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RESUMEN

Los herbicidas a base de glifosato son los mas utilizados en todo el mundo. Debido a su
accién no selectiva y de amplio espectro, se espera que estos provoquen efectos
perjudiciales tanto en organismos blanco como no blanco. El glifosato es encontrado
frecuentemente en cuerpos de agua dulce cercanos a los campos de cultivo donde se lo
aplica. Sus efectos sobre distintas comunidades y ecosistemas acuaticos han sido
ampliamente estudiados, sin embargo, se conoce muy poco sobre el potencial de
recuperacion luego de la exposicion al glifosato. Las comunidades acuaticas microbianas,
como el perifiton, son muy importantes como indicadoras de recuperacion ecosistémica ya
que son ubicuas en diferentes ecosistemas, responden rapidamente a los cambios
ambientales, y proveen muchas funciones y servicios ecosistémicos mediante su diversidad
funcional y estructural. En esta tesis estudiamos, durante 8 dias, los efectos de la
exposicion a la sal mono isopropilamina de glifosato (0,4 mg/L) en perifiton de agua dulce
con distinto tiempo de colonizacion (1 y 2 meses de desarrollo) sobre sustratos artificiales,
en microcosmos de laboratorio. Evaluamos también el potencial de recuperacion de las
comunidades perifiticas luego de ser translocadas a un medio libre de herbicida, durante 21
dias. Segun nuestros resultados ambas comunidades son afectadas por el glifosato, al
provocar una alteracion de las variables del perifiton. Por otro lado, ambas comunidades
logran recuperar sus caracteristicas a los valores control, siendo la recuperacién mas rapida
en la comunidad con menor tiempo de desarrollo. Considerando la importante cantidad de
glifosato que se utiliza en todo el mundo y su riesgo potencial para los ecosistemas
acuaticos, es fundamental evaluar sus efectos sobre las poblaciones y las comunidades

inmersas en ellos, incluida su recuperacion como indicador de salud ecosistémica.



Resistance and recovery of freshwater periphytic communities after glyphosate exposure

ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are the most widely used worldwide. Due to their non-selective
and broad-spectrum action, these herbicides are expected to cause harmful effects on both
target and non-target organisms. Glyphosate is frequently found in freshwater bodies near
agricultural fields where it is applied. Although the effects of glyphosate on various aquatic
communities and ecosystems have been extensively studied, little is known about the
potential for recovery following glyphosate exposure. Microbial aquatic communities, such as
periphyton, are crucial as indicators of ecosystem recovery, as they are ubiquitous across
different ecosystems, respond rapidly to environmental changes, and provide numerous
ecosystem functions and services through their functional and structural diversity. In this
thesis, we studied the effects of exposure to the mono-isopropylamine salt of glyphosate (0,4
mg/L) on freshwater periphyton with different colonization times (1 and 2 months of
development) on artificial substrates, in laboratory microcosms over 8 days. We also
evaluated the recovery potential of periphytic communities after being transferred to a
herbicide-free medium for 21 days. Our results show that both communities are affected by
glyphosate, which disrupts the structural variables of the periphyton. Furthermore, both
communities managed to recover their characteristics to control values, with a faster
recovery observed in the less developed community. Given the substantial amount of
glyphosate used worldwide and its potential risk to aquatic ecosystems, it is essential to
assess its effects on populations and communities within these ecosystems, including their

recovery as an indicator of ecosystem health.
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1. INTRODUCCION

1.1. Agricultura industrial en Argentina

En el dltimo siglo, los avances en ciencia y tecnologia han transformado radicalmente la
extraccion y el uso de recursos naturales, superando nuestra capacidad de predecir sus
efectos a largo plazo en los ecosistemas (Twardowska 2004). Los ecosistemas acuaticos
son particularmente vulnerables a las perturbaciones antropogénicas, como la exposicién a
grandes cantidades de herbicidas (Gustavsson et al. 2017, Pérez et al. 2017), que pueden
afectar tanto la estructura como el funcionamiento de las comunidades naturales (Rohry
Crumrine 2005, Macchi et al. 2018). La agricultura intensiva es una de las principales
fuentes de esos contaminantes, que frecuentemente terminan en cuerpos de agua cercanos
a los campos de cultivo, amenazando a las comunidades microbianas que alli habitan (Van
Bruggen et al. 2018, Lutri et al. 2020).

La agricultura es una de las actividades humanas mas antiguas y ha ido evolucionando
notablemente; especialmente con la aparicion de la agricultura industrial en los afos
setenta, marcada por la Revolucién Verde (RV). El enfoque de la RV se basa en
monocultivos, en la mecanizacién de las practicas agricolas y en el uso masivo de
agroquimicos (fertilizantes, herbicidas, insecticidas, etc). Esta nueva forma de producir
impuls6 tanto el crecimiento poblacional como Ila contaminacién ambiental
(Massard-Guilbaud y Mathis 2017). Y si bien logré6 aumentar los rendimientos, también
exacerbo la pérdida de habitats a nivel global debido a la expansion de tierras agricolas
(Tilman et al. 2001) hacia tierras que originalmente no eran aptas para cultivo, como

humedales, laderas y bosques (Paruelo et al. 2010).

El éxito de la RV se atribuye en parte al desarrollo de semillas genéticamente modificadas
(GM). Estas semillas, disefadas para resistir enfermedades, plagas o herbicidas
especificos, requieren el uso constante de agroquimicos (Pimentel 1996). Esta dependencia
les confiere una ventaja competitiva en el contexto agricola, resultando en mayores
rendimientos y una produccion mas estable. Sin embargo, este enfoque también ha
generado preocupaciones significativas en términos de salud publica y efectos ambientales
debido al uso desmedido de estos quimicos (Bull 1982, EI-Sebae 1989, Pimentel 1989,
WHO/UNEP 1989). Desafortunadamente, los estudios para predecir los impactos futuros de
la biotecnologia GM y sus agroquimicos asociados no han seguido el mismo ritmo que la

extraordinaria expansion que han tenido sus cultivos (FAO 2021).

En Argentina, la introduccion del paquete tecnolégico de la agricultura industrial (semillas



transgénicas y sus agroquimicos asociados) comenzo a fines de la década de los noventa
con la aprobacién del cultivo de soja “Roundup Ready®” (RR) resistente al herbicida
glifosato. Esta fue la primera semilla genéticamente modificada (Trigo 2016), producida en
1996 por Monsanto®, una empresa adquirida por Bayer® en 2018. Esta variedad de soja
fue disenada para tolerar aplicaciones de glifosato, permitiendo a los agricultores controlar
las malezas sin danar los cultivos de soja, lo que generd una liberacion significativa de este
herbicida al ambiente (Saenz y Di Marzio 2009). Desde entonces, se han aprobado decenas
de variedades transgénicas, siendo las mas comunes la soja, el maiz y el algodén, con
variantes tolerantes a herbicidas o resistentes a insectos (Castro Berman et al. 2018).
Actualmente, Argentina es uno de los principales consumidores de glifosato en el mundo,
situandose como el tercer pais con mayor uso de este herbicida, después de Estados
Unidos y Brasil (FAOSTAT 2023).

1.2. Glifosato en ecosistemas agricolas y acuaticos

El glifosato (N- (fosfonometil) glicina) es el herbicida mas ampliamente utilizado a nivel
mundial (Richmond 2018). Suele utilizarse para el control de herbaceas aplicandose
directamente sobre las plantas una vez que éstas emergen del suelo (post-emergente), se
disemina a través de su floema (sistémico), y puede actuar sobre varias plantas, incluida la
especie que se quiere cultivar (amplio espectro no selectivo). Una vez aplicado, las
especies no deseadas para el cultivo mueren, pero el cultivo transgénico resistente al

glifosato sobrevive (Lapitz et al. 2004).

Su foérmula molecular es C;HgNOsP (Gimsing y dos Santos Afonso 2005), y su férmula

estructural (Thomson 1993):

O O
Il |l
OH-C-CH2-NH-CH,-P-OH

OH

En 1970, el quimico John Franz descubrié la actividad herbicida del glifosato. Cuatro afios

después, Monsanto lanz6 al mercado el primer producto que contenia glifosato, conocido



como Roundup®. Este herbicida se popularizdé en anos posteriores, especialmente para los

cultivos de soja, maiz y algodon transgénicos (Benbrook 2016).

Su principal mecanismo de accién (Figura 1.1) en plantas y algunos microorganismos
(algas, hongos y bacterias) consiste en inhibir la actividad de la 5-enolpiruvil
shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una enzima necesaria para la sintesis de aminoacidos
aromaticos esenciales (fenilalanina, tirosina y triptéfano). Este mecanismo de accion, sobre
esta enzima en particular, es solo conocido para los herbicidas que contienen glifosato
(Franz et al. 1997). La EPSPS cataliza la reaccion entre el shikimato-3-fosfato (S3P) y el
fosfoenolpiruvato (PEP) para formar 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP), precursor del
corismato. El corismato es requerido para la biosintesis de gran cantidad de compuestos
aromaticos. Por lo tanto, el glifosato, en ultima instancia, inhibe la sintesis de aminoacidos
aromaticos, reduce la sintesis de proteinas y otras moléculas que los requieren como
precursores (Salisbury y Ross 1994) y provoca eventualmente muerte celular prematura
(Lydon y Duke 1988, Pérez et al. 2007).

Shikimato-3-fosfato (S3P) + PEP

INHIBICION

POR EPSPS
GLIFOSATO

5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP)

l

Corismato

Prefenato — T Antranilato

Fenilalanina Tirosina Triptofano

Figura 1.1. Esquema del mecanismo de accion del glifosato en plantas. El glifosato actia
como un inhibidor competitivo ocupando el sitio del PEP (fosfoenolpiruvato) en el complejo
enzimatico 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Adaptado de Giesy et al.
(2000).

El glifosato se usa comunmente en forma de sal de isopropilamina (Peruzzo et al. 2008).



Este compuesto es muy soluble en agua y se adhiere firmemente a las particulas del suelo,
lo que hace que su accién herbicida sea efectiva Unicamente cuando se aplica sobre las
hojas. En los formulados comerciales de glifosato suelen utilizarse surfactantes para reducir
la tensién superficial entre la cuticula de las hojas y las gotas del herbicida, facilitando su
dispersion y absorcion en las plantas rociadas (Giesy et al. 2000). Estos aditivos en general
se consideran como inertes en las formulaciones. Sin embargo, pueden afectar la estructura
del suelo (Battaglin et al. 2014) y algunos, como la polioxietii amina (POEA), producen
toxicidad en distintos organismos y comunidades (Tsui y Chu 2003, Cedergreen y Streibig
2005, Klatyik et al. 2017).

La composicién quimica de los productos comerciales en general no estd completa ni
claramente especificada por el fabricante, lo cual dificulta conocer su verdadero impacto
ambiental, que puede no ser inocuo. A modo de ejemplo, Gonzalez et al. (2019) estudiaron
la respuesta del perifiton de agua dulce al glifosato grado técnico y distintos formulados
comerciales y concluyeron que los aditivos en los formulados Roundup Max® y Glifosato Il

Atanor® pueden intensificar los efectos negativos del herbicida sobre esta comunidad.

Se han detectado glifosato y 4cido aminometilfosfénico (AMPA, su principal metabolito) en
el suelo, aire y agua de zonas donde no fueron directamente aplicados (Benbrook 2016). El
destino del glifosato en el ambiente (Figura 1.2) depende de los métodos de aplicacion y las

condiciones geogréficas y climaticas de cada region (Villamar-Ayala et al. 2019).
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Figura 1.2. Posibles caminos del glifosato desde campos de cultivo hacia cuerpos de agua.

Aunque la mayor parte del herbicida penetra en los tejidos vegetales luego de ser aplicado

sobre los cultivos, también puede ser arrastrado por la lluvia o permanecer en los tejidos en



descomposicion de las plantas rociadas (CNIA-CONICET 2009). Asi también, los
microorganismos descomponedores del suelo degradan al glifosato y lo transforman
principalmente en AMPA. Este ultimo eventualmente se degrada en fosfato inorganico,

amonio y didxido de carbono (Borggaard y Gimsing 2008).

La movilidad del herbicida a través del suelo depende de su estructura y del tipo de
labranza (Lupi et al. 2015, Okada et al. 2016, Soracco et al. 2018). Se ha estimado que la
vida media del glifosato en el suelo varia de 2 a 215 dias y la del AMPA de 60 a 240 dias
(Battaglin et al. 2014). La variabilidad en la vida media podria deberse a la variabilidad en la
actividad microbiana y al grado de adsorcion en el suelo entre los distintos sitios estudiados
(Coupe et al. 2012).

Las zonas agricolas, frecuentemente asociadas a humedales, son las regiones que mayor
probabilidad tienen de contaminar los ecosistemas acuaticos (Pérez et al. 2017), ya que los
herbicidas pueden ser transportados desde los campos de cultivo a los ecosistemas
acuaticos, por el viento (Saenz y Di Marzio 2009, Chang et al. 2011), el escurrimiento de
particulas del suelo (Bowmer 1982) o el lavado de equipos de fumigacion (Major et al. 2003,
Vera et al. 2010).

En los sistemas acuaticos, el glifosato puede sufrir varios procesos en simultaneo: ser
incorporado por macrofitas y microorganismos, ser degradado por bacterias y hongos,
adsorberse a sedimentos (Vera et al. 2010) o ser transportado por la corriente (Tsui y Chu
2008). En el agua, la vida media del glifosato es de 2 a 140 dias, con un promedio de

aproximadamente 40 dias, comparable a la vida media del AMPA (Coupe et al. 2012).

A pesar de su vida media relativamente corta en el agua, se ha detectado glifosato en
muchos sistemas I6ticos, de regiones agricolas y urbanas (Peruzzo et al. 2008, Pesce et al.
2009, Ronco et al. 2016), y también lénticos (Castro Berman et al. 2018). Ronco et al.
(2008) estudiaron arroyos del noroeste de la provincia de Buenos Aires hallando
concentraciones de glifosato generalmente menores a 1 mg/L en muestras de la cuenca del
Rio Arrecifes pero, entre 1,8 y 10,9 mg/L en el Arroyo Pescado. Ronco et al. (2016)
estudiaron el curso principal del Rio Parana y sus principales afluentes, hallando una
concentracion media de glifosato de 0,006 mg/L. Peruzzo et al. (2008) detectaron
concentraciones de glifosato de entre 0,1 y 0,7 mg/L en muestras de agua de arroyos del
sistema Pergamino-Arrecifes, al norte de la provincia de Buenos Aires. Castro Berman et al.
(2018) estudiaron el contenido de glifosato y AMPA en muestras de agua de lagos poco
profundos de la regiébn pampeana de la provincia de Buenos Aires, hallando una

concentracion media de glifosato de 0,002 mg/L y 0,0008 mg/L de AMPA. En la provincia de
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Entre Rios, fueron analizados distintos cursos de agua y se hallaron concentraciones de
glifosato superiores a 73 mg/L y de hasta 105 mg/L en uno de los sitios de muestreo (Sasal
et al. 2017). Esta ultima es, hasta la fecha, la mayor concentracion de glifosato detectada

mundialmente en sistemas de agua dulce (Brovini et al. 2021).

En varios paises se han establecido concentraciones maximas permitidas de glifosato en
agua. En Argentina, la Subsecretaria de Recursos Hidricos establecio, en 2003, que la
concentracion de glifosato como sal isopropilamina en fuentes de agua para consumo
humano no debe superar los 0,3 mg/L. El Cddigo Alimentario Argentino, en cambio, no
informa sobre concentraciones maximas permitidas de glifosato en agua potable (Sasal et
al. 2017).

1.3. Efectos del glifosato en organismos y comunidades acuaticas

En los ecosistemas acuaticos, el glifosato puede reducir la calidad de los mismos, afectando
la biodiversidad, la estructura de las comunidades y de su red tréfica, los patrones de flujo
de energia y el ciclo de nutrientes, y la estabilidad y resiliencia del ecosistema (Pérez et al.
2011). Los efectos directos e indirectos de la toxicidad de herbicidas a base de glifosato han
sido investigados en diversos organismos, como algas y cianobacterias (Cedergreen y
Streibig 2005, Saenz y Di Marzio 2009, Lipok et al. 2010, lummato et al. 2019), en bacterias,
protozoos e invertebrados (Tsui y Chu 2003), macréfitas (Sesin et al. 2020), peces
(Glusczak et al. 2007, Cavalcante et al. 2008), anfibios (Relyea y Jones 2009, Bach et al.
2016) y aves acuaticas (Oliveira et al. 2007). Por otro lado, tanto el glifosato como los
surfactantes de las formulaciones pueden aportar fosforo a los cuerpos de agua,

contribuyendo asi a la eutrofizacion de los mismos (Vera et al. 2012, Annett et al. 2014).

Las comunidades microbianas, esenciales en la produccion primaria, el ciclo de nutrientes y
procesamiento de la materia organica, al verse afectadas por el glifosato, pueden inducir
efectos bottom-up o top-down en las redes tréficas (Schafer et al. 2011). Segun Rohr et al.
(2006) estos efectos son menores cuanto mayor es la diversidad especifica y las
interacciones entre especies del ecosistema. Las comunidades fitoplanctdnicas son
especialmente vulnerables a formulados como Roundup®, ya que se ven afectadas aun a
bajas concentraciones (Lipok et al. 2010), y pueden ver disminuidas sus tasas fotosintética y
de crecimiento (Van Bruggen et al. 2018). Sin embargo, existen organismos no sensibles al
herbicida (Székacs y Darvas 2012) o que pueden beneficiarse del mismo, como ciertas

cianobacterias que generan estrategias alternativas mediante la sobreexpresion de la
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EPSPS o la produccion de una enzima alternativa tolerante al glifosato (Powell et al. 1991,
1992, Forlani et al. 2008, 2015).

1.4. E| perifiton como bioindicador y objeto de estudio

Los bioindicadores son organismos que resumen la “historia” toxicolégica de un lugar,
revelando la complejidad del sitio afectado mediante cambios a nivel individual, poblacional
o comunitario (Sabater et al. 2007). La utilizacion de algas como indicadores
ecotoxicoldgicos tiene sus origenes en el analisis de la respuesta de cultivos de algas. Sin
embargo, la ecotoxicologia de comunidades integra las respuestas de numerosas
poblaciones y sus interacciones, permitiendo predecir los efectos de la exposicién a toxicos

en los sistemas naturales (Kallgvist et al. 1994).

El perifiton es una compleja comunidad de microbiota (algas, bacterias, hongos, animales y
detritos inorganico y organico) que se adhiere a un sustrato sumergido inorganico u
organico, vivo o muerto (Wetzel 1983). Esta comunidad es ideal para su analisis en funcion
de procesos contaminantes. Al tener habito sésil no pueden evadir la polucion, resumiendo
las condiciones ambientales de un sitio determinado; sus cortos ciclos de vida permiten una
rapida respuesta ante contaminantes; y sus comunidades compactas pueden ser
muestreadas facilmente a partir de unos pocos centimetros de sustrato (Lowe y Pan 1996).
La fraccion autotrofica del perifiton es fundamental en los procesos fisicos, quimicos y
biolégicos del cuerpo de agua, actuando como productores primarios y componentes base
de la trama ftréfica (Goldsborough y Robinson 1996). Estos organismos responden y se
recuperan rapidamente del estrés ambiental (Steinman y Mclintire 1990, Gustavson et al.
2003).

El perifiton es uno de los mayores productores de las zonas litorales y riberefias, junto con
el fitoplancton y las macrdfitas (Loeb et al. 1983), pudiendo ser su produccion un 77%
mayor que la del fitoplancton en lagos poco profundos de aguas claras (Liboriussen vy
Jeppesen 2003). Ademas de contribuir a la formacion del sedimento, estabilizar el sustrato y
reducir la erosion (Goldsborough y Robinson 1996), el perifiton puede favorecer el
tratamiento del agua y la detoxificacion y biodegradacion de agentes contaminantes (Akbari
et al. 2016).

Las comunidades perifiticas estan inmovilizadas en una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares (SPE), compuesta principalmente por agua (en un 97%) y polisacaridos

(Mora-Gomez et al. 2016). Esta matriz es un sistema dinamico que le confiere estructura y
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morfologia a la comunidad (Klatyik et al. 2017). A su vez, regula la adhesion al sustrato y
protege a los microorganismos de depredadores, contaminantes y disturbios (Gustavson et
al. 2003, Mora-Gdémez et al. 2016). También captura nutrientes del agua y retiene enzimas

extracelulares (Leff et al. 2016).

En general, en la experimentacion con perifiton se utilizan sustratos artificiales como
portaobjetos de vidrio o placas de policarbonato (Brock y Budde 1994). Estos son inertes, su
superficie es facil de determinar, y son simples de manipular y almacenar (Robinson 1983).
Los sustratos se disponen en dispositivos ad hoc y se colocan a pocos centimetros por
debajo de la superficie del agua. Luego, estos sustratos van siendo colonizados por el

perifiton, permitiendo obtener muestras relativamente rapido (Lowe y Pan 1996).

La composicion y diversidad de las comunidades perifiticas pueden variar significativamente
segun el habitat en el que se encuentren y los factores ambientales a los que se enfrenten
(Besemer 2016). Esto determina, en consecuencia, su metabolismo y funcién dentro del
ecosistema (Roos 1983, Mora-Goémez et al. 2016). Cambios ambientales, como la
exposicion a metales o herbicidas, pueden modificar su estructura y funcion (Prosser et al.
2015), generando respuestas al estrés tales como el aumento de la produccion y secrecion

de SPE para mayor proteccion (Klatyik et al. 2017).

Por su sensibilidad a agentes contaminantes y a los cambios en su concentracion, se suele
utilizar perifiton como bioindicador en el analisis de procesos contaminantes (Dorigo et al.
2010, lummato et al. 2019).

5. Perifiton: i colai

La ecotoxicologia ayuda a entender cémo los contaminantes afectan al ambiente
(Bundschuh et al. 2017). Los estudios en microcosmos y mesocosmos son muy utiles para
evaluar la respuesta de las comunidades acuaticas frente a uno o mas contaminantes, ya
que, mediante la identificacién de los parametros criticos de las mismas, permiten generar
informacion ecolégicamente relevante sobre su estructura y funcion (La Point 1994, Knauer
y Hommen 2012). Estos ecosistemas artificiales experimentales pueden construirse en
interiores o exteriores, tanto para evaluar sistemas Iéticos como lénticos (Schafer et al.
2011), y difieren entre si en cuanto a su volumen, composicion de especies, composicién

quimica y exposicién a condiciones ambientales (Heimbach 1994).

Las algas (principalmente diatomeas y clorofitas) y cianobacterias son los organismos mas
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estudiados en ecotoxicologia acuatica (Pesce et al. 2017). Sus respuestas mas frecuentes
tras la exposicion a herbicidas son la disminucion de la concentracion de oxigeno en el
agua, reduccion del pH y liberacién de nutrientes (Kersting 1994). La toxicidad de estos
compuestos puede desencadenar respuestas bioquimicas en los organismos como
mecanismos de detoxificacién, disminucion de la actividad fotosintética y respiratoria,
inhibicion del crecimiento en especies sensibles y seleccion de especies mas tolerantes,
produciendo cambios en la estructura de la comunidad (Guasch et al. 2016). En algunos
casos, también se ha observado hormesis, donde la exposicion a bajas concentraciones de
herbicidas aumenta la sintesis de pigmentos fotosintéticos, metabolitos y proteinas para
compensar la inhibicidon de la fotosintesis y del crecimiento (Klatyik et al. 2017, Wood et al.
2017).

Los estudios bajo condiciones controladas de laboratorio permiten identificar los impactos
directos de los herbicidas sobre los organismos de forma rapida, pero podrian no ser
representativos de lo que ocurre con las poblaciones presentes en ambientes naturales. Los
estudios de ecotoxicidad a nivel de comunidades microbianas son mas adecuados que los
estudios a nivel de especies individuales para evaluar los efectos de los contaminantes
sobre los microorganismos (Pesce et al. 2009), con una mayor validez de extrapolacion.
Cada vez son mas los estudios sobre los efectos del glifosato sobre comunidades de
fitoplancton y perifiton de agua dulce (Vera et al. 2012, 2014, Pizarro et al. 2015, Klatyik et
al. 2017, Lozano et al. 2018, Sabio y Garcia et al. 2020, Beecraft y Rooney 2021), tanto en
mesocosmos (Pérez et al. 2007, Vera et al. 2010) como en microcosmos (Pesce et al. 2009,
Gonzalez et al. 2019, Vera y Trinelli 2021). En la mayoria de estos experimentos, los
formulados comerciales de glifosato resultaron mas téxicos que el ingrediente activo para
las comunidades, lo cual se atribuy6 a los aditivos que acompanan al herbicida (Saenz et al.
1997, Lipok et al. 2010, Annett et al. 2014, Villamar-Ayala et al. 2019).

Pérez et al. (2007) observaron que el Roundup® en concentraciones de 6 y 12 mg/L causé
un aumento de cianobacterias y muerte de organismos en comunidades perifiticas de
mesocosmos al aire libre, atribuyendo los cambios en la estructura de las comunidades a
efectos toxicoldgicos directos del glifosato. También se encontré6 que 10 pg/L de glifosato
durante 14 dias no afectd la biomasa algal o la diversidad bacteriana, pero si cambio la
composicion algal y la diversidad de eucariotas segun la estacion del afo (Pesce et al.
2009). Se reportd que 8 mg/L de Roundup® en la colonizacion del perifiton en mesocosmos
al aire libre retraso la colonizacién y aumento la abundancia de cianobacterias (Vera et al.
2010). En otro estudio, 3,5 mg/L de Glifosato Atanor® favorecié el desarrollo de algas

filamentosas (Vera et al. 2012). En condiciones de laboratorio, 3 mg/L de glifosato aumento
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significativamente el contenido de pigmentos de la fraccion autétrofa pero sin un efecto

diferencial entre el formulado y el ingrediente activo (Vera et al. 2014).

De Stefano et al. (2018) estudiaron los efectos combinados del glifosato grado técnico y los
formulados Roundup Max® y Glifosato Atanor® con el mejillon Limnoperna fortunei sobre
comunidades perifiticas en microcosmos. Observaron que la interaccidon entre ambos
factores (glifosato + mejillon) generd un aumento sinérgico en el desarrollo de la comunidad,
adjudicando un mayor efecto a la presencia del mejillon en el sistema. Por otro lado, Lozano
et al. (2018) investigaron los efectos sobre la fraccion autétrofa del perifiton luego de la
exposicion, durante 7 dias, al glifosato grado técnico, el formulado Glifosato Atanor® y a la
mezcla del glifosato con otro herbicida (2,4-D), utilizando mesocosmos al aire libre y
concentraciones de 3 mg/L del ingrediente activo en el caso del glifosato grado técnico y su
formulado comercial. No fueron detectados cambios significativos en la masa perifitica al
aplicar el ingrediente activo o el formulado de cualquiera de los herbicidas, pero si a nivel
especie al mezclar herbicidas diferentes. Al estudiarse los efectos de la exposicion de
perifiton de agua dulce a 3 mg/L de glifosato grado técnico y a dos formulados comerciales,
se observé un incremento de cianobacterias y una disminucion de clorofitas y diatomeas,

aun mayor con formulados que con glifosato puro (Gonzalez et al. 2019).

Las comunidades perifiticas absorben contaminantes pasiva y activamente, asimilando y
transformando materiales disueltos y particulados (Arini et al. 2012). Interactian con ellos
mediante acumulacion, secuestro de metales, y transformacion de sustancias organicas,
tanto en el interior de las células como en la matriz (Bonnineau et al. 2020). Pueden
acumular herbicidas, insecticidas, fungicidas y metales como Al, Fe y Zn, entre otros
(Bonnineau et al. 2020, Rooney et al. 2020). La bioacumulacién depende de la naturaleza
del contaminante, su concentracion, duraciéon de la exposicion (Dorigo et al. 2010),
parametros fisicos y quimicos del ambiente, y también de las caracteristicas del perifiton (su
edad, espesor o composicion de sus SPE) (Guasch et al. 2016). El tipo de sustrato donde
se desarrolla la comunidad también influye en la exposicion a contaminantes y su
transferencia a través de la red trofica al ser consumida por sus depredadores (Bonnineau
et al. 2020). La bioacumulacion de contaminantes podria promover la exposicion de los
microorganismos que habitan la matriz de la comunidad y, eventualmente, de organismos
de niveles tréficos superiores (Beecraft y Rooney 2021), dependiendo de la especie, su

desarrollo y fisiologia (Bonnineau et al. 2020).

Se observd bioacumulacién de glifosato y de su metabolito AMPA en comunidades
perifiticas, y también la generacion de AMPA dentro de la comunidad debido a la

degradacién microbiana (Beecraft y Rooney 2021); este proceso podria explicar la rapida
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disipacion del glifosato en el agua. Ademas, el perifiton podria actuar como fuente y

sumidero de contaminantes en los ecosistemas acuaticos (Bonnineau et al. 2020).

La bioacumulacién de herbicidas puede afectar tanto a la fraccién autétrofa de la comunidad
perifitica (Vera et al. 2014, Feckler et al 2018, lummato et al. 2019) como a la heterétrofa
(Guasch et al. 2016); inhibiendo su crecimiento y alterando su estructura, lo que podria
afectar la produccién primaria y la actividad fotosintética. Por otro lado, algunas especies de
cianobacterias podrian verse estimuladas por el herbicida debido a su capacidad para
metabolizar y degradar glifosato, pudiendo utilizarlo como fuente de fésforo para prosperar

en ambientes contaminados y formar floraciones (Castro Berman et al. 2020).

1.6. Perifiton: evaluacion de la resistencia v recuperacién

El ingreso de herbicidas al medio acuatico representa un disturbio que puede alterar la
estructura y funcién de las comunidades, reduciendo la diversidad de especies y la provision
de servicios ecosistémicos, llevando al ecosistema a un nuevo estado de equilibrio (Lowe y
Pan 1996, Pérez et al. 2011). Los ecosistemas pueden operar en mlltiples estados de
equilibrio estables. En los lagos poco profundos, por ejemplo, las practicas agricolas pueden
cambiar el ecosistema de un estado de aguas claras dominado por macrofitas sumergidas
(estado pre-disturbio), a un estado de aguas turbias con floraciones algales téxicas y
servicios ecosistémicos reducidos (estado post-disturbio), ambos en equilibrio estable. La
restauracion del ecosistema a su estado pre-disturbio es dificil, adn con intervencion

humana intensiva (Bundschuh et al. 2017).

Una comunidad puede enfrentar perturbaciones mediante el aumento de la resistencia o la
aceleracion del proceso de recuperacion. La capacidad de las comunidades para utilizar
una o ambas estrategias se conoce como resiliencia (Oliver et al. 2015). La resiliencia de
las comunidades se basa en su capacidad para resistir y/o recuperarse rapidamente de los
cambios ambientales, manteniendo su estructura estable en el tiempo y conservando sus
servicios ecosistémicos (Bundschuh et al. 2017). La biodiversidad es crucial para la
resiliencia de las funciones ecosistémicas a largo plazo y luego de multiples perturbaciones
(Oliver et al. 2015). Una alta diversidad funcional y redundancia de especies dentro de la
comunidad también son relevantes, ya que sugieren una mayor resiliencia, por lo que la
pérdida de una especie puede ser compensada por otras con funciones similares
(Bundschuh et al. 2017). Los impactos de los disturbios ambientales dependen de multiples

mecanismos que confieren resiliencia, y que operan a distintos niveles de organizacion
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biolégica: a nivel de especie (rasgos de respuesta, tasa intrinseca de crecimiento,
plasticidad fenotipica, variabilidad genética), a nivel de comunidad (estructura y
composicion, redundancia funcional, interacciones de la red) y a nivel de paisaje
(heterogeneidad ambiental, conectividad funcional, area cubierta por habitat natural,

potencial de presentar estados alternativos estables) (Oliver et al. 2015).

La recuperacién ecosistémica ocurre cuando un ecosistema expuesto a un disturbio
evoluciona hacia condiciones pre-disturbio, recuperando su estado “saludable” (Pesce et al.
2017). Esto puede darse por mecanismos internos (por ejemplo, mediante la reproduccion
de individuos dentro de la zona afectada) o externos (por ejemplo, mediante la migracion de
individuos de otras regiones hacia la zona afectada) (Kattwinkel et al. 2015). El tiempo de
recuperacion dependera de los factores ecoldgicos, fisicoquimicos, geograficos y
temporales del sistema (Schéfer et al. 2011). La utilizacion de mesocosmos y microcosmos
en los estudios de recuperacion permiten controlar y estandarizar condiciones de exposicion
a herbicidas, ademas permiten la replicabilidad y evaluar las respuestas biolégicas a nivel
comunidad considerando las posibles interacciones con otros organismos (Pesce et al.
2017).

Las comunidades microbianas son importantes como indicadores de recuperacion por su
ubicuidad, rapida respuesta a cambios ambientales y diversidad estructural y funcional
(Pesce et al. 2017). Dado que el perifiton conforma una interfaz entre la columna de agua 'y
el sustrato, es una de las primeras comunidades en responder a disturbios ambientales
provocados por el ingreso de contaminantes, haciendo crucial estudiar su resiliencia frente a
estas sustancias para evaluar los riesgos ecoldgicos asociados a la contaminacién (Proia et
al. 2011). A su vez, por tener ciclos de vida cortos, puede recuperarse rapidamente tras la
exposicion a contaminantes (Gustavson et al. 2003), aunque la bioconcentracion de estas
sustancias en su matriz puede prolongar la duracién de la exposicion (Pesce et al. 2017,
Vera y Trinelli 2021).

La resistencia en comunidades perifiticas puede ser evaluada mediante la observacion de
cambios en la estructura y en la actividad funcional de la comunidad antes, durante y
después de la exposicion al contaminante. Por ejemplo, un cambio significativo en la
composicion de especies puede indicar baja resistencia (Morin et al. 2012), o las actividades
enzimaticas, como la de la fosfatasa alcalina, también pueden ser indicadoras de la
capacidad funcional del perifiton bajo estrés (Pesce et al. 2017). Una forma comun de
evaluar la recuperacion es mediante translocaciones, trasladando la comunidad microbiana
desde un medio expuesto a uno libre de herbicidas, y estudiando los cambios que se

producen antes y después de la exposicion en sus parametros criticos estructurales y
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funcionales (tasas de crecimiento y reproduccion, produccion primaria, descomposicién)
(Pesce et al. 2017). Un retorno a las tasas pre-exposiciéon o los valores de un control, son
buenos indicadores de la recuperacion de la comunidad (Kattwinkel et al. 2015). En estudios
in situ (realizados en rios o arroyos), se transloca perifiton de sitios contaminados a no
contaminados aguas arriba del punto de contaminacion, evaluando los efectos de la
inmigracion sobre la recuperacion de las comunidades translocadas (Morin et al. 2012). En
una revisién de estudios sobre recuperacion de comunidades acuaticas y terrestres luego
de la aplicacion de pesticidas, se concluy6 que la composicién de las comunidades rara vez

se recupera completamente durante los periodos experimentales (Kattwinkel et al. 2015).

Las respuestas toxicolégicas a los herbicidas y el potencial de recuperacién de la
comunidad dependen de la concentracion, duracion y momento de la exposicién, asi como
de las caracteristicas de historia de vida de las especies que la conforman (estadio de vida,
tamano y tiempo generacional), la capacidad de dispersion, la abundancia, la fecundidad y
el comportamiento (La Point 1994, Kattwinkel et al. 2015). El historial de disturbios de la
comunidad también influye sobre el potencial de recuperacién de la misma (Wood et al.
2017), ya que la exposicion previa a contaminantes puede ejercer una presion selectiva que
favorece la dominancia de las especies tolerantes por sobre las sensibles, generando
tolerancia frente a exposiciones posteriores (Prosser et al. 2013). Este fendmeno se conoce

como “tolerancia comunitaria inducida por contaminantes” (Blanck 2002).

Sorprendentemente, a pesar de ser el glifosato el herbicida mas utilizado en el mundo, sélo
existe un estudio sobre la recuperacién de especies algales ante este herbicida (Saenz y Di
Marzio 2009) y dos experimentos de recuperacion en laboratorio con comunidades
perifiticas (Vera y Trinelli 2021, Bernini 2022). Estos dos ultimos estudios de recuperacién
fueron llevados a cabo en laboratorio con comunidades perifiticas desarrolladas sobre
sustratos artificiales y, luego de la exposicion al glifosato, fue estudiada su recuperacion por
transferencia a un medio libre de herbicida. En el experimento de Vera y Trinelli (2021) se
trabajé con perifiton expuesto durante 7 dias a dos concentraciones de sal mono
isopropilamina de glifosato (0,4 y 4 mg/L). Los resultados mostraron que el perifiton
expuesto a la concentracion mas baja de herbicida recuperaba la mayoria de los
parametros estructurales estudiados a los 7 dias; sin embargo, la estructura taxonémica no
se logro recuperar hacia la del tratamiento control a lo largo del estudio. El perifiton se vio
fuertemente afectado cuando estuvo expuesto al herbicida a altas concentraciones y no
pudo recuperar ninguno de sus parametros estructurales durante 3 semanas en agua libre
de glifosato. Estos resultados sugieren un efecto duradero del herbicida debido a su

persistencia dentro de la matriz del biofilm, incluso después de la translocacion del perifiton
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a agua libre de herbicida. También confirman que la concentracién de exposicién modula el
potencial de recuperacion del perifiton afectado. Este estudio fue el primero en analizar la
recuperacion del perifiton (o cualquier otra comunidad microbiana de agua dulce) expuesto
al herbicida mas utilizado en el mundo (Vera y Trinelli 2021). En el estudio de Bernini (2022),
el perifiton fue expuesto por 1 semana a distintos formulados comerciales de glifosato.
Luego de la exposicion, se evalud la recuperacién de algunos parametros estructurales de
la comunidad, y se observé que el perifiton lograba recuperar la mayoria de sus parametros
pasados 10 dias de haber translocado los sustratos a agua libre de herbicida. A partir de
estos ensayos de laboratorio quedan aun varios interrogantes, algunos de los cuales

buscamos abordar en esta tesis.

Consideramos que la evaluacion de los efectos de los contaminantes sobre las
comunidades microbianas, incluida su recuperacion, es fundamental para la proteccion de la
biodiversidad y los ecosistemas. Actualmente, se sabe bastante sobre los impactos del
glifosato en el perifiton; sin embargo, considerando las grandes cantidades de glifosato que
se utilizan en el mundo, es llamativo que existan pocos trabajos que comparen la tolerancia
o resistencia al glifosato en comunidades perifiticas y que estudien su potencial de

recuperacion luego de la exposicion al herbicida.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

El objetivo general de esta tesis es evaluar la resistencia de comunidades perifiticas (con
distintos tiempos de colonizacién sobre sustratos artificiales) expuestas al herbicida glifosato

y su potencial de recuperacién, luego de ser translocadas a un medio libre de herbicida.
A continuacién, presentamos los objetivos especificos (OE) y las hipotesis de trabajo (HT).

> OE 1. Estudiar los efectos de la exposicion al glifosato, como sal
monoisopropilamina, en perifiton de agua dulce con distinto tiempo de colonizacion
sobre sustratos artificiales, en microcosmos de laboratorio, analizando peso seco,
cenizas, peso seco libre de cenizas, concentracion de clorofila a y el indice

autotroéfico.

Dado que una comunidad con una matriz mas madura y gruesa puede limitar aun mas el
contacto y reducir la exposicién de los organismos a los contaminantes externos (Lozano et

al. 2018), esperamos que:

HT 1.1. la comunidad con mayor tiempo de desarrollo sea mas resistente. Por lo tanto,
esperamos que la magnitud de efecto del glifosato sobre sus variables sea menor en

comparacion con la comunidad con un periodo de colonizaciéon mas corto.

> OE 2. Evaluar el potencial de recuperacion de las variables perifiticas a valores
control en comunidades con distinto tiempo de colonizacién sobre sustratos
artificiales tras ser expuestas al glifosato y luego translocadas a un medio libre de

herbicida.

Debido a las altas tasas de crecimiento, los cortos tiempos generacionales y buena

capacidad de dispersion del perifiton (Steinman y Mclintire 1990), esperamos que:

HT 2.1. luego de translocar los sustratos a un medio libre de herbicida, las comunidades
perifiticas recuperen sus caracteristicas hasta niveles control durante el periodo de

recuperacion.

Dada una mayor acumulacién y persistencia de contaminantes dentro de una matriz de

biofilm mas gruesa (Lawrence et al. 2001), planteamos que:

HT 2.2. la comunidad perifitica desarrollada durante un periodo de tiempo mas prolongado
tardara mas en recuperar sus caracteristicas en comparacion con la comunidad con menor
tiempo de colonizacion, luego de la translocacién de los sustratos a un medio libre de

herbicida.
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3. MATERIALES Y METODOS

Realizamos un experimento de laboratorio en el cual utilizamos perifiton desarrollado sobre
sustratos artificiales en un cuerpo de agua sin historia previa de exposicion al glifosato. En
particular, estudiamos dos comunidades perifiticas con distintos tiempos de colonizacion, y
por lo tanto, diferente grado de madurez y espesor, expuestas en el laboratorio a una
concentracion conocida de glifosato (0,4 mg/L) durante 8 dias. Luego de la exposicion,
trasvasamos los sustratos con perifiton a un medio acuoso libre de herbicida para estudiar

el potencial y la trayectoria de recuperacion de las comunidades durante 21 dias.

3.1. Colonizacion perifitica al aire libre

Previo al inicio del experimento, colocamos en un tanque al aire libre de 3000 litros (que ya
contaba con wuna comunidad microbiana consolidada sin previa exposicién a
contaminantes), ubicado en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires (Figura 3.1a), dispositivos ad hoc (perifitbmetros)
para sostener los sustratos artificiales (acetato de alto impacto) durante la colonizacién del
perifiton (Figura 3.1b). Dos meses antes de comenzar la experiencia, dispusimos
sub-superficialmente (Figura 3.1c) perifitdmetros para obtener la comunidad Perifiton 2 (P2)
y un mes después, dispusimos nuevos perifitdbmetros para obtener Perifiton 1 (P1). Por lo
tanto, al momento de comenzar la experiencia de laboratorio, contabamos con dos

comunidades perifiticas con distinto tiempo de colonizacion (1 mes -P1-y 2 meses -P2-).
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Figura 3.1. (a) Campo experimental con tanques experimentales al aire libre.
(b) Perifitometro con sustratos artificiales. (c) Perifitbmetros dispuestos sub-superficialmente

en el tanque.

Durante el periodo de colonizacion perifitica, entre septiembre y noviembre del ano 2022
(primavera en Buenos Aires), realizamos monitoreos peridédicos del agua del tanque.
Medimos in situ el oxigeno disuelto, la temperatura, el pH y la conductividad, y también
tomamos muestras para medir la turbidez, fésforo total y concentracion de clorofila a

fitoplanctonica en el agua.
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3.2. Microcosmos en laboratorio

Luego de la colonizacion, retiramos los perifitdbmetros con los sustratos colonizados del
tanque y los trasladamos desde el Campo Experimental hasta el laboratorio en condiciones

de oscuridad y frio.

En el laboratorio, dispusimos al azar 72 unidades experimentales (u.e.), en una camara de
cultivo con condiciones controladas de luz (1500 = 0,1 lux), temperatura (22 £ 1°C) y
fotoperiodo (12/12 hs luz/oscuridad), y las dejamos aclimatar a las condiciones de
laboratorio por 48 horas. Cada u.e. (microcosmos, Figura 3.2) consistié en un vaso de
precipitados autoclavado con 250 ml de agua del tanque, filtrada por una red de 18 umy
autoclavada, y 4 sustratos colonizados inmersos verticalmente mediante dispositivos ad hoc
(36 u.e. con perifiton P1 y 36 u.e. con P2). En las mismas condiciones que las u.e.
descriptas, colocamos 36 vasos con agua del tanque, filtrada y autoclavada, que serian
utilizados posteriormente para el periodo de recuperaciéon del experimento con agua libre de

herbicida.

Figura 3.2. (a) Unidad experimental (microcosmos) con agua del tanque, filtrada y

autoclavada, y cuatro sustratos colonizados dispuestos verticalmente. (b) Camara de cultivo

con las unidades experimentales.

3.3. Tratamientos y periodos: exposicion y recuperaciéon

El primer dia de la experiencia, asignamos el herbicida al azar a las unidades
experimentales. Agregamos una solucion de sal monoisopropilamina de glifosato (G; 40 %
p/v, CAS: 38641-94-0, SIGMA Aldrich) a la mitad de las u.e. con P1 y a la mitad con P2,
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para obtener una concentracion final de 0,4 mg/L de glifosato en cada vaso. El resto de las
u.e. fueron controles (C) sin agregado de herbicida. Quedaron establecidos 4 tratamientos
(Figura 3.3): (i) control con Perifiton 1 (C_P1); (ii) glifosato con Perifiton 1 (G_P1); (iii)
control con Perifiton 2 (C_P2); y (iv) glifosato con Perifiton 2 (G_P2). Cada tratamiento fue

realizado por triplicado.

Utilizamos esta concentracion de glifosato con el objetivo de comparar los resultados
obtenidos en esta experiencia con los reportados previamente por Vera y Trinelli (2021) y
Bernini (2022), quienes emplearon una concentracion similar. Ademas, decidimos estudiar
los efectos de la sal monoisopropilamina de glifosato, en lugar de formulados basados en
glifosato, debido a que estos ultimos contienen mezclas de aditivos que pueden alterar la
toxicidad del compuesto (Vera et al. 2014). Dado que son las primeras investigaciones
sobre recuperacion, consideramos fundamental analizar inicialmente los efectos del
principio activo solo, para posteriormente incorporar a nuestros estudios los efectos de las

formulaciones comerciales.

PERIFITOMETRO
CON SUSTRATOS
ARTIFICIALES

ARy

' d

c_P1

G_P1

TANQUE AL AIRE LIBRE

Figura 3.3. Esquema del disefio experimental.

Durante el experimento fueron considerados dos periodos: el periodo de exposicién y el

periodo de recuperacion. Durante el periodo de exposicién, tomamos muestras el dia que

24



comenzo la experiencia (TO) y 8 dias después (T8) del agregado de glifosato. Al dia 8, las
u.e. fueron translocadas a vasos de precipitados conteniendo agua libre de herbicida
(filtrada y autoclavada). Luego, durante el periodo de recuperacion tomamos muestras a los
5, 10, 15y 21 dias (R5, R10, R15 y R21, respectivamente) para evaluar la recuperacion de

las comunidades.

En cada tiempo de muestreo, retiramos de la camara de cultivo 3 u.e. por tratamiento para
determinar distintas variables del perifiton y las concentraciones de glifosato, nutrientes y
clorofila a fitoplancténica en el agua. También medimos la concentracién de oxigeno
disuelto, turbidez nefelométrica, pH, conductividad y temperatura en cada microcosmos en
cada tiempo. Para determinar las condiciones iniciales del medio para el periodo de

recuperacion (R0), medimos las mismas variables en el agua de los vasos sin sustratos.

3.4. Determinaciones cuantitativas

La concentracion de oxigeno disuelto fue medida con un oximetro YSI® ProODO vy la
temperatura, pH y conductividad con un sensor portatil multiparamétrico LUTRON®. La
turbidez fue determinada con un turbidimetro portatii HACH® 2100P.

La concentraciéon de fosforo total (PT) en las muestras de agua fueron determinadas
utilizando un espectrofotdmetro Hach® DR/2010 y su correspondiente kit de reactivos. El
PT se determiné a partir de muestras de agua sin filtrar luego de la digestiéon acida con

persulfato de potasio.

Para determinar la concentracion de clorofila a fitoplanctonica, filtramos las muestras de
agua a través de filtros de fibra de vidrio Sartorius GF/F. Estos filtros fueron inmediatamente
envueltos en papel de aluminio y conservados a -20°C hasta su procesamiento. Realizamos
la extraccion de los pigmentos con acetona y dejamos reposar en heladera a 4°C durante
24 horas. Luego, centrifugamos la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos, separamos el
sobrenadante y medimos su absorbancia a 665 y 750 nm utilizando un espectrofotdmetro
HACH® DR/2010, antes y después de la acidificacion con HCI 1N (para realizar la
deduccién por el aporte de feopigmentos) (Marker et al. 1980). Calculamos la concentracién

de clorofila a (en pg/L) segun las férmulas ya propuestas por Lorenzen (1967):
[Clorofila a sin feopigmentos] = F * [(Abs 665 — Abs 750) — (Absa 665 — Absa 750)] *k * v

Donde:
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Abs = absorbancia antes de acidificar

Absa = absorbancia después de acidificar

F = factor de correccion (2,43 para acetona)

k = coeficiente de absorcion especifica (10,48 para acetona)

v = volumen del extracto en mL / (volumen de muestra en L * espesor de la cubeta en cm)

El perifiton desarrollado en los sustratos fue removido raspando cuidadosamente la
superficie de los mismos y se calculo el area raspada (Figura 3.4). El material raspado fue
llevado a un volumen conocido con agua destilada, para posteriormente dividirlo en
alicuotas de volumen conocido para los diferentes analisis (clorofila a perifitica, peso seco,
cenizas y peso seco libre de cenizas de cada comunidad). Todas las variables perifiticas

fueron expresadas por unidad de area (APHA 2005).

Figura 3.4. Medicion de sustratos ya raspados.

Para determinar las distintas fracciones de masa del perifiton (peso seco: PS, cenizas: Cy
peso seco libre de cenizas: PSLC), se calcinaron previamente en mufla (440°C) filtros
Sartorius GF/C durante 2 horas y se pesaron (peso del filtro). Se filtraron las muestras a
través de estos filtros calcinados, que posteriormente fueron secados en estufa (60-70°C) y
pesados. Por diferencia entre este peso y el peso del filtro se obtuvo el peso seco. Estos

filtros secos con material se calcinaron en mufla (440°C, 2 horas) y luego se pesaron. Las
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cenizas se obtuvieron por diferencia entre este peso y el peso del filtro. El peso seco libre

de cenizas se obtuvo a partir de la diferencia entre el peso seco y las cenizas (APHA 2005).

Para los analisis de clorofila a perifitica (Chl a, expresada en pg/cm?), las muestras se
filtraron a través de filtros Sartorius GF/F, que fueron envueltos en papel aluminio y
conservados a -20°C. La concentracion de Chl a se estim6 segun lo explicado

anteriormente para determinar la clorofila a fitoplanctonica.

Se estimé el indice autotréfico como la relacion entre el PSLC y la concentraciéon de Chl a
perifitica (APHA 2005). Este indice permite estimar la auto/heterotrofia de la comunidad y
puede alcanzar valores de varios 6rdenes de magnitud. Se considera que un valor mayor a
200 indica una alta proporcion de organismos heterétrofos, individuos sin clorofila y/o una

alta presencia de detritos organicos (Lowe y Pan 1996).

3.5. Analisis estadistico

Para evaluar las respuestas del perifiton durante los periodos de exposicidn y recuperacion,
las distintas variables fueron modeladas usando un modelo lineal general (MLG) con los
tratamientos (2 niveles: C y G) y los tiempos de muestreo (6 niveles: T0O, T8, R5, R10, R15y
R21) como factores fijos. Ambas comunidades (P1 y P2) fueron analizadas por separado.
Se establecid que una variable se recupera cuando no son detectadas diferencias
significativas entre el control y el tratamiento con herbicida en un determinado tiempo de

muestreo (Kattwinkel et al. 2015).

Para evaluar los efectos sobre las variables del agua de los microcosmos, cada periodo
(exposicién y recuperacion) y las comunidades (P1 y P2) fueron analizados por separado.
Estas variables también fueron modeladas utilizando un modelo lineal general con los
tratamientos (2 niveles: C y G) y los tiempos de muestreo (2 niveles para el periodo de
exposicion: TO y T8, y 5 niveles para el periodo de recuperacion: RO, R5, R10, R15y R21)

como factores de efectos fijos.

Se analizaron la normalidad y la homocedasticidad mediante las pruebas de Shapiro-Wilks
y Levene, respectivamente. Cuando fue necesario, se model6 la varianza y se eligio el
mejor modelo a partir de la comparacion de los AIC (Criterio de Informacion de Akaike). El

test de Tukey se utilizé para realizar comparaciones multiples de medias a posteriori.

Se llevaron a cabo tests de t para muestras independientes, previa comprobacién de la

normalidad: (/) para comparar las variables perifiticas de ambas comunidades (P1 vs P2) a
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tiempo inicial (TO), y (i) para comparar las magnitudes de efecto del glifosato, entre ambas
comunidades (P1 vs P2), sobre las variables del perifiton a los 8 dias de exposicién (T8). A
TO, segun el MLG, no se detectaron diferencias significativas en ninguna de las variables
del perifiton entre el herbicida y el control, para P1 ni para P2. Por lo tanto, para llevar a
cabo los tests de t a TO (/) se utilizaron como réplicas los 6 valores de cada variable
(3C+3G) para cada comunidad. Para los test de t a T8 (ii), la magnitud de efecto para cada
variable se calculé como la diferencia absoluta entre G y C a T8, restando la magnitud de

efecto promedio a TO (para independizarnos de las diferencias iniciales entre P1 y P2 a T0).

En todos los casos, se consideré un p-valor<0,05 como estadisticamente significativo.

Todos los andlisis se llevaron a cabo utilizando R (R Core Team 2024).
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4. RESULTADOS

4.1. Variables del agua del tanque experimental

La media de las medidas in situ de concentracion de oxigeno disuelto, temperatura, pH y
conductividad, y las determinaciones de turbidez y concentraciéon de fésforo total y clorofila
a fitoplancténica en el agua durante el periodo de colonizacién de los sustratos artificiales

en el tanque experimental se presentan en la Tabla 4.1.

Variable n Media £ 1 DE
Turbidez (NTU) 6 0,87+0,31
Temperatura (°C) 6 20,65+3,39
Oxigeno disuelto (mg/L) 6 11,74+1,38
pH 6 9,7840,18
Conductividad (mS/cm) 6 0,45+0,05
Fosforo total (mg/L) 6 0,05+0,01
Clorofila a fitoplancténica (ug/L) 6 2,5310,61

Tabla 4.1. Caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del agua del tanque durante
la colonizacién del perifiton entre los dias 19/09/2022 y 19/11/2022. DE = desvio

estandar, n = numero de réplicas.

4.2. Variables del agua de los microcosmos

La temperatura del agua de los microcosmos en la camara de cultivo se mantuvo en un

rango de 21,7°C a 22,8°C durante el tiempo que duré el experimento.
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En la Tabla 4.2 se muestran la media de la concentracién de oxigeno disuelto, el pH, la

conductividad, la turbidez nefelométrica, concentracion de fosforo total y de clorofila a

fitoplanctdnica en el agua de los microcosmos para cada tratamiento herbicida, comunidad y

tiempo de muestreo. Los p-valores de los modelos lineales generales para las variables

figuran en el Anexo 1.

PERIFITON P1 P2
HERBICIDA C G c G
Variable TIEMPO C_P1 G_P1 C_P2 G_P2
Turbidez (NTU) TO 1,074+0,12 | 1,00+0,00 1,004+0,00 1,17+0,15
T8 1,57+0,38 i 4,00+1,00 4,67+0,58 8,00+1, 00
RO 1,00+0,00 | 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00
R5 3,00+1,00 : 4,00+1,00 3,00+1,00 5,67+2,08
R10 4,334153 | 5,67+2,08 5,33+1,15 12,00+5,57
R15 5,67+2,89 | 13,00+3,61 5,67+1,15 12,33+2,52
R21 5,00+1,00 | 13,00+3,46 | 5,00+1,00 @ 13,67+2,08
Oxigeno TO 8,9140,19 | 8,9340,16 9,0340,07 9,0040,19
disuelto (mg/L) X iX X iX
T8 8,2040,02 | 8,16+0,04 7.9540,04 7,8840,05
RO 7,5040,02 | 7,50+0,02 7,5040,02 7,5040,02
x x * *
R5 8,314+0,13 | 8,18+0,12 8,1840,04 8,2140,09
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R10 8,2840,13 | 8,51+0,04 8,194+0,09 8,1340,10
X iX *
R15 8,03+0,12 | 7,91+0,15 7,8440,14 7,9640,08
X i X
R21 8,2140,16 | 8,13+0,12 8,10+0,18 7,73+0,15
pH A B
TO 7.99+029 | 7,7740,02 7.91+0,04 7.9140,22
TS 7,9840,03 | 7,76+0,07 7.8640,07 7,7640,06
A B
RO 7.8440,06 | 7,84+0,06 7.8440,06 7,8440,06
R5 7,.9440,09 | 7,89+0,03 7.854+0,10 7,8940,04
X iX
R10 8,01+0,07 7,89+0,11 7,99+0,03 7,96+0,04
R15 8,014+0,08 | 7,84+0,05 7,8940,03 7,8840,03
R21 8,06+0,04 | 7,90+0,02 7,.97+0,06 7,9340,08
Conductividad A B
(mS/cm) TO 0,53+0,01 | 0,42+0,01 0,54+0,01 0,4040,01
X i X X iX
T8 0,604+0,03 | 0,64+0,02 0,6340,02 0,6440,02
RO 0,554+0,00 | 0,55+0,00 0,55+0,00 0,55+0,00
R5 0,644+0,01 | 0,63+0,02 0,62+0,01 0,6340,01
X i X
R10 0,66+0,03 i 0,73+0,07 0,70+0,05 0,74+0,03
X i X
R15 0,8440,15 | 0,8640,07 0,7840,06 0,7740,00

X

X
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R21 0,9240,09 | 0,914+0,02 0,9040,07 1,0040,11
Clorofila a TO 1,36+0,58 | 1,35+0,58 0,59+0,59 1,71+0,57
fitoplancténica X iX X iX
(ug/L) T8 1,9941,32 | 4,15+1,72 4,58+1,55 8,2942.77
RO 0,00+0,00 : 0,004+0,00 0,00+0,00 0,0040,00
R5 3444075 | 2,77+1,74 2,37+1,21 5,0742,93
R10 5,724+0,82 7,4540,22 5,83+1,45 9,7840,47
R15 5,32+3,30 | 12,90+4,24 | 4,07+2,04 13,58+1,18
R21 437+215 | 11,54+4,24 | 5,43+1,18 12,71+1,38
Fosforo total A B A B
(mg/L) TO 0,04+0,01 0,4240,01 0,04+0,01 0,4040,02
X i X
T8 0,0540,01 0,3640,20 0,06+0,01 0,45+0,01
RO 0,05+0,03 | 0,05+0,03 0,05+0,03 0,05+0,03
R5 0,0640,01 0,0740,02 0,06+0,01 0,0640,01
R10 0,08+0,03 | 0,08+0,02 0,07+0,01 0,08+0,01
R15 0,0840,03 | 0,09+0,02 0,0840,01 0,0840,02
R21 0,11+0,03 | 0,11+0,02 0,1040,02 0,1240,07

Tabla 4.2. Caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del agua de los microcosmos para

cada tratamiento durante los periodos de exposicion (TO-T8) y recuperacion (RO-R21). Se

presentan los valores medios + 1 desvio estandar. Las variables fueron analizadas

mediante un modelo lineal general con herbicida y tiempo como efectos fijos, cada periodo

(exposicién y recuperacion) y las comunidades (P1 y P2) fueron analizados por separado.
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En los casos donde la interaccion herbicida-tiempo fue significativa: las diferencias entre
tiempos consecutivos para el mismo tratamiento se indican con un asterisco (*), y las
diferencias entre C y G para un mismo tiempo se indican con los valores en negrita. En los
casos donde la interaccién no fue significativa pero si el factor tiempo: las diferencias entre
tiempos consecutivos se indican con doble cruz (xx). En cambio, en los casos donde la
interaccion no fue significativa pero si el factor herbicida: las diferencias entre Cy G se
indican con letras mayusculas distintas en negrita. P71 = perifiton de un mes de colonizacién,
P2 = perifiton de dos meses de colonizacion, C = control, G = sal monoisopropilamina de
glifosato. Tiempos de muestreo: inmediatamente después (T0) y 8 dias posteriores (T8) del
agregado de glifosato, y a los 0, 5, 10, 15 y 21 dias luego de la translocacién de los

sustratos colonizados a un medio sin herbicida (RO, R5, R10, R15 y R21, respectivamente).

En el periodo de exposicion y en presencia de ambas comunidades, los valores de turbidez
resultaron significativos para la interaccion de los factores (P1: p-valor=0,0038081 y P2:
p-valor=0,0015237). Segun las comparaciones de a pares (Tukey), la turbidez mostré un
aumento en T8 respecto a TO en todos los microcosmos, que no resultd significativo
unicamente en el control con P1 (Tabla 4.2). También resultaron significativas las diferencias
entre tratamientos a T8, con mayores valores de turbidez en el medio con glifosato (P1:
4,00+1,00 NTU; P2: 8,00£1,00 NTU) en comparacion a los controles. Los valores de
turbidez en el periodo de recuperacion, con presencia de las comunidades P1 y P2,
resultaron nuevamente significativos para la  interaccion herbicida-tiempo
(p-valor=0,0054974 y p-valor=0,02156 con P1 y P2, respectivamente). En este periodo, esta
variable no presentdé aumentos significativos en los controles hasta el final del experimento,
con ambas comunidades presentes. En los vasos con el perifiton que habia sido expuesto al
glifosato, la turbidez aumenté entre R10 y R15 con P1 y entre R5 y R10 con P2. Esto
genero las diferencias significativas observadas con respecto a los controles, a partir de
R15 con P1 y a partir de R10 con P2, hasta los 21 dias de la recuperacién en agua libre de
herbicida, tiempo en el que se alcanzaron los maximos valores promedio de turbidez,
13,00+3,46 NTU para P1y 13,67+2,08 NTU para P2.

La mayor concentracién media de oxigeno disuelto de todo el estudio se observo a tiempo
inicial, en ambos tratamientos y comunidades (Tabla 4.2). En T8 se registrdé una disminucion
significativa de oxigeno en el agua en presencia de ambas comunidades
(p-valor=8,675x10° para P1 y p-valor=8,871x10® para P2). El menor valor de OD durante el
periodo de exposicion se registrd en el tratamiento con glifosato con la comunidad P2 (T8,

7,88+0,05 mg/L). Durante el periodo de recuperacién, los microcosmos con la comunidad
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P1 mostraron diferencias significativas respecto al tiempo (p-valor=9,919x10™""), en cambio,
con P2 la interaccidn entre los factores fue significativa (p-valor=0,00584). La concentracion
de oxigeno disuelto en el agua aumenté a R5 con respecto a RO, con ambas comunidades y
tratamientos. Mientras que disminuyé desde R10 a R15. Al final del experimento, con la
comunidad P2 presente, el oxigeno disuelto medio en G fue significativamente menor al del

tratamiento control.

El menor valor medio de pH se registrd a los 8 dias del periodo de exposicion en el agua
con herbicida, independientemente de la comunidad perifitica presente en los vasos (Tabla
4.2). Durante la exposicién, el pH fue significativamente menor en presencia de glifosato
con la comunidad P1 (p-valor=0,04009). En el periodo de recuperacion, con P1, se
observaron diferencias significativas tanto en el factor herbicida como en el factor tiempo
(p-valor=0,0004166 y p-valor=0,0251143, respectivamente). El pH fue menor en los vasos
con la comunidad P1 que habia sido expuesta a glifosato previamente. Los valores de pH
en R21 fueron maximos (P1: 8,06+0,04 en C y 7,90+0,02 en G) y significativamente
mayores que a RO0. Para los microcosmos con la comunidad P2, las diferencias
significativas en el pH se encontraron solo en el factor tiempo (p-valor=0,002156), con
valores significativamente mayores en R10 con respecto a los valores iniciales del periodo,
RO y R5. Los valores medios maximos con P2 se alcanzaron en R10 para ambos
tratamientos (7,99+0,03 en C y 7,96+0,04 en G).

La menor conductividad promedio se registré a TO en los vasos con glifosato (P1: 0,42+0,01
mS/cm, P2: 0,40+0,01 mS/cm), mientras que los mayores valores fueron a R21 (C_P1:
0,924+0,09 mS/cm, G_P2: 1,00+0,11 mS/cm). En el periodo de exposicion, se encontraron
diferencias significativas en la conductividad para los factores herbicida y tiempo
(p-valor=0,04077 y p-valor=3,277x10°, respectivamente) en los microcosmos con P1. En
cambio, con la comunidad P2, las diferencias significativas fueron unicamente para el factor
tiempo (p-valor=1,068x10°). La conductividad inicial (TO) fue menor en los vasos
inmediatamente después de agregar el glifosato en el agua, comparada con los controles
sin herbicida. Luego de 8 dias, los valores de conductividad aumentaron en todos los
tratamientos con ambas comunidades, alcanzando niveles similares al finalizar el periodo de
exposicion (Tabla 4.2). Durante el periodo de recuperacion, se encontraron diferencias
significativas en la conductividad unicamente para el factor tiempo con ambas comunidades
(p-valor=1,806x10® con P1 y p-valor=6,425x10"" con P2). Hubo un aumento gradual de la
conductividad con el tiempo en el agua libre de herbicida, significativa desde R10 con P2 y

desde R15 con P1, hasta el final del experimento.
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El agua de las unidades experimentales fue inicialmente filtrada y autoclavada, sin embargo
se registraron valores de clorofila a fitoplancténica en todos los vasos de precipitados a TO
(Tabla 4.2). Con la presencia de ambas comunidades, hubo unicamente diferencias
significativas en el factor tiempo (P1, p-valor=0,03449 y P2, p-valor=0,0008459) para el
periodo de exposicion, con un aumento de la concentracion de clorofila a fitoplancténica a
T8 con respecto a TO. A los 8 dias de iniciado el experimento, el agua de los vasos con el
perifiton con 1 y 2 meses de colonizacién presenté los valores mas altos de clorofila a
plancténica de este periodo, cuando habia presencia de herbicida en el medio, con valores
medios de 8,29+2,77 ug/L para la comunidad mas madura y de 4,15+1,72 ug/L para la mas
joven. En las u.e. con ambas comunidades, se registraron diferencias significativas en la
interaccion herbicida-tiempo (p-valor=0,012584 y p-valor=0,0001303 para P1 y P2,
respectivamente) en el periodo de recuperacion. Al inicio del periodo de recuperacion, el
agua no presentd valores de clorofila a por haberse filtrado y autoclavado. Segun
comparaciones de a pares, en los microcosmos con la presencia de las dos comunidades,
no se obtuvieron diferencias entre tiempos de muestreo consecutivos en los controles. Los
valores de clorofila a aumentaron significativamente desde RO hasta R10, con la comunidad
P2 expuesta al herbicida. Estos altos valores registrados a R10 se mantuvieron hasta el
final del experimento. En R15 y R21, la clorofila a fitoplanctonica en el medio con glifosato

fue significativamente mayor a los controles, en presencia de P1y P2.

La mayor concentracion media de fosforo total (PT) del experimento se registré durante el
periodo de exposicién en los vasos con glifosato (Tabla 4.2). Con la comunidad P1 en el
vaso, se detectaron diferencias significativas en el PT unicamente en el factor herbicida
(p-valor=0,0003117), con mayores valores en G. Mientras que con la comunidad P2 se
encontraron diferencias significativas en el tiempo (p-valor=0,003293) y en el factor
herbicida (p-valor=3,589x10""), con mayor concentracion de PT en presencia de glifosato y
a T8. Durante el periodo de recuperacion, las diferencias en las concentraciones de fésforo
total del agua de los microcosmos fueron significativas solo para el factor tiempo, tanto con
P1 (p-valor=0,01229) como con P2 (p-valor=0,02554). En este periodo, se observé un
aumento gradual del foésforo total con el tiempo, alcanzando sus maximos en R21 con

valores de aproximadamente el doble comparados con RO.

4.3. Variables del perifiton en los microcosmos

A tiempo inicial, el promedio de clorofila a para la comunidad P1 fue 0,032+0,009 ug/cm?

(para ambos tratamientos juntos), mientras que para P2 (0,086+0,022 ug/cm?) el valor fue
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significativamente mayor (test-t, p-valor=0,00106). Se detectaron diferencias significativas
en la interaccion tratamiento-tiempo para esta variable para ambas comunidades (MLG, P1:
p-valor=0,0002496; P2: p-valor=0,00051). Para P1 y P2, la concentracion de clorofila a no
reflejo diferencias significativas entre C y G a TO0; sin embargo, a T8 la Chl a del perifiton
sometido a glifosato presentd un aumento, resultando en una concentracion mayor que la
del control (Figura 4.1). La magnitud del efecto del glifosato sobre la concentracion de
clorofila a perifitica de P2 no difirié significativamente de la de P1 a T8 (test-,
p-valor=0,1173). A lo largo de todo el periodo de estudio, la Chl a del perifiton, tanto P1
como P2, en los microcosmos control no presento diferencias en el tiempo entre muestreos
consecutivos. En el periodo de recuperacion, se registré una disminucién de la clorofila a en
los microcosmos con G, alcanzando valores medios de Chl a sin diferencias significativas
con el TO. Esta disminucion resulté significativa a R15 con respecto a R10 para el perifiton
con 2 meses de desarrollo sobre los sustratos, pero mucho antes para la comunidad con 1
mes de colonizacion, que la registré a R5 con respecto a la concentracion media a T8.
Como resultado de esta disminucion en la clorofila a de las comunidades durante la
recuperacion en un medio libre de herbicida, la concentracion disminuyé hasta valores
control y no se registraron diferencias entre C y G a partir de R5 para P1 y a partir de R15

para P2, hasta el final del experimento.
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Figura 4.1. Concentracion de clorofila a perifitica en funcién de los tiempos de exposicion y
recuperacion para (a) P1y (b) P2. Datos presentados como media + 1 desvio estandar para
todos los tratamientos a lo largo de los periodos de exposicion (inmediatamente después y 8
dias posteriores al agregado de glifosato: TO y T8, respectivamente) y recuperacion (luego
de 5, 10, 15 y 21 dias en agua libre de herbicida: R5, R10, R15 y R21, respectivamente).
Las variables fueron analizadas mediante un modelo lineal general con herbicida y tiempo
como efectos fijos, las comunidades (P1y P2) fueron analizadas por separado. Cuando la
interaccion entre los factores fue significativa: las diferencias significativas entre los
tratamientos C y G dentro de un mismo tiempo se indican con letras distintas, y las
diferencias significativas entre tiempos consecutivos se indican con un asterisco del mismo
color del tratamiento. P1 = perifiton de un mes de colonizacién, P2 = perifiton de dos meses

de colonizacién, C = control, G = sal monoisopropilamina de glifosato.
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El promedio del peso seco, para ambos tratamientos juntos, para la comunidad P1 a tiempo
inicial fue 30,99+0,82 pug/cm? El promedio para P2 fue 62.50+1,70 ug/cm?, valor
significativamente mayor que el peso seco de P1 (test-t, p-valor=0.002183). Para esta
variable se detectaron diferencias significativas en la interaccion entre los factores
tratamiento y tiempo en ambas comunidades (MLG, P1: p-valor=0,001066; P2:
p-valor=0,0004534). A los 8 dias de la exposicion, la magnitud del efecto del glifosato sobre
el peso seco no mostro diferencias estadisticamente significativas entre P2 y P1 (test-t,
p-valor=0,7217). En ambas comunidades, se registr6 un aumento significativo entre los
valores iniciales de peso seco y el T8 con glifosato, generando valores de PS
significativamente mayores en el tratamiento con herbicida respecto al control (Figura 4.2).
Luego de que la comunidad P1 que fue expuesta a glifosato haya sido translocada a un
medio sin herbicida, no se encontraron diferencias significativas entre el peso seco del
tratamiento control y el expuesto a glifosato en R5, ni en los tiempos posteriores. El peso
seco de la comunidad P2 disminuyé significativamente a R5 hasta valores medios por
debajo de los controles. En esta comunidad, no se observaron diferencias significativas

entre el control y el tratamiento con herbicida recién en R15y R21 .
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Figura 4.2. Peso seco del perifiton en funcién de los tiempos de exposicion y recuperacion
para (a) P1y (b) P2. Datos presentados como media + 1 desvio estandar para todos los
tratamientos a lo largo de los periodos de exposicion (inmediatamente después y 8 dias

posteriores al agregado de glifosato: TO y T8, respectivamente) y recuperacion (luego de 5,
10, 15y 21 dias en agua libre de herbicida: R5, R10, R15 y R21, respectivamente). Las

variables fueron analizadas mediante un modelo lineal general con herbicida y tiempo como
efectos fijos, las comunidades (P1 y P2) fueron analizadas por separado. Cuando la
interaccion entre los factores fue significativa: las diferencias significativas entre los
tratamientos C y G dentro de un mismo tiempo se indican con letras distintas, y las

diferencias significativas entre tiempos consecutivos se indican con un asterisco del mismo

color del tratamiento. P1 = perifiton de un mes de colonizacién, P2 = perifiton de dos meses

de colonizacion, C = control, G = sal monoisopropilamina de glifosato.
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El valor medio de cenizas para cada comunidad, en cada tiempo y tratamiento herbicida se
presentan en la Figura 4.3. Al iniciar el estudio (T0), el promedio de las cenizas para el
perifiton con 1 mes de desarrollo fue de 6,55+0,21 ug/cm? (ambos tratamientos juntos) y
para P2 el valor medio fue mayor (16,80+5,88 pg/cm?), sin embargo las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, aunque con un p-valor marginal (test-t,
p-valor=0.05213). Segun los resultados del MLG, solo se registraron diferencias
significativas en las cenizas de la comunidad P1 para el factor tiempo (p-valor=0,005853),

con un aumento significativo entre R10 y R15.
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Figura 4.3. Cenizas del perifiton en funcién de los tiempos de exposicién y recuperacion
para (a) P1y (b) P2. Datos presentados como media + 1 desvio estandar para todos los
tratamientos a lo largo de los periodos de exposicion (inmediatamente después y 8 dias
posteriores al agregado de glifosato: TO y T8, respectivamente) y recuperacion (luego de 5,
10, 15y 21 dias en agua libre de herbicida: R5, R10, R15 y R21, respectivamente). Las
variables fueron analizadas mediante un modelo lineal general con herbicida y tiempo como
efectos fijos, las comunidades (P1 y P2) fueron analizadas por separado. Cuando la
interaccion entre los factores no fue significativa y hubo diferencias significativas
Unicamente en el factor tiempo: estas diferencias entre tiempos consecutivos se indican con
un asterisco en el eje x. P1 = perifiton de un mes de colonizacion, P2 = perifiton de dos

meses de colonizacién, C = control, G = sal monoisopropilamina de glifosato.
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A TO0, el peso seco libre de cenizas medio para la comunidad P1 fue 24,45+0,67 ug/cm?
(promediando los tratamientos C y G), mientras que para P2 el valor (45,71+1,21 ug/cm?)
fue significativamente mayor (test-t, p-valor=0,001689). Se detectaron diferencias
significativas en la interaccion tratamiento-tiempo para esta variable para ambas
comunidades (MLG, P1: p-valor=0,01528; P2: p-valor=0,0001315). EI PSLC no reflejo
diferencias significativas entre los microcosmos C y G a T0, tanto para P1 como para P2
(Figura 4.4). Mientras que a T8, los tratamientos con herbicida presentaron un aumento que
resulté en un peso mayor que el del control, para P1 y P2. La magnitud del efecto del
glifosato sobre el peso seco libre de cenizas del perifiton P2 no difirié significativamente de
la de P1 a T8 (test-t, p-valor=0,6223). A los 5 dias del periodo de recuperacion,
disminuyeron drasticamente los valores de PSLC para la comunidad con 2 meses de
colonizacién que habia sido expuesta al glifosato, registrandose valores muy inferiores al
control en R5 y R10 (Figura 4.4b). A partir de R15, no se obtuvieron diferencias entre Cy G
para P2. En cambio, para P1, la ausencia de diferencias significativas entre tratamientos
para un mismo tiempo de muestreo se obtuvieron a partir de R5 hasta el final del
experimento. A lo largo de todo el periodo de estudio, esta variable, tanto para P1 como
para P2 en los microcosmos control, no presentod diferencias en el tiempo entre muestreos

consecutivos.
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Figura 4.4. Peso seco libre de cenizas del perifiton en funcién de los tiempos de exposicion
y recuperacion para (a) P1y (b) P2. Datos presentados como media + 1 desvio estandar
para todos los tratamientos a lo largo de los periodos de exposicion (inmediatamente
después y 8 dias posteriores al agregado de glifosato: TO y T8, respectivamente) y
recuperacion (luego de 5, 10, 15 y 21 dias en agua libre de herbicida: R5, R10, R15 y R21,
respectivamente). Las variables fueron analizadas mediante un modelo lineal general con
herbicida y tiempo como efectos fijos, las comunidades (P1 y P2) fueron analizadas por
separado. Cuando la interaccién entre los factores fue significativa: diferencias significativas
entre los tratamientos C y G dentro de un mismo tiempo se indican con letras distintas, y las
diferencias significativas entre tiempos consecutivos, se indican con un asterisco del mismo
color del tratamiento. P1 = perifiton de un mes de colonizacion, P2 = perifiton de dos meses

de colonizacién, C = control, G = sal monoisopropilamina de glifosato.
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El indice autotréfico (IA) se calcula como el cociente entre el PSLC y la concentracion de
clorofila a (Lowe y Pan 1996; APHA 2005). Los valores medios de IA para cada tiempo,

comunidad y tratamiento herbicida se detallan en la Tabla 4.3.

PERIFITON P1 P2
HERBICIDA c G c G
TIEMPO C_P1 G_P1 C_P2 G_P2
IA TO 845+287 789+179 605+192 506+165
(PSLCI/Chl a) T8 574+151 481452 1029+102 588+79
R5 8414340 6964248 1016+33 384+59
w
R10 685+256 877+228 1384+410 324460
*
R15 646+100 548+144 828+235 773+177
R21 573+90 634+231 8844253 656+59

Tabla 4.3. indice autotréfico (IA) del perifiton P1y P2 para cada tratamiento durante los
periodos de exposicion (TO-T8) y recuperacion (R0-R21). Se presentan los valores medios *
1 desvio estandar. La variable fue analizada mediante un modelo lineal general con
herbicida y tiempo como efectos fijos, las comunidades (P1 y P2) fueron analizadas por
separado. Cuando la interaccion entre los factores fue significativa: las diferencias entre C y
G dentro de un mismo tiempo se indican con los valores en negrita, y las diferencias entre
tiempos consecutivos dentro de un mismo tratamiento se indican con un asterisco. P71 =
perifiton de un mes de colonizacién, P2 = perifiton de dos meses de colonizacién, C =
control, G = sal monoisopropilamina de glifosato. Tiempos de muestreo: inmediatamente
después (T0) y 8 dias después (T8) del agregado de glifosato, y a los 5, 10, 15y 21 dias
luego de la translocacion de los sustratos colonizados a un medio sin herbicida (R5, R10,

R15 y R21, respectivamente).

47



Los valores medios del IA para ambas comunidades en todos los tiempos, tanto en el
control como en presencia de glifosato, fueron superiores a 200, valor sobre el cual se
considera que las comunidades presentan una alta proporcibn de organismos
heterotroéficos, no clorofilicos o una alta presencia de detritos organicos. Para la comunidad
con un mes de colonizacion (P1), el valor medio maximo de |IA se obtuvo en los vasos con
glifosato en el periodo de recuperacion R10 (877+228), mientras que el minimo se observo
en el mismo tratamiento en T8 (481+52). En contraste, la comunidad con dos meses de
colonizacién (P2) alcanzé su maximo en el control durante R10 (1384+410), y su valor
minimo ocurrié también en en R10 pero en el tratamiento con glifosato (324+60). En el
perifiton P1 no hubo diferencias significativas entre los valores medios de IA para la
interaccion entre los factores, ni para el tiempo o los tratamientos herbicida. En cambio, en
P2 se registraron diferencias significativas en la interaccién herbicida-tiempo
(p-valor=0,0006772). El IA del perifiton P2 sometido al herbicida no difirié significativamente
en el tiempo a lo largo de todo el estudio. En cambio, la comunidad del tratamiento control
presentd un aumento del IA entre R5 y R10, y una disminucion entre R10 y R15 (Tabla 4.3).
Los menores valores promedio de este indice registrados en R5 y R10 en el perifiton P2
sometido a glifosato mostraron diferencias significativas con los altos valores registrados en
el control a esos tiempos de recuperacion. A tiempo inicial, el promedio del IA para P1
(ambos tratamientos juntos) fue significativamente mayor que el de P2 (test-,
p-valor=0,04369). En cuanto a la magnitud del efecto del glifosato sobre el indice autotréfico
a T8, difirid significativamente entre P1 y P2, siendo mayor en la comunidad mas madura
(test-t, p-valor=0,005811).
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En esta tesis evaluamos los efectos del glifosato, en su forma de sal monoisopropilamina,
sobre dos comunidades de perifiton con distinto tiempo de desarrollo sobre sustratos
artificiales y su posterior capacidad de recuperacion utilizando microcosmos en condiciones
controladas y libres de herbicida. Nuestros resultados mas importantes indican que ambas
comunidades perifiticas, independientemente del tiempo de colonizacion sobre los
sustratos, fueron vulnerables al glifosato durante el periodo de exposicion. Y que durante el
periodo de recuperacion en agua libre de herbicida, las variables estudiadas de las
comunidades impactadas lograron recuperarse a niveles control, siendo la recuperacion

mas rapida en el perifiton con menor tiempo de desarrollo sobre los sustratos.

5.1. Periodo de exposicion

Variables del agua

La temperatura de la camara estaba controlada, por lo tanto, el agua en los microcosmos se
mantuvo en un rango constante durante todo el experimento. Este rango térmico se
correspondié con las condiciones promedio del mesocosmos experimental durante la

colonizacién de las comunidades perifiticas.

El glifosato fue afiadido a las unidades experimentales inmediatamente antes de tomar las
muestras de agua a TO. Por lo tanto, el incremento de fosforo total registrado en los
microcosmos tratados con glifosato resulta esperable, dado que se trata de un herbicida
organofosforado. El efecto eutrofizante del glifosato en sistemas de agua dulce, derivado del
aumento de fésforo en el medio, que actia como fuente de nutrientes y estimula el
crecimiento de organismos fotosintéticos, ha sido documentado en varios estudios (Austin et
al. 1991, Vera et al. 2010, Pérez et al. 2011). Este exceso de nutrientes puede provocar un
desequilibrio ecoldgico, caracterizado por una disminucion de la biodiversidad y el
crecimiento desproporcionado de unos pocos organismos tolerantes o resistentes (Vera et
al. 2010).

Los vasos con agua y perifiton se dejaron aclimatar a las condiciones experimentales de luz
y temperatura durante 48 horas antes del inicio del ensayo. El agua, proveniente del tanque
al aire libre, utilizada en estos microcosmos habia sido previamente filtrada y autoclavada

antes de incorporar los sustratos colonizados, por lo que se esperaba que estuviera libre de
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organismos. Sin embargo, las muestras de agua recolectadas a TO mostraron
concentraciones de clorofila a plancténica distintas de cero, lo que evidencia la presencia de
organismos fotosintéticos en el agua de las unidades experimentales. Es posible que este
desplazamiento de organismos desde el perifiton hacia la columna de agua durante la
aclimatacion esté relacionado con el aprovechamiento de los recursos disponibles en un

medio aun libre de contaminante.

El incremento significativo de la turbidez, entre el inicio y los 8 dias del experimento en los
tratamientos con glifosato, puede asociarse con el incremento de particulas suspendidas,
microorganismos y material organico e inorganico en la columna de agua luego del
agregado del herbicida. El aumento en los detritos podria ser consecuencia del efecto toxico
del glifosato, que provoca la muerte de diversos organismos susceptibles y su posterior
descomposicién. Por otro lado, el incremento de los microorganismos podria deberse a la
migracion y desarrollo de organismos capaces de metabolizar el herbicida, como las
cianobacterias (Forlani et al. 2008), que se desplazan desde la matriz perifitica hacia el
medio circundante. La migracion de estos organismos fotosintéticos explicaria el incremento
en la concentracion de clorofila a en el agua de las unidades experimentales a T8 con
respecto a TO. Estos resultados son consistentes con estudios previos en microcosmos que
reportan un aumento en la turbidez y en la clorofila a plancténica tras la exposicién al
glifosato, tanto en formulaciones comerciales como en su forma pura (Vera et al. 2012,
Gonzalez et al. 2019, Bernini 2022). Sin embargo, el incremento de turbidez y clorofila a en
el agua también lo observamos en los controles. En esos microcosmos, los organismos que
son capaces de migrar se verian favorecidos por la falta de competencia por los recursos en

la columna de agua.

La reduccién del oxigeno disuelto en los tratamientos con herbicida puede deberse al
metabolismo acelerado de organismos oportunistas que son capaces de degradar el
glifosato (Carles et al. 2019). Mientras que el efecto nocivo del herbicida, que conlleva al
incremento de materia organica en descomposicion en el medio, puede también aportar a la
disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto (Gustavson et al. 2003) y provocar el
incremento en la conductividad obtenido a T8 (Kersting 1994). Otros estudios han reportado
cambios en la conductividad asociados a la presencia del herbicida en ecosistemas
acuaticos (Pesce et al. 2009) y microcosmos de laboratorio (Vera y Trinelli 2021, Bernini
2022). Sin embargo, el aumento en la conductividad y la disminucion del oxigeno disuelto

fueron registrados también en las unidades control sin presencia del herbicida.
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Variables perifiticas

Como esperabamos inicialmente, el perifiton establecido sobre los sustratos por un periodo
de tiempo mas prolongado (P2) mostro los valores mas altos de peso seco, cenizas, peso
seco libre de cenizas y clorofila a, resultado consistente con que una comunidad con un
periodo de colonizacion mayor tiene mayor biomasa (Khadra et al. 2018), si no se enfrenta

con algun fenédmeno que remueva, total o parcialmente, la matriz del sustrato.

En ambas comunidades observamos un aumento en todas las variables de masa del
perifiton estudiadas con el agregado de glifosato a T8 en comparacioén con el dia 0. Este
resultado es contrario a lo que podria esperarse intuitivamente, dado que el glifosato es un
herbicida disefiado para inhibir la sintesis de aminoacidos esenciales en plantas, ejerciendo
un efecto negativo sobre las mismas. En este sentido, varios estudios han documentado
una disminucién en las variables de masa del perifiton tras la exposicion al herbicida. Por
ejemplo, Vera et al. (2010) reportaron una disminucién de la concentracién de clorofila a
perifitica al aplicar una concentracion de 8 mg/L de Roundup en mesocosmos de gran
volumen al aire libre. Sin embargo, también existen investigaciones, como la presente tesis,
que reportan un aumento de dichas variables. Vera et al. (2012) registraron un incremento
en la biomasa y la clorofila a del perifiton como consecuencia del agregado de 3,5 mg/L de
Glifosato Atanor en microcosmos al aire libre. Mientras que Vera y Trinelli (2021) obtuvieron
un aumento de las variables de masa perifiticas con 0,4 y 4 mg/L del ingrediente activo en
microcosmos de laboratorio. Por su parte, Guasch et al. (2016) destacaron que el estrés
quimico puede favorecer la proliferacion de organismos autotréficos oportunistas,

aumentando transitoriamente la biomasa del perifiton.

Varios autores han sugerido que estas respuestas contrastantes entre estudios pueden
estar relacionadas con diferencias en el disefio experimental, como el uso de condiciones
controladas o al aire libre, las caracteristicas fisicas y quimicas del medio, diferencias
morfométricas en las unidades experimentales, el tipo y concentracion de glifosato
empleado, el tiempo de exposicion, entre otros factores (Pérez et al. 2007, Vera et al. 2012,
Lozano et al. 2018, Gonzalez et al. 2019, Sabio y Garcia et al. 2020, Vera y Trinelli 2021).
Ademas, las respuestas pueden depender de las caracteristicas intrinsecas de las
comunidades, como su composicidn inicial (Pesce et al. 2009) o su exposicion previa al
contaminante (Wood et al. 2017, Fugére et al. 2020). No obstante, independientemente del
disefio experimental o de las particularidades del perifiton, es evidente que este herbicida

impacta en la estructura y funcion de las comunidades perifiticas.
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El glifosato no afecta por igual a todas las especies que conforman el ensamble perifitico, ya
que cada grupo de organismos responde de forma diferencial segun su tolerancia fisioldgica
y ecoldgica (Pesce et al. 2009, Guasch et al. 2016, Lozano et al. 2018, Gonzalez et al.
2019). Algunas especies pueden ser mas resistentes o tolerantes al herbicida. Gattas et al.
(2016) reportaron que las clorofitas fueron favorecidas en mesocosmos al aire libre con el
agregado de 6 mg/L de Roundup Max® o el ingrediente activo del formulado. También fue
ampliamente documentado el incremento de las cianobacterias con presencia de glifosato
en el medio (Pérez et al. 2007, Vera et al. 2010, 2012, Vera y Trinelli 2021). En este grupo
existen ciertos organismos que poseen distintas estrategias para contrarrestar el efecto
negativo del glifosato mediante la sobreexpresion de la 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
sintetasa o la expresion de una enzima alternativa tolerante al glifosato (Powell et al. 1991,
1992, Forlani et al. 2008, 2015). Por otro lado, otras especies se ven negativamente
afectadas por este contaminante, como ser las diatomeas (Pérez et al. 2007, Gonzalez et al.
2019, Vera y Trinelli 2021). A pesar de lo mencionado mas arriba que fue reportado por
Gattas et al. (2016), otros autores han visto a las clorofitas como un grupo sensible al
herbicida a una concentracion de 3 mg/L en microcosmos (Gonzalez et al. 2019). De
acuerdo a su mecanismo principal de accion, el glifosato puede provocar mortalidad de las
especies mas sensibles, y las que sobreviven pueden aprovechar los recursos disponibles
para crecer y reproducirse, generando un aumento en la biomasa total. Aunque en esta
tesis no se llevo a cabo la identificacion ni el recuento de organismos, es razonable suponer
que la exposicion al contaminante ha generado cambios en la composicion y abundancia de
las especies que integran las comunidades. Esto se debe a las diferencias en la sensibilidad
de los organismos al glifosato, lo que probablemente ha provocado una alteracién en la

estructura y funcién de dichas comunidades (Lurling et al. 2015, Khadra et al. 2018).

En varias ocasiones se ha observado que los contaminantes quimicos, incluidos los
herbicidas, pueden actuar como factores de estrés subletal que estimulan el crecimiento de
las plantas o algas en bajas concentraciones. Este fendmeno es conocido como efecto
hormético, donde una dosis baja o subletal de un toxico estimula el crecimiento antes de
causar efectos inhibitorios o letales a mayores concentraciones (Calabrese y Baldwin 2003).
Segun una revision bibliografica de trabajos cientificos relacionados con los efectos del
glifosato sobre la concentracién de clorofila a en perifiton, en el rango entre los 6 pg/L
(Khadra et al. 2018) y los 6 mg/L de glifosato (lummato et al. 2017) se registraron aumentos
significativos en la clorofila a, mientras que con concentraciones mayores del herbicida las
concentraciones de clorofila a fueron menores con respecto a los controles (Vera com.

pers.). Por lo tanto, esto sugiere que la concentracion de glifosato que utilizamos en el
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experimento (0,4 mg/L) esta dentro del rango subletal, y que la media maxima de clorofila a
perifitica en T8 puede interpretarse como un intento de sobrecompensacioén ante el estrés
inducido por el herbicida. Este fendmeno de hormesis también ha sido reportado por
lummato et al. (2017) relacionado con un aumento del peso seco y el peso seco libre de

cenizas en perifiton expuesto a glifosato.

En ultima instancia, el aumento en el peso seco, cenizas, peso seco libre de cenizas y
clorofila a en las comunidades perifiticas expuestas al glifosato podria deberse a una
combinacion de estos factores. La proliferacion de especies tolerantes o resistentes al
herbicida, o de aquellas que, al ser menos susceptibles, aprovechan el aumento de
recursos por la muerte de organismos sensibles, y los efectos subletales que estimulan el
crecimiento a esta concentracion. Todo esto pone de manifiesto la complejidad ecoldgica de
las comunidades perifiticas, las cuales pueden responder de formas variadas e inesperadas
a las perturbaciones, lo que podria tener implicancias importantes para la gestidon de

ecosistemas acuaticos en areas agricolas.

Segun Peterson y Stevenson (1992), las comunidades mas joévenes suelen ser mas
vulnerables pero mas resilientes, mientras que las comunidades mas maduras tienden a ser
mas resistentes, aunque menos capaces de recuperarse rapidamente tras una perturbacion.
Basandonos en este marco, en nuestro estudio esperabamos que el perifiton con menor
periodo de colonizacién (P1) mostrara una mayor susceptibilidad al glifosato, evidenciada
por una mayor magnitud de efecto del contaminante sobre su biomasa. Esta mayor
sensibilidad podria atribuirse a la menor madurez de la comunidad y a la estructura menos
compleja de la matriz perifitica, que permitiria una mayor exposicion de los organismos al
herbicida (Guasch et al. 2016). Por el contrario, esperabamos que el perifiton con 2 meses
de colonizacion (P2), al ser una comunidad mas madura, presentara una matriz mas densa
capaz de actuar como barrera protectora contra la penetracion del herbicida (Hill et al.
1997). Sin embargo, en este trabajo de tesis no encontramos diferencias significativas en
las magnitudes de efecto del glifosato sobre ninguna de las variables perifiticas entre ambas
comunidades a T8. Esto sugiere que, tras 8 dias de exposicién, no hay diferencias
detectables en la tolerancia al glifosato entre comunidades que difieren solo en un mes de
colonizacién. Es posible que un mes de diferencia en el tiempo de colonizacién no sea
suficiente para generar diferencias apreciables en la resistencia al herbicida. Estas
diferencias podrian ser mas evidentes si los periodos de colonizacion fueran mas
contrastantes (Khadra et al. 2018). Alternativamente, también es posible que una resistencia
diferencial entre P1 y P2 pudiera manifestarse con un periodo de exposicién al glifosato mas

corto.
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Segun Matthews et al. (1980), los cambios en la relacidon entre autétrofos y heterétrofos
estan asociados con cambios estructurales y funcionales de las comunidades microbianas.
El indice autotrofico (peso seco libre de cenizas / concentracién de clorofila a perifitica),
permite evaluar la proporcion algal presente en la biomasa organica total del perifiton, ya
que compara la componente autotréfica con la heterotréfica representada por bacterias,
hongos, protistas heterétrofos, microinvertebrados y restos de materia organica en
degradacién (Bicudo 1990). Los valores medios de indice autotréfico superiores a 200
obtenidos para ambas comunidades, tanto en los controles como en presencia de glifosato,
indican que la componente organica del perifiton estd compuesta principalmente por
organismos heterotroficos, no clorofilicos, y/o una acumulacion significativa de detritos
organicos en la matriz (Lowe y Pan 1996), y que este balance no se vido modificado por la
exposicion al herbicida. Trabajos previos en sistemas impactados plantean que la
exposicion a contaminantes puede favorecer la proliferacién de organismos heterotréficos a
expensas de los autétrofos, como microalgas y cianobacterias (Matthews et al. 1980, Pesce
et al. 2009, Guasch et al. 2016). Y que una mayor mortandad de estos organismos
fotosintéticos por efecto tdxico del contaminante tendria como consecuencia el aumento en
la proporcion de los detritos, un fendmeno descrito ampliamente en comunidades expuestas

a perturbaciones quimicas (Guasch et al. 2016).

5.2. Periodo de recuperacion

Variables del agua

El incremento significativo de turbidez y del fésforo total en las unidades experimentales
previamente tratadas con glifosato, podria estar relacionado con la migraciéon de organismos
desde el biofilm, el cual aun podria contener glifosato acumulado en su matriz (Beecraft y
Rooney 2021), hacia el medio sin herbicida. Esta migraciéon hacia un medio con mejores
condiciones fue reportado previamente en estudios de recuperacién con distintos
contaminantes (Lambert et al. 2012, Morin et al. 2012, Vera y Trinelli 2021, Bernini 2022).

Durante el periodo de recuperacion, también se observdé un aumento significativo en la
concentracion de clorofila a plancténica en los tratamientos que habian sido previamente
expuestos al glifosato. Este incremento sugiere que la migraciéon de organismos hacia la
columna de agua, descrita en el parrafo anterior, incluye al menos en parte organismos
fotosintéticos. Esta hipdtesis fue previamente planteada por Vera y Trinelli (2021) vy

corroborada por Bernini (2022), quienes también documentaron el desplazamiento de
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organismos como una respuesta de recuperacion a la exposicion al glifosato. El patréon de
aumento progresivo de clorofila a en los tratamientos con glifosato durante la recuperacion,
ha sido observado en estudios donde las especies tolerantes al glifosato muestran una

proliferacién descontrolada tras una exposicion prolongada (Székacs y Darvas 2012).

En los controles se observé un aumento gradual en los niveles de turbidez, fosforo total y
clorofila a planctonica, con diferencias significativas unicamente al final del periodo de
recuperacion en comparacion con R0. Esto sugiere que, incluso en ausencia de exposicion
al contaminante, también ocurre un desplazamiento de organismos hacia la columna de

agua, posiblemente para aprovechar los nuevos recursos disponibles en el medio.

El aumento en la concentracion de oxigeno disuelto a R5 en todas las unidades
experimentales podria explicarse por un incremento en la fotosintesis y la proliferacién de
los organismos en un medio renovado, rico en nutrientes y libre tanto de herbicida como de
competencia. La ausencia de diferencias significativas entre C y G en los valores de
oxigeno disuelto sugiere una recuperacion de la actividad fotosintética en los organismos
del perifiton que habian sido previamente afectados por el herbicida. Sin embargo, hacia el
final del experimento, los vasos con P2 mostraron una disminucién y la persistencia de
valores bajos de oxigeno disuelto. Esto podria indicar un impacto prolongado del herbicida,

como se ha reportado previamente en sistemas con glifosato residual (Pesce et al. 2009).

Variables perifiticas

El indice autotréfico no solo es utilizado como un indicador de estabilidad estructural y
funcional, sino que también se lo incorpora en evaluaciones de la capacidad de
recuperacion en comunidades microbianas (Matthews et al. 1980). Durante el periodo de
recuperacion, la comunidad mas madura (P2) sufrid una alteracion en el balance entre
autotrofos y heterotrofos, con posibles implicancias en la dinamica estructural y funcional del
perifiton, que no se registré en P1. El perifiton P2 que habia estado expuesto a glifosato
presentd valores de IA mucho menores que el control, lo que podria indicar un crecimiento
de organismos autétrofos y/o la disminucién de los heterétrofos. Las diferencias observadas
entre ambas comunidades destacan la importancia de la madurez de la comunidad en la

capacidad de recuperacioén frente a los impactos de contaminantes (Guasch et al. 2016).

Ambas comunidades perifiticas, sin historia previa de exposicion al glifosato, lograron
recuperar sus caracteristicas a los valores control en un medio libre de herbicida tras haber

estado expuestas 8 dias a 0,4 mg/L de sal monoisopropilamina de glifosato. Nuestros
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resultados coinciden con estudios previos realizados con perifiton expuesto durante 7 dias a
concentraciones similares de ingrediente activo, 0,4 mg/L (Vera y Trinelli 2021) y 0,3 mg/L
(Bernini 2022). En estos trabajos, las variables del perifiton se recuperaron a los 7 y 10 dias,
respectivamente, tras el periodo de recuperacién en agua libre de herbicida. En esta tesis,
se incorpord un tiempo de muestreo mas temprano, a los 5 dias de la translocacion, para

evaluar si la recuperacion podria ocurrir aun mas rapidamente.

Luego de la translocacion al medio libre de glifosato, la comunidad con menor tiempo de
desarrollo sobre los sustratos artificiales (P1) mostré una notable capacidad de
recuperacion, restaurando las variables estudiadas a los 5 dias del periodo de recuperacion.
Ademas, no se observaron diferencias significativas entre los controles y los microcosmos G
en los tiempos posteriores (R10, R15 y R21). Este resultado evidencia una alta resiliencia
de las comunidades jovenes frente al estrés quimico, respaldando estudios previos que
sugieren que comunidades perifiticas mas jovenes, al tener una matriz menos densa y
menos compleja, pueden regenerarse rapidamente tras la eliminacion del estrés (Sabater et
al. 2007). En contraste, la comunidad mas madura (P2) presenté un periodo de
recuperacion mas prolongado, alcanzando la recuperacién recién a los 15 dias de la
translocacion. Esto podria atribuirse a que las comunidades mas establecidas tienden a
acumular mayores cantidades de contaminantes en su matriz (Lawrence et al. 2001,
Beecraft y Rooney 2021), lo que afecta de forma diferencial a los organismos que las

componen y requieren un tiempo adicional para su completa recuperacion.

Por otro lado, otras investigaciones sobre recuperacién del perifiton tras la exposicion a
herbicidas han mostrado resultados opuestos a los nuestros. Por ejemplo, en el perifiton del
Lago Erken, expuesto al herbicida diflufenican durante 12 dias, los valores de clorofila a no
se restauraron rapidamente luego del periodo de recuperacién en un medio libre de
herbicidas (Feckler et al. 2018). Estas discrepancias pueden atribuirse a la complejidad del
perifiton, cuya respuesta es especifica al tipo de estrés sufrido, y ademas esta influenciada
por otros factores. Entre ellos se encuentran el contexto fisico y quimico del medio donde se
desarrollan y estan inmersas las comunidades (Steinman y Mclntire 1990), las interacciones
con otras comunidades, el tipo de contaminante, su concentracion y tiempo de exposicion
(Gustavson et al. 2003), asi como el parametro utilizado para evaluar la recuperacion
(Dorigo et al. 2010). Ademas, factores intrinsecos de las comunidades, como su
composicion, la historia de estrés previo a contaminantes (Bonnineau et al. 2021) y la
madurez y espesor del biofilm (Dorigo et al. 2010), también pueden influir en sus respuestas
de recuperacion. La presente tesis confirma que ambas comunidades perifiticas, que

presentan diferencias iniciales en biomasa, exhiben respuestas distintas en términos de
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resiliencia frente a la exposicion al glifosato. Mientras las comunidades mas maduras
requieren mas tiempo para recuperarse, las comunidades jovenes lo hacen de forma mas
rapida. Estos hallazgos subrayan la importancia de adoptar enfoques de manejo que
consideren la dinamica comunitaria y temporal para minimizar el impacto del glifosato en los

ecosistemas acuaticos.

Estudios sobre el impacto del glifosato en ecosistemas acuaticos han demostrado efectos
perjudiciales a largo plazo como consecuencia de la exposicion crénica a concentraciones
subletales de este herbicida, afectando tanto la estructura de las comunidades como los
procesos biogeoquimicos de los cuerpos de agua (Lirling et al. 2015). En contraste,
nuestros resultados aportan evidencia de como diferentes etapas del desarrollo de las
comunidades perifiticas responden a una Unica aplicacion de glifosato, lo que sugiere la
existencia de ventanas temporales de oportunidad para la recuperacion de los ecosistemas
acuaticos, siempre que se elimine la presion del herbicida. No obstante, la exposicion
cronica al glifosato puede generar impactos acumulativos mas severos en las comunidades,
lo que plantea consecuencias importantes para el manejo sostenible de cuerpos de agua,

particularmente en regiones agricolas.

En resumen, en cuanto a las hipétesis planteadas en este trabajo, no corroboramos que
(H1.1) las comunidades perifiticas con mayor tiempo de desarrollo (P2) mostraran una
mayor resistencia frente al glifosato, en comparacién con las de menor tiempo de
colonizacién (P1). Por otro lado, se corroboré que (H2.1) ambas comunidades perifiticas,
después de ser translocadas a un medio libre de glifosato, logran recuperar sus
caracteristicas a los valores control. Finalmente, se corroboré (H2.2) que las comunidades
con mayor tiempo de desarrollo (P2) tuvieron un proceso de recuperacion mas lento en

comparacion con las comunidades mas jovenes (P1).

nclusion

Distintos estudios han documentado diversas respuestas y factores que pueden regular la
resistencia y la recuperacion del perifiton ante la exposicion al glifosato (Pesce et al. 2009,
Guasch et al. 2016, Vera y Trinelli 2021, Bernini 2022). Estas respuestas estan fuertemente
influenciadas por el contexto ambiental y las trayectorias de recuperacion especificas de
cada comunidad después de la contaminacion por glifosato. Paralelamente, la creciente

preocupacion por la presencia generalizada del glifosato en sistemas acuaticos ha
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impulsado investigaciones sobre métodos para su remocién (Claude et al. 2017,
Espinoza-Montero et al. 2020, Pereira et al. 2021, Yaah et al. 2024). Esto resalta la
necesidad de continuar con estudios experimentales enfocados en el potencial de
recuperacion del perifiton para mejorar nuestra comprension de las respuestas comunitarias
y disenar estrategias mas efectivas de conservacién y restauracion de ecosistemas

acuaticos.

Los resultados de este trabajo confirman la importancia del perifiton como bioindicador en
estudios de ecotoxicologia y revelan la complejidad de sus respuestas ante la exposicion al
glifosato. Ambas comunidades estudiadas demostraron capacidad de recuperar sus
caracteristicas tras la eliminacion del herbicida, destacando la resiliencia inherente del
perifiton en condiciones controladas. Sin embargo, nuestros hallazgos subrayan la
importancia de considerar los tiempos de recuperacion en el disefio de estrategias de
restauracion, especialmente dado que la exposicion crénica o repetida, como ocurre en
zonas agricolas, podria exceder la capacidad de recuperacion de las comunidades,

conduciendo a la pérdida de biodiversidad y funcionalidad ecosistémica (Vera et al. 2010).

Finalmente, para abordar estas inquietudes, es crucial intensificar los estudios
experimentales, desarrollar indicadores ecoldgicos robustos que integren métricas de
resistencia y recuperacion comunitaria para la evaluacion de la salud ecosistémica, y

promover practicas de manejo sostenibles que reduzcan la exposicién de los ecosistemas

acuaticos a contaminantes como el glifosato.

Para futuros estudios que busquen profundizar en la resistencia y recuperacién de
comunidades perifiticas expuestas al herbicida glifosato, seria esencial incorporar algunos
ajustes metodolégicos que mejorarian la robustez y alcance de los resultados obtenidos en

nuestro trabajo.
- Aplicacion de distintas concentraciones y formulaciones de glifosato

Esto permitiria investigar la relacion dosis-respuesta, se propone aplicar un rango de
concentraciones de glifosato, lo que podria arrojar informacién valiosa sobre los umbrales
de toxicidad y los niveles en los que las comunidades pueden desarrollar mecanismos de
resistencia o mostrar diferentes grados de vulnerabilidad. Dado que los efectos en los

valores de clorofila a, peso seco y autotrofia/heterotrofia pueden variar en funcién de la
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cantidad y el tipo de glifosato aplicado, esto permitira una comprensién mas detallada de los

efectos subletales en las comunidades perifiticas.
- Aumento del tiempo de exposicion y recuperacién

Los resultados actuales sugieren que la respuesta perifitica diferencial para P1y P2 podria
depender de un periodo de exposicibn menor para observar respuestas mas definidas y
contrastantes. Ademas, la extension del periodo de recuperacion permitiria observar si las
comunidades logran recuperar sus caracteristicas originales, o si quedan secuelas a largo

plazo tras la exposicion al herbicida.
- Aumento del numero de réplicas por tratamiento

Incluir un mayor numero de réplicas incrementa el poder estadistico del analisis, reduciendo
la variabilidad y mejorando la fiabilidad de las conclusiones. Esto es particularmente
relevante dado que las fluctuaciones observadas entre comunidades (P1 y P2) y el
comportamiento diferencial frente al herbicida pueden estar influenciados por factores no

controlados que podrian mitigarse con un tamano de muestra mayor.
- Incorporacién de comunidades con distintos tiempos de crecimiento

Sumar comunidades perifiticas con distintos tiempos de desarrollo, ademas de los tiempos
ya evaluados, permitiria una mejor comparacion entre fases tempranas y tardias de
colonizacién. Esto resultaria crucial para investigar si la resistencia aumenta con el tiempo
de crecimiento o si existe un punto de estabilizacién a partir del cual la resistencia no
aumenta. A su vez, se podria estudiar como el grado de complejidad estructural adquirido
en las comunidades maduras puede influir en su capacidad de recuperacion tras la

exposicion.
- Identificacion de especies perifiticas

La identificacion taxondmica de las especies que conforman el perifiton en los distintos
tiempos de muestreo permitiria una mejor comprensiéon de cémo la composicion comunitaria
puede influir en los patrones de resistencia y recuperacion. Este analisis podria revelar
cambios funcionales en las comunidades relacionados con la produccion primaria y la
descomposicién, proporcionando un indicador mas del estado de salud y resiliencia del
perifiton ante la exposicion a contaminantes. Dado que diferentes especies pueden mostrar
variaciones en su sensibilidad al glifosato, este analisis ayudaria a identificar aquellas

especies clave que podrian actuar como bioindicadores de estrés ambiental.
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- Estudios en condiciones naturales

En nuestro estudio se estudiaron comunidades perifiticas utilizando microcosmos en
condiciones controladas de laboratorio. Aunque los resultados aportan valiosa informacion
sobre la respuesta del perifiton al herbicida, deben interpretarse con cautela, ya que los
resultados obtenidos pueden diferir de lo que ocurriria en microcosmos o0 mesocosmos al
aire libre y escala ecosistémica. Incorporar estudios en condiciones naturales, con mayor
complejidad ambiental y escala ecosistémica, permitiria que los resultados se acercaran

aun mas a los de sistemas reales.
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ANEXO |

Resumen de los p-valores de los modelos lineales generales para las variables del agua de

los microcosmos. Cada periodo (exposicion y recuperacion) y las comunidades (P1 y P2)

fueron analizados por separado. En negrita se indican los valores estadisticamente

significativos (p-valor<0,05).

Variable Periodo Interaccién Herbicida Tiempo
herbicida-tiempo
P1 Exposicion 0,0038081 0,0051518 0,0004889
Turbidez (NTU)
Recuperacion 0,0054974 0,0001486 2,136x10°
Oxigeno Exposicion 0,6802 0,8787 8,675x10¢
disuelto (mg/L)
Recuperacion 0,06024 0,58386 9,919x10"
pH Exposicion 0,98533 0,04009 0,92676
Recuperacion 0,1482479 0,0004166 0,0251143
Conductividad Exposicion 0,34769 0,04077 3,277x10°5
(mS/cm)
Recuperacion 0,8578 0,5338 1,806x10°8
Clorofila a Exposicion 0,14525 0,14752 0,03449
fitoplanctdnica
(ug/L) Recuperacion 0,012584 0,001522 7,766x10°
Exposicion 0,5543642 0,0003117 0,6916118
Fosforo total
(mg/L) Recuperacion 0,99989 0,74061 0,01229
P2 Turbidez (NTU) Exposicion 0,0015237 0,0008177 2,822x107
Recuperacion 0,02156 7,209x10°¢ 5,139x10°¢
Oxigeno Exposicion 0,7109 0,4644 8,871x10®
disuelto (mg/L)
Recuperacién 0,00584 0,15934 1,571x10°
pH Exposicion 0,5187 0,5187 0,1861
Recuperacion 0,784750 0,726288 0,002156
Conductividad Exposicion 0,8209 0,3769 1,068x10°¢
(mS/cm)
Recuperacion 0,3371 0,1520 6,425x10"
Clorofila a Exposicion 0,1148348 0,0645839 0,0008459
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fitoplancténica | Recuperacién 0,0001303 2,475x108 1,266x10°
(Mg/L)
Exposicion 0,072726 3,589x10™ 0,003293
Fosforo total
(mg/L) Recuperacion 0,94713 0,37780 0,02554
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