (i.e. s6lo una cara del sustrato fue colonizada), sostenidos por
dos barras y dos boyas (Figura 5). Cada soporte sujetdé 16 sustratos,
alcanzando asi un total de 80 unidades. La colonizacion ocurrié en un sitio
(34°45'6.84"S, 55°50'5.03"0) de la laguna que fue de aguas abiertas y
pelagico, a su vez es un punto cercano al efluente (i.e. arroyo Tropa Vieja)
donde se encuentra el digue que mantiene el nivel del cuerpo de agua. El
periodo de colonizacién se concretd siempre en el mismo sitio, fue de 15

dias y se llevé a cabo en tres estaciones del afio: invierno (2014), verano
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(2015) y primavera (2015). El experimento de verano fracaso, las razones

se explicitan al final de esta seccion.

Figura 5. A. Barras (una de metal y una de madera) sostenidas por boyas (naranjas) en los
extremos para su flotacién en el espejo de agua de la Laguna del Cisne. B. C. Sistema de
sostencion de los soportes de acrilico donde se colocaron los sustratos de vidrio para su
colonizacion por perifiton. D. Ejemplo de los sustratos de vidrio rectangulares con dimensiones 2,5
cm x 5,0 cm.

En la laguna se midieron las caracteristicas fisico-quimicas del agua (luz
[Licor LI-250], pH, oxigeno disuelto, conductividad y temperatura [sonda
multiparametro YSI 6000]) y se tomaron muestras puntuales de agua para
la determinacion de la concentracibn de nutrientes disueltos (i.e.
biodisponibles para la comunidad perifitica) (NO3, NO,, NHg4, PO4 (Muller &
Weideman, 1955; Murphy & Rilley, 1962; APHA, 2005). El mismo dia de
colecta de los sustratos colonizados también se colectaron 90 L de agua de
la laguna, que fueron utilizados en laboratorio en el transcurso del

experimento.
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2.3.2. Manipulacién experimental en laboratorio

Previo al disefio experimental descrito en esta seccion se realizaron dos
aproximaciones piloto, con distintos sustratos (e.g. testigos de sedimento
del fondo de la laguna), que sirvieron de insumo para llegar al disefio final.
La mayor dificultad identificada fue en relacion al uso del sedimento del
fondo de la Laguna del Cisne como sustrato colonizado por la comunidad
perifitica, este era blando, tenia una interfase agua-sedimento no definida y
a menudo presentaba raices de plantas que aportaban variabilidad.
Ademas, por su alto contenido de materia organica el testigo, en
laboratorio, se volvia andxico, potencialmente aportando mas nutrientes a
la columna de agua y cuando fue oxigenado el sedimento se resuspendia.
Por lo tanto, el abordaje final consistio en el uso de sustratos artificiales
inertes (i.e. vidrio) que fueron de facil manipulacion tanto en campo como
en el laboratorio (Figura 5). Los sustratos colonizados por el perifiton
natural de la Laguna del Cisne se expusieron en laboratorio a distintos
tratamientos, que consisitieron en variar la concentracion del ingrediente

activo glifosato de un HBG. Cada tratamiento contd con cuatro réplicas.

El mercado uruguayo permite a los usuarios facil acceso a una amplia
oferta de formulaciones de HBG. Para la ejecucion de los experimentos se
opté por la variedad que apareci6 como mas accessible en plaza para un
usuario comun en ese momento. Mediante la bUsqueda por internet se
observé que la formulacién de sal isopropilamina de glifosato (360 g L™ de

glifosato) fue la variedad mas ofrecida en 2014 y 2015 y en muchos casos
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la Unica variedad ofrecida (e.g. sitio web www.mercadolibre.com.uy). Esta
formulacion siguié siendo la mas ofrecida hasta el afio 2017. La marca
comercial utllizada en el experimento fue Glifotec (Agritec S.A.,
Montevideo), que ademdas de ser la marca mas encontrada en internet,
también fue la mas importada para la formulacion utilizada (i.e. sal
isopropilamina de glifosato) en los afios para los que existen registros

(Tabla C en Anexo).

Se realizaron tres experimentos, cada uno de ellos brindd informacion
relevante que permitio realizar ajustes sobre el siguiente. Mientras que los
tratamientos del experimento de invierno (2014) fueron cuatro
concentraciones distintas de glifosato (4 tratamientos, 4 réplicas, 16
unidades experimentales), los experimentos de verano (2015) y de
primavera (2015) contaron con cinco concentraciones distintas del
ingrediente activo glifosato del HBG Glifotec (Agritec S.A.) (5 tratamientos,
4 réplicas, 20 unidades experimentales) (Tabla 1). Incluir una concentracion
intermedia (3 mg L) en los experimentos de 2015 fue definido a partir de
un analisis de ordenaciéon preliminar del experimento de invierno (2014),
donde las abundancias de especies de diatomeas mostraron diferencias
marcadas entre la exposicion a concentraciones de glifosato “bajas” (0 mg
L'y 1 mgL?)y “altas” (5 mg Ly 10 mg L™). Por lo tanto, con el fin de
captar mejor el umbral de “afectacién” de la comunidad de diatomeas frente
al HBG, se tomo la decision de agregar la concentracion intermedia del i.a.

glifosato de 3 mg L™ (Tabla 1).
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Tabla 1. Disefio de tratamientos de los tres experimentos realizados en 2014 y 2015 segln su
concentracion de glifosato en mg L™ El experimento de invierno 2014 fue ejecutado primero con
cuatro tratamientos, mientras que los experimentos sucesivos realizados en 2015 contaron con cinco
tratamientos.

Estacidn y afo del experimento
Invierno 2014 Verano 2015 Primavera 2015

< 0 0 0
8
1 1 1
o E
EO - 3 3
g5
SE 5 5 5
==
O, 10 10 10

Las unidades experimentales consistieron en recipientes rectangulares de
vidrio de 6 L de volumen total (dimensiones, 15 cm x 20 cm x 20 cm) con 3
L de agua de la laguna previamente filtrada por una malla de 50 um de
tamafo de poro, para retirar el zooplancton mayor a ese tamafio corporal
(potencialmente consumidor de las diatomeas) (Figura 6). Se conservaron
45 L de agua filtrada por filtros GF/C, a una temperatura de 5 °C, para ser
posteriormente utilizada durante el experimento en laboratorio (de ahora en

mas: agua de reserva).

Con el fin de simular el régimen natural de la Laguna del Cisne (i.e. efecto
del viento sobre este sistema somero y acceso a luz) las unidades se
mantuvieron oxigenadas con aereadores y fueron iluminadas por tres tubos
de luz, con un periodo de luz-oscuridad de 11 h de luz y 13 h de oscuridad.

Asimismo, las unidades experimentales fueron rodeadas por placas de
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espuma plast blanca para homogeneizar la temperatura y la luz entre ellas.
La intensidad de luz alcanzada en el fondo de las unidades, una vez
colocados los 3 L de agua, fue de 49,28 + 1,7 pmol L™ [Licor LI-250]. La
ubicacion de cada tratamiento y sus respectivas réplicas en el espacio fue
designada al azar (Figura 6).

Una vez en el laboratorio, se colocaron grupos de cuatro sustratos
(colonizados contiguamente en el campo) por unidad experimental. Los
mismos fueron asignados a las unidades al azar, con la salvedad de que
sélo los grupos de sustratos que mostraron una colonizacién uniforme (i.e.

sin signos de depredacién por herbivoros) fueron utilizados (Figura 5 y 6).

Figura 6. A, B, C. Cada contenedor de vidrio es una unidad experimental, hay cuatro réplicas para cada
tratamiento. Fueron rodeadas por placas de espuma plast para uniformizan luz y temperatura entre las
unidades y cada una fue aereada. D. Cada unidad experimental contuvo, al inicio del experimento, cuatro
sustratos artificiales de vidrio colonizados por perifiton. Estos fueron retirados de a uno al azar en cada
evento de muestreo. E. Ejemplo de sustrato extraido de una unidad experimental el Gltimo dia de muestreo
(i.e. dia 15).
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El perifiton se dejo aclimatar por cinco dias a las condiciones del laboratorio
para luego dar comienzo al periodo experimental (dia 0). La toma de
muestras se realiz6 los dias 0, 5, 10 y 15. El muestreo consistié en retirar
de cada unidad experimental, al azar, una placa de vidrio colonizada,
raspar el perifiton, vertirlo en un vial de 40 mL y fijarlo con una solucién de

alcohol, formol y agua destilada (Figura 6E).

Luego de colectar la muestra O de perifiton se agrego a cada unidad, en
caso de corresponder, el volimen necesario del HBG para alcanzar la
concentracion nominal final del i.a. glifosato segun el tratamiento asignado.
En este mismo dia, con el agua de reserva, se prepararon ocho litros de
soluciones con concentraciones finales del i.a. glifosato iguales a cada uno

de los tratamientos experimentales (de ahora en mas: soluciones de

reserva).

Por lo tanto, en invierno 2014 se prepararon cuatro soluciones de reserva,
mientras que en verano y primavera 2015 se prepararon cinco. Las
soluciones se mantuvieron refrigeradas en recipientes con hielo para
minimizar la transformacion de los nutrientes por accion de
microorganismos. Ademas, el regimen de aireacion y luminico, en términos
de intensidad de luz y de periodo luz-oscuridad, fue el mismo para las
soluciones y para las unidades experimentales. De esta manera se previno

la anoxia y se expuso a las soluciones de reserva y a las unidades
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experimentales a las mismas condiciones de fotodegradacion potencial

(Mallat & Barcelo, 1998).

Al dia siguiente de cada muestreo (i.e. dias 1, 6 y 11) se reemplazé el 20%
(600 mL) del agua de cada unidad con la solucion de reserva de cada
tratamiento, es decir, se simularon las condiciones naturales de circulacion
de agua buscando no alterar la concentracion final del pulso inicial del
HBG. Parte del agua reemplazada se guardé para determinar la

disponilibilidad de nutrientes disueltos (dias 1, 6, 11y 16).

Los experimentos se realizaron en tres estaciones del afio (invierno 2014,
verano 2015 y primavera 2015), aunque soOlo fueron analizadas las
muestras resultantes de invierno 2014 y de primavera 2015. Esto se debio
a que en la laguna durante el verano tanto la comunidad perifitica como la
de macroinvertebrados colonizaron los sustratos. De modo que durante el
experimento en el laboratorio la comunidad perifitica fue fuertemente
depredada por los macroinvertebrados. Esto no sucedié en el experimento
de invierno probablemente debido a que durante el verano el metabolismo
de los organismos ectotermos se ve acelerado por la elevada temperatura,
lo que implica mayores tasas de crecimiento y de consumo. Ademas, una
cosechadora de plantas se encontraba trabajando en la zona litoral de la
laguna durante el periodo de colonizaciéon de verano. Esta actividad
provoca un disturbio sobre la comunidad litoral y los organismos

macroinvertebrados asociados a las macroéfitas son liberados a la columna
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de agua, pudiendo aumentar la probabilidad de colonizacion de los
sustratos por parte de esta comunidad (Meerhoff et al., datos no

publicados).

Ante el riesgo de que esta actividad afectara cualitativa y cuantitativamente
los resultados, se decidi6 terminar el experimento pero finalmente, no
analizar las muestras. Ademas, previo a dar comienzo al periodo de
aclimatacion en el experimento de primavera (2015), se tomo la precaucion
de observar los sustratos en la lupa. De este modo se constato la presencia
0 ausencia de macroinvertebrados y en los casos donde estos organismos
se detectaron, se removieron. Vale destacar que no se encontraron
muchos invertebrados antes de dar comienzo a este experimento ni en el

transcurso del mismo.

2.3.3. Procesamiento y analisis taxonémico de las diatomeas

Una adecuada identificacion taxonémica de las especies de diatomeas esta
sujeta a que sea posible observar en detalle la ornamentacion de sus
valvas de silice. Para lograrlo, es fundamental, ademas de contar con el
equipo Optico y contraste adecuado, que la muestra se encuentre libre de
materia organica (Nagy, 2011). Se eliminé la materia organica de la mitad
de la muestra mediante su digestion a bafio de Maria con una solucion
50:50 de acido sulfurico y &cido nitrico, durante un periodo de entre 4y 6 h.
Esta reaccién resulta en una acidificacién de las muestras (pH < 1), razén

por la que fueron lavadas con agua destilada hasta llegar a un pH préximo
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a la neutralidad. Los lavados consecutivos se realizaron dejando las
muestras sedimentar 24 h entre uno y otro, retirando el sobrenadante y
completando el volumen del vial con agua destilada. Esta etapa fue
fundamental para que la fijacion de las muestras con medio de montaje
(Naphrax) resultara aceptable para su observacion al microscépio éptico,
ya que si el pH es bajo la resina se oscurece, dificultando la observacion de

las valvas y por ende su identificacion.

La identificacion taxonOmica se realizd mediante la observacion al
microscopio Optico con contraste de interferencia diferencial de Nomarski.
La observacion fue incialmente cualitativa, se tomaron fotos de los
ejemplares encontrados en todos los tratamientos y se organizaron por
género. Esta etapa tuvo como principal objetivo registrar a los organismos,
clasificarlos y capturar la variacion de tamafio intra-especifico. Segun el
género, se midio el largo, el ancho y la densidad de estrias y fibulas de las
valvas. Una vez organizada esta informaciéon se consultd la literatura
cientifica y se realizo la identificacion taxondmica hasta la mayor resolucién
posible (Patrick & Reimer, 1975; Krammer & Lange - Bertalot, 1986, 1988,
1991a, 1991b; Rumrich et al., 2000; Krammer, 2000, 2002; Metzeltin et al.,
2005; Metzeltin, 2007; Levkov, 2009; Hofmann et al., 2011; Lange-Bertalot,
2011; Levkov et al., 2013; Lange-Bertalot & Ulrich 2014; Wetzel et al.,
2015; algaebase.org). La abundancia relativa de especies se determind
mediante el conteo de bandas al azar de entre 260 y 400 frastulos (o

valvas) por muestra y el orden del conteo de las muestras fue también al
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azar. El numero de frastulos que se contd se determind mediante conteos
de prueba, donde se observé que el nimero de especies registradas no
aumentaba significativamente a partir de las 250 valvas. Las especies
pequefas (< 12 um) que resultaron abundantes en las muestras fueron
observadas, medidas e identificadas a partir de imagenes obtenidas
mediante el microscopio electronico de barrido (MEB - Zeiss Supra 40).
Para la observacion al MEB se seleccionaron las muestras con mayor
abundancia relativa de las especies de interés y se prepararon dejando
secar una fraccién de la muestra sobre soportes que fueron bafiados con

oro paladio.

2.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los cambios en la composicion especifica relativa
de la comunidad de diatomeas se realizé mediante una bateria de analisis
estadisticos. Mediante analisis multivariados (Analisis de componentes
principales (PCA) y Andlisis de permutaciones y analisis de varianza
multiple (Permanova)) se analizé el Objetivo Especifico 1, ya que se
exploraron cambios en la composicion especifica de especies segun su
exposicién a distintas concentraciones del HBG. El andlisis de especies
indicadoras y las pruebas de ANOVA permitieron explorar qué especies
resultaron sensibles (i.e. no se reprodujeron o lo hicieron poco) y cuales

tolerantes (i.e. fueron exitosas y se reprodujeron mas) a crecientes
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concentraciones del HBG, cumpliendo asi con los Objetivos Especificos 2 y

3.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa R (R
Development Core Team, 2016), con los paquetes utilizados para cada

analisis especificados a continuacion.

2.4.1. Analisis estadisticos asociados al Objetivo Especifico 1

e Estructura de la comunidad inicial de diatomeas

Se determind la composicion y estructura de la comunidad de diatomeas
con la que se partio en cada experimento (Dia 0 - D0O). Para ello se calculé
la dominancia y la sub-dominancia de las especies, utilizando como
referencia el valor medio [(max.- min)/2] de su frecuencia relativa y su
abundancia relativa. De modo que las especies dominantes presentaron
una frecuencia y una abundancia relativa mayor que sus respectivos
valores medios, mientras que las especies subdominantes presentaron una
frecuencia y una abundancia relativa menor que sus respectivos valores
medios (Pinzén & Spence, 2010). Ademas, se determind la riqueza y

diversidad especifica (indice de Shannon).

e Analisis de componentes principales (PCA)

Mediante este andlisis se observan tendencias en la similitud entre

muestras en funcion de su composicion especifica (i.e. abundancia relativa)
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(Kindt & Coe, 2005; Legendre & Legendre, 1998) y en relacion a los
tratamientos experimentales. Dado que el gradiente de los datos
(determinado por DCA) fue menor a 4, se analizaron los datos mediante
PCA, usando la transformacion de Hellinger debido a la cantidad de ceros,
frecuente en datos de abundancias de especies (Legendre & Legendre,
1998; Legendre & Gallagher, 2001; Leps & Smilauer, 2003). Siendo
esperable que la composicion y estructura comunitaria varie con la estacion
del afio, el PCA se realizo para cada uno de los experimentos por separado
(paquetes: “vegan”, “lattice”, “permute”; funcion: “rda”) (Sarkar, 2008;

Oksanen et al., 2016; Simpson, 2016).

Se calculé la posicién promedio de las réplicas de cada tratamiento en el
PCA y a cada posicion promedio se le resto la ubicacion promedio de los
tratamientos control para cada dia. Esto permitio evaluar la desviacion de la
ubicacion promedio de cada tratamiento de su control correspondiente, sin

adicion del HBG.

e Andlisis de permutaciones vy andlisis de varianza mdultiple

(PERMANOVA)

Para poner a prueba la hipétesis nula de ausencia de diferencias entre
muestras expuestas a distintas concentraciones del HBG, en términos de
su composicion especifica, se realizaron pruebas de PERMANOVA. Este
analisis es similar al ANOVA y se ejecuta a partir de una matriz de

disimilaridad entre muestras, obteniéndose el valor p a través de
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permutaciones al azar (Clarke et al., 2006; Anderson & Walsh, 2013). En
primer lugar, el analisis se ejecutd para el dia cero, buscando verificar que
se haya partido en todas las unidades experimentales con una composicién
comunitaria sin diferencias significativas. Posteriormente, se realizo el
analisis del resto de los dias de muestreo (dias 5, 10 y 15), para los
distintos tratamientos. Este acercamiento analitico no cuenta con un
analisis post hoc asociado, por lo que se procedio a realizar comparaciones
entre pares de concentraciones y para cada valor de p resultante se realiz6

la correccion de Bonferroni (Quinn & Keough, 2002; Pinzén et al., 2012).

El PERMANOVA (paquete: “vegan”; funcién: “adonis”) es sensible a la
heterogeneidad de varianza multivariada, por lo que se verificO este
supuesto previo a su ejecucion (paquete: “vegan”; funcion: “betadisper”)
(Anderson & Walsh, 2013). Al igual que para el PCA, previo a realizar el
PERMANOVA se aplico la transformacion de Hellinger sobre la matriz de
datos. Asimismo, en el analisis se utilizo la distancia Euclidiana, la cual
aporta un fuerte enfoque en la abundancia por especie al momento de

detectar diferencias entre grupos (Legendre & Gallagher, 2001).

2.4.2. Andlisis estadisticos asociados a los Objetivos Especificos 2 y 3

e Anadlisis de especies indicadoras

Para identificar aquellas especies de diatomeas que pudieran ser

particularmente tolerantes o sensibles al HBG se realiz6 un analisis de
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especies indicadoras (paquetes: “indicspecies”, “labdsv’, “MVPARTwrap”,
“‘mvpart”) (Céceres & Legendre, 2009; Caceres, 2013; Ouellette &
Legendre, 2013; Roberts, 2016). En este analisis las especies con baja
abundancia por lo general no son seleccionadas (Potapova & Charles,
2007; Pinzébn et al., 2012; Bachand et al., 2014), por lo que se removieron
de la matriz de datos aquellas especies que fueron representadas por cinco
0 menos individuos (i.e. entre 1.70% y 1.25%, ya que los conteos fueron

entre 300 y 400 valvas).

El uso tradicional del analisis de especie indicadoras implica la asociacion
de una especie con un grupo (tratamiento) pre-establecido o una
combinacion de grupos (tratamientos). El calculo del valor de indicacion
(Sqrt) es el producto de dos componentes (A y B) que describen la relacion
entre las especies y los tratamientos con los que se correlacionan (Dufréne
& Legendre, 1997; Céaceres & Legendre, 2009). EI componente A es la
“Especificidad”, que refiere a la probabilidad de que una muestra
pertenezca a un tratamiento, dado que la especie se encuentra en esa
muestra. Y el componente B es la “fidelidad”, es decir, la probabilidad de
encontrar a la especie en muestras pertenecientes a un tratamiento
especifico. Tanto los componentes como el valor de indicacion tienen un
intervalo de confianza de 95% (a = 0,05) asociado, que se determiné
mediante un test con 10.0000 permutaciones al azar (nboot= 10.000). Vale
mencionar que se reporta la asociacion mas elevada entre especie y

tratamiento, de modo que la especie puede hallarse a su vez positivamente
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correlacionada en menor medida con otro tratamiento (Céaceres et al.,
2013). El uso tradicional del andlisis de especie indicadoras implica la
asociacion de una especie con un tratamiento pre-establecido o una

combinacién de tratamientos.

En este analisis se establecié un valor minimo aceptable para A, B y Sqrt,
con el fin de registrar sélo aquellas especies con los mayores valores de
indicacion. En la seccion de resultados se detallan las restricciones
aplicadas. El analisis se realiz0 para cada tratamiento individual y para
combinaciones de tratamientos consecutivos (e.g. combinaciones de
concentraciones del i.a. glifosato en mg L™Y; 0+1, 1+3, 3+5, 5+10, 0+1+3,

3+5+10).

e Analisis de varianza

Se realizaron pruebas de ANOVA para analizar si hubo diferencias
significativas en la abundancia relativa de las especies indicadoras de altas
(tolerantes) y bajas (sensibles) concentraciones del HBG, en los distintos
tratamientos. EI ANOVA fue de una via (factor: concentracion del i.a.
glifosato, con cuatro o cinco niveles, dependiendo del experimento). En
primer lugar, el andlisis se ejecuté para el dia cero para verificar similitud
entre todas las unidades experimentales al comienzo del experimento.
Luego, se realizo el andlisis para los distintos tratamientos en el dia 15. Se

verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza
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previo a realizar el andlisis, asi como la distribucién de los residuos y para
los casos donde la prueba de ANOVA detectd diferencias significativas se
realiz6 analisis post hoc, por medio de la prueba de comparaciones

multiples de Tukey (Zar, 1999; Quinn & Kough, 2002).
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3 Resultados

3.1 Objetivo Especifico O

3.1.1 Usos del suelo

En los veranos de los afios 2001 (31/01) y 2015 (07/02) el mayor cambio
de uso del suelo en la cuenca de la Laguna del Cisne ocurrid para los
“Cultivos”, con un aumento del 61% (345 ha), siguiéndole la “Forestacién”
con un aumento del 29% (108 ha) (Tabla 2, Figura 7, Tabla D en Anexo).
En ambos afios el mayor porcentaje de cobertura de la cuenca
correspondid a la categoria "Otros" (tierra en barbecho, vegetacion
riberefia, caminos y suelo descubierto por erosion) (Tabla 2, Tabla D en
Anexo). La zona urbana ocup6 una pequefia fraccion del territorio sur de la
cuenca y en el periodo estudiado aumenté su area en un 13% (10 ha), asi
como la densidad poblacional de la zona (observacion en Google Earth). Si
bien la sefal satelital del monte riberefio y del humedal fueron similares, el
humedal fue facilmente ubicado en el territorio y su area se redujo en un
6% (10 ha). El espejo de agua de la laguna fue un 30% (95 ha) menor en el
verano 2015 que en el verano 2001 (Tabla 2, Tabla D en Anexo), aunque
estas fotos no tienen por qué ser representativas de los cambios
hidrolégicos o medias anuales del sistema. En el historial de Google Earth
se observa la gran variacion del area del espejo de agua de la laguna con
disminuciones de hasta 6 veces menos (aprox. 0.4 km? en mayo 2011) del

area maxima registrada (aprox. 2.4 km? en Setiembre 2013).
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Clasificacién del territorio 2001 Clasificacion del territorio 2015
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Figura 7. Clasificacion de usos del suelo en la cuenca de la Laguna del Cisne realizada mediante herramientas de
sistemas de informacion geografica (ArcGIS) a partir de imagenes de Landsat 5 y Landsat 8 para los veranos de
los afios 2001 (31/01) y 2015 (07/02). El uso del suelo referido como “Cultivos” engloba al territorio ocupado por
plantaciones y suelo desnudo por cosecha, mientras que la categoria “Otros” se refiere a la tierra en barbecho,

vegetacion riberefia, caminos, suelo descubierto por erosion y asentamientos rurales.

Tabla 2. Porcentaje de la cuenca de la Laguna del Cisne

cubierta por cada uso del suelo en el afio 2001 y 2015.

Categorias de Cobertura (%)
clasificacion 2001 2015
Agua 6.3 4.4
Cultivos ' 11.1 17.9
Forestacion 7.4 9.5
Humedal 3.4 3.2
Zona urbana 1.3 1.5
Otros " 70.5 63.5

i. Cultivos: plantaciones y suelo desnudo por cosecha.

ii. Otros: tierra en barbecho, vegetacion riberefia,
caminos, suelo descubierto por erosién, asentamientos
rurales y zonas urbanas.
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3.1.2 Concentracidon de nutrientes en el cuerpo de agua

La revisibn de los registros histéricos de nutrientes publicados para la
Laguna del Cisne revel6 una tendencia a la eutrofizacion de este sistema
entre el 1987 (Mazzeo et al., 1995) y el 2017 (Kruk et al., 2009; Gelés et al.,
2010; Goyenola et al., 2011; muestreos propios 2014 y 2015; Goyenola et
al., 2017) (Figura 8, Tabla E y F en Anexo). Los datos de nutrientes
recabados entre los afios 1987 y 1989 se tomaron como referencia de un
periodo con un desarrollo agropecuario menos intensivo en la cuenca de
drenaje de la Laguna del Cisne. A excepcion del amonio (NH4), cuya
concentracion se mantuvo relativamente baja en el tiempo (Figura 8, Tabla
F en Anexo), el resto de las especies de nutrientes registradas, a partir del
2003, tuvieron concentraciones elevadas y tendieron a aumentar (Figura 8,
Tabla F en Anexo). El nitrato (NO3) mostré una tendencia paulatina a la
suba, mientras que el nitrégeno total (NT) se encontrd siempre por encima
de los 900 pg L™ (a excepcién del 2011). El fésforo total (PT) tendi6 al
aumento desde su primer registro en 1987, alcanzando valores hasta por
encima de los 600 pg L™ (Figura 8, Tabla F en Anexo). Es interesante
observar que el ortofosfato (PO,4) siguié la misma tendencia y tuvo una
concentracion similar al PT. Lo mismo se observo en el 2017 para los
anicos registros de fosforo total disuelto (PTD) y de nitrégeno total disuelto
(NTD) en relacion al PT y al NT, respectivamente. En lo que respecta a los

datos de nutrientes registrados durante nuestros muestreos en la laguna,
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Concentracion (ug L'1)

se observd una mayor concentracion de ortofosfato y nitrato en primavera

2015 que en invierno 2014 (Figura 8, Tabla F en Anexo).

NH4
NO3
NT

900{NTD
PO4

PT
PTD

eo0oe® @ Cee
@

300

1987 - 1989 2003 2006 2009 2014 2015 2016

Figura 8. Evolucion histdrica de la concentraciéon de nutrientes para la Laguna del Cisne. Las referencias de colores indican
distintos nutrientes. En orden, de mas antiguo a mas reciente, las fuentes de informacion fueron: Mazzeo et al., 1995, Kruk et
al., 2009, Gelo6s et al., 2010, Goyenola et al., 2011, muestreos propios 2014 y 2015, Goyenola et al., 2017. Los datos de
nuestros muestreos (2014 y 2015) corresponden al presente estudio y fueron promediados siempre que se registr6 mas de
un valor del mismo nutriente, para simplificar la figura (Tabla F - Anexo).
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3.1.3 Precipitaciones en la regién

Se compar6é el régimen de precipitaciones regionales entre los dos
periodos de colonizacion de los sustratos previo a los experimentos (del
18/06/14 al 18/08/14 y del 13/08/15 al 13/10/15). Los picos de precipitacion
mayores a 10 mm mostraron precipitaciones en al menos seis de las siete
estaciones pluviométricas, lo que implica una alta probabilidad de que haya
llovido también en la cuenca de la Laguna del Cisne (Figura 4 y 9). Con
este criterio, fueron seis los eventos de precipitacion altamente probables
en la cuenca de la laguna en el invierno 2014, mientras que hubo cuatro
eventos en primavera 2015 (Figura 9). Las precipitaciones promedio entre
las estaciones pluviomeétricas, para los dias con picos, fueron mas altas en
el 2014 (14.4 + 10.5 mmy 35.2 + 4.5 mm) que en el 2015 (10.7 £ 5.9 mmy
24.6 + 7.2 mm). Por otro lado, fue posible comparar la magnitud de esas
lluvias entre los dos periodos de interés y si sucedieron antes o después de
poner los sustratos a colonizar en la laguna. En 2014 sélo el pico mas bajo
ocurrié cercano al periodo de colonizacion (promedio: 14.4 £ 10.5 mm),
precisamente dos dias antes de la puesta de los sustratos en la laguna
(Figura 9). Mientras que en 2015 uno de los picos promedio mas altos
(promedio: 23.1 £ 7.6 mm) tuvo lugar tres dias después de la puesta de los

sustratos en la laguna (1/10/2015) (Figura 9).
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Figura 9. Los graficos muestran la precipitacion promedio diaria de las siete estaciones meteorolégicas que rodea a la cuenca de la Laguna
del Cisne, para los periodos 18/06/2014 al 18/08/2014 (izquierda) y 13/08/2015 al 13/10/2015 (derecha). En cada gréafico se indica con una
cruz roja el dia en que se colocaron los sustratos en la Laguna del Cisne para ser colonizados. La fecha final de cada periodo de registros
seleccionado corresponde al dia en el que se retiraron los sustratos colonizados de la Laguna del Cisne y fueron llevados al laboratorio.

3.2 Objetivo Especifico 1

Previo a analizar los efectos de los tratamientos sobre la comunidad de
diatomeas perifitica, se reportaron y analizaron las condiciones fisico-
guimicas a las que estuvo expuesta la comunidad durante, la colonizacion

de los sustratos (en la laguna) y los experimentos (en laboratorio).

3.2.1 Condiciones fisico-quimicas en campo v laboratorio

La columna de agua se encontraba mezclada (ver condiciones promedio
los dias de muestreo, Tabla 3). En el laboratorio la temperatura ambiente
promedio durante el experimento de invierno 2014 fue de 17.4 °C (minima

promedio 14.0 °C y maxima promedio 20.0 °C) y en primavera 2015 fue de
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18.5 °C (minima promedio 13.5 °C y maxima promedio 19.8 °C). Las
variables fisico-quimicas no mostraron diferencias significativas entre
unidades experimentales (evaluado mediante RDA) y ademas fueron

similares para los dos experimentos (Tabla 4).

Tabla 3. Condiciones fisico-quimicas del agua registradas, in situ, en la Laguna del Cisne en
invierno 2014 y primavera 2015. Se registrd oxigeno disuelto, pH, temperatura y se calculo el
coeficiente de extincion de la luz (Kd) a partir de medidas de luz cada 10 cm de la columna de
agua.

Experimento Oxigeno pH Conductividad Temperatura Kd

(mg L™ (mScm™) (°C)
Invierno 2014 8.8 6.7 - 13.7 4.3
Primavera 2015 9.4 7.5 202 17.9 6.0

Tabla 4. Condiciones fisico-quimicas del agua registradas en las unidades experimentales
durante los experimentos de invierno 2014 y primavera 2015.

Oxigeno pH Temperatura
(mg L™ (C)
Invierno Primavera Invierno Primavera Invierno Primavera
2014 2015 2014 2015 2014 2015
Promedio 9.5 8.8 8.4 8.0 17.6 18.5
Minima 8.1 6.3 7.0 6.9 12.4 16.2
Maxima 10.9 11.2 9.6 8.7 20.2 20.6

Durante el experimento de invierno 2014 en el laboratorio (de ahora en
adelante, Ex.-Inv.-14) las concentraciones de nutrientes disueltos
encontradas fueron bajas (por dificultades logisticas se tomaron muestras
integradas para cada tratamiento: PO, entre 15.9 pg L™y 35.9 ug L™; NOs
entre 55.3 ug L'y 177.8 ug L™*, NHs entre 1.6 pg Lty 4.7 ug LY.

En el experimento de primavera 2015 (de ahora en adelante Ex.-Prim.-15)
se tomd una muestra para cada réplica de cada tratamiento y para cada dia

de muestreo (Tabla 5). Se verificO6 que se parti6 de condiciones
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experimentales similares, ya que en el dia cero (DO) no se hallaron
diferencias significativas entre tratamientos para las concentraciones de
nutrientes (p=0.05 ANOVA, para PO,4, NO3, NH,). Por otro lado, en los dias
diez (D10) y quince (D15) hubo una concentracion promedio de PO, mayor
en los tratamientos control que en aquellos con altas concentraciones del
HBG (p<0.05 ANOVA). No se encontraron diferencias significativas en el
resto de los pares de tratamientos. En el dia cinco (D5) la concentracién de
NH; fue mayor en los tratamientos con mayor adicion del HBG (i.e.
comparacién entre Omg Ly 10 mgL*, 1 mgL*y10mgL™*, 3mgL™"y 10

mg L") (p<0.05 ANOVA).

Tabla 5. Promedios de nutrientes (ug L™) para las réplicas de los distintos
tratamientos (0 mg L™, 1 mg L™*, 3mg L™, 5 mg L?, 10 mg L™ de i.a.) del
experimento de primavera 2015, muestreados los D5, D10 y D15. Se asigné
un color a cada tratamiento que se mantiene en cada gréfica y tabla con

resultados.
PO4 NOs3 NH4
Promedio Desvio Promedio Desvio Promedio Desvio

0 284.2 14.0 291.2 35.1 9.7 6.4
1 279.3 44.6 297.4 11.5 7.7 5.4
3 263.0 41.4 307.9 39.8 9.1 3.3
2433 375 300.0 75.3 18.8 15.2
0] 2167 29.6 292.2 4.6 23.2 29.4
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3.2.2 Andlisis de la comunidad de especies de diatomeas

El analisis de los ensambles de diatomeas resultd en la identificacion de
134 especies pertenecientes a 42 géneros (Tabla G en Anexo). La
composicion y estructura comunitaria de la que se partié (DO) fue distinta
entre ambas estaciones (i.e. invierno 2014 [Ex.-Inv.-14] y primavera 2015
[Ex.-Prim.-15]) (Figura 10).

La comunidad de diatomeas perteneciente al Ex.-Inv.-14 fue dominada por
tres especies (Melosira varians [20%], Fragilaria capucina senso lato [10%]
(senso lato, de ahora en adelante s.l.), Nitzschia palea [7%)]), mientras que
la comunidad del Ex.-Prim.-15 fue mas equitativa, ya que fueron seis las
especies dominantes (Nitzschia palea [14%], Fragilaria vaucheriae s.l.
[11%], Hippodonta hungarica [6%)], Gomphonema parvulum [8%)],
Sellaphora sp. 1 [6%], Navicula germainii [6%]) (Figura 10). Vale mencionar
gue para los dos experimentos permanecen registrados dos complejos de
especies: Fragilaria capucina s.l. y Fragilaria vaucheriae s.l. (posiblemente
con varias variedades cada uno).

En términos de riqueza y diversidad la comunidad de diatomeas del Ex.-
Inv.-14 presentd valores un poco menores a la comunidad analizada en
primavera 2015. En Invierno 2014 se encontraron 99 especies y el indice
de Shannon fue 3.1, mientras que en primavera 2015 se registraron 115
especies y el indice de Shannon fue 3.5. Ni la rigueza ni los indices de
diversidad presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05

ANOVA).
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Tabla 6. Andlisis de PERMANOVA en base a la composicion relativa de especies de la comunidad de diatomeas perifiticas de la
Laguna del Cisne al final de los experimentos de invierno 2014 y de primavera 2015. Se reportan los valores p para cada
comparacién entre pares de tratamientos y su correspondiente correccién de Bonferroni. Los tratamientos de glifosato fueron: 0
mg L™ [0], 1 mg L™ [1], 3mg L™ [3], 5mg L™ [5] y 10 mg L™ [10]. Las comparaciones significativas se marcaron en negrita y a las

Para ninguno de los experimentos se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos en el DO (p = 0.05 PERMANOVA). Por lo tanto, se partio
de wuna composicion especifica entre unidades experimentales
estadisticamente igual. El analisis para la comunidad final, luego del
tratamiento experimental (D15), del Ex.-Inv.-14 mostré que los tratamientos
tuvieron diferente composicion especifica entre si, salvo las
concentraciones mas altas que no difirieron entre ellas (5 mg L™y 10 mg L’
). En el Ex.-Prim.-15, en contraste, fueron pocos los tratamientos con
diferencias significativamente distintas en su composicion especifica (Tabla

6).

marginalmente significativas se las marcé ().

Tratamiento  Valorp p-Bonferroni P Tratamiento Valorp p-Bonferroni

[0] VS [1] 0.005 0.030 R [0] VS [1] 0.306 1.000

N [0] VS [5] 0.001 0.006 | [0] VS [3] 0.185 1.000
\ [0] VS [10] 0.001 0.006 [0] VS [5] 0.003 0.030
I [1] VS [5] 0.007 0.042 M [0] VS [10] 0.001 0.010
[1] VS [10] 0.001 0.006 A [1] VS [3] 0.830 1.000

E [5] VS [10] 0.130 0.780 v [1] VS [5] 0.071 0.710
R [1] VS [10] 0.027 0.270
N E [B1 VS [5] 0.032 0.320
a R [3] VS [10] 0.008 0.080°
A [5] VS [10] 0.943 1.000

64



La composicion especifica de la comunidad de diatomeas en el Ex.-Inv.-14
fue distinta en muestras expuestas a distintas concentraciones del HBG. El
cambio en la composicién de especies para los distintos tratamientos a lo
largo del tiempo fue similar, especialmente a lo largo del eje PC1 (Figuras
11 y 12). Los dos primeros ejes del PCA explicaron un 27.2% (PC1=16.7%,
PC2=10.5%) de la varianza entre las muestras. Las especies asociadas a
los tratamientos sin adicion del HBG fueron Nitzschia paleacea, Nitzschia
palea, Fragilaria capucina sensu lato, Fragilaria sp. 1 y Nitzschia sp. 1,
mientras que las mas abundantes en condiciones con altas
concentraciones del HBG fueron Sellaphora nigri, Craticula subminuscula,
Craticula molestiformis y cf. Mayamaea permitis, todas especies de muy
pequefio porte (hasta 12 um de largo) (Figura 11). Gomphonema parvulum
es una especie que si bien aparecio en el cuadrante donde se agrupan las
muestras con altas concentraciones del HBG, no estuvo dentro de las
especies mas correlacionadas con las muestras pertenecientes a ese
grupo (Figura 11). Por ultimo, un grupo de especies se asocidé a muestras
sin adicion del HBG o0 expuestas a bajas concentraciones y a dias
avanzados en el experimento, estas fueron Melosira varians, Nitzschia sp.
aff. acidoclinata, Navicula germainii, Nitzschia filiformis y Cyclotella

meneghiniana.
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Figura 11. Andlisis de componentes principales (PCA) de las especies de diatomeas que ocurrieron en el experimento de invierno
2014. A) Los simbolos indican el dia en el que la muestra fue tomada y el color indica la concentracién de glifosato aplicada en cada
tratamiento. B) Las especies que mas contribuyeron a la ordenaciéon se encuentran ubicadas en el espacio segun cuan
correlacionadas estén con los distintos tratamientos. Cada una de ellas esta unida al origen del grafico con una linea que muestra el

eje sobre el que se puede estimar la correlacion de cada muestra mediante una proyeccion perpendicular.
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Figura 12. Diferencia entre la posicion promedio de las réplicas pertenecientes al tratamiento sin adicion
de glifosato (0 mg L™) y los distintos tratamientos con adicion de glifosato (1 mg L™, 5mg Ly 10 mg L™Y),
para cada dia del experimento de invierno 2014. El grafico se construy para la ubicacion de las réplicas
en el PCA, segun el eje 1 (PC1 - derecha) y el eje 2 (PC2 - izquierda).
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La composicion especifica de la comunidad de diatomeas en el Ex.-Prim.-
15 también cambio a lo largo del tiempo y en torno a la exposicion al HBG.
En el transcurso de los dias la composicién de las muestras se torné
similar, por un lado, entre las muestras expuestas a concentraciones del
HBG maés bajas (i.a. 1 mg L'y 3 mg L") y por el otro, a las expuestas a
concentraciones del HBG maés altas (i.a. 5 mg L'y 10 mg L™ (Figuras 13y
14). Los dos primeros ejes del PCA explicaron un 24.4% (PC1=17.4%,
PC2=7.0%) de la varianza entre las muestras. Las muestras pertenecientes
a los tratamientos sin adicion del HBG se correlacionaron positivamente
con Gomphonema parvulum, Hippodonta hungarica, Sellaphora sp. 1,
Encyonema silesiacum, Fragilaria vaucheriae s.I. y Gomphonema sp. aff.

alfinitoanum (Figura 13).

Por otro lado, las especies asociadas a altas concentraciones del HBG, en
los dias mas avanzados de este experimento fueron Nitzschia filiformis,
Navicula sp. aff. vilaplanii, Navicula germainii y Navicula simulata (Figura
13). Diadesmis confervacea tuvo una alta correlacion con muestras
avanzadas en el tiempo experimental y bajo condiciones de no adicion del

HBG o relativamente bajas concentraciones (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de componentes principales (PCA) realizado a las muestras del experimento de primavera 2015. A) Los
simbolos indican el dia en el que la muestra fue tomada y el color indica la concentracién de glifosato aplicada en cada
tratamiento. B) Las especies que mas contribuyeron a la ordenacién se encuentran ubicadas en el espacio segln cuan
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el eje sobre el que se puede estimar la correlaciéon de cada muestra mediante una proyeccién perpendicular.
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Figura 14. Diferencia entre la posicién promedio de las réplicas pertenecientes al tratamiento sin adicion
de glifosato (0 mg L™) y los distintos tratamientos con adicién de glifosato (1 mg L™, 3mgL*, 5mg L™y

10 mg L™ para cada dia del experimento de primavera 2015. El gréfico se construyé para la ubicacion
de las réplicas segun el eje 1 (PC1 - derecha) y el eje 2 (PC2 - izquierda) del PCA.
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3.3 Objetivos Especificos 2y 3

3.3.1 Andlisis de especies indicadoras

En el Ex.-Inv.-14 las especies con mayor indice de indicacion del
tratamiento sin adicion del HBG fueron Nitzschia paleacea, Nitzschia
subacicularis, Fragilaria sp. 1 y Ulnaria ulna. Al tratamiento con 1 mg L™ i.a.
glifosato se le asociaron Navicula germainii y Nitzschia sp. aff. acidoclinata,
mientras que a concentraciones bajas del HBG (i.e. al agrupar las réplicas
del tratamiento sin adicion con las de tratamiento de 1 mg L™ i.a. glifosato)
aparecio también Ulnaria acus como especies indicadora. Es interesante
gue Navicula germainii aparecio también asociada a la suma de los
tratamientos 1 mg Ly 5 mg L™* y con un mayor indice de asociacion que al
testearla sélo en relacion a 1 mg L i.a. glifosato. Las especies indicadoras
de los tratamientos con mayor concentracién del HBG (i.e. 5mg L™ y 10 mg
L™ i.a. glifosato) tienen en comin que son todas de pequefio porte (hasta

12 pum) a excepcion de Gomphonema parvulum (Tabla 7).

En el Ex.-Prim.-15 las especies con mayor indice de indicacion para los
tratamientos con menor concentracion del HBG fueron Cyclostephanos
invisitatum, Gomphonema sp. aff. alfinitoanum y Fragilaria vaucheriae s.l..
Es interesante que ninguna especie se asocid Unicamente al tratamiento
sin adicién del HBG. Por otro lado, tres especies fueron las que se
asociaron a los tratamientos con mayores concentraciones Navicula

erifuga, Craticula subminuscula y Nitzschia filiformis (Tabla 8).
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Tabla 7. Andlisis de especies indicadoras para el experimento de invierno 2014 para cada
tratamiento o combinaciones de tratamientos consecutivos O mg L™, 1mgL™*, 5mgL™*, 10 mg L™
i.a. de glifosato). Los tratamientos se ordenaron de arriba hacia abajo en orden descendiente
segun la concentracién nominal del i.a. glifosato a la que fue expuesta la comunidad de diatomeas
perifiticas. Los colores asignados a cada tratamiento son los mismos que se han utilizado en todos
los graficos a lo largo del manuscrito. Se reportan los valores de indicacion (At, Bt y Sqrt, ver texto
por su interpretacion), ademas de la abundancia relativa maxima alcanzada en las muestras

pertenecientes al tratamiento.

Invierno 2014

. Abundancia
Con_gentracmn Especies At Bt Sqrt relativa
(mg L™ i.a. glifosato) 4y

maxima
cf. Mayamaea permitis 0.77 1.00 0.88 34.69
Craticula molestiformis 0.68 0.96 0.81 9.65
Craticula subminuscula 0.71 0.79 0.75 2.54
Sellaphora nigri 0.59 1.00 0.77 13.50
Gomphonema parvulum 0.60 1.00 0.77 15.51
Navicula germainii 0.64 1.00 0.80 16.40
Nitzschia semirobusta 0.71 0.79 0.75 2.52
Nitzschia paleacea 0.66 0.98 0.80 20.63
Fragilaria sp. 1 0.65 1.00 0.81 4.69
Ulnaria acus 0.67 0.93 0.79 3.13
cf. Mayamaea permitis 0.48 1.00 0.69 34.69
Navicula germainii 0.43 1.00 0.65 16.40
Nitzschia aff. acidoclinata 0.36 1.00 0.60 2.93
Nitzschia paleacea 0.44 1.00 0.67 20.63
Nitzschia subacicularis 0.67 0.79 0.73 3.44
0 Ulnaria ulna 0.60 0.75 0.67 1.86
Fragilaria sp. 1 0.37 1.00 0.61 4.69

Tabla 8. Andlisis de especies indicadoras para el experimento de primavera 2015, se reportan
especies indicadoras para cada tratamiento o combinaciones de tratamientos consecutivos (0 mg L™,
1mgL? 3mgL? 5mgL? 10 mg L™ i.a. de glifosato). Los tratamientos se ordenaron de abajo hacia
arriba en orden ascendente segun la concentracion nominal del i.a. glifosato a la que fue expuesta la
comunidad de diatomeas perifiticas. Los colores asignados a cada tratamiento son los mismos que se
han utilizado en todos los gréficos a lo largo del manuscrito. Se reportan los valores de indicacién (At,
Bt y Sqrt), ademas de la abundancia relativa maxima alcanzada en las muestras pertenecientes al

tratamiento.

Primavera 2015

Concentraciéon
(mg L™ i.a. glifosato)

Abundancia

Especies At Bt Sqrt relativa

maxima
Nitzschia filiformis 0.79 0.92 0.85 25.80
Craticula subminuscula 0.68 0.97 0.82 7.91
Navicula erifuga 0.61 1.00 0.78 8.24
Gomphonema aff. alfinitoanum  0.73 0.91 0.82 4.35
Fragilaria vaucheriae s.I. 0.66 1.00 0.81 21.71
Navicula erifuga 0.39 1.00 0.62 8.24
Craticula subminuscula 0.34 0.92 0.56 7.91
Cyclostephanos invisitatum 0.77 0.42 0.57 4.32
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Fueron analizadas las diferencias entre tratamientos en base a las
abundancias relativas de las especies indicadoras (Tablas 8 y 9) mediante
pruebas ANOVA, (de una via: factor concentracion del i.a. glifosato de un
HBG) para el dia cero y el dia final de los experimentos, previa verificacion
de cumplimiento de los supuestos. Para el DO sélo Fragilaria sp. 1 no pudo
ser analizada para el Ex.-Inv.-14. A excepcion de dicha especie, todas las
especies mostraron una abundancia relativa similar entre tratamientos al
inicio de periodo experimental (Figura 15). Por otro lado, en el ultimo dia
del Ex.-Inv.-14, las tendencias mas claras fueron para las especies cuya
abundancia fue elevada a altas concentraciones del HBG (cf. Mayamea
permitis, Sellaphora nigri y Craticula molestiformis) (Tabla 9; Figura 15).
Por otro lado, si bien la abundancia de Nitzschia paleacea no pudo ser
evaluada mediante test de ANOVA, los cambios en su abundancia a lo
largo del experimento sugieren que puede ser una especie sensible a la

exposicion al HBG (Figura 15).

En el Ex.-Prim.-15 s6lo una especie resulté significativamente asociada a la
concentracion del HBG mas elevada y fue Navicula erifuga (Tabla 9; Figura
16). Fragilaria vaucheriae s.I. mostré una tendencia a disminuir ante la
exposicibn a la mayor concentracion del HBG, pero no resulté
estadisticamente significativa. EI hecho de ser posiblemente un complejo
de especies no ayuda a dilucidar claramente su respuesta. Nitzschia
filiformis mostré un aumento similar en su abundancia bajo cualquier

escenario de exposicion al HBG. Si bien sus promedios de abundancia
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relativa en el D15 se ordenaron segun la concentracion del i.a. glifosato

(del HBG) de los tratamientos, no se encontraron diferencias significativas

(Figura 16).

Tabla 9. Post hoc de las especies indicadoras del Ex.-Inv.-14 y del Ex.-Prim.-15 para las que se realizo test de ANOVA
de una via (concentracion del i.a. glifosato) en base a su abundancia relativa. Las diferencias marginalmente
significativas se sefializaron ().

| Tratamiento  Valor p Especie P Tratamiento Valorp Especie
[0] VS [10] 0.023 Nawicul R [1] VS [10] 0.025 Navicula
N [1] VS [10] 0.001 ""V'CF‘ a [3] VS [10] 0.019 erifuga
V [5] VS [10] 0.028 germaint !
| [0] VS [10] 0.019 cf. Mayamaea M
[1] VS [10] 0.070° permitis A
E [0] VS [5] 0.025 Cratioul v
R [0] VS [10] 0.030 b '_Cu a _
i molestiformis  E
N [1] VS [5] 0.090
R
O [0] VS [10] 0.051° Se”a_ph_ora
nigri A
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4 Discusion

4.1 Procesos adistintas escalas espaciales y temporales

Este estudio evalla cambios que ocurren a una escala microscopica y a
corto plazo (composicién de diatomeas perifiticas), que potencialmente
reflejan impactos de procesos que ocurren a una escala del orden de los
kilbmetros cuadrados (cuenca de la Laguna del Cisne) y en periodos de
tiempo prolongados (momento de aplicacion del herbicida, permanencia en
los suelos, en el agua de escorrentia y en el sedimento y agua de la
laguna). Se pretendio abarcar un sistema con tres elementos operando a
tres escalas espaciales y temporales distintas, pero cuyas dinamicas estan
sumamente conectadas: la cuenca de la Laguna del Cisne, la Laguna del

Cisne propiamente dicha y la comunidad perifitica (Figura 17).

Cuenca laguna del Cisne

Figura 17. Tres escalas espaciales (con sus escalas temporales asociadas) fueron abarcadas en
este estudio, cuyo foco estuvo sobre la variable respuesta: cambios en la composicion especifica de
la comunidad de diatomeas perifiticas.
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Las distintas escalas contempladas en este estudio, pueden ser entendidas
como filtros en serie que en conjunto determinan las condiciones abidticas
y bidticas que estructuran a las comunidades bioldgicas de la laguna. En
este sentido, los filtros a nivel del paisaje, tales como la posicion geogréfica
y las caracteristicas de la cuenca, determinan los efectos del clima local y
la aptitud del suelo para distintos usos, por ende afectan qué sustancias, en
gué momento y con qué frecuencia e intensidad ingresan al cuerpo de
agua receptor (Blenckner, 2005).

Parte de la cuenca de drenaje de la Laguna del Cisne es destinada a fines
agricolas y forestales, o que se ha intensificado y extendido (ocupando el
27% de la cuenca en el 2015), siguiendo la tendencia nacional elaborada
en el marco tedrico en Antecedentes en Uruguay. Otra caracteristica
importante de esta cuenca es la presencia y funcion del humedal del
Estero, responsable de gran parte del aporte de sustancias himicas que le
dan un color té al agua de la laguna. Este sistema es altamente regulador
de las caracteristicas fisico-quimicas de este cuerpo de agua en términos,
por ejemplo, de biodisponibilidad de sustancias quimicas (e.g. capacidad
de secuestro de metales por sustancias humicas) incluyendo nutrientes, asi
como la disponibilidad de luz (Steinberg et al., 2006; Goyenola, 2011;
Goyenola et al., 2017). El impacto del humedal sobre la laguna esta
determinado por el &rea que éste ocupa, que sufrié una reduccion de 10 ha
(area original: 176 ha) entre los afios 2001 y 2015, asi como por el régimen

hidrolégico que regula la magnitud de esa conexion.
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La conectividad entre la cuenca de drenaje y los sistemas acuaticos a los
gue abastece esta dada por fluctuaciones en el viento y la lluvia actuando
sobre el paisaje, cuyo aporte ademas, se ve particularmente afectado por la
pendiente, tipo y cobertura del suelo. Si bien no se pudo estimar la
precipitacion acumulada en la cuenca de la Laguna del Cisne por no haber
datos de estaciones pluviométricas en la misma, en su lugar, se comparo el
régimen hidrico de la region entre las dos estaciones del afio en que se
realizo el muestreo (invierno 2014 y primavera 2015). En el invierno 2014 la
laguna puede haber recibido mayor influencia de la cuenca de drenaje que
en primavera 2015 dada la mayor frecuencia de eventos de lluvia de
magnitud. Sin embargo, por otro lado, uno de los picos elevados de
precipitacion en primavera ocurrio tres dias después de poner los sustratos
a colonizar y tanto el nitrato (NO3) como el ortofosfato (PO,) se encontraron
en mayor concentracion en primavera 2015 que en invierno 2014 (Tabla E
en Anexo). Por lo tanto, es posible que aunque fueran menos los eventos
de lluvia en la primavera, las concentraciones de nutrientes en la laguna
reflejaran de forma mas inmediata la actividad en la cuenca o que la
actividad desarrollada fuera mas intensiva en esta estacion.

A una escala menor podemos hablar de filtros internos a la laguna, como
su historia, sus caracteristicas morfométricas (profundidad, area, linea de
costa) y las interacciones abiéticas y bidticas. La historia de la laguna se
vincula estrechamente con su manejo y las actividades desarrolladas en su

cuenca, ya que las mismas afectan la concentracion de nutrientes y otras
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sustancias en la columna de agua, asi como su acumulacién en el
sedimento (Blenckner, 2005). En este sentido, la concentracion de
nutrientes en el agua de la Laguna del Cisne ha aumentado histéricamente,
especialmente en comparacion a los registros mas antiguos (1987-1989),
reflejando la intensificacion productiva en su cuenca. Los sistemas
someros, tal como la Laguna del Cisne, son los ecosistemas acuaticos mas
sensibles a ingresos de nutrientes y por lo tanto mas propensos a cambios
rapidos en su estado general (Scheffer, 2001). Ademas, la fuerte
interaccion entre el viento y el fondo es caracteristica de estos sistemas,
por lo que la resuspension y liberacion de sustancias retenidas en este
compartimento es frecuente incluso con vientos suaves o moderados
(Scheffer, 2001; Jeppesen et al., 2007).

La Laguna del Cisne, por ser somera, tiene un gran potencial de desarrollo
de la comunidad perifitica, dado por la extensa zona litoral y bentonica en
relacion con el volumen de la zona pelagica (Wetzel & Likens, 2000). A la
vez, su poca profundidad facilita la disponibilidad a la luz y permite el
crecimiento de la comunidad de macréfitas que, al tiempo que compite por
luz con la comunidad perifitica, constituye un importante sustrato para su
crecimiento (i.e. la comunidad epifitica) (Sand-Jensen & Borum, 1984,
1991; Liboriussen & Jeppesen, 2006). La comunidad epifitica en particular
depende principalmente de la columna de agua para la toma de nutrientes
y es comunmente densa bajo condiciones eutréficas (Sand-Jensen &

Borum, 1984, 1991).

78


https://scholar.google.com.uy/citations?user=cXmbPusAAAAJ&hl=es&oi=sra

El conjunto de caracteristicas bidticas y abidticas definida por los filtros
ambientales actuando a distintas escalas sobre la Laguna del Cisne afecta
tanto la magnitud y el desarrollo de la comunidad perifitica como la
identidad del pool de especies que seran exitosas en estas condiciones de

crecimiento.

4.2 Efectos del HBG sobre la composicién comunitaria de diatomeas

perifiticas
El disefio experimental aplicado permiti6 poner a prueba las hipétesis
planteadas. La composicion de la comunidad natural de diatomeas
perifiticas proveniente de la Laguna del Cisne cambio frente a la exposicion
experimental a un pulso de un HBG (sal isopropilamina de glifosato,
Glifotec). En consonancia con los supuestos de la hipétesis 1, el HBG
afectd a otros productores primarios fuera de su blanco de aplicacion. La
composicion especifica de la comunidad de diatomeas siguié una
trayectoria distinta segun el tratamiento experimental. Asimismo, se
evidencié una relacion positiva entre la exposicién a las concentraciones
mas altas del HBG y una mayor abundancia de un conjunto de especies
pennadas y (en su mayoria) de muy pequefio porte (largo <12 um). Por lo
tanto, se encontrd evidencia que apoya a la hipotesis 2, ya que la magnitud
de los efectos observados sobre la composicidon comunitaria aumento al

aumentar la exposicion a la formulacion de glifosato.
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El efecto del HBG sobre la composicion de la comunidad fue observado en
las dos estaciones del afio, aunque fue mas marcado en el experimento de
invierno que en el de primavera. lgualmente, en primavera ninguna especie
se asocié al tratamiento control, sin adiciéon del HBG (Figura 1 en Anexo),
por lo tanto, todas las especies clasificadas como sensibles se
determinaron a partir del experimento de invierno. El ensamble de especies
inicial en los experimentos (i.e. Dia 0) fue distinto entre invierno y
primavera, lo que puede haberse debido a las diferencias en las
condiciones ambientales naturales (e.g. temperatura del agua y régimen
luminico). Sin embargo, también puede haber influido la probable
aplicacion de algun HBG en la cuenca de drenaje durante la primavera, ya
gue la primavera y el verano son las épocas de tipica aplicacion en las
plantaciones de soja. El ingreso del HBG al sistema puede haber ocurrido
en el evento de lluvia registrado en la region durante la primavera, tres dias
después de colocados los sustratos en la laguna. La exposicion de la
comunidad perifitica a un pulso de un HBG puede ser definido como un
estresor, es decir, como una variable que cémo resultado de la actividad
humana excedié su rango normal de variacion y afecté adversamente a la
composicion de la comunidad (Auerbach, 1981 en Townsend et al., 2008).
Es esperable que la ausencia de especies sensibles en primavera se haya
debido a que la comunidad no reaccion6 del mismo modo en las dos
estaciones frente a la misma aproximacion experimental. Una previa

exposicién a un HBG y/o sus metabolitos de degradacion en la laguna pudo
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haber disminuido la proporcibn de taxa sensibles presentes en la
comunidad perifitica que coloniz6 a los sustratos y de esta manera explicar
gue no se detectaran especies sensibles en el experimento de primavera
2015. Considerando ademas que la ausencia de especies sensibles en
primavera, no se debié a que la comunidad no se haya desarrollado con
éxito en esta estacion del aflo, ya que en comparacion a otras
comunidades autotrofas (i.e. cianobacterias y algas verdes) las diatomeas
presentaron la mayor proporcion de clorofila a el dltimo dia del experimento
de primavera 2015 en todos los tratamientos (Figura 2 en Anexo —
mediciones cuantitativas mediante fluorescencia realizadas con un bbe

Bentho Torch).

La re-estructura de una comunidad estresada como mecanismo que
aumenta su tolerancia frente al estresor ha sido descrita bajo el concepto
de Tolerancia Comunitaria Inducida por Contaminacién (PICT, sigla en
inglés; Blanck & Wangberg, 1988; Tlili et al., 2016). Si bien para confirmar
la ocurrencia del mecanismo PICT hace falta llevar adelante un
experimento con un disefio acorde a esta pregunta (Clements et al., 2016),
vale mencionar que este mecanismo ha sido reportado en trabajos de
campo y laboratorio, en perifiton (y otras comunidades como la bacteriana y
la fitoplanctonica) para la contaminacion por metales pesados y por el
herbicida atrazina, donde las especies capaces de tolerar este tipo de
estrés son seleccionadas y las especies sensibles tienden a disminuir su

abundancia o incluso a desaparecer (Blanck, 2002; Tlili & Montuelle, 2011,
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Morin et al., 2012; Wood, 2017). Estos cambios comunitarios pueden
deberse a alteraciones competitivas entre las especies o a cambios en las

interacciones con otras comunidades (Tlili et al., 2017).

En este sentido, la predominancia del grupo de especies de diatomeas
pequefas, en los tratamientos con mayor exposicién al HBG, puede estar
evidenciando una seleccion de las especies en base a una estrategia de
crecimiento en comun. Grime (1977) postuld la evolucion de tres
estrategias de crecimiento para las plantas, teoria que ha sido aplicada
para otros organismos (e.g. hongos y animales) asi como las diatomeas
(Morin, 2008). Las estrategias primarias agrupan a las especies en tres
categorias: R (especies rudas o0 pioneras) son pequefias especies,
colonizadoras tempranas o especies oportunistas, tienen una rapida tasa
de crecimiento, baja biomasa y resisten disturbios intensos, S (especies
tolerantes) son especies de pequefio a mediano porte, colonizadoras
lentas, adaptadas a colonizar habitats deteriorados, tienen una tasa de
crecimiento intermedia y biomasa entre baja y media, C (especies
competitivas) son especies de gran tamafio, colonizadoras lentas, con una
baja tasa de crecimiento y una alta biomasa (Morin et al., 2008). Estos
grupos pueden resultar muy generales pero conforman un marco util para
discutir las respuestas de distintos grupos de especies a los estresores
ambientales. Las especies tolerantes a las altas concentraciones del HBG
fueron en su mayoria de muy pequefio porte, pertenecieron al grupo R, es

decir, fueron especies oportunistas que aprovecharon el vacio provocado
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por la liberacion de nicho a partir de que las especies sensibles al HBG

perecieran.

La seleccidén de especies pequefias es una respuesta comunitaria que ha
sido también observada frente a la exposicién a metales pesados (Morin et
al., 2012; 2014). La matriz polisacarida secretada por las algas y bacterias
constituyentes del biofilm, en conjunto con una capa externa de células
muertas (Teitzel & Parsek, 2003), ejerce una proteccion fisica sobre los
organismos que componen a esta comunidad. Esta proteccion es, en parte,
debida a la reduccion del intercambio entre las células contenidas en el
biofilm y el ambiente (Ivorra et al., 2000). En particular para metales
pesados se sostiene que la proteccion fisica por parte de la matriz
polisacarida es mas eficiente sobre especies pequefias, con menor
superficie de absorcién, y por ende podria ser un mecanismo de seleccion
positiva (Khoshmanesh et al., 1997; Joux-Arab et al., 2000; Morin et al.,

2007) que podria también actuar frente a la exposicion a un HBG.

4.3 Deteccidon de especies indicadoras y de umbrales de reaccién

La exposicion a agentes potencialmente toxicos (i.e. estresores) puede ser
un gran determinante de la estructura de las comunidades (Morin et al.,
2014). En este experimento, se evidencié un recambio de especies, en el
que un conjunto de especies fue identificado como tolerante porque se

desarroll6 con éxito frente a altas concentraciones del HBG (i.e. Sellaphora
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nigri, Craticula molestiformis, Craticula subminuscula, cf. Mayamaea
permitis, Gomphonema parvulum, Navicula erifuga, Nitzschia filiformis),
mientras que otro conjunto de especies fue identificado como sensible
debido a su baja abundancia relativa frente a la exposicién al HBG, ya sea
por haber perecido o por haber disminuido su tasa de crecimiento (i.e.
Nitzschia subacicularis, Ulnaria ulna, Ulnaria acus, Nitzschia paleacea,
Fragilaria sp.1) (Figura 18). La asociacion de las especies al escenario de
mayor impacto con altas concentraciones del HBG y por otro lado al
escenario control, sin adicion del HBG, fue robusta. Sin embargo, la
concentracion intermedia (3 mg L™) agregada en primavera no mostré una
asociacion clara de especies, lo que hubiera ayudado a establecer un
umbral de reaccion por parte de las especies que formaron parte de la
comunidad. De hecho, el experimento de primavera en general mostro

menos asociaciones fuertes entre las especies y los tratamientos.

Dentro de las especies tolerantes al HBG S. nigri y C. molestiformis han
sido clasificadas como pertenecientes al grupo de especies R, es decir,
especies oportunistas, altamente mdviles, con una rapida tasa de
crecimiento y resistentes a disturbios intensos (Kelly et al., 2005; Morin et
al., 2008).

S. nigri ademas, ha sido observada en altas abundancias en ambientes
fuertemente impactados por eutrofizacion, pesticidas, metales pesados y

contaminacién organica (Lange-Bertalot & Bonik, 1976; Weber &
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McFarland, 1981; Dayner & Johansen, 1991; Morin et al., 2012, 2014,
Delgado & Pardo, 2015; Moisset et al., 2015). Esta especie también ha sido
reportada formando ensambles con otros taxa caracteristicos de ambientes
acuaticos afectados por contaminacién organica (Wetzel et al., 2015) y
cuya composicién es similar a la encontrada en nuestros tratamientos con
mayor exposicion al HBG: C. subminuscula (muy abundante en los
tratamientos con altas concentraciones del HBG), Nitzschia palea (muy
abundante en el experimento de invierno pero no resulté indicadora),
Navicula gregaria (presente en baja abundancia), Mayamaea atomus
(taxondmicamente proxima a cf. M. permitis, especie con mayor
abundancia relativa en los tratamiento con mayor concentracion del HBG,
hasta 34.69%) (Figura 18). Asimismo, ante exposiciones a distintas
concentraciones del herbicida diuron (muy utilizado en plantaciones de
cafla de azlcar), S. nigri y N. palea no mostraron diferencia en su
crecimiento (Moisset et al., 2015), que fue explicado por una posible
regulacion genética temprana, ya observada en S. nigri bajo condiciones de
contaminacién por cadmio (Tiam et al., 2012).

C. subminuscula de pequefio porte y parte del ensamble de especies
tolerantes al HBG en nuestros experimentos, ha sido ampliamente
reportada en ambientes altamente contaminados, eutroficos y de meso a
polisaprébicos (Figura 18) (Lowe, 1974; Van Dam et al.,, 1994; GOmez &
Licursi, 2001). Lobo et al. (2015) hall6 a C. subminuscula en un sistema

|6tico (cuenca del Rio Pardo, Rio Grande del Sur, Brasil; 2005 - 2013),
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conformando un ensamble altamente resistente a la eutrofizacion,
compuesto por especies similares a las que resultaron tolerantes en
nuestros experimentos: C. molestiformis, Mayamaea permitis y N. palea
(ésta especies fue abundante pero no identificada como tolerante en
nuestro estudio). Por otro lado, G. parvulum y N. germainii, Se asociaron a
contaminacion intermedia en el trabajo de Lobo et al. (2015), mientras que

en nuestro trabajo G. parvulum fue identificada como tolerante (Figura 18).

Nitzschia filiformis resulté indicadora de concentraciones de glifosato de
intermedias a altas (3+5+10) en primavera. Esta amplia asociacion va en la
misma linea de lo hallado por Gomez & Licursi (2001) en 164 arroyos de la
Pampa argentina, donde N. filiformis se asoci6 a un amplio rango de
condiciones, desde baja eutrofizacion a condiciones de alta eutrofizacion,
con altas concentraciones de materia organica, amonio y nitritos (Figura

18).
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Especies tolerantes

Sellaphora Crafticula Craticula cf. Mayamaea
nigri molestiformis subminuscula permitis
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subacicularis paleacea sp.1

\
je: @ e

-

A MAARARAAMAAAAR A AR MDA 0
OO R BT Er rorggy

camaanadhl
o

Figura 18. Clasificacion de especies segun su asociacion a los tratamientos con distintas concentraciones de glifosato, construido
segun el andlisis de especies indicadoras y el andlisis de varianza (ANOVA). Los tratamientos o conjuntos de tratamientos a los que
se asociaron las especies estan indicados en circulos con los colores utilizados para cada tratamiento en los distintos graficos del
manuscrito. Las especies significativamente asociadas a un tratamiento en el D15 segun los test de ANOVA, estdn marcada con un
simbolo blanco con forma a reloj de arena. Las “Especies tolerantes” estan asociadas al tratamiento con 10 mg L™ o a la
combinacion de tratamientos 5mg L™+ 10 mg L' 0 3mg L™ + 5 mg L™ +10 mg L™). Las “Especies moderadas” estan asociadas al
tratamiento con 1 mg L™ 0 a la combinacién de tratamientos sin adicion + 1 mg L™ +3mgL* 01 mg L+ 5 mg L™). Las “Especies
sensibles” estan asociadas al tratamiento sin adicién o a la combinacién de tratamientos sin adicion + 1 mg L™).
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Gomphonema parvulum ha sido clasificada como una especies S, es decir,
con una tasa de crecimiento intermedia, adaptada a colonizar habitats
deteriorados (Kelly et al., 2005; Morin et al., 2008). En este estudio fue
tolerante al HBG y se encontrd en alta abundancia tanto en primavera
como en invierno. En otros estudios, también ha sido reportada como
tolerante a altas concentraciones de glifosato (8 mg L™) en experimentos
en mesocosmos eutroficos (Vera et al., 2010), asi como a la contaminacion
organica y por metales pesados (Lange-Bertalot, 1979; Morin et al., 2012;
Delgado et al., 2015). Asimismo, Wood (2017) la encontré sensible a la
exposicion a glifosato y a atrazina grado técnico (99% pureza), frente a su
exposicién a bajas concentraciones (i.e. entre 50 y 500 pg L) en
experimentos a partir de muestras de un sistema I6tico impactado de

Australia (Barratta Creek) con previa exposicion a herbicidas.

Por otro lado, Nitzschia paleacea fue reportada por Wood (2017) como una
especie tolerante a la exposicion a bajas concentraciones de glifosato
grado técnico (i.e. hasta 0,5 mg L™), mientras que resulté ser una especie
sensible al HBG en nuestros experimentos (i.e 5y 10 mg L™). Ulnaria ulna
fue otra de las especies que resultaron sensibles al HBG, ha sido reportada
como una especie de ambientes mesotroficos (Petters & Ector, 2017) y
clasificada por Morin et al. (2008) como parte del grupo de especies C, es
decir, con alta biomasa y baja tasa de crecimiento, caracteristica de una

comunidad en etapas de sucesion avanzada. Tanto Ulnaria ulna como
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Fragilaria sp. 1, también sensible al HBG, tienen una gran capacidad de
adhesion al sustrato (por tener campo poroso apical) lo que les permite
establecerse sobre sustratos u otras diatomeas y son altamente
competitivas frente a condiciones de alta disponibilidad de nutrientes
(Stevenson et al., 1991; Biggs et al., 1998). Las diatomeas estrategas C
son capaces de crear estructuras altas por encima de la capa basal de taxa
gue previamente colonizaron el habitat (i.e. especies de los grupos Ry S) y
por lo tanto tener ventajas competitivas por espacio y recursos como luz y
nutrientes. Es interesante que los tratamientos de menor impacto, en
nuestro estudio, hayan permitido el desarrollo de especies, cuya estrategia
de crecimiento a su vez indican la presencia de una comunidad madura sin

afeccion reciente por un estresor.

Mientras que algunas especies han sido ampliamente reportadas en
estudios con contaminantes y su comportamiento ha sido consistente, otras
especies requieren profundizar el conocimiento en su ecologia antes de ser
definidas como sensibles o como tolerantes en general. Asimismo, no es
esperable que todas las comunidades, con distintas condiciones e historias
de vida, reaccionen igual a la exposicidbn de contaminantes, ya que el
desarrollo de tolerancias a estresores naturales o antropogénicos tiene un
costo asociado, de modo que la comunidad puede volverse mas vulnerable
a otros estresores ambientales (Clements & Rohr, 2009; Clements et al.,

2016; TIili et al., 2016). Es interesante que la comunidad perifitica de la
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Laguna del Cisne, a pesar de tener un historial extenso de exposicion a

altas cargas de nutrientes (décadas), respondié a la exposicién al HBG en

nuestro acercamiento experimental, especialmente en invierno 2014

(previamente discutido).

5

Conclusiones

Las especies de diatomeas perifiticas identificadas fueron
caracteristicas de sistemas eutroficos y a su vez se detectaron
especies tolerantes (Sellaphora nigri, Craticula molestiformis,
Craticula subminuscula, cf. Mayamaea permitis, Gomphonema
parvulum, Navicula erifuga, Nitzschia filiformis) y especies sensibles
(Nitzschia subacicularis, Ulnaria ulna, Ulnaria acus, Nitzschia
paleacea, Fragilaria sp.1) a la exposicion a un HBG, lo cual es
potencialmente Util tanto para bioensayos de laboratorio como
estudios de campo. Asimismo, se destaca el aporte a nivel
metodoldgico de este trabajo en futuros bioensayos desarrollados
con esta comunidad.

La afeccion del HBG sobre la comunidad implico una sustitucién por
especies tolerantes y de muy pequefio porte con estrategias de
crecimiento reportadas en la bibliografia como Ry S, con mayor tasa
de crecimiento. Asimismo, el grupo de especies sensibles incluyé
taxa identificados como C, que indican una comunidad que no ha

sido recientemente afectada por estresores. La evidencia sugiere
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una apertura de nicho, liberada por las especies sensible debido a
su muerte o disminuida tasa de crecimiento, aprovechada por
especies oportunistas con alta tasa de crecimiento.

Este estudio es uno de los escasos trabajos que evallan cambios a
nivel de composicibn de especies en esta comunidad clave.
Ademds, contribuye a la aplicacion de las diatomeas como
bioindicadoras de contaminacion por un HBG en ecosistemas
someros eutroficos, que en nuetro pais se encuentran en escenarios

de aumento debido a la agricultura intensiva en sus cuencas.

Perspectivas

Se sugieren lineas de investigacion especificamente dirigidas a
determinar los mecanismos fisiologicos actuantes detras de los
patrones su sustitucion comunitaria observados. En este sentido,
buscar definir el efecto fisiologico del HBG sobre las especies
sensibles y tolerantes. Existen experiencias con biofiims en el
estudio de la expresion del ADN ribosomal 18s, aproximacién que
aportaria a definir qué rutas metabdlicas son afectadas por la
exposicién al HBG. De esta manera, se podria separar el efecto de
distintos mecanismos concomitantes: los mecanismos de defensa a
nivel fisiolégico, el posible efecto refugio tamafio dependiente por
parte de la matriz polisacarida y las distintas estrategias de

crecimiento.
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Seria interesante incluir variables cuantitativas absolutas como la
concentracion de pigmentos y la abundancia absoluta de especies.
Debido a que la comunidad proviene de condiciones eutroficas,
podria suponerse que los efectos del HBG observados no deberian
haber sido generados por un aumento en la concentracion de
nutrientes, sino por la toxicidad del HBG agregado. Sin embargo,
esto deberia ser abordado en detalle con el fin de separar tres
aspectos: la toxicidad de los surfactantes, la toxicidad del principio
activo y la afectacion solo debido a una disponibilidad aun mayor de
nutrientes. Asimismo, seria interesante evaluar los efectos cronicos
de exposicion a bajas concentraciones y los posibles efectos
teratogénicos sobre esta comunidad.

Aportaria hacer un seguimiento exhaustivo de las concentraciones
reales y la particion ambiental del glifosato a lo largo del tiempo
experimental y estudiar su interaccion con otros agroquimicos
aplicados en la cuenca, asi como los efectos emergentes de este
conjunto de factores sobre la biota. Este acercamiento aportaria ain
mas realismo al analisis de las condiciones multifactoriales y
estresores multiples a las que se encuentran expuestos los
organismos en la realidad productiva actual en nuestro pais, la
region y a nivel global.

Finalmente, aportaria abordar el posible efecto sobre otros niveles

troficos. El efecto de HBGs sobre la calidad de la comunidad
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perifitica como subsidio energético de otras comunidades (por
ejemplo, macro y microinvertebrados ramoneadores) deberia ser
analizado en experimentos de mayor complejidad y duracion que los
realizados en esta tesis. Esto permitiria aproximarse aun mas a
determinar los efectos de los usos intensivos actuales en las
cuencas sobre el funcionamiento de los ecosistemas acuéticos de

nuestro pais.
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7 Anexo

Tabla A. Concentraciones de glifosato registradas o esperadas en sistemas naturales. ND corresponde a
informacién que no se reporto. Los trabajos fueron ordenados de menor a mayor segun la concentracion de
glifosato registrada o esperada, donde se indican promedios (prom), maximos (max) y medianas (med).

. Pais de Afio de Concentracion de Tipo de sistema
Referencia : 1
muestreo muestreo glifosato (mg L™) muestreado
Okada et al., 2018 Argentina 2015 - 2016 8.2x10° (max) Arroyo
2.11 x 10™ (prom)
Berman et al., 2018 Argentina 2015 452 x 10° (max) Lagos
Bonansea et al., 2017 Argentina 2010 - 2011 1.25 x 10 (max) Rio
Argentina
Paraguay 5 Lético
Ronco et al., 2016 Bolivia 2016 0.06 x 10 (prom) i i
Uruguay (RIO Parana)
Brasil
0.03 x 107 (med)
0.073 (max) Arroyos
0.03 x 10”° (med)
Battaglin et al., 2014 USA 2001 - 2010 3.08 x 10° (max) Grandes rios
<0.02 x 10° (med)
Lagos, lagunas y
0.30 (max) humedales
Aparicio et al., 2013 Argentina 2012 7.6 x 10 (max) Arroyos
Coupe et al., 2011 USA 2004 430 x 10°° (max) Rio
i 3 Rios, arroyos,
Struger et al., 2008 USA 2004-2005 40.80 x 10 (max) humedales
Battaglin et al., 2005 USA 2002 8.7 x 10 (max) Lético
_ 0.93 x 10 (max) N
Ludvigsen & Lode, 2001 Noruega 1995-1999 3 Agua superficial
0.13 x 10 (prom)
Peruzzo et al., 2008 Argentina 2008 0.10; 0.70 Lético
. Lotico
Berkovic et al., 2006 Argentina ND 1.8;10.9
(arroyo el Sauce)
Humphries et al, 2005 Canada ND 8 (max) Aguas
superficiales
Thompson et al., 2004 Canada 1999-2001 1.95 (max) Humedales
Peruzzo et al., 2003 Argentina - 2.70; 5.90 (CME) Escorrentia

94



1.51 (CME)

Cuerpo de agua

Edwards et al., 1980 USA

Tabla B Concentraciones de glifosato a la que fueron expuestos distintas especies de algas, formulacion del herbicida y tiempo de

ND

exposicion. ND corresponde a informacién que no se encontrd disponible.

Referencia

Sujeto experimental

Concentraciones
en experimentos

Agua de

escorrentia

Formulacion

Duracién

(mg L7 i.a) experimental
. Glifosato puro i
Vera et al., 2014 Perifiton 3 - ® 2 (dias)
Atanor
Vera et al., 2012 Perifiton 35 Atanor ® 21 (dias)
Vera et al., 2010 Perifiton 8 Roundup ® 42 (dias)
Vera tesis MSc, 2011 Perifiton 6;12 Roundup ® 11 (dias)
Pesce et al., 2009 Perifiton 10 x 10° Gllfos?;? puro 14 (dias)
Austin et al., 1991 Perifiton 1x10%a0.3 Vision ® 3 (meses)
Wood tesis MSc, 2017 Perifiton 0.05; 0.2; 0.5 Glifosato puro 2 (dias)
GOldSboriggsg& Brown, Perifiton 0.89 a 1800 Roundup ® 4 (horas)
Pérez et al., 2007 Fitoplancton y Perifiton 6y12 Roundup ® 11 (dias)
Smedbol et al., 2018 Fitoplancton 10x10%a1 Factor 540 ® 96 (horas)
Schaffer & Sebetich, 2004 Fitoplancton 0.125; 1.25; 12.5 Rodeo ® 7 (horas)
Smedbol et al., 2017 Cul_tlvo de 6 algas y 3 10x10%a1 Factor 540 ® 48 (horas)
especies de cianobacterias
Cultivos de 13 especies .
Blanck et al., 1984 (Clorofitas, Cianofitas, 2.8a23 G|If08§1’§;) puro 14 0 mas (dias)
Xantofitas, Carofita) ’
) Roundup ®
Selenastrum capricornutum
) (C. Clorofita) Sal
Tsui & Chu, 2003 1a100 (AE)* isoprop”amina 96 (horas)
Skeletonema costatum de glifosato
(C. Diatomea) -
Glifosato puro
Scenedesmus obliquus )
Zhu et al., 2016 0az20 Glifosato puro 9? (dias)

(C. Clorofita)
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Chlorella vulgaris

Reno et al., 2014 ) 0.5a16 Eskoba © 48 (horas)
(C. Clorofita)
Scenedesmus acutus (A) 1a97 (A)
Scenedesmus quadricauda (A) 0.77 a 100 (B) Glifosato puro
Saenz & Di Marzio, 2009 Chlorella vulgaris (B) 96 (horas)
Raphidoceli bcapitata (B
aphidocelis subcapitata (B) 032414 Roundup ®
(C. Clorofitas)
Scenedesmus acutus
Scenedesmus subspicatus
Vedrell et al., 2009 Chlorella vulgaris 0.1a 100 Glifosato puro 72 (horas)
Chlorella saccharophila
(C. Clorofitas)
Chorella pyrenoidosa i
Ma et al., 2001 _ 3.53 Glifosato puro 96 (horas)
(C. Clorofita) (?)
Scenedesmus quadricauda . . Glifosato puro
Wong, 2000 (C. Clorofita) 0.02; 0.2; 2; 20; 200 ) ND
: -3. -3.
Gardner et al., 1997 Ankistrodesmus sp. (C. 5x107; 20 x10™; 80 Rodeo ® 10 (dias)

Clorofita)
*C: Cultivo, **EA: Equivalente Acido

x10: 0.32; 1.28; 5.12

96



Tabla C. Datos disponibles sobre importacion histérica de glifosato al pais. Para cada afio se reporta: las formulaciones
del ingrediente activo (glifosato), la importacién del ingrediente activo (i.a.) en toneladas, el porcentaje de ingrediente
activo importado segun su formulacion y la cantidad de marcas importadas (dénde ND significa No Disponible).

Importacion de

~ ., . 1 Importacién de i.a. i.a. segln Cantidad de
Ao Formulacién de glifosato - marcas
(toneladas) formulacién : d
(%) Importadas
2002 Glifosato 1494 100 ND
2004 Glifosato 4197 100 ND
Glifosato, sal isopropilamina 2830 74 ND
2005 Glifosato, sal amonica 622 16 ND
Glifosato, sal potasica 391 10 ND
Glifosato, sal isopropilamina 1228 65 ND
2006 Glifosato, sal potasica 301 16 ND
Glifosato, sal amonica 368 19 ND
Glifosato, sal isopropilamina 1596 59 ND
2007 Glifosato, sal amonica 655 24 ND
Glifosato, sal potasica 465 17 ND
Glifosato, sal isopropilamina 3311 65 ND
2008 Glifosato, sal potasica 1008 20 ND
Glifosato, sal amonica 801 15 ND
Glifosato, sal isopropilamina 1617 64 22°
2009 Glifosato, sal amonica 582 23 9
Glifosato, sal potasica 303 13 3
Glifosato, sal isopropilamina 4673 52 28°
2010 Glifosato, sal potasica 1967 22 5
Glifosato, sal aménica 2395 26 13
Glifosato, sal dimetilamina ND - ND
Glifosato, sal potasica 2467 26 6
Glifosato, sal aménica 2428 26 13
2011 Glifosato, sal isopropilamina 2756 29 20"
Glifosato, sal dimetilamina 1821 19 3
Glifosato, sal potasica 2451 24
Glifosato, sal aménica 2696 28
Glifosato, sal dimetilamina 2316 24
2012 Glifosato, sal isopropilamina 2091 22 ND
Glifosato, sal monoaminica 26 1
Glifosato, sal potasica o5 1
Glifosato acido
Glifosato, sal aménica 3303 28
Glifosato, sal potasica 2901 25
Glifosato, sal dimetilamina 2533 22
Glifosato, sal isopropilamina 2295 20
2013 Glifosato, sal aménica 408 3 ND
Glifosato, sal potasica
Glifosato é?cido 178 1
Glifosato, sal monoaminica 9 <1
Glifosato, sal aménica 3297 22
Glifosato, sal dimetilamina 3014 20
Glifosato, sal potasica 3275 22
2014 Glifosato, sal isopropilamina 2431 16 ND
Glifosato 1070 7
Glifosato, sal aménica 473 3
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Glifosato, sal isopropilamina 472 3

Glifosato acido 506 3
Glifosato, sal monoamonica 102 <1
Glifosato, sal potasica 74 <1
Glifosato potasico del N-
. 36 <1l
fosfonometil glicina
Glifosato, sal dimetilamina 2369 27
Glifosato, sal amonica 2420 27
Glifosato, sal potasica 2758 31
Glifosato, sal isopropilamina 1152 13
2015 : OPTop ND
Glifosato + Glifosato, sal 161 >
isopropilamina
Glifosato, sal isopropilamina +
. L . 50 <1
Glifosato, sal potésica
Glifosato, sal amonica 3424 38
Glifosato, sal dimetilamina 2895 32
2016 . .~ ND
Glifosato, sal potasica 1079 12
Glifosato, sal isopropilamina 1669 18
1. Lamayoria de las formulaciones son sales donde sdlo difieren los cationes.
2. En el 2009 Glifotec fue la marca mas importada para la formulacién Glifosato, sal isopropilamina.
3. En el 2010 Glifotec ocup6 el segundo lugar en cantidad de importacion para la formulacién Glifosato, sal isopropilamina.
4. En el 2010 Glifotec ocup6 el cuarto lugar en cantidad de importacién para la formulacion Glifosato, sal isopropilamina.

Tabla D. Porcentaje y area de cobertura para cada uso del suelo en el afio
2001 y 2015, para la cuenca de la Laguna del Cisne.

Categorias de Area de cobertura (ha)
clasificacion 2001 2015
Agua 322 (6,3%) 227 (4,4%)
Cultivos 570 (11,1%) 915 (17,9%)
Forestacion 376 (7,4%) 484 (9,5%)
Humedal 176 (3,4%) 166 (3,2%)
Zona urbana 65 (1,3%) 75 (1,5%)
Otros 3604 (70,5%) 3246 (63,5%)
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Tabla E.

Concentraciones

de nutrientes

registrado para la Laguna del Cisne durante la
puesta y colecta de los sustratos de colonizacion

en invierno 2014 y primavera 2015.

Fechade Nutrientes (ug L™
muestreo Disueltos Totales
04-08-14 PO, 295.5 _
(invierno) NH4: 20.3 PT: 3154
PO, 313.3
%i?];/?fr'nlo‘)‘ NOs: 282 PT: 365.1
NH,: 28.1
PO,: 345.8
280915 NO;: 444.9 .
(primavera) - "\ 29 2
PO,: 380.1
(1§r'nl£v'jr§) NOs: 434.4 ;
P NH,: 13.36

Tabla F. Recopilacién histérica de datos publicados de concentraciones de nutrientes en la Laguna
del Cisne. Los datos en los trabajos consultados correspondieron a promedios (cita marcada con un
asterisco*) y a datos puntuales (citas no marcadas).

Afio de muestreo PT PTD PO, NT NTD NO; NH,
Fuente (glh) (glh) (gL-) (ugl-l) (ugl-1) (gL-1) (ugl-1)
lv:IL:zsz?eo Joos: 102 67 172 49
Kruzk?ggos 413 329 1048 209 37
Gelc?so,oz?)lo* 611 1062
Goyeﬁglg,gzml 650 294
Datos pzrggi?)s 2015 346 445 22
Datos ;g;is 2015 380 434 13
Datos pzrggi‘;s 2014 315 296 20
Datos pzrgg-i‘(l)s 2014 365 313 282 28
2016 443 428 423 986 904 299 45

Goyenola et al., 2017*

99



Tabla G. Lista de especies de diatomeas identificadas para la Laguna del

Cisne.

Achnanthes sp. 1
Amphora veneta
Aulacoseira granulata

Aulacoseira italica var.tenuissima

Bacillaria paxillifer
Caloneis sp. 1
Carpantograma sp. 1
cf. Mayamaea permitis
Cocconeis placentula
Craticula halophila
Craticula halophilioides
Craticula molestiformis
Craticula sp.1

Craticula subminuscula
Ctenophora pulchella
Cyclostephanos sp. 1
Cyclotella meneghiniana
Cymbella charrua
Diadesmis confervacea
Diploneis sp. 1
Encyonema sileciacum
Epithemia sp. 1
Eunotia bilunaris
Eunotia didyma
Eunotia major

Eunotia monodon
Fragilaria capucina var.
vaucheriae

Fragilaria acus
Fragilaria capucing sensu lato

Fragilaria sp. 1

Fragilaria tenera

Geissleria sp. 1
Gomphonema augur
Gomphonema cf. affine
Gomphonema cf. innocens
Gomphonema parvulum

Lemnicola hungarica
Luticola hungarica
Melosira varians
Navicula cryptocephala
Navicula germainii
Navicula gregaria
Navicula rostellata
Neidium bisulcatum
Nitzschia acicularis
Nitzschia acicularoides
Nitzschia acus
Nitzschia constricta
Nitzschia denticula
Nitzschia filiformis
Nitzschia gracilis
Nitzschia hungarica
Nitzschia intermedia
Nitzschia nanana
Nitzschia palea
Nitzschia paleacea
Nitzschia rostellata
Nitzschia salinarum
Nitzschia semirobusta
Nitzschia subacicularis
Nitzschia linearis
Nitzschia sigma

Nitzschia dissipata

Pinnularia spp.
Placoneis spp.
Planothidium
biporomum
Planothidium
lanceolatum
Rhopalodia sp. 1
Sellaphora nigri
Sellaphora pupula
Sellaphora sauguerresi
Surirella angusta
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Gomphonema pseudoaugur Surirella tenera
Grunowinitzschia sp. 1 Triblionella acuminata
Gyrosigma obtusatum Ulna ulnaria
Hippodonta hungarica

101



I Nitzschia paleacea \ I ¢f Mayamaea o | |
| Nitzschia palea 1! craticula molestiformis | | .
I Nitzschia sp.1 O 11 Sellaphora nigri I 1!
I Fragilaria sp.1 1l Craticula subminuscula e | | |
! Fragilaria capucina sensu lato | I Gomphonema parvulum ] |
\ — . . . S . S . . . e S - N
. Nitzschia paleacea*** ] , . .. : : \'
o i: Navicula germainii*** : i
Fragilaria sp.1** i Nitzschia semirobusta*** : : I
Ulnaria acus*** U o : :
¥ u E
Navicula germainii** R
Nitzschia sp. aff. acidoclinata** N
Nitzschia paleacea** iiii o
Nitzschia
0 subacicularis*** X Cf. Mayamaea*
Ulnaria ulna*** 2
Fragilaria sp.1** 0
x Cf. Mayamaea*** » % 1
:x Craticula molestiformis*** : L
: X Sellaphora nigri** : : 4
:  Craticula subminuscula*** o :
'-,. Gomphonema parvulum*** '.:
P ~ e iy N
| Gomphonema parvulum 0 \ | Nitzschia filiformis I | P
: Hippodonta hungarica I | Navicula sp. aff. vilaplanii I | R
| Sellaphora sp.1 I 1| Navicula germainii ! I
I Encyonema silesiacum | | Navicula simulata Q | | |
Fragilaria vaucheriae senso lato I N e e == -7
! ) ! M
\ Gomphonema sp. daff. a.'fm.'taanum :
..‘.---=-=---—--=---—--=---—--=---—--=---—--=---—- ----- ." :.-l ------------------------------------------ .‘. : A
: Gomphonema sp. aff. alfinitanum*** 0 t i Nitzschia filiformis*** P |V
: Fragilaria vaucheria senso lato*** : i Craticula subminuscula***% : M
: i 5 E
R
A
1 Cyclostephanos invisitatum**
iii 2
0 X Navicula sp. aff. erifuga**
Craticula subminuscula* 0
: 1
p i | 5

Figura 1. Resumen de especies asociadas a los distintos tratamientos en el experimento de invierno 2014 y de primavera 2015. i)
Especies con tendencias a ser sensibles o tolerantes segin PCA. ii) asociacion de especies, segun andlisis de especies
indicadoras, a un conjunto de tratamientos. iii) especies asociadas a un Unico tratamiento, segun analisis de especies indicadoras.
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Figura 2. Promedio de medidas de concentracién de clorofila a (ug cm™) en las paredes de las unidades experimentales de los
distintos tratamientos en primavera 2015. Al finalizar el experimento (D15) se realizaron cinco medidas para cada réplicas de cada
tratamiento (Bentho Torch).
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