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Resumen

Impacto conjunto de dos agentes antropogénicos de cambio ambiental: efecto
del herbicida glifosato y del mejillon invasor Limnoperna fortunei en

ecosistemas de agua dulce

El hombre ha generado durante las ultimas décadas un importante cambio en los
ecosistemas que lo sostienen. En la naturaleza los agentes de impacto ambiental no
actian de forma aislada sino por el contrario operan de manera conjunta, pudiendo
provocar importantes cambios sobre las comunidades afectadas. En este sentido, el
objetivo de la tesis fue analizar el efecto de la interaccién de dos factores de cambio
introducidos por la actividad humana sobre los ecosistemas de agua dulce: el herbicida
glifosato y el molusco invasor Limnoperna fortunei. Se estudié el impacto conjunto
sobre la estructura de las principales comunidades microbianas y sobre la calidad del
agua mediante aproximaciones en ensayos controlados de laboratorio y a escala
ecosistémica en microcosmos al aire libre. Se encontré que bajo las mismas
condiciones, la presencia de L. fortunei acelera la disipacion del glifosato en agua en
casi 4 veces, con una velocidad de hasta 50,2 + 3,4 gs por gramo de peso seco del
tejido blando de mejillones por dia, excretando fosfatos como producto de su
degradaciéon. Asimismo, pudimos detectar que tanto el mejillon integro como sus
valvas por separado participan en la reduccién del glifosato disuelto, determinando de
forma mas precisa el modo de accién de este factor sobre el herbicida. Si bien la
presencia del molusco favorece la disipacion del glifosato, la accién conjunta del
agroquimico y L. fortunei seria perjudicial para los ecosistemas de agua dulce ya que
presentan un efecto sinérgico, producto de su interaccion. El aporte de nutrientes a
partir de la degradacién del herbicida promueve el desarrollo del bacterioplancton,
estimula el crecimiento de algas filamentosas y aumenta la turbidez acelerando el
deterioro de la calidad del agua en el corto plazo. Los estudios a escala ecosistémica
sobre el impacto de agentes de estrés ambiental y su interaccion sobre comunidades
en microcosmos a la intemperie permiten predecir con mayor grado de realismo los

efectos de la actividad del hombre sobre el ambiente natural.

Palabras clave: Glifosato, Limnoperna fortunei, comunidades microbianas, interaccion de

factores antropogénicos, agua dulce, microcosmos.




Abstract

Joint impact of two anthropogenic agents of environmental change: effect of
glyphosate herbicide and the invasive mussel Limnoperna fortunei on

freshwater ecosystems

During the past decades human activity has created a major shift in surrounding
ecosystems. In nature, the environmental impact agents do not act separately but
rather interact and operate together, being able to generate major changes on
affected communities. Accordingly, the aim of this Thesis was to analyze the effect of
the interaction of two environmental impact agents introduced by human activity on
freshwater ecosystem: the glyphosate herbicide and the invasive mussel Limnoperna
fortunei. We studied the joint impact on the structure of the main microbial
communities and on water quality through experimental approaches in laboratory and
in outdoor microcosms. We found that under the same conditions, the presence of L.
fortunei accelerates glyphosate dissipation in water at about 4 times, with a speed of
up to 50,2 + 3,4 gs per gram of mussell dry weight per day, excreting phosphates as a
breakdown product. Moreover, we detected that both the entire mussel as well as its
empty valves participate in glyphosate dissipation in water column, determining more
accurately its mode of action on the herbicide. Although mussels’s presence favours
glyphosate dissipation, the combined effect of the agrochemical and L. fortunei would
be detrimental to freshwater ecosystems as they present a synergic effect, due to their
interaction. Nutrient overload due to herbicide degradation accelerated
bacterioplankton development, stimulates the growth of filamentous algae and
enhances water turbidity through time, promoting the impoverishment of the water
quality in the short term. Ecosystem-scale studies on the impact of environmental
stressors and their interaction on outdoor microcosms communities become more
realistic approaches when predicting the effect of human activity on natural

environment.

Key Words: Glyphosate, Limnoperna fortunei, Microbial communities, Interaction of

anthropogenic agents, Freshwater Ecosystem, Microcosms.
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DESIDERATA

(Andénimo)

Anda placidamente entre el ruido y la prisa, y recuerda qué paz puede
haber en el silencio. Vive en buenos términos con todas las personas,
todo lo que puedas sin rendirte. Di tu verdad tranquila y claramente.
Escucha a los demas, incluso al aburrido y al ignorante, ellos también
tienen su historia. Evita a las personas ruidosas y agresivas, sin
vejaciones al espiritu. Si te comparas con otros puedes volverte
vanidoso y amargo: porque siempre habra personas mas grandes y
mas pequeias que tu. Disfruta de tus logros como de tus planes.
Mantén el interés en tu propia carrera, aunque sea humilde, es tu
verdadera posesidon en las cambiantes fortunas del tiempo. Usa la
precaucién en tus negocios, porque el mundo esta lleno de trampas.
Pero no por eso te ciegues a la virtud que puede existir, mucha gente
lucha por altos ideales, y en todas partes, el mundo esta lleno de
heroismo. Sé tu mismo, especialmente no finjas afectos. Tampoco seas
cinico respecto del Amor: porque frente a toda aridez y desencanto, el
Amor es perenne como la hierba. Recoge mansamente el consejo de
los afos, renunciando mansamente a las cosas de la juventud. Nutre tu
fuerza espiritual para que te proteja en la desgracia repentina. Pero no
te angusties con fantasias. Muchos de los temores nacen de la fatiga 'y
de la soledad. Junto con una sana disciplina, sé amable contigo mismo.
TU eres una criatura del universo no menos que los arboles y las
estrellas: tu tiene derecho a estar aqui. Y te resulte evidente o no, el
universo se desenvuelve como debe. Por lo tanto mantente en paz con
Dios, de cualquier modo que lo concibas, y cualquiera sean tus
trabajos y aspiraciones, mantén en la ruidosa confusién, paz con tu
alma. Con todas tus farsas y suefos rotos, éste sigue siendo un mundo

hermoso. Ten cuidado, y esfuérzate en ser feliz.



A mis maestros

Graciela Ortiz

Sergio Scordamaglia
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i) Cambios en los ecosistemas causados por la actividad humana

El hombre ha generado durante las uUltimas décadas un importante cambio en los
ecosistemas que lo sostienen. Recientemente se ha comenzado a hacer evidente que
nuestra futura supervivencia depende estrechamente del uso sustentable de los
recursos naturales y de la capacidad del ambiente en sostenernos (Twardowska 2004).
A fines del siglo pasado, cientificos de diversos paises, en los que se encontrd
representada la Argentina, se reunieron para evaluar y discutir el estado de los
ecosistemas del mundo y los bienes y servicios brindados por estos, analizando su
deterioro debido a la actividad del hombre. Como producto de este encuentro se
generaron numerosos informes de diagndéstico con el objeto de proveer a las
organizaciones politicas y sociales de los paises de herramientas racionales con base
cientifica a la hora de tomar decisiones que involucren al ambiente (Millenium
Ecosystem Assessment 2005). Segun estos andlisis, un factor directo de cambio
ambiental sera aquel que afecte univocamente a la estructura y funcionamiento de un
ecosistema, mientras que uno indirecto va a operar de manera mas difusa, a través de
la alteracion de uno o mas factores directos. Se describen entonces como importantes
factores de cambio directo a la fragmentacién de habitat, el cambio climatico, la
sobreexplotacion de los recursos, la contaminacion y la introducciéon de especies
invasoras. Los factores de cambio indirecto mas citados son: la demografia humana,
los efectos causados por nuevos aportes de la ciencia y la tecnologia, las influencias
culturales y las politicas nacionales e internacionales en economia y en sociopolitica.

Los avances en ciencia y tecnologia aplicados a la obtenciéon de alimento para una
poblacién mundial en crecimiento, se vieron potenciados durante el ultimo siglo y han
generado cambios en la forma de utilizar los servicios de los ecosistemas. Como
resultado, en los ultimos 40 afios se ha duplicado la cantidad de alimento producido
mundialmente, debido principalmente a un incremento del rendimiento por darea
cultivada. Durante este periodo el rendimiento del trigo aumentd 208%, la produccion
de arroz aumento 109% y los rendimientos de maiz aumentaron 157% en los paises en
desarrollo (Millenium Ecosystem Assessment 2005). Estos incrementos se encuentran
asociados al cambio sustancial en el tipo de agricultura, pasando del ambito familar al

industrial o empresarial. La ingenieria genética ha incorporando en este tipo de
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practica agricola a gran escala especies genéticamente modificadas con tolerancia a
determinados agroquimicos, resultando en las ultimas décadas en un incremento
exponencial del uso de los herbicidas e insecticidas en el campo. Al mismo tiempo, los
avances tecnoldgicos aplicados a la agricultura incorporaron herramientas para evitar
la pérdida de agua y la erosién de los suelos mediante la practica de la siembra directa,
a la que se le suma el barbecho quimico, con aplicacion de herbicidas (Leguizamodn
2009). Por otro lado, el reemplazo de ambientes naturales por tierras de cultivo ha
llevado al deterioro de los ecosistemas ya que por lo general los sistemas de cultivo
tienden a usar mayor volumen de agua, aumentan la contaminacién de cuerpos de
agua naturales, incrementan la erosién, almacenan menos carbdn, emiten mas gases
de efecto invernadero y sostienen menos biodiversidad que los sistemas naturales que
reemplazan, debido principalmente a la gran fragmentacién del habitat producto de la
extensién de la frontera agropecuaria (Millenium Ecosystem Assessment 2005).
Asimismo, los cuerpos de agua de zonas agricolas han sufrido un deterioro debido al
aporte de nutrientes y de sedimentos por parte de las tierras cultivadas, como también
ha llevado a un aumento en la temperatura del agua debido a la deforestacion de

zonas riparias (Piggott et al. 2012).

ii) El agua dulce

De las reservas naturales de agua dulce que hay en el planeta, solamente el 0,3%
(113 x 10° km®) son accesibles al hombre, y constituyen cuerpos de agua superficiales y
aguas subterraneas. El 99,7% del agua dulce restante se encuentra inaccesible al uso
humano, en glaciares (76,4%) o en aguas profundas (22,8%) (Kalff 2002). Para los
ecosistemas de agua dulce y sus servicios, los factores de cambio directo mas
importantes en los ultimos 50 afios incluyen la alteracion de los regimenes hidricos
debido a la extraccién de agua para uso agricola e industrial, como asi también debido
al represamiento de los cursos, la introduccién de especies invasoras, la
contaminacién, y el aumento en la carga de nutrientes (Millenium Ecosystema
Assessment 2005). El desarrollo agricola ha sido histéricamente una de las principales
causas de deterioro de los sistemas de aguas continentales. Se calcula que para el afio

1985, en Europa y los Estados Unidos, entre el 56-65% de aguas continentales han sido
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drenadas para la agricultura intensiva, en Asia el 27% y en Sudamérica el 6%
(Millenium Ecosystema Assessment 2005). Asimismo, la contaminacién de cuerpos de
agua producida principalmente por el ingreso de fertilizantes, ha reducido la capacidad
de dichos ambientes de asimilar y procesar los desechos que reciben. Como resultado,
se han visto deteriorados numerosos cuerpos de agua continentales debido al excesivo
aporte de nutrientes proveniente de cultivos a gran escala, llevando a una
eutrofizacion de los ambientes acuaticos naturales. Las floraciones de cianobacterias,
frecuentes en procesos de eutrofizacion, en lagos, lagunas y aguas costeras, es un
problema que actualmente preocupa en todo el mundo (Bell y Codd 1996, Carmichael
1994, Conroy et al. 2005, Kalff 2002).

En la Argentina el cultivo intensivo de soja, cultivo con una alta demanda de
nutrientes, ha agotado los suelos generando una continua incorporacién de
fertilizantes a los mismos (Mugni et al. 2005). Se calcula que hasta el afio 2006, los
cultivos de soja han extraido 1 millén de toneladas de nitrégeno (N) de los suelos, y
227.000 toneladas de fésforo (P) (Altieri y Pengue 2006). Asimismo, ademas de agotar
los recursos del suelo, el cultivo de soja requiere el suministro de grandes cantidades
de agroquimicos, entre ellos fertilizantes y herbicidas. Como resultado, las lagunas
someras de la regién pampeana inmersas en un intenso uso agricola han sufrido la
hipereutrofizacion de sus aguas debido al impacto de los fertilizantes, caracterizadas
por una relacién N:P relativamente baja, pasando de un estado de aguas claras, con
alta biodiversidad a uno de aguas turbias, con elevado desarrollo del fitoplancton que
aumenta la turbidez organica del sistema (Quirds et al. 2002).

Por otro lado, la introduccion de especies exdticas constituye un factor de cambio
directo que actla sobre los ambientes acudticos naturales. Cuando una epecie
introducida se expande y crece a un ritmo desmedido se convierte en especie invasora
gue actua en detrimento de especies y del ecosistema nativo (Crosby 1986), afectando
la biodiversidad, generando cambios en las relaciones troficas, en el uso de los
recursos, modificando el habitat, asi como también puede constituirse como vector de
enfermedades (Millenium Ecosystem Assessment 2005). La introduccién de especies
exdticas en un ambiente, ya sea intencional o accidental, es un fendmeno que se ha
visto potenciado durante el siglo XX debido al aumento y diversificacion del transporte,

a consecuencia de la globalizacién del intercambio comercial.
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iii) Interaccion entre factores de cambio

Los factores de cambio no actuan aisladamente, sino por el contrario lo hacen de
manera conjunta y a diferentes escalas sobre el ambiente (Christensen et al. 2006,
Piggott et al. 2012, Townsend et al. 2008). En este sentido, es sumamente importante
estudiar los efectos emergentes de la interaccion de dos o mas factores como para
poder entender el verdadero impacto antropogénico y estimar los costos reales de la
actividad del hombre sobre los bienes y servicios de los ecosistemas. La respuesta de la
interaccion de dos o mas factores de cambio puede tener efectos aditivos, siendo el
resultado la suma (o resta) de los efectos por separado, o puede generar resultados
complejos, con caracteristicas propias que derivan en respuestas sinérgicas o
antagonicas de las diferentes variables de un sistema (Townsend et al. 2008). En este
sentido, Schneider y Root (2013) discuten cémo el acelerado proceso de
calentamiento global y cambio climatico interactia con otros impactos antropogénicas
sobre el ambiente, particularmente el uso intensivo de la tierra, generando un efecto
sinérgico sobre el ecosistema. Asimismo, Christensen et al. (2006) argumentan que los
cambios evidenciados en la estructura de las redes troficas de lagos frios se explican
por la interaccion de agentes de estrés ambiental (calentamiento, sequia y

acidificacion del agua) y no por la suma de sus efectos.

En esta tesis doctoral analizaremos la interaccién de dos agentes antropogénicos,
el glifosato -agroquimico producido tecnoldgicamente para mejorar la eficiencia de
obtencidn de alimento- y el molusco invasor Limnoperna fortunei -mejilléon que llega a
la Argentina y a la region como consecuencia de la actividad comercial a través de

buques transocednicos- y su impacto en ecosistemas de agua dulce.

iv) Glifosato

Desde mediados del siglo XX ha habido un cambio en la agricultura con la intencién
de aumentar el rendimiento por area cultivada (Ramankutty et al. 2002), mediante
mejoras en los sistemas de riego, en el tipo de agroquimicos y en la introduccion de

cultivos nuevos que tuvieran mayor eficiencia en el uso de agua y nutrientes. Entre los
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cultivos genéticamente modificados, aquéllos con tolerancia al herbicida glifosato son
actualmente los mas utilizados en todo el mundo (Liphadzi et al. 2005).

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es un acido orgdnico débil derivado del
aminoacido glicina que constituye el principio activo de diferentes herbicidas
comerciales aplicados mundialmente tanto en uso agricola como doméstico, para
eliminar plantas anuales y perennes indeseadas. Es un compuesto fosfonato (peso
molecular= 169), con formula C3HgNOsP (Fig. 1) que contiene tres constantes de
disociacion acido-base (pKa) en medio acuoso (Barja y dos Santos Afonso 1998) (Fig. 2).
Los fosfonatos son moléculas que contienen uno o mas grupos R-PO(OH), y son
compuestos muy estables quimicamente ya que la unidén C-P es altamente resistente a
la hidrdlisis quimica, la descomposicién térmica, la fotdlisis y la accion de fosfatasas
(Barja y dos Santos 2005, Hilderbrand 1983, Kononova y Nesmeyanova 2002). El
glifosato en el ambiente puede ser degradado por algunas bacterias, cianobacterias y
hongos (Araujo et al. 2003, Castro et al. 2007, Cordeiro et al. 1986, Forlani et al. 2008,
Kononova y Nesmeyanova 2002, Liu et al. 1991, Quinn et al. 2007, Rueppel et al.
1977). Existen dos vias principales por las que el glifosato puede ser metabolizado: la
via metabdlica mas comun consiste en la acciéon sobre la unién NH-C, dando como
producto dcido aminometilfosfénico (AMPA) que puede ser posteriormente degradado
a foésforo inorganico y diéxido de carbono (Franz et al. 1997). Por otro lado, algunos
microorganismos tienen la capacidad de romper la unidn caracteristica de los
fosfanatos (C-P) presente en la molécula de glifosato, como también en el AMPA, para
utilizarlo como fuente de fésforo. Finalmente, como producto de degradacion se libera
al medio sarcosina y fésforo inorgdnico. Algunas bacterias que fueron identificadas con
la capacidad de utilizar el fésforo de la molécula de glifosato son: Pseudomonas sp.,
Arthrobacter sp. y algunos organismos de los géneros Rhizobium y Agrobacterium
(Franz et al. 1997). La tasa de disipacion del glifosato en los suelos va a depender de la
actividad y estructura de la comunidad microbiana del suelo y de factores abidticos
como son el pH, la materia orgdnica, la temperatura y la humedad del suelo,

registrandose una vida media entre 32 y 95 dias (Giesy et al. 2000).
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Figura 1: estructura quimica de la molécula de glifosato
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Figura 2: constantes y equilibrios de disociacion dcido-base de la molécula de glifosato en medio acuoso.
Fuente: Barja y dos Santos Afonso (1998).

Se trata de un herbicida no selectivo y de amplio espectro, que penetra en plantas
post-emergentes a través de las hojas y tallos, distribuyéndose por todo el organismo y
actuando a nivel celular. Una vez en la célula, la molécula de glifosato inhibe la
actividad de la enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS) en la ruta
del acido shikimico (Fig. 3), responsable de la formacidn de los aminodcidos aromaticos
fenilalanina, tirosina y triptéfano (Salisbury y Ross 1994, Williams et al. 2000),

resultando la muerte celular y la posterior muerte de la planta (Lydon y Duke 1988). La
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ruta sintética de dichos aminodcidos aromaticos se encuentra en todas las plantas, en

bacterias, algas, hongos y algunos parasitos.

Shikimato 3-fosfato + fosfoenolpiruvato

EPSP
sintetasa

GLIFOSATO

Acido 3-enolpiruvil shikimico 5-fosfato (EPSP) + Pi

Corismato

Prefenato Antranilato

N

FENILALANINA TIROSINA  TRIPTOFANO

Figura 3: esquema de la via metabdlica del shikimato y mecanismo de accion del glifosato en plantas. EI
glifosato actiua como un inhibidor de la enzima EPSP sintetasa. Adaptado de Giesy et al. (2000).

Por otro lado, existe otro mecanismo de accion del glifosato que altera la via
metabdlica en la sintesis de porfirinas, inhibiendo la conversién de succinil CoA a acido
6-aminolevulinico (Fig. 4). Dicho mecanismo afecta la produccion de clorofilas,
citocromos y peroxidasas.

El glifosato posee gran afinidad por las arcillas y los éxidos metalicos presentes en
los suelos, especialmente por éxidos de hierro y aluminio (Barja y Dos Santos 1998),
como también con el material organico (Gimsing y dos Santos Afonso 2005) y al entrar
en contacto con ellos puede adsorberse. La adsorcién consiste en la acumulacién de un
compuesto en una interfase como resultado de las interacciones electrostaticas
débiles entre el plaguicida, el agua y las particulas del suelo (Volesky 2003). Una vez
adsorbido, el glifosato forma un complejo insoluble, evitando su degradacién
microbiana, quedando retenido en el sistema durante un mayor periodo de tiempo

(Peruzzo et al. 2008).
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Figura 4: esquema del mecanismo de accion del glifosato en la ruta de las porfirinas.

El producto comercial que se dispone para su uso consiste en formulados que
contienen al glifosato como principio activo junto con diversas sustancias como
coadyuvantes y surfactantes, necesarias para permitir que el herbicida ingrese en la
planta blanco. El glifosato se introdujo en nuestro pais en la década de 1970 por la
empresa Monsanto® con la comercializacién del producto Roundup®. Este formulado
contiene 480 g de ingrediente activo (equivalente a 360 g e.a.) por litro y como
surfactante a la polioxietilamina (POEA) que es un derivado de acidos grasos animales
(Franz et al. 1997). Actualmente, los formulados comerciales a base de glifosato
presentan en su mayoria una concentracion de entre 480 y 662 g L del principio
activo. Si bien las recomendaciones en la mayoria de los marbetes de los productos en
venta en nuestro pais, como las del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(Informe INTA 2012), indican una aplicacion de entre 2,5-6 L de formulado por ha, las
cantidades reales utilizadas en el campo son mayores debido principalmente a que el
productor agropecuario inocula mas debido la necesidad de eliminar malezas con
resistencias desarrolladas, llegando a valores de hasta 10 L ha™. Como resultado del

excesivo uso de herbicidas, se estima que los ambientes fumigados estarian
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soportando una carga aproximada por campafa de entre 120-165 y 480-660 mg de
glifosato por m?.

En la Argentina actualmente existe un gran nimero de formulados comerciales
(mas de 1000 diferentes), siendo el mayor volumen comercializado por las empresas
Monsanto, Syngenta, Dow AgroSciences y Atanor, con sus marcas Roundup®,
Sulfosato®, Panzer® y Glifosato Atanor® respectivamente. Sin embargo, el tipo de
surfactante utilizado en cada formula generalmente no se encuentra identificado en
los marbetes del producto. Asimismo, el glifosato no es solo utilizado para los cultivos
de soja transgénica (soja RR o Roundup Ready) sino también para cultivos de maiz,
canola, alfalfa y algodén tolerante, como para la practica del barbecho quimico para la
siembra directa. La prdctica del “barbecho quimico” o “labranza cero” se intensificd
con la aparicion del glifosato en el mercado (Fig. 5), con el fin de preservar la humedad
de los suelos y evitar la erosion (Ronco et al. 2008) asi como para combatir las malezas
mas importantes como las gramineas Sorgo de Alepo (Sorghum halepense) y el gramén
(Cynodon dactylon) (Pengue et al. 2009). Actualmente en nuestro pais el uso del
glifosato para la siembra directa con barbecho quimico es mayor que aquel destinado
al cultivo de soja RR, representando un 35% y 31% respectivamente del consumo total
de glifosato en el pais al afio 2009 (CNIA-CONICET 2009). Adicionalmente se lo estd
utilizando en Colombia, Ecuador y paises de la region andina en la lucha contra el
cultivo ilegal de la amapola, la coca y otras plantas, involucradas en el proceso de

generacion de estupefacientes (Solomon et al. 2007).

ARGENTINA

Evolucion de la superficie en S.D.
0,02% I I I
E—— = = B . I I
\'3"} q".#

81%

L I T I T
L L B~

Millones de hectareas

e H
0 w oiwm o

Desde 1977 hasta 2010
ﬂ@”’ AR A

«x,@\?'”ﬁ\ VENEW R \“P q? \F"”ﬁ@
*\ ‘\ '\

Figura 5: evolucion de la superficie con siembra directa en la Argentina entre los afios 1977 y 2010,
pasando a ocupar de 0,02% a 81% del drea cultivada del pais para 2010. Fuente: Informe INTA 2011.
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De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA
1993), el glifosato fue clasificado como de toxicidad baja, en la categoria Ill dentro de
una escala entre I-IV de mayor a menor toxicidad aguda. Segun la EPA, el efecto del
glifosato sobre organismos no blanco, como las aves, los mamiferos, los peces y los
invertebrados es minimo. Asimismo, para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
la Organizacién de Alimentacion y Agricultura de los Estados Unidos (FAO), el glifosato
estd clasificado en la categoria de menor riesgo toxicolégico (Clase IV) (WHO 1994). En
nuestro pais, el SENASA en la Resolucion 350/99 establece que el glifosato en su uso
normal se encuentra dentro del grupo de sustancias activas que posee improbable
riesgo agudo para la salud. A pesar de ser inicialmente comercializado como un
producto no toxico y amigable con el ambiente, en 1996 varios cientificos
independientes se movilizaron para lograr que la corte de Nueva York (EEUU)
prohibiera a Monsanto® comercializar sus productos a base del glifosato como “no-
toxico” o “libre de riesgo” (Attorney General NY 1996). Desde entonces existen
numerosos trabajos cientificos que indican que tanto el Roundup® por un lado, como
su principio activo, el glifosato, tienen efectos nocivos sobre organismos no-blanco,
demostrando que dicho biocida no es inocuo para la salud, para los animales y para el
ambiente en general. Existen estudios que indican que la toxicidad de los surfactantes
muchas veces supera a aquella denunciada para el glifosato (Clair et al. 2012,
Contardo-Jara 2009a, Folmar et al. 1979, Tsui y Chu 2003). Se encontrd por ejemplo
que la lombriz de tierra Aporrectodea caliginosa se ve afectada en su crecimiento
frente a concentraciones normales de aplicacion de glifosato (Springett y Gray 1992), y
que la exposicion a dosis sub-letales de glifosato afecta el aprendizaje asociativo en
abejas Apis mellifera (Thomsett Herbert 2013). En presencia del glifosato solo o como
formulado comercial, la estructura de comunidades microbianas de agua dulce se ve
alterada (Pérez et al. 2007, Saxton et al. 2011, Vera et al. 2010 y 2012); en ensayos se
observé que la riqueza especifica de renacuajos disminuyd con glifosato (Relyea
2005a) y formulados del herbicida generaron toxicidad en renacuajos de Rhinella
arenarum (Lajmanovich et al. 2011) asi como mortandad en renacuajos de Euflictis
cyanophlyctis (Yadav et al. 2013). Concentraciones menores a 2 mg | afectaron el
comportamiento y la mortandad del parasito Chordodes nobilii (Achiorno et al. 2008);

a la vez que Ronco et al. (2008) encontraron que en cuerpos de agua dulce los
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organismos no-blanco, especialmente los invertebrados, son sensibles a Ia
contaminacién con glifosato y otros pesticidas. Si bien es dificil demostrar los efectos
sobre la salud humana, existen trabajos sobre anfibios y ratas que sugieren que el
glifosato tanto solo como en formulado, suministrado a muy bajas concentraciones
(menores a las aceptadas para el consumo humano), altera el desarrollo embrionario
de los organismos vertebrados (Paganelli et al. 2010, Romano et al. 2012).
Investigaciones recientes indican que el glifosato podria ser un disruptor endécrino en
vertebrados y en mamiferos (Gasnier et al. 2009, Seralini et al. 2012). Asimismo
Zouaoui et al. (2013) describen los sintomas que genera la intoxicacién aguda con
glifosato en humanos, llevando en los casos mas graves (6 de 13 pacientes) a la

muerte.

La soja transgénica con tolerancia al herbicida glifosato (conocida como soja RR por
sus siglas en ingles “Roundup Ready”) introducida en Argentina en 1996, fue el primer
cultivo genéticamente modificado del mercado mundial (Dill 2005). En el afio 2011 se
aplicaron 650 millones de toneladas de glifosato en los campos de todo el mundo. La
principal produccién de soja RR se realiza en Estados Unidos, Brasil y Argentina,
representando un 80% de la produccién mundial en el 2009 (Meyer y Cederberg 2010).
Si bien no hay estadisticas claras sobre el uso del glifosato en Europa, se sabe que es el
herbicida mas utilizado en Inglaterra (Garthwaite et al. 2010), que en Dinamarca
representa el 35% del total de todos los pesticidas de uso agricola (Miljostyrelsen
2010), en Alemania se utiliza en el 39% del area cultivada (Steinmann et al. 2012), y en
Francia, Rumania y Hungria se utiliza en los cultivos de girasol. En Argentina, la
expansion de la frontera agricola impulsada por el cultivo de soja comenzd en la
década del ‘70, y en la actualidad, mas de la mitad del area total dedicada a la
agricultura es exclusiva de este cultivo (Aizen et al. 2009) (Fig. 6), representando 17,6
millones de hectareas (campafia 2011/2012, Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca) de las cuales mas del 98% corresponde a la variedad de soja RR (James 2009,
Trigo y Cap 2006). Como resultado, durante el 2007 se utilizaron en nuestro pais mas

de 170 millones de litros de formulado a base de glifosato (CASAFE 2010).
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Figura 6: expansion historica del drea de soja en la Argentina. Cada punto equivale a 350 ha. Fuente:
Carreiio y Viglizzo 2007.

Cuando los cultivos alcanzan un tamafo considerable, la aplicacion de
agroquimicos se realiza mediante el uso de avionetas, para evitar el dafio a la planta
gue causan los vehiculos terrestres. En la regién de la llanura pampeana argentina se
pueden encontrar innumerables —mas de 10.000- cuerpos de agua permanentes tanto
I6ticos como lénticos de diferente tamano, la mayoria someros (Dukatz et al. 2006).
Estos sistemas se encuentran inmersos en un drea geografica en donde el principal
tipo de agricultura que se practica es la empresarial, altamente tecnificada, que incluye
utilizacidon de grandes cantidades de agroquimicos. Por este motivo, los cuerpos de
agua de la regidn se ven sometidos a recibir una carga semejante de herbicida que los
cultivos aledafios por parte de las avionetas u otras maquinas fumigadoras, pudiendo
llegar la concentracién de glifosato en agua a valores muy superiores a los que figuran
en la bibliografia en sistemas acuaticos poco profundos. El herbicida puede alcanzar
cuerpos de agua superficiales de manera directa por dispersién, e indirecta,
transportado por el viento y el agua de escurrimiento luego de una intensa lluvia (Fig.
7). Asimismo, el lavado de los equipos de fumigacién en las acequias y arroyos
constituye otra fuente de contaminacion por la que el glifosato alcanza cuerpos de

agua naturales.

12



Introduccidn

Atmosfera '
\ '
~

‘\‘/:\\, '_ - Liuvia
= | ,‘ =%
. :‘»:__,/:.' ~
- ~

’

Rociado

A

.

3 R
I b roa)
‘;'; y Voiatilizacion ' ge— ‘-‘H T ——
o ‘Y e 1.,5: g f—
R e e A e e L B Ao o g s
‘\.-é Escurimiento s
\ Transporie >

Aguas Subterraneas

A
Y

‘\A Adsorcion <4—» Sedimento

Desorcion

Figura 7: esquema de las formas indirectas en las que el glifosato puede alcanzar cuerpos de agua
superficial.

Son muy pocos los trabajos que reportan concentraciones de glifosato en sistemas
naturales de agua dulce, sin embargo Relyea (2006) recopila y revisa la informacion y
determina un rango de concentraciones de glifosato encontradas en agua dulce que va
desde 1,4 (gobierno de Canada) a 10,3 mg de glifosato I* (Mann y Bidwell 1999). En la
Argentina Peruzzo et al. (2008) sefalan concentraciones entre 0,1 a 0,7 mg I
mientras que Ronco et al. (2008) indican que si bien en ambientes |ticos naturales
cercanos a cultivos de soja RR las concentraciones de glifosato encontradas son
frecuentemente menores a 0,1 mg I, se cuantificé glifosato en un rango entre 1,8 y
10, 9 mg I"%. En cuerpos de agua, los cambios del pH y en la disponibilidad de fosfatos
pueden facilitar la liberacion del glifosato adsorbido en los sedimentos, generando una
fuente de contaminacion del sistema a largo plazo. Los efectos negativos del glifosato
sobre la biota acudtica son diversos, generando alteraciones en la estructura de las
comunidades microbianas (Pérez et al. 2007, Relyea 2005a), pudiendo tener efectos
nocivos sobre organismos acuaticos filtradores como algunos crustdceos y moluscos,
asi como también sobre organismos bentdnicos que se alimentan de sedimentos que
incluyen diversas especies de peces y anfibios (Folmar et al. 1979, Liong et al. 1988,
Relyea et al. 2005, Relyea 2005b). Asimismo, el glifosato interactla con otros agentes
de estrés ambiental, pudiendo presentar efectos complejos sobre la biota. Kelly et al.
(2010) encontraron que juveniles del pez Galaxias anomalus expuestos al herbicida
glifosato o al pardsito trematodo Telogaster opisthorchis por separado no sufrian
malformaciones y alteraciones en la supervivencia como lo que se observaba cuando

ambos agentes actuaban sinérgicamente sobre el pez. Adicionalmente, Tsui et al.
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(2005) encontraron que la interaccion de tanto el glifosato, como el Roundup®, con
metales pesados en agua presentd un efecto antagdnico sobre la toxicidad en

cladéceros de la especie Ceriodaphnia dubia.

v) Limnoperna fortunei Dunker (1857)

El mejillon dorado Limnoperna fortunei es un bivalvo de agua dulce (Fig. 8)
proveniente de las costas del sudeste asiatico, introducido accidentalmente en el Rio
de la Plata, ingresando en Argentina a principios de 1990 mediante el agua de lastre de
buques transocednicos (Pastorino et al. 1993) debido al aumento del comercio
internacional derivado del fenédmeno de globalizacién econdémica (Karatayev et al.

2006).

10 mm

Figura 8: valvas de individuo adulto de Limnoperna fortunei.

En las costas del Rio de la Plata el mejilléon dorado encontré condiciones favorables
para su supervivencia debido a la falta de competidores y depredadores,
dispersandose rdpidamente rio arriba adherido a los cascos de buques de carga. La
invasién avanzé por el Rio Parana a una velocidad promedio de 250 km afio™, como
también por el Rio Uruguay, aunque a una velocidad menor, a un promedio de 30 km
afio™ (Boltovskoy et al. 2006). Limnoperna fortunei alcanzé la costa del Rio de la Plata
en 1991 y por actividad antrdpica se disperso rio arriba por el rio Parana registrandose
su presencia en Paraguay para el afo 1997. Continud su dispersién por los rios Parana

y Uruguay, encontrandose para el afio 2000 en cuerpos de agua de Brasil y de Uruguay.
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Por otro lado, en 1999 se informd su aparicidén en la costa de Porto Alegre, Brasil (Figs.
9 y 10). Actualmente, a mas de 20 aios de su ingreso en América del Sur, esta especie
domina ampliamente la fauna benténica de practicamente todo el sistema del Parana-
Rio de la Plata (Argentina, Uruguay, Brasil y Paraguay), alcanzando densidades de mas
de 200.000 individuos por metro cuadrado (Boltovskoy et al. 2006). Limnoperna
fortunei es una especie dioica, con un ciclo de vida que incluye un estado larval
plancténico y un adulto sésil. Las gametas de ambos sexos son liberadas a
temperaturas mayores de 16°C (Darrigran y Damborenea 2006), para que en el
plancton se desarrollen diferentes estadios larvales de vida libre. En la cuenca del Plata
el mejillén dorado se reproduce ininterrumpidamente durante 9 a 10 meses por ano
(Boltovskoy y Cataldo 1999). Una vez formada la mérula, deviene en la larva trocéfora,
luego pasa a un estado larval con valvas (larva veligera), posteriormente se despliega el
pie con el que se va a fijar al sustrato (larva plantigrada), completdndose la
metamorfosis aproximadamente a los 15 dias (a 25°C) luego de la fertilizacién en
donde se convierte en un adulto sésil (Fig. 11). La tasa del desarrollo larval se ve

acelerada a temperaturas mas altas (evaluado hasta los 28°C) (Cataldo et al. 2005).
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Figura 9: avance en el drea de dispersion de la especie invasora de mejillon Limnoperna fortunei entre
los afios 1991 y 2005 en la cuenca del Plata y otras interiores, tomado de Boltovskoy et al. 2006.
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Figura 10: rango de dispersion de la especie invasora de mejillon Limnoperna
fortunei al afio 2010 en la cuenca del Plata y otras interiores Fuente: Dr. Daniel
Cataldo.
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Figura 11: ciclo de vida del mejillon dorado Limnoperna fortunei.

El adulto de Limnoperna fortunei vive adherido a sustratos duros (naturales o
artificiales) mediante filamentos proteicos denominados biso (Fig. 12), alimentandose
mediante la filtracién de materia organica suspendida y disuelta en el agua. Los habitos

y caracteristicas generales de L. fortunei son semejantes a los del molusco cebra,
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Dreissena polymorpha, especie invasora de Europa occidental desde hace 200 aiios y
América del Norte desde 1987: muy altas tasas de reproduccion, tamafio reducido,
ubicuidad, adaptabilidad y adulto sésil (Sylvester et al. 2005). Asimismo, los habitos
alimenticios de ambas especies y la excreciéon de heces y pseudoheces (material
filtrado pero no ingerido por el bivalvo) hacen que, al sedimentar los productos de
excrecion, se altere la dinamica de los nutrientes, transfiriendo parte de la materia

organica de la columna de agua hacia el bentos (Karatayev et al. 1997).

s et

Figura 12: individuos vivos de Limnoperna fortunei donde se observa el biso (flecha) con el que se
adhiere a sustratos duros (A) y el sifén (flecha) con el que realiza la filtracion (B).

El crecimiento incontrolado de las poblaciones de Limnoperna fortunei ha
colonizando superficies artificiales como cafierias, rejas, intercambiadores de calor de
las plantas industriales que utilizan aguas naturales de rios o lagos en sus procesos
(Fig. 13), asi como también cascos y sistemas de refrigeracién de motores de
embarcaciones de la cuenca del Plata, generando graves problemas econdmicos. Se
han realizado multiples trabajos para encontrar la manera mas eficiente de erradicar
los mejillones y poder minimizar los perjucios del invasor (Cataldo et al. 2003).
Asimismo, debido a su alta tasa de filtracién, que puede alcanzar valores de hasta 350
ml hora™ individuo™ (Sylvester et al. 2005), L. fortunei produce importantes impactos
en los ecosistemas que habita, pudiendo modificar su estructura y funcionamiento
(Boltovskoy et al. 2009a). Los efectos del mejillén son multiples, incluyendo el
aumento en la transparencia del agua, alteraciones en las poblaciones de fanerégamas
acuaticas, impacto sobre la densidad del bacterioplancton, zoobentos y peces, cambios
estructurales en comunidades bentdnicas y nectdnicas, disminucion de la
concentracion de seston y del fitoplancton, modificacion en la produccién primaria del

fitoplancton, y alteracién en la disponibilidad de oxigeno disuelto y nutrientes. Por
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todas estas caracteristicas, L. fortunei es considerado un “ingeniero de ecosistemas”.
Recientemente Cataldo et al. (2012a) publicaron resultados en los que demuestran
gue poblaciones del molusco pueden aumentar las floraciones del género de
cianobacterias potencialmente téxicas como Microcystis, en microcosmos de 400 litros
colocados "in situ" en el lago de la represa Salto Grande, emplazada en el rio Uruguay.
Si bien existen algunos trabajos en los que se reporta al mejillon dorado como
organismo biomonitor de diversos contaminantes de origen industrial, urbano y rural
en sistemas naturales (Belaich et al. 2006, Contardo-Jara et al. 2009b, Villela et al.
2006 y 2007), hasta el momento no se conocen estudios que evalten el impacto de L.
fortunei frente a xenobidticos organicos en general y especificamente al glifosato, en

particular incluyendo un posible papel en biorremediacion.

L . —

Figura 13: (A) rejas de entrada de agua de la Central Nuclear Atucha |
(foto de la izquierda limpias y la de la derecha cubierta de individuos de Limnoperna fortunei). (B)
operario limpiando los mejillones adheridos a uno de los filtros del sistema de refrigeracion de las
turbinas de la central hidroeléctrica de Salto Grande. Fuente: Dr. Daniel Cataldo.
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Objetivo general del trabajo de tesis doctoral

El objetivo general de la tesis consiste en el estudio del efecto de la interaccién de
dos factores de cambio en ecosistemas de agua dulce introducidos por la actividad
humana: el herbicida glifosato y el molusco invasor Limnoperna fortunei. Se trabaja en
el analisis del efecto conjunto del glifosato y L. fortunei sobre la estructura de las
principales comunidades microbianas y sobre la calidad del agua en general. Las
aproximaciones se realizan mediante experimentos en microcosmos, en condiciones

de laboratorio (Seccidn I) y al aire libre, para simular cuerpos de agua lénticos (Seccion

1l).
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Estudio de la interaccion del glifosato
y del mejillon Limnoperna fortunei

en ensayos de laboratorio



Seccién I: Estudio de la interaccidn del glifosato y del mejilldn Limnoperna fortunei en
ensayos de laboratorio

Introduccion

i) El glifosato en agua

El glifosato si bien es mayormente utilizado en ambientes terrestres,
frecuentemente alcanza cuerpos de agua dulce superficiales (lagunas, lagos y rios),
debido tanto a la dispersién por viento durante la fumigacién, como al escurrimiento
de agua superficial luego de una intensa lluvia. La evolucién y la vida media del
glifosato en agua dulce variaran segun las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas
del sistema (Goldsborough y Beck 1989). De acuerdo a la bibliografia, la vida media del
glifosato disuelto en ecosistemas de agua dulce puede variar entre 7 y 70 dias
dependiendo de las condiciones del ambiente (Giesy et al. 2000). En sistemas
naturales, la rdpida disipacion del glifosato en la columna de agua se debe
principalmente a la alta capacidad de la molécula de glifosato de adsorberse a los
solidos en suspension, para luego precipitar al sedimento junto con ellos. Al formar un
complejo insoluble, la degradacion del glifosato por parte de los microorganismos se
ve reducida y por lo tanto el herbicida permanece en el sistema un periodo de tiempo
mayor al establecido segin su vida media. De acuerdo a los cambios fisico-quimicos
del entorno, con el tiempo el herbicida se ird desorbiendo del sedimento, volviendo a
encontrarse disuelto en la columna de agua (Barja y dos Santos 2005). En cuerpos
Iénticos de la pampa humeda argentina, zona con una intensa actividad agricola
empresarial, las caracteristicas idnicas de sus aguas generan tiempos de vida media del
glifosato menores al rango establecido en bibliografia, con valores promedio de 4,2
dias (Vera et al. 2010) y de 5,7 a 7,3 dias (Pérez et al. 2007). En ambos casos se
realizaron experimentos en mesocosmos que contaban con sedimentos tomados de la
region cercanos a la laguna de Chascomus, Pcia. de Buenos Aires, que fueron
agregados al fondo de los mesocosmos experimentales para simular las lagunas
someras de la regién, acentuando la disipacion del glifosato del agua por adsorcién a
las arcillas y metales en los suelos. En otro experimento reportado por Vera et al.
(2012) en cambio, en donde no hubo adicién de sedimentos y se utilizaron

microcosmos de menor volumen (90 litros) para simular charcas temporarias, la vida
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media del glifosato fue mayor, con un promedio de 16 dias. En aguas mas alcalinas,
Goldsborough y Brown (1993) informaron una vida media del glifosato de 11,2 dias en
estanques de bosques boreales.

El glifosato, tanto aislado como mezclado con aditivos en formulados, afecta no
solamente a la flora por su efecto herbicida en los ecosistemas de agua dulce, sino que
también influye en su fauna, de forma directa y/o indirecta. Existen diversos trabajos
qgue indican efectos negativos del herbicida sobre comunidades de invertebrados y de
vertebrados de agua dulce. Tate et al. (1997) informan que el crecimiento corporal del
caracol de agua dulce Pseudosuccinea columella se perturba a concentraciones de
glifosato superiores a 10 mg I™. Por otro lado, la tasa de supervivencia del crustaceo
Hyalella castroi se ve reducida, como también se altera su reproduccion luego de una
exposicidon durante una semana a concentraciones de Roundup® de entre 0,36 y 2,16
mg I de principio activo (Dutra et al. 2011). En vertebrados, existen estudios que
indican que la carpa comun (Cyprinus carpio) (Szarek et al. 2000) y la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) (Jiraungkoorskul et al. 2002 y 2003) a concentraciones sub-
letales de glifosato sufren dafios en tejidos y 6rganos. Menéndez Helman et al. (2012)
identificaron efectos subletales del glifosato en madrecitas de agua Cnesterodon
decemmaculatus analizando biomarcadores de respuestas antioxidantes y de
neurotoxicidad. Adicionalmente, Menéndez Helman (2013) registré en pejerrey
(Odontesthes bonariensis) frente a una exposicién crénica a un formulado a base de
glifosato, efectos a nivel del metabolismo energético, y un aumento en la mortalidad
de las larvas. En sabalos (Prochilodus lineatus) la exposicion aguda a concentraciones
subletales de Roundup® (< 13,7 mg 1) provocaron respuestas antioxidante, de estrés y
cambios en el tejido hepatico (do Carmo Langiano y Martinez 2008). Por otra lado, la
exposicion aguda de la boga (Leporinus obtusidens) a concentraciones de glifosato
menores a 20 mg | generaron alteraciones en indicadores metabdlicos y
hematoldgicos (Glusczak et al. 2006). Asimismo la exposicion continua de anfibios a
concentraciones de glifosato en un rango entre 3,8 y 18 mg I deviene en efectos

nocivos sobre estos (Howe et al. 2004, Relyea 2005a y 2005b).
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ii) Bivalvos

Los moluscos bivalvos, por ser organismos filtradores, suelen ser susceptibles a los
xenobidticos presentes en el agua y muchas veces actian como bioacumuladores de
sustancias toxicas (Dreher Mansur et al. 2012). En bivalvos, Mottier et al. (2013)
identificaron efectos adversos en el desarrollo larval y en la metamorfosis tanto del
glifosato puro, como de su principal producto de degradacion (AMPA) y de dos
formulados a base de glifosato en la ostra japonesa Crassostrea gigas. Si bien Giesy et
al. (2000) indican que tanto el glifosato como su formulado comercial mas conocido, el
Roundup®, no se bioacumulan en animales, Wang et al. (1994) indican que habria
acumulacién de glifosato en la carpa y la tilapia. No obstante, la realidad es que existen
pocos trabajos que evaluan esta problematica, implicando un alto riesgo ecolégico y
sanitario debido a la posible magnificacion en las concentraciones de glifosato en
tejido animal en las redes trdéficas. Se encontrd, por ejemplo, que la almeja asiatica
Corbicula fluminea, especie invasora que llegd a los rios Parana y Rio de la Plata en
1970, puede acumular y concentrar en sus tejidos contaminantes ambientales -PCB,
pesticidas clorados y metales pesados- siendo un buen indicador de contaminacién del
agua de los rios que habita (Colombo et al. 1995, Doherty 1990). Asimismo, el mejillén
cebra Dreissena polymorpha, invasor de los grandes lagos de los Estados Unidos, que
comparte muchas caracteristicas ecoldgicas con Limnoperna fortunei (Karatayev et al.
2007, Sylvester et al. 2005), es una especie biomonitora de las concentraciones de
metales pesados en el agua debido a su capacidad de acumularlos en sus tejidos
(Blackwell et al. 2013, Camusso et al. 2001, Villar et al. 1999). Existen estudios que
utilizan a la especie L. fortunei como biomarcador de agentes contaminantes en
cuerpos de agua naturales a través del estudio de indicadores fisiolégicos del
organismo (Contardo-Jara et al. 2009b, Villela et al. 2007), pero hasta el momento no
hay resultados que sefialen al mejillén dorado como un posible biorremediador.

Al ser organismos sésiles, los mejillones en general son buenos centinelas
ambientales, conservando en sus tejidos "informacién" sobre la historia de
contaminantes del lugar. Sin embargo, como no pueden desplazarse, si las condiciones
ambientales se tornan desfavorables, los mejillones tiene la capacidad de evadir

sustancias toxicas evitando la filtracion mediante el cerrado de sus valvas, pudiendo
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permanecer hasta un mes en inanicién (Cataldo et al. 2003). Las valvas no solo
protegen al organismo de depredadores y de desecacidon cuando quedan expuestos al
aire frente a los cambios hidricos del sistema, sino que les permite evitar que agentes
nocivos en el agua puedan entrar a la cavidad del manto y afectar su metabolismo.
Para esto, el mejillén debe reconocer al xenobidético como peligroso, y esto
probablemente dependa no solo de la identidad del contaminante sino también de la
concentracion en que este se encuentre en la columna de agua. El proceso de filtracion
realizado por los mejillones consiste en tres pasos: (1) la retencion de las particulas en
la columna del agua que entran a la cavidad del manto por el movimiento de las cilias
en las branquias; (2) la ingesta del material retenido y (3) la asimilacién de aquello que
sirva como fuente de energia. Mientras la gran mayoria de las particulas, muchas
inorganicas, no se pueden aprovechar como alimento y son eliminadas como
pseudoheces, el bivalvo va a asimilar y alimentarse del zoo y fitoplancton, de las
bacterias y de materia organica tanto particulada como disuelta en la columna de agua
(Dillon Jr. 2004). A pesar de la alta resistencia de los bivalvos frente a agentes
contaminantes, estudios sobre juveniles y adultos de Corbicula fluminea tanto en
ambientes naturales como en laboratorio indicaron que los organismos sufren
toxicidad y mortandad de juveniles frente a concentraciones elevadas de sustancias
guimicas provenientes de desagties industriales (Zn, Cu, Cr y compuestos aromaticos)

(Boltovskoy et al. 1997, Cataldo et al. 2001).

iii) Biofilm en las valvas

Toda superficie sumergida en agua, tanto de mar como dulce, se encuentra
tapizada por wuna comunidad adherida de microorganismos autotréficos vy
heterotréficos, inmersos en una matriz extracelular. Esta comunidad, que Ilamamos
biopelicula o biofilm, conforma un micro-ecosistema compuesto por hongos, bacterias,
algas y organismos procariotas, que viven adheridos sobre una superficie viva o inerte,
con interacciones complejas mediadas por la matriz de polisacédridos en la que se
encuentra inmersa (Bricheux et al. 2013). En este sentido, la cara externa de las valvas
del mejillon Limnoperna fortunei se encuentra tapizada por biofilm cuyas

caracteristicas estructurales dependerdn de muchos factores, intrinsecos y extrinsecos
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al propio biofilm. Dentro de los componentes mas importantes del biofilm, las
bacterias suelen conformar el grupo dominante, algunas de las cuales podrian
degradar al glifosato dada su potencial capacidad (Castro et al. 2007, Liu et al. 1991,
Rueppel et al. 1977). Hasta el momento no se conocen trabajos que analicen la
estructura y la funcionalidad del biofilm desarrollado sobre valvas de los mejillones de
agua dulce en general y tampoco sobre su posible capacidad biodegradadora de

glifosato.
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Objetivo

El objetivo general del trabajo de esta Seccidn consiste en evaluar la capacidad de
Limnoperna fortunei en reducir la concentracién de glifosato (en su forma acida, 95%
puro) disuelto en agua dulce, mediante ensayos de laboratorio. Para llevarlo a cabo se
plantearon los siguientes objetivos especificos, utilizando microcosmos en condiciones
controladas de laboratorio:

(1) Estudiar la respuesta evasiva del mejillon dorado Limnoperna fortunei frente a
diferentes concentraciones de glifosato analizando el comportamiento de apertura de
valvas, en ensayos de corta duracion.

(2) Evaluar el efecto letal del glifosato, aplicado a distintas concentraciones, sobre
organismos adultos del mejilldn mediante ensayos semi estaticos agudos y crénicos
evaluando la mortalidad de los mejillones, en experimentos de corta duracion.

(3) Registrar el potencial degradador del molusco sobre el glifosato disuelto en agua de
red declorada, diferenciando individuos de talla pequefa y grande, exponiendo a los
organismos a distintas concentraciones de glifosato y evaluando la evolucién de la
concentracion del herbicida en el agua y de nutrientes disueltos, en ensayos de larga
duracion.

(4) Analizar el aporte del complejo valva-biofilm en la posible degradacién del
glifosato, mediante la evaluaciéon comparativa de la accidn de individuos completos del
mejillon y de sus valvas por separado, en ensayo de larga duracion, en agua declorada.
(5) Evaluar la diferencia en los ensayos del punto (3) y (4) realizados en agua declorada

de red y agua de rio tomada del mismo sitio de procedencia de los moluscos.

Hipétesis

Las hipdtesis planteadas para los objetivos especificos propuestos son:
(1) Limnoperna fortunei presenta una respuesta de evasiéon cerrando sus valvas, frente
a concentraciones superiores a 10 mg It de glifosato en agua.
(2) El glifosato afecta la tasa de mortalidad de los mejillones expuestos a altas

concentraciones de herbicida.
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(3) La concentracidn de glifosato en agua se reduce frente a la presencia del mejillon
Limnoperna fortunei.

(4) La tasa de disipacién del glifosato depende de la talla de Limnoperna fortunei.

(5) No hay aporte del complejo valva-biofilm en el efecto del mejilléon Limnoperna
fortunei sobre la concentracién de glifosato disuelto en agua.

(6) El impacto del molusco sobre el glifosato depende del tipo de agua en el que se

analice.

Los resultados de esta seccidn han sido publicados en Di Fiori et al. 2012.

27



Seccién I: Estudio de la interaccidn del glifosato y del mejilldn Limnoperna fortunei en
ensayos de laboratorio

Metodologia

Los ensayos se realizaron en pequefios acuarios de 2 | de volumen, en condiciones
controladas de laboratorio. Los ejemplares de Limnoperna fortunei se recolectaron
manualmente en en el tramo inferior del delta del Rio Parand en su desembocadura
con el Rio de la Plata, San Fernando, Provincia de Buenos Aires (34°25'34"S,
58°32’36"'0), durante un periodo de marea baja, donde generalmente se los puede
encontrar adheridos a todo tipo de sustratos duros naturales o artificiales. Los
organismos recolectados fueron separados cuidadosamente del sustrato y llevados de
inmediato a laboratorio. Alli fueron dispuestos en acuarios con agua de red declorada
durante un periodo de una semana para su aclimatacién a una temperatura de 24 + 1
°C, luz natural y aireacién continua. Se alimentd a los mejillones diariamente con
alimento para larva de peces “baby fish food” (VitaFish®). Luego de su aclimatacion, los
mejillones fueron trasladados a bandejas con agua de red declorada y aireada,
seleccionando para el estudio aquéllos animales que al contacto con el agua abrian
inmediatamente sus valvas, extendian sus sifones y comenzaban a desarrollar una
filtracidn activa.

Los experimentos de laboratorio para analizar la interaccién del mejillon
Limnoperna fortunei y del glifosato fueron llevados a cabo en dos etapas. En primer
lugar se analizd el efecto que pudiera tener el glifosato sobre el mejillén, mediante
ensayos cortos de respuesta evasiva y ensayos de toxicidad evaluando mortandad.
Como segunda etapa se llevaron adelante dos experimentos a largo plazo (3 semanas
de duracién) para analizar la potencial accién degradadora de L. fortunei sobre una
concentracion determinada de glifosato en agua, analizando el efecto del tamafio de

los individuos vy el efecto del complejo valva-biofilm en dicha interaccién.

i) Respuesta evasiva de L. fortunei y ensayos de toxicidad

Se evalué el comportamiento evasivo de los mejillones frente al glifosato, un
agente potencialmente perjudicial para el organismo. Por ser organismos sésiles,
cuando los quimiorreceptores presentes en el manto del bivalvo detectan algin

agente nocivo, el mecanismo de evasion consiste en el cierre hermético de sus valvas.
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Para analizar este potencial efecto, se utilizaron 120 organismos adultos de
Limnoperna fortunei que fueron dispuestos al azar en grupos de 30 individuos en
bandejas blancas con agua de red declorada y aireada, expuestos a cuatro
concentraciones de glifosato (forma &cida, 95% puro): 0, 10, 20 y 40 mg |I'*. Durante
dos horas se registré cada 10 minutos el numero de mejillones con valvas abiertas y
sifones extendidos, es decir, que estuvieran desarrollando una filtracion activa, y se
calculé el porcentaje de mejillones que cerraran sus valvas en presencia de glifosato
para cada una de las concentraciones utilizadas (Fig. 14 A).

Posteriormente se procedié a evaluar la toxicidad del herbicida sobre los
organismos, registrando la mortandad de los mejillones durante diez dias de
exposicién al glifosato. Para esto, se dispusieron al azar 10 individuos en recipientes de
2 litros (unidades experimentales) (Fig. 14 B y 14 C), expuestos a una de las cuatro
concentraciones de glifosato (forma acida, en grado técnico) utilizadas: 0, 10, 20 y 40
mg I, cada una por triplicado (Fig.15). Los mejillones no fueron alimentados durante
el ensayo y fueron provistos de aireaciéon continua. Durante los primeros tres dias se
realizd diariamente el recambio total del agua de cada recipiente para asegurar una
concentracion constante del glifosato al que fueran expuestos los mejillones,
evaluando toxicidad aguda. Se registré el nimero de individuos muertos por acuario a
las 24, 48 y 72 hs. Para evaluar toxicidad cronica sobre Limnoperna fortunei, se
continud el ensayo durante una semana mas, sin recambio de agua, y se contabilizo el
nimero de organismos muertos por acuario a los dias 6, 8, 9 y 10 de exposicion al
herbicida. Se consideraba a un animal muerto cuando sus valvas se encontraban
parcial o completamente abiertas y no se observaban respuestas de cierre de las
mismas ni contraccién de los sifones ante estimulos mecanicos por medio de suaves
contactos con una aguja entomoldgica. En la mayoria de estos casos los tejidos blandos

del animal ya se encontraban deteriorados o ausentes.
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Figuras 14, A, By C: (A) individuos de Limnoperna fortunei dispuestos en bandejas con agua de
red declorada y aireada, expuestos a distintas concentraciones de glifosato para evaluar la
respuesta de evasion de los mejillones; (B y C) disposicion de mejillones en acuarios de 2 litros
para el ensayo de toxicidad.

Figura 15: ensayo de toxicidad en acuarios de 2 litros con 10 individuos de Limnoperna
fortunei cada uno expuestos a distintas concentraciones de glifosato (0, 10, 20y 40 mg I'*) por
triplicado.
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ii) Efecto de L. fortunei sobre la concentracion de glifosato en agua

En esta segunda etapa se llevaron a cabo dos experimentos de 21 dias de duracidn,
uno para analizar el efecto del tamafio de los individuos y el otro para evaluar el efecto
del complejo valva-biofilm y de la calidad del agua, para los cuales se seleccionaron
nuevamente mejillones en buen estado: aquéllos que al ser trasladados a bandejas con
agua limpia respondieran rapidamente realizando una filtracién activa. Dichos ensayos

fueron llevados a cabo en condiciones controladas de temperaturaa 24 £+ 1 °C.

a) Impacto de la talla de L. fortunei sobre la disipacion de glifosato en agua

Se realizd un ensayo en laboratorio para analizar el decaimiento de una
concentracion determinada de glifosato en ausencia (control, C) y presencia de
Limnoperna fortunei, para dos tallas distintas de mejilléon: mejillones pequefios (Lf P),
con talla media de 13 + 1 mm; y mejillones grandes (Lf G), con talla media de 22 + 1
mm. Los mejillones fueron seleccionados segun su longitud maxima, medida con un
calibre digital (marca Sylvac) de precisiéon a 0,01 mm. Se dispusieron 20 individuos de
cada talla en acuarios de 2 litros, con agua de red declorada y aireacidn continua, con
una concentracién inicial de glifosato (acido, 95% puro) de 20 mg I'*. Cada tratamiento
(C, Lf Py Lf G) se realizé por triplicado, contando en total con 9 acuarios. Los mejillones
fueron hambreados 24 hs previas al ensayo y durante el experimento, para eliminar
contaminacién externa derivada de las heces y pseudoheces excretadas por los
mejillones. En funcién de los resultados de los ensayos de toxicidad (ver pag. 35) se
decidid utilizar para el presente experimento una concentracidn de glifosato de 20 mg
I"tya que se observé que no tenfa efecto en el comportamiento evasivo ni en la tasa de
mortalidad de los mejillones. Consideramos que para evaluar la posibilidad de que L.
fortunei utilizara el glifosato como fuente de alimentacidn el herbicida debia estar en
exceso y como Unica oferta alimenticia. Asimismo, esta concentracién representa el
peor de los escenarios posibles de las concentraciones de glifosato que pueden
encontrarse en sistemas naturales luego de una aplicaciéon directa del herbicida (e.g.
mediante aplicacion aérea), una practica agricola muy comun en Argentina como en

otros paises de la region (Vera et al. 2010).
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Seccidn I: Metodologia

Se tomaron muestras de agua (50 ml) a los dias 1, 2, 4, 8, 14 y 21, para cuantificar
la concentraciéon de glifosato disuelto en cada acuario. Una vez concluida la
experiencia y por acuario, se sacrificd y disecciond cada mejillén, se extrajo el tejido
blando y se secd en estufa a 602C hasta peso seco constante. En cada tratamiento con
L. fortunei (Lf P y Lf G) se estimd la tasa de disipacion de glifosato por peso seco de
mejillon para cada talla, expresado como milimoles de glifosato disipados en agua por

gramo de tejido blando seco por dia.

b) Relacion de las valvas de L. fortunei y de la calidad del agua con la
disipacion de glifosato en agua

Se llevd a cabo un segundo experimento con el fin de estudiar el aporte del
complejo valva-biofilm (valvas-biofilm vs. mejillon entero) en la disipacién del glifosato
y el efecto del medio de incubacién (agua declorada vs. agua de rio). Al comparar la
evolucidn del experimento en agua de rio proveniente del mismo sitio donde fueran
recolectados los mejillones (pH 7,5) y del agua de red declorada (pH 7,6), se tuvo la
intencién de evaluar posibles diferencias en la respuesta del mejillén frente a un medio
de incubacién natural y uno artificial. En la Tabla 2 se incluyen caracteristicas del agua
de la parte inferior del delta del Rio Parana cercana al sitio donde fueron tomados los
mejillones y el agua utilizada en los ensayos (segun do Cabro et al. 2003).

Para este objetivo, se repitid el experimento anterior, pero utilizando solamente
mejillones de talla grande, y agregando un tratamiento control. El disefio experimental
fue de dos factores: (1) mejillén y (2) medio de incubacidn. El factor mejillén contd con
cuatro niveles (+Lf, Gli, Val + Gli y Lf + Gli) y el medio de incubacién con dos (agua de
red y agua de rio), obteniéndose un total de 8 tratamientos (Tabla 1), cada uno por
triplicado. En los tratamientos con mejillén (Lf), se utilizaron 20 individuos adultos de
Limnoperna fortunei; en los que se consideraron las valvas (Val) se agregaron 20 pares
de valvas vacias de L. fortunei adulto. Las valvas fueron obtenidas de mejillones adultos
qgue fueron recolectados y aclimatados con el resto de los mejillones vivos utilizados, y
fueron cuidadosamente diseccionados el mismo dia en que se comenzd con el
experimento para conservar intacta la comunidad microbiana del biofilm adherido a
sus valvas. En las unidades experimentales correspondientes se agregé glifosato (Gli)

para llegar a la concentracidn inicial de 16 mg 1™ de glifosato acido (95% puro).
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Seccidn I: Metodologia

Glifosato + 20 pares Glifosato + 20
Glifosato | L. fortunei de valvas de L. organismos de L.
fortunei fortunei
Aguadered | g;ReD Lf REP Gli + Val R€° Gli + Lf R0
declorada (RED)
AguadelRiode | g); o Lf RO Gli +Val M Gli + Lf R©
la Plata (RIO)

Tabla 1: nomenclatura de los 8 tratamientos en el experimento realizado en laboratorio en acuarios de 2
litros, durante 21 dias de duracion. La concentracion inicial de glifosato resulto ser de 16,0 + 0,2 mg I !
para agua declorada y de 15,5+ 0,3 mg I Ten agua de red.

Se tomaron muestras de agua a los dias: 0, 1, 2, 4, 8, 14 y 21. Para cada tiempo se
cuantific6 ademds de la concentracion de glifosato en agua, la concentraciéon de
nutrientes inorgdnicos disueltos: nitrogeno del nitrito+nitrato (N-NO; y N-NOj3),

nitrégeno del amonio (N-NH,4") y del fésforo reactivo soluble (P-PO,>).

Oxigeno Fitoplancton Zooplancton
. Conductividad | 8 N-NH,' | N-NOs; | SRP P total
Variable pH (1S cm) disuelto ( |.1) ( |.1) ( I'l) total (individuos
K (mg l-l) ug ug ng (células ml-l) m|'1)
Rango 6,7-7,2 113-126 6,1-6,4 27-31 178-218 57-65 344-595 14-32

Tabla 2: caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del agua en la parte inferior del delta del Rio
Parand, segun do Cabro et al. (2003).

iii) Analisis de muestras

Los nutrientes disueltos fueron determinados, a partir de muestras de agua
filtradas previamente con filtros de fibra de vidrio tipo Whatman®GF/F, con un
espectofotdmetro portatii Hach® DR/2010 (Hach Company, USA) utilizando los
reactivos Hach® correspondientes. El fésforo reactivo soluble (P-PO,*) se analizd
empleando el método de acido ascérbico, el nitrato + nitrito (N-NO3™ + N-NO,') segun el
método de reduccidon con cadmio (Mackereth et al. 1978) y el amonio (N-NH,") segun
el método del salicilato (APHA 2005), con un limite de deteccién de 0,001 mg I'™%. La
determinacién de glifosato en agua se realizé mediante columna de cromatografia de
intercambio idnico AS4-AG4 en un cromatoégrafo DIONEX DX-100. Previamente cada
muestra se filtré por 0,45 um para evitar dafiar la columna. Se utilizé un loop de 25 pl
de muestra (Pessagno et al. 2008), con un limite inferior de deteccion de

aproximadamente 0,5 mg I de glifosato y un error experimental menor al 5%. Como

eluyente se utilizd una mezcla de NaOH/Na,CO3 4 mM/9 mM a un flujo de 2 ml min.
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Para cada tratamiento se realizd un ajuste a una funcién logaritmica asumiendo una
cinética de primer orden para calcular la vida media del herbicida bajo las diferentes
condiciones. La ecuacion utilizada fue: Glitiempo final= Glitiempo inicia|*e'kt; donde Gli es la
concentracion de glifosato a un tiempo determinado, k es el coeficiente de disipaciony

t es el tiempo.

Una vez finalizado el experimento, se sacrificaron los mejillones, se los disecciond y
se calculd el peso seco del tejido blando de todos los individuos de Limnoperna
fortunei para cada acuario mediante el secado en estufa (a 60°C) hasta peso constante,
usando una balanza digital KERN modelo ARS 120-4 (error 0,0001 g). El peso seco de
los mejillones se calculd para estimar la tasa de excrecién del fésforo reactivo soluble
expresado como micromoles de fosfato excretado por gramo de tejido blando seco por

dia.

iv) Andlisis estadistico

Tanto en el experimento que evalud el efecto del tamafio de Limnoperna fortunei,
como el que evalud el efecto del complejo valva-biofilm y el medio de incubacién en la
concentracion de glifosato en agua, fueron analizandos estadisticamente mediante
ANOVA de Medidas Repetidas, evaluando previamente los supuestos del modelo. En el
primer experimento (efecto del tamafio de L. fortunei) los factores fueron comparados
a-priori con contrastes ortogonales. En el segundo experimento (efecto valva-biofilm y
medio de incubacién) se realizaron comparaciones de a pares debido a la interaccidn
significativa entre los factores analizados, respetando las suposiciones del modelo,
para lo cual se debié transformar variables (con Logaritmo en base 10) para cumplir
con el supuesto de esfericidad. Las comparaciones entre el peso seco del tejido blando
de los mejillones y la tasa de excrecién entre tratamientos, se llevaron a cabo
mediante ANOVA de un factor, realizando comparaciones a-priori y a-posteriori segin
las hipdtesis de cada caso (Zar 1996). Todos los anadlisis estadisticos fueron realizados

utilizando el Software SPSS®.
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Seccién I: Estudio de la interaccidn del glifosato y del mejillén Limnoperna fortunei en
ensayos de laboratorio

Resultados

i) Respuesta evasiva de L. fortunei y ensayos de toxicidad

El comportamiento de los individuos de Limnoperna fortunei expuestos al glifosato
no vario significativamente con la concentracion de glifosato utilizada (10, 20y 40 mg |
Y, y tampoco difirié del control (sin herbicida) (p=0,36). Para todas las concentraciones
de glifosato los mejillones permanecieron con las valvas abiertas y sifones extendidos,
desarrollando una filtracidn activa durante la mayor parte del tiempo. En el ensayo de
toxicidad, solo se registré mortandad de 2 de los 120 mejillones utilizados: uno de ellos
murié a una concentracidn de herbicida de 10 mg 1" al dia 1, y el otro a 40 mg I de
glifosato en el dia 2. Asimismo, durante los dos experimentos de 21 dias de duracién

llevados a cabo en la segunda etapa, no se registré ningln organismo muerto.

ii) Efecto de L. fortunei sobre la concentracion de glifosato en agua
a) Impacto de la talla de L. fortunei sobre la disipacion de glifosato en agua

La concentracion inicial de glifosato en las unidades experimentales resulté ser
18,8 + 0,3 mg I™%. A lo largo del periodo experimental la concentracién de glifosato se
mantuvo casi invariable en el tratamiento control (C), con un decrecimiento promedio
(x ES) de 3 £+ 2 % (Fig. 16). En los tratamientos con mejillon, la concentraciéon de
glifosato se vio reducida a lo largo del experimento, en11+4 % (Lf P)y en 402 %
(Lf G), siendo la concentracion de glifosato a tiempo final de 16,8 +0,7 mg |* y de 11,4
+ 0,6 mg I respectivamente. En Lf P, el glifosato disuelto fue significativamente menor
gue la concentracion inicial (p<0,05) al dia 21. En Lf G, en cambio, la concentracion de
glifosato disminuyd con mayor rapidez, siendo significativamente menor respecto de la
concentracion inicial al dia 2 del experimento (p<0,01). Al comparar la variacién del
glifosato entre tallas de mejillones, se observd que a partir del dia 8 el glifosato
disuelto en los tratamientos con Lf G fue significativamente menor que con Lf P
(p<0,01). Ajustando los valores de concentraciéon de glifosato vs. tiempo a una cinética

de 1*" orden con funcidn logaritmica, la ecuacién obtenida es:
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Seccién I: Resultados

In(glifosato) = -0,023*tiempo + In(18,343), (R?= 0,95 y p<0,05). A partir de esta
ecuacién se obtuvo la tasa de disipacién del glifosato (k) en tratamientos Lf G fue de
0,023 mg dia* (+ 0,002), con una vida media de 30,6 + 4,5 dias. No se pudo estimar
dicha tasa y la vida media del glifosato en los tratamientos Lf P y C debido a que la
disminucién del herbicida en agua fue muy baja, con una reduccién maxima del 11%

luego de tres semanas.
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Figura 16: variacion de la concentracion de glifosato en agua (promedio + ES) a lo largo de la
experiencia en los tratamientos control (Control, sin mejillon), con individuos de Limnoperna fortunei
pequefios (Lf P) y grandes (Lf G).

Al calcular la cantidad de milimoles de glifosato disipados del agua por dia en
funcidn del peso seco del tejido blando de los mejillones se observd que la mayor tasa
se registré durante el ler dia con un promedio de 56,4 y 25,6 mmol de glifosato
disipados por gramo de mejillén en Lf P y Lf G respectivamente. Si bien durante las
primeras 24 hs la tasa de los mejillones pequenos duplicd aquella de los mejillones
grandes, a partir del dia 2 y en adelante, los mejillones grandes tuvieron mayor tasa de
disipacion del glifosato por unidad de peso seco, con un promedio general de 14,6 y

15,6 mmol de glifosato por dia por peso seco mejillén para Lf P y Lf G respectivamente.

b) Relacion de las valvas de L. fortunei y la calidad del agua sobre la disipacion
de glifosato en agua
(b.i) Concentracion de glifosato en agua
Luego de la adicion de glifosato a los distintos medios, la concentracion obtenida

fue de 16,0 + 0,2 mg I"* para agua declorada y de 15,5 + 0,3 mg I en agua de red. Se
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observé que la concentracién de glifosato en agua disminuyé en presencia de
mejillones (Lf + Gli) pero también en presencia de las valvas solas de Limnoperna
fortunei (Val + Gli), tanto para el agua de red declorada como para el agua del Rio de la
Plata. Asimismo, en los acuarios que sdélo contenian herbicida (tratamiento Gli) sin
adicién de mejillon ni de valvas, la concentracion de glifosato en agua se mantuvo casi
invariable durante los 21 dias que durd el experimento (Fig. 17). En los tratamientos
sin herbicida (tratamiento Lf) no se detecté glifosato durante todo el periodo
experimental, indicando que no hubo contaminacién en ninguna de las réplicas de
dicho tratamiento para los dos tipos de agua.

En agua de red declorada, tanto en presencia de las valvas como de individuos
completos vivos de Limnoperna fortunei, la concentracion de glifosato disminuyé
desde una concentracion inicial de 16,0 £ 0,2 mg I* a una concentracidn final de 11,4 +
0,9 mg 'y 9,6 + 0,3 mg I"* para Val+Gli y Lf+Gli respectivamente (Fig. 17 A). La
concentracion de glifosato en agua en estos tratamientos resultd significativamente
menor que en el tratamiento Gli a partir de las 48 hs experimentales (p<0,01 en ambos
casos). En promedio, la presencia de L. fortunei vivos generd la disminucién de la
concentracion de glifosato en agua de red de 50,2 + 3,4 g por gramo de peso seco del
tejido blando de mejillones por dia.

En agua del Rio de la Plata el glifosato disminuyd de una concentracion inicial de
15,5+ 0,3 mg It a valores promedio de 12,5 £+ 0,5 mg It y de 9,5 +0,8 mg I en los
tratamientos Val+Gli y Lf+Gli respectivamente, siendo significativamente menor
respecto al tratamiento control (Gli) a partir del dia 8 (p<0,05 y p<0,01 para Val+Gli y
Lf+Gli respectivamente) (Fig. 17 B). Los mejillones vivos en agua de rio generaron una
disminucién del glifosato de 33,9 + 1,1 g por gramo de peso seco del tejido blando de
mejillones por dia. A pesar de que el decaimiento de la concentracién del herbicida fue
mas lento en agua de rio respecto al agua de red, no se detectaron diferencias
significativas entre los medios de incubacion para cada tratamiento. Esto indicaria que
la variacién en la concentracién de glifosato esta principalmente dada por la presencia
del mejillén, ya sea como organismo vivo o sus valvas, y no por las caracteristicas del
agua utilizada. El efecto del mejillén sobre el herbicida estaria enmascarando posibles
impactos que pudiera haber en la variacién del glifosato en ambientes con distinta

calidad de agua.
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La concentracion de glifosato disminuyé con mayor velocidad en presencia del
individuo completo vivo en comparacion con los tratamientos con valvas + biofilm,
pero estos tratamientos solo difirieron significativamente en la concentracién de
glifosato a tiempo final (dia 21) en agua de rio (p<0,05), la que fue significativamente
menor en el tratamiento con mejilléon vivo. En cuanto a la variacion del glifosato a lo
largo del tiempo, en Val+Gli hubo una disminucion significativa de la concentracidn del
herbicida entre el dia 8 y el 14 en agua de red, y en cambio en agua de rio esta
disminucién fue estadisticamente significativa recién entre los dias 14 y 21 (p<0,01 en
los dos casos). En los tratamientos con mejillon y herbicida (Lf+Gli) la concentracién de
glifosato en agua disminuyé significativamente entre los dias 8 y 14 para el agua de
red, y con mayor velocidad, entre los dias 4 y 8 para el agua de rio (p<0,01 en ambos
casos).

La vida media del glifosato resultd ser de 28,8 + 1,4 dias en acuarios con mejillon
(Lf+Gli) en agua de red, y de 34,4 + 5,0 en Lf+Gli con agua de rio, con una tasa de
disipacion (k) de 0,024 mg dia™ y de 0,021 mg dia™ para agua de red y agua de rio
respectivamente. Por otro lado, en los tratamientos con valvas (Val+Gli) la vida media
del glifosato resulté de 33,8 + 1,5 dia en agua de red, y de 68,8 + 4,8 dias en agua de
rio. A pesar de que la vida media fue mayor en agua de rio, estas diferencias resultaron
estadisticamente significativas solamente entre los tratamientos con valvas (Tukey:

p<0,05 entre Val+Gli de agua de red y agua de rio).

Agua de red declorinada B Aguade rio
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Figuras 17 Ay B: variacion de la concentracion de glifosato en agua (promedio + ES) a lo largo de la
experiencia en los tratamientos con Limnoperna fortunei (Lf), con glifosato (Gli), con valvas de L.
fortunei y glifosato (Val+Gli) y con individuos vivos de L. fortunei y glifosato (Lf+Gli), en acuarios con
agua de red declorinada (A) y en acuarios con agua del Rio de la Plata (B).

38



P-PO,” (mgl?)

3.0

2.5

2.0

15

1.0

0.5

0.0
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(b.ii) Fésforo reactivo soluble

La concentracién inicial de fésforo reactivo soluble (PRS) fue de 0,09 + 0,01 mg ™
en agua de red y de 0,15 + 0,03 mg I en agua de rio (Fig. 18). En los tratamientos
control con herbicida (Gli), no se observd variacién en el PRS durante el periodo
experimental. En acuarios con valvas en cambio (Val+Gli), se registré un aumento del
PRS hasta valores de 0,57 + 0,03 mg I"* y de 0,53 + 0,02 mg | en agua de red y de rio
respectivamente. En presencia de mejillon completo (Lf y Lf+Gli) se observdé un
marcado aumento en la concentracidon de PRS en los dos tipos de agua, siendo mayor
(pero no significativamente) este aumento en los acuarios con herbicida (Lf+Gli). A
tiempo final el PRS cuantificado en acuarios con agua de red fue en promedio de 1,70
0,08 mg ™y 2,18 + 0,16 mg I en los tratamientos Lf y Lf+Gli respectivamente. En agua
de rio el PRS a tiempo final alcanzé valores semejantes, con promedios de 1,73 + 0,15
mg Ity de 2,45 + 0,15 mg I* en Lf y Lf+Gli respectivamente. Para ambos tipos de agua,
los tratamientos Val+Gli y Lf+Gli difirieron significativamente en la concentracién de
PRS a partir del dia 1 (p<0,01 para los dos tipos de agua). El aumento en acuarios con
mejillones completos vivos, tanto en los tratamientos sin glifosato (Lf) como los que
tuvieron adicién de herbicida (Lf+Gli) resulté ser significativo durante las primeras 24
hs para los dos tipos de agua (p<0,05), mientras que en acuarios con valvas (Val+Gli)
esto ocurrié de manera mas gradual, siendo significativo este aumento a partir del dia

4 en agua de red (p<0,05) y a partir del dia 14 en agua de rio (p<0,01).
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Figuras 18 Ay B: variacion de la concentracion de fosforo reactivo soluble (P-PO,;”) (promedio *+ ES) a lo
largo de la experiencia en los tratamientos con Limnoperna fortunei (L.f.), con glifosato (Gli), con valvas
de L. fortunei y glifosato (Val+Gli) y con individuos vivos de L. fortunei y glifosato (Lf+Gli), en acuarios
con agua de red declorada (A) y en acuarios con agua del Rio de la Plata (B).
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Seccién I: Resultados

(b.iii) Nitrégeno disuelto

El nitrogeno del nitrato + nitrito (N-NOs + N-NO,) cuantificado durante el
experimento presentd un comportamiento semejante a lo observado para PRS (Fig.
19). En los acuarios con ausencia de mejilléon y valvas (solo en presencia de glifosato,
Gli) el N-NO3 + N-NO; fue bajo, con concentracién inicial de 0,33 + 0,05 mg It y0,14 +
0,01 mg I'* para agua de red y de rio respectivamente, y no variaron significativamente
durante todo el periodo experimental en ambos tipos de agua. Los tratamientos con
valvas y glifosato (Val+Gli) presentaron un aumento gradual del N-NO3™ + N-NO, en el
tiempo, hasta valores promedio de 2,90 + 0,21 mg I y de 3,03 + 0,47 mg | en agua de
red y de rio respectivamente, diferencidndose del tratamiento Gli solo al dia 21
(p<0,05 en ambos tipos de agua). En los tratamientos con mejillén vivo, con y sin
glifosato (Lf y Lf+Gli), el aumento en la concentraciéon de N-NOs + N-NO, fue mas
pronunciado, diferenciandose estadisticamente (p<0,05) de los tratamientos con
valvas (Val+Gli) a las 24 hs en agua de red y a las 48 hs en agua de rio. A tiempo final
se registraron las concentraciones maximas de N-NO3 + N-NO; con valores promedio
de 6,90 + 0,55 mg I* y de 7,60 + 0,69 mg I en los tratamientos Lf con agua de red y
de rio respectivamente. En los tratamientos con ambos factores Lf+Gli, la
concentracion final de nitrogeno N-NO3” + N-NO, fue levemente menor, con
promedios de 6,10 + 0,20 mg I* y 6,67 + 0,55 mg I en agua de red y de rio
respectivamente. A pesar de ser levemente mayor la concentracién final en agua del
Rio de la Plata, no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos con

mejillon (Lf y Lf+Gli) ni tampoco entre los tipos de agua.
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Figuras 19 Ay B: variacion de la concentracion de nitrégeno de nitritos+nitratos (N-NOz + N-NO;)

(promedio * ES) a lo largo de la experiencia en los tratamientos con Limnoperna fortunei (Lf), con glifosato
(Gli), con valvas de L. fortunei y glifosato (Val+Gli) y con individuos vivos de L. fortunei y glifosato (Lf+Gli), en

acuarios con agua de red declorada (A) y en acuarios con agua del Rio de la Plata (B).
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A diferencia de los demds nutrientes, el nitrégeno del amonio (N-NH4") siguié un
patron de comportamiento distinto (Fig. 20), y este comportamiento varié con el tipo
de agua utilizada. En agua de red, tanto el tratamiento Gli como el tratamiento Val+Gli
presentaron bajos valores de N-NH,;" durante el experimento, con valores promedio
entre 0,01y 0,09 mg I'". De todas maneras, en acuarios con valvas se pudo observar un
pequefio aumento en la concentracidn del nitrégeno del amonio durante los primeros
4 dias experimentales hasta un valor promedio de 0,09 + 0,01 mg I, seguido de una
subita disminucién de dicho nutriente. En presencia de mejillén (Lf y Lf+Gli), el N-NH;"
aumentd rapidamente durante las primeras 24 hs, para luego decrecer durante la
primera semana. A partir del dia 8 se observd nuevamente un aumento, mas
pronunciado en Lf+Gli que en Lf, alcanzando a tiempo final un promedio de 0,24 + 0,02
mg 1ty de 0,63 +0,16 mg ' en Lf y Lf+Gli respectivamente.

En los tratamientos con agua de rio, los valores iniciales de N-NH," fueron mayores
que aquellos medidos en agua de red, con un promedio de 0,37 + 0,01 mg I"*. En Gliy
Val+Gli, el nitrégeno del amonio decrecié rapidamente durante la primera semana, y a
partir del dia 8 se encontré en muy bajas o nulas concentraciones. En presencia de
Limnoperna fortunei, en cambio, el N-NH;" aumentd rapidamente en las primeras 24
hs, posteriormente disminuyd durante la primera semana, y aumentd nuevamente
durante la ultima semana experimental. La concentracion final en acuarios con
herbicida (Lf+Gli) duplicé la concentracidn final en tratamientos con solo mejillén (Lf),
con concentraciones promedio al dia 21 de 0,28 + 0,16 mg Iy 0,69 + 0,19 mg I* en Lfy
Lf+Gli respectivamente.

En ambos tipos de agua la excreciéon de amonio ejercida por los mejillones fue
mayor en presencia del herbicida, aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos Lf y Lf+Gli para cada tipo de

agua.
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Figuras 20 Ay B: variacidn de la concentracidn de nitrégeno de amonio (N-NH,') (promedio * ES) a lo
largo de la experiencia en los tratamientos con Limnoperna fortunei (Lf), con glifosato (Gli), con valvas
de L. fortuneiy glifosato (Val+Gli) y con individuos vivos de L. fortunei y glifosato (Lf+Gli), en acuarios
con agua de red declorada (A) y en acuarios con agua del Rio de la Plata (B).

(b.iv) Peso seco de mejillones
El peso seco del tejido blando de los mejillones utilizados en los tratamientos varié
entre 18,4 y 28,2 mg por acuario, y no difirié significativamente entre acuarios. En los
tratamientos con agua de red el promedio del peso seco del tejido blando del mejillén
por acuario fue de: 22,3 +0,1 mgy 20,0 + 1,5 mg para Lf y Lf+Gli respectivamente; y en

agua deriode 20,0+ 1,3 mgy 21,7 £ 0,6 mg para Lf y Lf+Gli respectivamente.
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Seccién I: Estudio de la interaccidn del glifosato y del mejilldn Limnoperna fortunei en
ensayos de laboratorio

Discusion

i) Efecto del mejillon, de sus valvas y de la calidad del agua sobre el

glifosato

El mejillén dorado Limnoperna fortunei no presentdé un comportamiento de
evasion (cerrando sus valvas) frente a la exposicidn a concentraciones de glifosato de
hasta 40 mg I™%. En todas las concentraciones del herbicida ensayadas los animales
permanecieron con sus sifones extendidos y realizando un activa filtracion a lo largo de
la mayor parte del periodo experimental. Asimismo, durante 10 dias de exposiciéon no
hubo wuna mortandad diferencial entre organismos expuestos a distintas
concentraciones de glifosato, respecto a aquellos en agua limpia sin el xenobidtico. Si
bien se ha encontrado que la exposicion de organismos de L. fortunei durante tres
semanas a concentraciones de hasta 6 mg |I* de glifosato (dcido, 95% puro) afecta
marcadores bioquimicos del metabolismo del mejillén (lummato et al. 2013), estos
efectos no se manifestaron en el comportamiento y supervivencia en los ensayos de
evasion y toxicidad. Dichos autores registraron un aumento en la actividad de la
glutation-S-transferasa y la fosfatasa alcalina, como también en los niveles de
peroxidacidn lipidica en mejillones en tratamientos con glifosato. Asimismo, frente a
concentraciones de glifosato, L. fortunei presentd una disminucion significativa en la
actividad de las carboxilesterasas y la superoxido dismutasa, indicando efectos
adversos del herbicida en el metabolismo del mejillén (lummato et al. op cit.).

Por otra parte, la concentracion de glifosato en agua se vio afectada por la
presencia de Limnoperna fortunei, observandose una reduccion del 40 £+ 2 % en el
tratamiento con mejillones grandes (Lf G) en el primer experimentoy del 40 +2 % y 39
5 % en el segundo experimento en el tratamiento Lf+Gli, en agua de red y de rio
respectivamente (equivalente a una disminucién de 51 + 1 y 37 + 2 mg de glifosato
mejillon™ dia™ en agua de red y de rio respectivamente). Se comprobd que, en las
concentraciones ensayadas, el efecto de L. fortunei de talla grande sobre el glifosato -
que consiste en disminuir su concentracién en agua aproximadamente un 40% luego
de 3 semanas de exposicion- es entonces repetible bajo las mismas condiciones

experimentales. Asimismo, se observod que la disipacion del glifosato en agua de rio no

43



Seccion |: Discusion

vario significativamente de aquella observada en agua de red, indicando que la calidad
de agua no estaria afectando la respuesta de los mejillones al herbicida. Esto sugiere
que L. fortunei actua rapidamente en la disipacién de glifosato en agua, enmascarando
cualquier potencial efecto que pudieran tener las caracteristicas fisicoquimicas (pH,
conductividad, sélidos en suspensién, etc.) y biolégicas (plancton) del agua sobre la
concentracion de glifosato. La disminucion del glifosato observada en tratamientos con
valvas vacias de Limnoperna fortunei nos indica que las valvas, junto con el biofilm
asociado a ellas, estarian también participando en la disipacion del glifosato en agua.
La tasa de reduccién media fue de 29 + 5 % en agua de red, y de 20 + 3 % en agua de
rio, lo que equivale a 40 + 3 y 28 + 3 mg de glifosato mejillon™ dia™ en agua de red y de
rio respectivamente.

Por lo observado, la disipacion del glifosato en agua expuesto a Limnoperna
fortunei podria ser explicada a través tres mecanismos que no serian excluyentes entre
si: (1) adsorcién del glifosato a la superficie de las valvas, del biofilm o tejido blando del
mejillon; (2) degradacion mediada por bacterias del biofilm de las valvas y/o por
bacterias asociadas al metabolismo del mejillon vivo y (3) incorporacién y
metabolizacion del glifosato de forma directa por parte del mejillon. En cuanto a la
adsorcién a las valvas, se sabe que el glifosato tiene alta afinidad a iones metalicos
(Barja y dos Santos Afonso 1998) y puede adsorberse a cationes en superficies solidas
mediante el grupo fosfato. La valva del mejillon estd principalmente compuesta por
dos fases, una interna (nacar) formada por carbonato de calcio cristalino en la forma
de calcita o aragonita, y otra externa (periostraco) formada por una matriz de
proteinas fibrosas (Taylor y Layman 1972). Asimismo, las valvas de los moluscos
pueden contener cantidades traza de otros elementos como cationes metdlicos dentro
de las estructuras de aragonita y calcita, como también aniones de la propia valva
atrapados como impurezas durante la calcificacidon o adsorbidos a material organico de
la valva (Fritz et al. 1990). Es esperable por lo tanto que la adsorcién del glifosato a las
valvas ocurra principalmente en la cara interna de las mismas. Por otra parte, las valvas
de los mejillones sostienen una cantidad de microorganismos en el biofilm adherido
gue podria estar participando en la degradacion del glifosato. En los tratamientos con
valvas se podria concluir que estaria ocurriendo un proceso de degradacion del

herbicida ya que se observé que a lo largo del tiempo no solo fue disminuyendo su
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concentracion, sino que ademds fue aumentando la aparicién del fésforo reactivo
soluble en agua, diferenciandose estadisticamente de la concentracién a tiempo inicial.
Como el enlace C-P presente en los compuestos fosfonatos es muy resistente a la
hidrdlisis quimica, a la descomposicion térmica, a la fotdlisis, como también a la accidon
de las enzimas fosfatasas (Hilderbrand 1983), consideramos que la ruptura de la
molécula de glifosato tuvo que estar mediada por la accién de bacterias y hongos
presentes en el biofilm de las valvas. Los fosfonatos se encuentran ampliamente
distribuidos entre compuestos naturales en todos los reinos del mundo bioldgico, pero
hasta el momento solamente organismos procariotas y algunos hongos son
considerados capaces de romper el enlace C-P presente en los fosfonatos, y utilizar
este compuesto como una fuente de fdsforo (Castro et al. 2007; Kononova vy
Nesmeyanova 2002). La degradacion del glifosato en tratamientos con valvas fue
menos importante en agua del Rio de la Plata respecto al agua de red, posiblemente
debido a la presencia de predadores zooplanctdnicos en agua de rio que podrian estar
modificando la estructura y el funcionamiento de la comunidad microscopica del
biofilm de las valvas de L. fortunei. Adicionalmente, las propiedades fisico-quimicas del
agua podrian alterar caracteristicas biolégicas de las células del biofilm facilitando su
desprendimiento de las valvas y por lo tanto deteriorando su estructura (Moore et al.
2000). En el tercer caso, consideramos que si bien no se conocen trabajos en los que se
evidencie la metabolizacién del glifosato por parte de mejillones, no tenemos
evidencias suficientes para descartar dicha hipétesis. Por otro lado, podria darse la
bioacumulacién de glifosato en L. fortunei, considerando que los organismos bivalvos
tienen la capacidad de concentrar en sus tejidos contaminantes ambientales organicos
(Colombo et al. 1995, Doherty 1990), y que Wang et al. (1994) indicaron que habria
acumulacién de glifosato en tejido de peces (carpa vy tilapia).

Se descarta un posible artefacto del experimento medidado por la adsorcion de
glifosato en las paredes de los acuarios ya que en tratamientos Gli (sin L. fortunei) el
herbicida no varid significativamente durante el transcurso de los dos experimentos

realizados a lo largo de 21 dias.
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ii) Vida media del glifosato

La disipacion del glifosato en ambientes acuaticos naturales varia con las
caracteristicas quimicas y bioldgicas del ambiente, como son el pH, la temperatura del
agua, los sélidos en suspension, la presencia de iones de hierro y aluminio o la
actividad microbiana (Barja y dos Santos Afonso 1998 y 2005). En los ensayos se estimo
una vida media de glifosato en agua en un rango entre 28-34 dias en presencia de
mejillon. Por otro lado, en los tratamientos con valvas (Val+Gli), la vida media del
glifosato resultd ser 1,2 y 1,9 veces mayor que con mejillones vivos para agua de red y
de rio respectivamente. Si bien la vida media se encuentra dentro del rango estipulado
segun otros autores (entre 7 y 70 dias), aqui resultd ser considerablemente mayor a
aquella registrada en experimentos en mesocosmos, siendo menor a 8 dias, (Pérez et
al. 2007, Vera et al. 2010) y en microcosmos, de 16 dias (Vera et al. 2012). En estos
experimentos, tanto los microcosmos como los mesocosmos se encontraban al aire
libre y con un medio acuatico semejante al de las lagunas de la cuenca del rio Salado
(Pcia. de Buenos Aires) con caracteristicas alcalinas. Nuestros ensayos fueron
realizados en laboratorio en acuarios de 2 litros y en condiciones controladas de
temperatura, lo que no facilitd la degradacion del glifosato por parte de
microorganismos o por fotdlisis, como tampoco la adsorcion del herbicida a
sedimentos. Asimismo, el agua de rio utilizada en nuestros ensayos proviene de un
sitio del Rio de la Plata con baja concentraciéon de sales minerales y poca biomasa
planctdnica (de Cabo et al. 2003) que pudiera interactuar con el herbicida y participar
en la disipacion del glifosato (Barja y Dos Santos 1998, Gimsing y dos Santos Afonso
2005). La vida media del glifosato se ve afectada entonces no solo por la presencia de
Limnoperna fortunei, tanto el organismo vivo como sus valvas con biofilm, sino
también por las caracteristicas ambientales del sistema en cuestiéon, tal como fuera

reportado previamente (Goldsborough y Beck 1989).

iii) Nutrientes disueltos

Las concentraciones de fésforo reactivo soluble y de nitrato + nitrito en agua vario
de manera similar, aumentando a lo largo del tiempo en los tratamientos con

presencia de Limnoperna fortunei vivo, y en menor grado, en presencia del complejo
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valva-biofilm. Los mejillones aportaron fosfatos y nitratos al ambiente debido
probablemente a la actividad basal de su metabolismo, como fuera reportado
previamente por Cataldo et al. (2012a y 2012b). Con adicién de glifosato, el aumento
del fosfato fue mayor, tanto en tratamientos con mejilldn como con valvas-biofilm,
probablemente dado por la degradacion del herbicida realizada por los mecanismos
detallados mas arriba, que involucran a los microorganismos del biofilm de las valvas y
al metabolismo del mejillon. A pesar de que se obtuvieron mayores valores de fosfato
en los tratamientos con glifosato respecto a aquéllos sin herbicida, no se encontraron
diferencias significativas entre ellos, indicando que si bien el glifosato es una fuente de
fosforo, la liberacion de fosfato al medio proveniente de la degradacion del herbicida
estaria siendo enmascarada por la tasa basal de excrecién de los mejillones. Si el
alimento se encuentra limitante (i.e. en tratamientos sin glifosato), los mejillones
consumirdn reservas propias para mantener una tasa metabdlica basal. De acuerdo a
nuestros resultados, en presencia de glifosato, la disponibilidad de alimento (i.e. el
herbicida) no alcanzaria para generar grandes diferencias en la tasa de excrecion
debido a un aumento significativo de la tasa metabdlica del mejillén.

Por otra parte, el aumento en la concentracion de fésforo reactivo soluble y
nitratos en agua en tratamientos con valvas en los dos tipos de agua utilizada, indicaria
gue sobre las valvas habrian microorganismos vivos excretando nutrientes inorganicos
al medio, apoyando la hipétesis de la degradacion de glifosato por parte del biofilm. Al
no encontrar diferencias significativas entre los tipos de agua se sugiere que la
comunidad microbiana degradadora del herbicida estaria siendo aquélla
correspondiente al biofilm de la valva, en lugar de ser las comunidades planctdnicas
del agua. Asimismo, esto es confirmado por el tratamiento control con glifosato (Gli)
en donde no se registrd disipacion del herbicida, ni aumento de nutrientes inorganicos
en el agua. La comunidad microbiana adherida a las valvas varia en su estructura y
funcién de acuerdo a las condiciones ambientales donde fuera originada (Wimpenny
2000), y por lo tanto es posible que distintas comunidades microbianas difieran en su
respuesta al glifosato. Por otro lado, es probable también que el biofilm sufra alguna
alteracion estructural y/o funcional al pasar del medio natural a un medio con distintas
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, como el agua de red. El biofilm se

encuentra condicionado tanto por las caracteristicas del soporte en el que se
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desarrolla como por las de la columna de agua en donde habita, integrando los efectos
de las condiciones ambientales (Sabater et al. 2007).

El amonio presentd un comportamiento distinto a aquel observado para los demas
nutrientes. La concentracion inicial del nitrégeno del amonio fue mayor en agua de rio
respecto a aquella en agua de red. En presencia de Limnoperna fortunei el amonio
aumento durante las primeras 24 hs como resultado de la tasa de excrecién de los
mejillones, como fuera observado previamente por otros autores (Cataldo et al. 2012a
y 2012b). Posteriormente la concentracion disminuyd, especialmente en agua de rio
donde alcanzd valores casi nulos, posiblemente debido a la presencia de un mayor
nimero de microorganismos en el agua que utilizan el amonio como fuente de
energia. En la segunda o tercera semana (dependiendo del tipo de agua) la
concentracion de amonio volvié a aumentar en los tratamientos con presencia de L.
fortunei, posiblemente debido a una mayor tasa metabdlica de los mejillones una vez
adaptados a las condiciones experimentales. No obstante, el aumento observado en
los tratamientos con valvas para ambos tipos de agua, si bien no resultd ser
estadisticamente distinto al amonio en el tratamiento control (Gli), sostiene
nuevamente la hipdtesis de la presencia de microorganismos vivos sobre el biofilm de

las valvas.

iv) Peso seco de mejillones

No se encontraron diferencias en las variables de masa del tejido blando de los
mejillones entre los tratamientos con glifosato de aquellos sin herbicida. Esto sugiere
que de estar utilizando los mejillones al glifosato como alimento, la energia aportada
por el herbicida no alcanzaria para superar los requerimientos energéticos del
metabolismo basal de los organismos, o que el periodo experimental no fue lo
suficientemente largo para detectar posible aumento de peso en aquellos mejillones
expuestos al herbicida. De todas maneras se necesitaria otro tipo de ensayo para
determinar si los mejillones estan metabolizando el glifosato, y si este les provee de
energia para obtener una ventaja metabdlica frente a aquellos mejillones que no
tuvieron adicién de glifosato, por ejemplo utilizando glifosato marcado

radioactivamente y evaluar su incorporacion en el tejido de L. fortunei.
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Conclusiones

En esta primera seccion de la Tesis aportamos evidencias que indican que
Limnoperna fortunei no sélo no ve alterado su comportamiento frente a la presencia
de glifosato en agua en altas concentraciones (mucho mayores a aquellas reportadas
en sistemas naturales), sino que favorece la mineralizacion del herbicida en agua tanto
por su actividad filtradora como por la comunidad microbiana adherida a sus valvas,
liberando nutrientes inorganicos al medio. Si bien no se conocen trabajos que evalien
la capacidad degradadora de los mejillones sobre herbicidas en el agua, se sabe en
cambio que dichos organismos generan grandes modificaciones en la disponibilidad de
los nutrientes del sistema. En estudios previos se ha observado que tanto el mejillén
Limnoperna fortnuei como su par ecoldgico Dreissena polymorpha, remineralizan el
amonio y el fosfato en los cuerpos de agua, modificando el ciclo de nitrégeno y de
fosforo del sistema (Cataldo et al. 2012ay 2012 b, Conroy et al. 2005), aumentando los
nutrientes disponibles para ser utilizados por los microorganismos. Estos resultados
sugieren grandes efectos sobre el ambiente. Por un lado la rdpida disipacién del
glifosato en agua ante la presencia de individuos de L. fortunei reduciria los efectos
negativos del herbicida descriptos sobre organismos acudaticos no-blanco una vez que
este compuesto alcanza cuerpos de agua después de una fumigacion (Austin et al.
1991, Goldsborough y Brown 1988, Relyea 2005a y 2005b). Por otra parte, en aguas
contaminadas con glifosato, la presencia del mejillén dorado aceleraria la
disponibilidad de fdsforo soluble para organismos autétrofos, facilitando vy
estimulando la eutrofizacién del sistema (Forlani et al. 2008, Vera et al. 2010).

Los resultados aqui presentados constituyen un primer paso hacia un potencial uso
del mejillon dorado como agente bioldgico, capaz de moderar los efectos nocivos de
las descargas de glifosato sobre la biota y los ambientes acudticos. En ambientes con
alta carga orgdnica, se podrian ubicar jaulas con individuos de L. fortunei para facilitar
y acelerar la mineralizacién del material orgdnico particulado y en suspension. Al
tratarse de una especie invasora, con larva planctdnica facilmente dispersable, es de
suma importancia utilizarlo solo en ambientes artificiales cerrados, o bien en sistemas
naturales donde ya se encuentre el mejillon, para evitar facilitar su invasién a otros
ecosistemas. Sin embargo, tal como fuera mencionado, en sistemas naturales la

presencia conjunta de ambos agentes, estaria generando una aceleracion en la
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eutrofizacion del agua. El glifosato fue reportado como un agente que en el agua
genera eutrofizacion (Vera et al. 2010 y 2012) y, en un escenario de interaccién con L.

fortunei, el fendmeno se veria agravado.

Para entender mejor las consecuencias ambientales de la interaccion del L. fortunei
con el herbicida glifosato se requieren estudios a mayor escala, que incluyan analisis
del impacto sobre las variables fisico-quimicas y las comunidades bioldgicas del
sistema. En la Seccion Il de la presente Tesis, incorporaremos evidencias sobre este

punto.

En respuesta a las hipdtesis planteadas para este capitulo, observamos que:

(1) Limnoperna fortunei no presentd una respuesta de evasion frente a
concentraciones de glifosato de hasta 40 mg 1™

(2) ElI glifosato no afecté la mortalidad de los mejillones expuestos a
concentraciones de glifosato de hasta 40 mg 1™

(3) La concentracién de glifosato en agua disminuyd significativamente frente a
la presencia del mejillon Limnoperna fortunei.

(4) La tasa de disipacion del glifosato dependié de la talla de Limnoperna
fortunei. Si bien los organismos mas pequefios tienen una mayor tasa metabdlica por
unidad de peso, el efecto de los organismos de mayor tamafio sobre la concentracién
de glifosato en agua resulté significativamente mayor.

(5) El complejo valva-biofilm contribuyé al efecto del mejillon Limnoperna
fortunei sobre la concentracidn de glifosato disuelto en agua, aportando no sélo una
superficie de adsorcién sino también degradacién del herbicida por parte de las
comunidades microbianas adheridas a las valvas.

(6) La disipacion del glifosato mediada tanto por el individuo completo vivo de
Limnoperna fortunei como por el complejo valva-biofilm fue independiente del tipo de

agua utilizada.
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Seccidn Il: Interaccion del glifosato y del mejillén Limnoperna fortunei sobre
comunidades microbianas y la calidad del agua dulce: un estudio en microcosmos al
aire libre

Introduccion

Los trabajos que estudian la toxicidad de contaminantes como el glifosato, sobre
organismos acuaticos, frecuentemente se llevan a cabo a través de bioensayos de
laboratorio (Alberdi et al. 1996, Gardner et al. 1997, Goldsborough y Brown 1988,
Schaffer y Sebetich 2004). Asimismo, gran parte de estos ensayos se realizan con
cultivos monoespecificos, y varios se basan en la concentracion letal 50 (LCsg), es decir
usan como indicador la concentracidn del téxico en la que muere la mitad de los
organismos bajo estudio. En general se utiliza este tipo de experimento para evaluar la
toxicidad de las sustancias xenobidticas por parte de las organizaciones
gubernamentales (e.g. EPA en USA, SENASA en Argentina) como asi también en el
proceso de patentamiento de los distintos formulados. Si bien los ensayos
monoespecificos constituyen una técnica ampliamente utilizada (e.g. Peterson y
Hulting 2004, Solomon et al. 2007), no tienen en cuenta los efectos subletales (tanto
agudos como cronicos) que pudiera provocar el contaminante sobre el metabolismo
de los organismos. Asimismo, proveen de poco realismo al no incluir el analisis de la
relevancia de la mortandad de una parte de la poblacidn sobre el funcionamiento de la
comunidad como conjunto, ya que en un ambiente natural, distintas especies van a
variar en su sensibilidad, tipo de respuesta y capacidad de recuperacion frente a un
biocida dado (Peterson et al. 1994). Diversos autores (Franz et al. 1997, Schmitt-Jansen
et al. 2008) destacan la importancia de realizar estudios ecotoxicolégicos a escala
comunidad ya que tienen en cuenta las caracteristicas propias de la comunidad
(estructura y funcionamiento) que incluyen la interaccién entre las poblaciones
(competencia, predacion, mutualismo, simbiosis, etc.) con las potenciales respuestas
indirectas que pueden ocurrir. Asimismo, al incluir el medio abidtico, se pueden
realizar evaluaciones de riesgo a escala ecosistémica considerando el efecto del
contaminante sobre la interacciéon entre las variables bidticas y su medio fisico-
guimico. Puede darse que a una escala (e.g. poblacion, comunidad) se observe un tipo
de respuesta frente a un contaminante dado, y que a una mayor escala (e.g.

ecosistema) la respuesta sea diferente, inclusive opuesta. En estudios ecosistémicos la

52



Seccion Il: Introduccion

alta complejidad implica muchas veces dificultades en la determinaciéon de los efectos,
ya que el andlisis estadistico requiere de enfoques multivariados a menudo complejos.
Sin embargo frecuentemente se pueden observar tendencias en el comportamiento de
las variables ante un impacto, lo que resulta sumamente util. Asimismo, las variaciones
ambientales como pueden ser cambios en la temperatura, el fotoperiodo, la carga de
nutrientes o el pH, generan modificaciones en la respuesta de la comunidad frente a
un agente contaminante determinado (Chen et al. 2004, Pesce et al. 2009), como
también modulan la evolucidon del contaminante en el sistema. Lo que consideramos
una aproximacion ideal es la evaluacion mixta de los impactos, que incluye tanto
estudios a escala monoespecifica como ecosistémica. Como indica Filser (2008)
muchas veces existe una importante disociacion entre los ecdlogos y los toxicélogos,
en donde los primeros no son conscientes de que el destino de los ecosistemas y sus
servicios se encuentra altamente supeditado a decisiones de Agencias
Gubernamentales las que mayoritariamente estdn basadas en estudios
ecotoxicoldgicos estandarizados, mientras que los segundos no tienen en cuenta el
futuro impacto que pudieran tener los estudios realizados en situaciones controladas
de laboratorio, sobre los ambientes y sistemas naturales.

En los ecosistemas de agua dulce las comunidades microbianas autétrofas (algas y
cianobacterias) son de suma importancia puesto que son los principales productores
primarios y frecuentemente la base de las redes tréficas acuaticas (Vadeboncoeur y
Steinman 2002, Wetzel 2001). Al analizar el efecto de los contaminantes en la
microbiota, en general se espera que los organismos fotétrofos respondan mas rapido
a cambios en las concentraciones de nutrientes en el ambiente que los heterdtrofos ya
gue directamente dependen de las formas quimicas disueltas (Kelly et al. 1998). Por un
lado, el fitoplancton resulta de gran importancia al momento de evaluar la respuesta
de la microbiota a un agente de estrés ya que responde rapidamente a cambios
ambientales y posee ciclos de vida cortos, facilitando su analisis (Vera 2011). Asimismo
el perifiton -la comunidad microbiana que vive adherida a un sustrato sumergido
natural o artificial- es utilizado ampliamente como herramienta bioldgica en estudios
de evaluacién de calidad del agua (Pizarro y Alemani 2005). El perifiton se encuentra
compuesto por bacterias, hongos, algas, protozoos, animales, detritos organico e

inorgdnico inmerso en una matriz mucilaginosa (Wetzel 1983), y por el hecho de estar
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fijo en un sustrato, integra temporalmente los efectos de las condiciones ambientales
del sitio en donde se desarrolla. Es un excelente sistema para utilizar como biomonitor
del ambiente debido a que es una comunidad sésil, con poblaciones de alta tasa de
reproduccion y pequefio tamafio, gran riqueza en especies y con diversidad fisioldgica
de los organismos que lo componen (Sabater et al. 2007). Dentro del perifiton, las
algas (llamaremos algas tanto a las eucariotas como a las cianobacterias) son los
organismos mads apropiados para entender el impacto de contaminantes en el
ambiente, puesto que son las primeras en interactuar con las sustancias disueltas (i.e.
nutrientes, materia orgdnica, xenobidticos) (Lowe y Pan 1996, Sabater et al. 2007). En
adicion, al incluir en los estudios a un conjunto mayor de otras comunidades
microbianas heterétrofas (e.g. bacterioplancton, zooplancton y fraccion heterétrofa
del perifiton) se puede evaluar a una escala aun mas realista el impacto de un
contaminante sobre el ecosistema, al considerar la interaccion de los diferentes
compartimentos ecoldgicos. Los trabajos que estudian el impacto del glifosato o sus
formulados sobre la fraccién microscépica acudtica se han desarrollado en su mayoria
sobre cultivos monoalgales (Maule y Wright 1984, Pesce et al. 2009, Peterson et al.
1994, Romero et al. 2011), sin embargo también existen estudios a escala comunidad
(Austin et al. 1991, Goldsborough y Brown 1988, Relyea 2005a, Schaffer y Sebetich
2004, Tsui y Chu 2003) y unos pocos a escala ecosistémica (Pérez et al. 2007, Vera et
al.2010y 2012).

A pesar de ser considerablemente menor el nimero de trabajos que estudian el
efecto de los herbicidas sobre el bacterioplancton, las bacterias tienen un rol clave en
el metabolismo del ecosistema acudtico puesto que son los principales
descomponedores y por lo tanto facilitan el recliclado de los nutrientes del sistema.
Asimismo, por ser el glifosato una molécula biodegradable por actividad de algunos
tipos de bacterias (Kononova y Nesmeyanova 2002, Quinn et al. 2007), esta
comunidad resulta de suma importancia en el estudio de la evolucidn del herbicida en
los cuerpos de agua dulce. Ademas, las bacterias pueden contribuir a la produccion del
sistema a través del consumo de carbono organico disuelto, interviniendo en lo que se
conoce como el “bucle microbiano”(Azam et al. 1983). Pesce (et al. 2008) encontraron
cambios en la estructura de las comunidades bacterianas de rios con aportes de

glifosato. Se han registrado cambios significativos en la composicion de las
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comunidades bacterianas de sedimentos de un lago expuesto a concentraciones
ambientalmente relevantes de glifosato (150 pg kg™ peso seco de sedimento)
(Widenfalk et al. 2008), a pesar de que la actividad de toda la comunidad, medida a
través de la incorporacion de 3H-leucina, no se modifico.

Por otra parte, si bien son pocos, existen algunos trabajos que evaltan el efecto de
herbicidas sobre el zooplancton de agua dulce. Se ha demostrado que larvas nauplii del
copépodo Cyclops vernalis son afectados frente a la exposicion de herbicidas
(Robertson y Bunting 1976). El zooplancton es una comunidad sensible al estrés
ambiental y el estudio de tablas de vida de poblaciones de microinvertebrados puede
ser muy util a la hora de evaluar el efecto de contaminantes en un ecosistema de agua
dulce (Schindler 1987), siendo los estadios larvales los mas vulnerables a los efectos
téxicos de contamintantes. Se ha informado que un formulado a base de glifosato
(Vision®) a concentraciones menores de 1,5 mg | de ingrediente activo, altera
significativamente la supervivencia del cladécero Simocephalus vetulus, indicando que
la toxicidad del formulado se ve incrementada a valores mayores de pH (7,5 respecto
de 5,5) (Chen et al. 2004). Vera et al. (2012) encontraron que en microcosmos con
agregado del formulado Glifosato Atanor® (a 3,5 mg I™* de ingrediente activo), se vio
favorecido el crecimiento de los rotiferos Lecane spp luego de 21 dia de exposicién. Los
autores suponen que este aumento se debid a un efecto indirecto del herbicida en el
sistema, ya que el formulado de glifosato estimuld el desarrollo de bacterias
plancténicas que son alimento de estos rotiferos, razéon por la cual se detectd el
aumento en densidad. Asimismo, dichos autores registraron una disminucién en la
abundancia de los adultos calanoideos, que lo atribuyeron a un efecto directo de
toxicidad sobre sus larvas y por lo tanto una disminucién en la abundancia de los

siguientes estadios.

El estudio de agentes contaminantes como el glifosato, utilizado directamente en
ambientes naturales, se dificulta por cuestiones éticas y logisticas. Si bien se pueden
encontrar trabajos que lo realizan (e.g. Tsui y Chu 2008), la aplicacion intencional de
biocidas a un ambiente natural supone asumir el riesgo de alterar el funcionamiento
del ecosistema sin asegurar su recuperacion puesto que, una vez finalizada la

experiencia, las consecuencias sobre el ambiente seguiran operando y a menudo son
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desconocidas. Asimismo, si bien provee de un enfoque mas realista, los estudios sobre
sistemas naturales no permiten extrapolar a otros tipos de ambientes ya que es
probable que las caracteristicas particulares de cada ecosistema modelen la respuesta
frente a xenobidticos. En particular el aporte de glifosato en cuerpos de agua dulce
naturales puede provocar a largo plazo un aumento en el nivel tréfico y la turbidez del
sistema (Austin et al. 1991), pudiendo generar un cambio irreversible de un estado de
aguas claras a uno de aguas turbias (Vera et al. 2011). Asimismo, muchas veces el
aporte de nutrientes conlleva la eutrofizacion, el crecimiento desmedido de
cianobacterias toxicas (e.g. Microcystis aeruginosa) y un deterioro en la calidad del
agua (Forlani et al. 2008, Vera et al. 2010). No obstante, se pueden realizar estudios
sobre ambientes naturales que ya se encuentren afectados por el contaminante de
interés, producto de la actividad antrdpica en los alrededores, como la agricultura. Por
ejemplo, Pesce et al. (2008) estudiaron durante 11 meses los cambios en las
poblaciones plancténicas de un rio que recibia aportes de pesticidas de campos
aledanos, donde pudieron medir el metabolito principal del glifosato (el acido
aminometilfosfonico, AMPA), encontrando efectos adversos en las comunidades

algales y cambios en la composicion bacteriana.

La importancia de realizar estudios en microcosmos al aire libre radica en la
posiblilidad de evaluar a nivel ecosistémico respuestas complejas de manera
estandarizada y repetible, seleccionando los agentes de estrés ambiental de interés
(Schmitt-Jansen et al. 2008). La complejidad que afrontan estudios a escala
ecosistémica en micocosmos supone una alta heterogeneidad entre réplicas y en el
comportamiento de las variables analizadas. Si adicionalmente los experimentos en
microcosmos se realizan a la intemperie, se acentua la variabilidad e impredicibilidad
de la respuesta del sistema puesto que se someten las unidades experimentales a los
cambios en las condiciones ambientales, aunque al mismo tiempo permiten un mayor
realismo y extrapolacién sobre los sistemas naturales.

En nuestro pais, se han realizado experimentos controlados en mesocosmos y
microcosmos a la intemperie para estudiar el efecto de formulados de glifosato en las
comunidades microbianas en interaccion con el medio abidtico (Pérez et al. 2007, Vera

etal. 2010y 2012). Como resultado de dichos estudios, Pérez et al. (2007) registraron
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un cambio en la estructura de las comunidades de fitoplancton y perifiton expuestas a
una Unica dosis de Roundup® a concentraciones de 6 y 12 mg | de principio activo
(glifosato), con una disminucién en la abundancia del micro y nanofitoplancton, y un
aumento de 40 y 4,5 veces de las picocianobacterias del fitoplancton y perifiton
respectivamente respecto a los controles. Asimismo, la produccidon primaria casi se
duplicé en los mesocosmos tratados con Roundup®. Por su lado, Vera et al. (2010) en
mesocosmos tratados con Roundup® a 8 mg I glifosato (una Gnica dosis al comienzo
del experimento) también observaron un aumento en la abundancia de las
cianobacterias del perifiton. Asimismo, la colonizacién de sustratos artificiales por
parte del perifiton se vio retrasada en mesocosmos con glifosato, lo que implica el
retraso de la expansiéon de esta comunidad en escenarios con herbicida. En
experimentos posteriores, Vera et al. (2012) en microcosmos a la intemperie con el
formulado Glifosato Atanor® a concentracién de 3,5 mg I de glifosato, registraron un
aumento de las picoacianobacterias plancténicas y de algas filamentosas del perifiton
en presencia del herbicida. Los coadyuvantes y compuestos aditivos que forman parte
de los formulados comerciales a base de glifosato utilizados en los experimento
descriptos, como asi también las concentraciones de herbicida, pueden afectar y
modular la respuesta del ecosistema. El problema se observa complejo ya que los
formulados presentan distintas composiciones quimicas y, como primer paso, resulta
necesario evaluar el impacto del glifosato puro sobre las comunidades microbianas. De
esta manera, se analiza el efecto del principio activo, considerando la posibilidad de

gue a diferentes concentraciones la respuesta varie.

Las especies exoticas filtradoras que logran proliferar rapidamente en un ambiente
volviéndose invasoras, generan grandes impactos sobre los ecosistemas que colonizan.
Como fuera detallado en la Introduccién General, las altas tasas de filtracién del
mejillon dorado Limnoperna fortunei, que pueden alcanzar valores de hasta 350 ml
hora™ individuo™ (Sylvester et al. 2005), no sélo afectan condiciones abidticas del
sistema (Strayer 2010), sino que también afectan de manera directa a las comunidades
microbianas de la columna de agua (Cataldo et al. 2012b, Frau et al. 2012, Rojas
Molina et al. 2010), y de manera indirecta, al perifiton (Cataldo et al. 2012a). Por un

lado, la alta tasa de filtracion aumenta la transparencia del agua, permitiendo que la
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luz incidente alcance profundidades mayores, beneficiando a especies autétrofas del
bentos (Boltovskoy et al. 2009a). Asimismo, la metabolizacién por accién del bivalvo
de materia orgdnica disuelta y suspendida en la columna de agua va a acelerar los
ciclos de mineralizacién de nitrogeno y de fésforo del sistema, retirando gran parte del
nitrégeno y fésforo particulado de la columna de agua y aportando fosfatos y amonio,
aumentando los nutrientes biodisponibles para los microorganismos (Cataldo et al.
2012b, Conroy et al. 2005, Karatayev et al. 2003). Ademas, la generacion de heces y
pseudoheces por parte de los mejillones, resulta en el aumento de la tasa de
sedimentacion de particulas en suspension y aumento de los nutrientes en el bentos
(Cataldo et al. 2012a). Por otra parte, el consumo de algas por parte de L. fortunei es
selectivo, y si bien puede predar sobre organismos de tamafios hasta 1100 um (Rojas
Molina et al. 2011), posee preferencia por individuos pequefios, menores a 100 um
(Cataldo et al. 2012b, Frau et al. 2012, Rojas Molina et al. 2010, Sylvester et al. 2005), y
por lo tanto va a afectar diferencialmente a las distintas poblaciones plancténicas,
generando modificaciones en la abundancia y la estructura de la comunidad del
fitoplancton (Cataldo et al. 2012a, Cataldo et al. 2012b, Miller y Watzin 2007, Naddafi
2007, Strayer 2010). Se ha observado en diversos trabajos que en presencia de
organismos filtradores como L. fortunei o del molusco cebra Dreissena polymorpha
gue comparte caracteristicas ecoldgicas con el mejillén dorado (Karatayev et al. 2007,
Sylvester et al. 2005), se ve favorecido el crecimiento de especies de cianobacterias
fitoplancténicas del género Microcystis (Bykova et al. 2006, Cataldo et al. 2012a,
Fishman et al. 2009, Lavrentyev et al. 1995, Qiu et al. 2013). Generalmente el mejillon
dorado L. fortunei se alimenta tanto de algas verdes como de cianobacterias, pero
cuando estas ultimas tienen toxinas, su consumo se ve significativamente reducido
(Boltovskoy et al. 2009b, Juhel et al. 2006). Se pudo observar en ensayos con D.
polymorpha una seleccién negativa de colonias de Microcystis sp. que eran
selectivamente eliminadas a través de las pseudoheces excretadas (Vanderploeg et al.
2001). Cataldo et al. (2012a) reportaron que el impacto negativo de la predacién de L.
fortunei sobre el fitoplancton presenta una mayor relevancia que el efecto positivo
sobre la disponibilidad de nutrientes. Por otro lado, la comunidad del perifiton se veria
beneficiada por el impacto del mejillén ya que recibe mayor aporte de nutrientes

producto de la accién del molusco, sin sufrir de su predacién, al encontrarse adherida a
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un sustrato y fuera del alcance del mejillon (Cataldo et al. 2012a, Lowe y Pillsbury

1995).

Como se ha comentado en la Introduccion General de esta tesis, los agentes
contaminantes no operan de manera aislada en el ambiente sino que interactian con
otros factores de cambio. La interaccion de dos o mas factores de cambio en el
ambiente puede generar efectos diferentes y novedosos sobre un ecosistema que los
gue se observan con cada factor por separado (Townsend et al. 2008). En los cuerpos
de agua someros de la regién pampeana argentina que reciben una importante carga
de herbicidas debido tanto al cultivo intensivo de la soja transgénica como a la practica
del barbecho quimico, pueden también encontrarse ejemplares de Limnoperna
fortunei, especie invasora con amplia distribuciéon en gran parte de la cuenca del
Parana-Rio de la Plata. En dichos ambientes, la accién conjunta del glifosato y del
mejillon dorado estarian afectando las condiciones bidticas y abidticas del sistema. A
partir de los resultados obtenidos en la Seccién | de esta Tesis, comprobamos que a
dosis ambientalmente relevantes y comunes de glifosato, la actividad del mejillon
dorado no se ve alterada, sino por el contrario, dicho organismo participa acelerando
la disipacién del herbicida en la columna de agua, aportando nutrientes como
producto de su degradacidn. La reduccidn del herbicida y el aporte de fosfato suponen
un efecto directo sobre las comunidades autodtrofas del sistema que se veran
favorecidas, aumentando su desarrollo. Para comprobar esta hipétesis y entender de
manera mas holistica el posible impacto sobre las comunidades de un sistema de agua
dulce, nos propusimos realizar estudios a nivel ecosistémico que incluyeran a las
principales comunidades microbianas autétrofas y heterétrofas en interaccién con el

medio abidtico.
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Objetivo

El objetivo general de la presente Seccidn consiste en realizar un estudio factorial
durante 25 dias en microcosmos a la intemperie que simulan cuerpos de agua lénticos
someros para evaluar el efecto de la interaccién de dos agentes antropogénicos de
impacto en el ambiente, el mejillén dorado Limnoperna fortunei y el herbicida
glifosato, sobre las comunidades microbianas de agua dulce y la calidad general del
agua. Para llevarlo a cabo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

(1) Evaluar degradacion mediante la medicién de la concentracion de glifosato
disuelto luego de una Unica inoculacion en el agua, en escenarios con
presencia y con ausencia de individuos de L. fortunei.

(2) Estudiar el impacto de cada agente por separado como asi también por la
interaccion de estos, sobre las comunidades microbianas mediante el analisis
cuali y cuantitativo del zooplancton, fitoplancton, perifiton y bacterioplancton.

(3) Analizar los items anteriores para distintas concentraciones de glifosato,
ambientalmente relevantes (1, 3 y 6 mg |™), aplicados en una Unica inoculacién
al comienzo del experimento, para estudiar el posible efecto relacionado con
la concentracion del herbicida.

(4) Evaluar el efecto sobre la calidad del agua por parte de cada agente por
separado, como también por su interaccion a diferentes concentraciones del
herbicida, mediante el analisis de las principales variables fisicas y quimicas del

agua como también sobre la clorofila-a del fitoplancton.

Hipétesis

Las hipdtesis planteadas para los objetivos especificos propuestos son:
(1) La vida media del glifosato en cuerpos de agua someros, artificiales, al aire libre
y con una comunidad microbiana bien desarrollada es menor en presencia de

Limnoperna fortunei que en su ausencia.
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(2) La interaccion de L. fortunei y del glifosato genera modificaciones en las
comunidades microbianas diferentes a las que se observan con cada agente por
separado.

(3) El efecto en la interaccion de L. fortunei y del glifosato sobre las comunidades
microbianas y la calidad del agua dulce depende de la concentracién de
herbicida utilizada.

(4) La interaccién de Limnoperna fortunei y el glifosato tiene un efecto diferente en
la calidad del agua del que es observado por efecto de cada agente por
separado.

(5) No hay diferencia a lo largo del tiempo en el impacto de cada agente por

separado como por la interaccién sobre las variables analizadas.
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comunidades microbianas y la calidad del agua dulce: un estudio en microcosmos al
aire libre

Metodologia

El ensayo se llevd a cabo en microcosmos ubicados en tanques de acuicultura
experimentales dispuestos a la intemperie, localizados en el Campo Experimental de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA), dentro del predio de la Ciudad

Universitaria, Ciudad Autonoma de Buenos Aires.

i) Tanques experimentales

Los tanques de acuicultura, en numero de tres, con capacidad de 3000 litros, 1 m
de altura y 2 m de didmetro, se instalaron dentro de un area de 40 m? que fue
debidamente cercada para su aislamiento (Fig. 21 A). Una vez emplazados, fueron
llenados con agua de red (Fig. 21 B) y se los dejé reposar durante 48 hs con suministro
continuo de aire mediante aireadores eléctricos, para facilitar y acelerar la disipacion
de cloro hacia la atmésfera. Con el objetivo de incorporar a los tanques propdgulos de
las principales comunidades microbianas de estanques de ambientes naturales, se le
agregaron plantas acuaticas (del tipo Elodea sp.) obtenidas del Lago del Golf y del Lago
Regatas -dos estanques artificiales del parque 3 de Febrero, Palermo (CABA)-. Un mes
mas tarde se realizaron otras tres inoculaciones de agua concentrada obtenida de los
mismos estanques, para acelerar la proliferacion de comunidades microbianas de
agua dulce en la columna de agua (bacterio, fito y zooplancton), como también la
colonizacion de especies adheridas a sustratos (perifiton). Estas inoculaciones se
realizaron durante la primavera del afio 2009, y se dejaron evolucionar los cuerpos de
agua artificiales durante 5 meses, con el fin de obtener condiciones comparables a
ambientes |énticos naturales. Durante dicho periodo, se evaluaron sucesivamente
distintas variables fisicoquimicas y biolégicas del agua de cada tanque (temperatura,
pH, conductividad, turbidez, oxigeno disuelto y concentracion de clorofila-a
fitoplanctdnica) para monitorear la evolucion bidtica y abidtica de estos sistemas (Fig.
21 C). En algunas fechas pre-experimentales, se mezclé el agua de los tres tanques
mediante un sistema formado por bombas de achique y mangueras plasticas, para

lograr homogeneizacion entre los cuerpos de agua, con la intencién de obtener
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unidades experimentales idénticas. Durante este tiempo, los dispositivos fueron
tapados con tul blanco, sin afectar significativamente la luz incidente en el agua, para

prevenir la proliferacién de insectos en los cuerpos de agua (e.g. Aedes aegypti).

Figuras 21 A, By C: (A) instalacion de los tanques en el Campo Experimental; (B) llenado con agua de
red; y (C) monitoreo de variables fisicoquimicas con sensor multiparamétrico de campo.

Con el objeto de abastecer eléctricamente a los aireadores y a las bombas de
achique, se instald una casilla cercana a los tanques, para resguardar de la lluvia una

llave térmica, un disyuntor, y 6 tomas de electricidad.

ii) Colonizacién de sustratos artificiales por perifiton

Una vez que la concentracién de clorofila-a fitoplancténica alcanzé niveles
caracteristicos de cuerpos de agua eutréficos (superiores a 10 ug ') (Wetzel 2001), se
colocaron en cada tanque dispositivos artificiales construidos ad hoc para sujetar
sustratos a ser colonizados por comunidades perifiticas, que Ilamaremos
“perifitdmetros” (Fig. 22 Ay 22 B). Los perifitometros, consisten de una estructura de
acrilico que contiene 40 sustratos de policarbonato transparente de 29,1 cm? de area
total (i.e. considerando las dos caras) cada uno. Se colocaron ocho perifitémetros
suspendidos dentro de cada tanque, sumergidos a 10 cm de la superficie (Fig. 22 C). Se
dejaron colonizar y evolucionar las comunidades adheridas a los sutratos durante un
mes, considerado como un periodo suficiente en época estival para alcanzar
comunidades maduras de perifiton (Fig. 22 D). Finalizado este periodo, a fines de

febrero de 2010 se comenzd con el experimento.
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Figuras 22 A, B, Cy D: (A) sustratos de policarbonato transparente; (B) soportes de acrilico
“perifitmetros” vacio (arriba) y con sustratos (abajo); (C) perifitbmetro con sustratos sumergido en un
tanque; (D) perifitbmetro con sustratos colonizados por especies perifiticas de agua dulce.

iii) Microcosmos

El experimento se realizo utilizando microcosmos, que fueron instalados dentro de
cada tanque. Los microcosmos consistieron en bolsas de aproximadamente 75 litros
(44 cm de diametro y 50 cm de profundidad) de polietileno transparente de 100
micrones de espesor, con doble capa para evitar filtraciones de agua, que fueron
sostenidas por dispositivos de policarbonato construidos ad hoc. En cada tanque se
dispusieron 8 bolsas que fueron llenadas con agua del mismo, y posteriormente se le
coloc6 a cada microcosmos un perifitometro con sustratos previamente colonizados
del propio tanque suspendido a 10 cm de la superficie (Fig. 23 Ay 23 B). Todos los
microcosmos fueron suministrados con aire continuo durante el periodo
experimental. En consecuencia, cada microcosmos con agua del respectivo tanque y
un perifitdmetro constituyé una unidad experimental. Durante |la experiencia todos

los microcosmos estuvieron abastecidos de oxigeno con aireacién continua.
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Figuras 23 Ay B: (A) vista de los tres tanques con los microcosmos instalados y detalle de un tanque; (B)
los ocho microcosmos cada uno provisto de un perifitdmetro y aireacion constante.

Los tanques fueron tapados con nylon ante la amenaza de una lluvia fuerte para
evitar que rebalsaran los microcosmos y que se pusiera en riesgo el experimento. En
caso de lloviznas o lluvias de poca intensidad los tanques no fueron tapados de
manera tal de favorecer el realismo del experimento. Sin embargo, se registré una
intensa lluvia durante la noche del dia 20 en la que cayeron 22 mm de agua (Servicio
Meteorolégico Nacional) en que los tanques no fueron tapados, no rebalsaron ni se
mezclaron los microcosmos aunque resultd en una dilucion de aproximadamente un

6,5 % de los cuerpos artificiales.

iv) Disefio experimental

Se definieron ocho tratamientos por tanque que fueron asignados al azar a cada
microcosmos, obteniéndose asi tres réplicas por tratamiento (una réplica por tanque).
Se analizaron dos factores: glifosato y mejillén. El factor glifosato contd con 4 niveles:
0,1, 3y 6 mg I™; mientras que para el factor mejillén dorado (Limnoperna fortunei)
tuvo dos niveles: presencia y ausencia. Las muestras fueron tomadas en 5 fechas: a los
0, 1, 7, 14 y 25 dias de la inoculacion del herbicida. A continuacién se presenta una
tabla con la codificacion propuesta para identificar cada tratamiento (Tabla 3), y un
esquema de como quedd la distribucion luego de la asignacion al azar de los

tratamientos dentro de los tres tanques (Fig. 24).
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Entrada
al predio

Glifosato inicial (mg ™)

0 1 3 6
Limnoperna Sin O-Lf 1-Lf 3-Lf 6-Lf
fortunei Con O+Lf 1+Lf 3+Lf 6+Lf

Tabla 3: codificacion que utilizaremos para identificar cada uno de los ocho tratamientos que se
realizaron en cada tanque.

Tanque 1

Tanque 2

Tanque 3

Casilla con
instalacion
eléctrica

Figura 24: disposicion de los tres tanques de acuicultura dentro del predio y distribucion de los ocho
tratamientos dentro de cada tanque en los microcosmos (bolsas de 75 litros). Los tratamientos
consistieron en dosis de glifosato (0, 1, 3y 6 mg I'') con ausencia y presencia de Limnoperna fortunei (-Lf
y +Lf respectivamente).

Para los tratamientos con agregado de herbicida, se prepard una solucion madre

concentrada de glifosato, diluyendo su forma d4cida en grado técnico
(aproximadamente 95% puro) en agua bidestilada, con la ayuda de un agitador
magnético. Luego se agrego el volumen necesario de solucion madre de glifosato a
cada microcosmos para llevar cada uno a la concentracién de herbicida deseada (1, 3
0 6 mg I'"). Estas concentraciones fueron elegidas en funcién de trabajos previos en
micro y mesocosmos, representando concentraciones de glifosato que pueden ser
encontradas en ambientes naturales sometidos a una contaminacion aguda (Pérez et
al. 2007, Vera et al. 2010). Por otro lado, los mejillones fueron cuidadosamente
recolectados durante un periodo de aguas bajas de paredones de concreto cercano a
la costa a los que estaban adheridos, en el tramo inferior del delta del Rio Parang, en
la localidad de San Fernando (34°25’34"'S, 58°32’36"'0), Provincia de Buenos Aires. Se

llevaron en seco al laboratorio y fueron dispuestos en peceras de 16 litros con agua de
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red declorada y con suministro continuo de aire. Durante el periodo previo al
experimento, los mejillones fueron aclimatados a una temperatura ambiente de 24°C
y alimentados con alimento para larvas de peces (babyfish food Vita Fish). Con la
intencién de manipular lo menos posible a los mejillones, se separaron grupos de
individuos adheridos entre si en tamafnos de aproximadamente 200 g de peso himedo
(350 + 15 organismos por unidad experimental), y se los colocé en una pequefia jaula
de malla plastica con tamafio de poro de 5 mm. Cada jaula con mejillones vivos fue
dispuesta en los microcosmos correspondientes a los tratamientos con Limnoperna
fortunei (+Lf) dentro de cada tanque, a una profundidad aproximada de 20 cm de la

superficie del agua (Fig. 25).

Figura 25: jaula de malla pldstica con mejillones (Limnoperna fortunei) vivos.

v) Variables de mediciéon
a) Variables fisico-quimicas

En cada fecha de muestreo (dias 0, 1, 7, 14 y 25), se midieron in situ con un sensor
multiparamétrico de campo Hach® las siguientes variables fisicoquimicas del agua de
cada microcosmos: temperatura, pH, conductividad vy oxigeno disuelto.
Adicionalmente, durante los primeros 5 dias experimentales se utilizaron dispositivos
electrénicos de medicidn continua de temperatura “THERMO BUTTON Data Logger”,
que fueron dispuestos dentro de cada microcosmos a una profundidad aproximada de
50 cm de la superficie, para registrar cada media hora la temperatura del agua. Por

otro lado, se tomd una muestra discreta de 100 ml del agua de cada unidad
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experimental que fue utilizada, en parte, para estimar la turbidez (en NTU) con un
turbidimetro portatil Hach® 2100P. El resto de la muestra fue conservada a -20°C para
el posterior analisis de la concentracidon de glifosato en agua. Para las determinaciones
de glifosato se utilizd la misma metodologia descripta en la Seccién | de esta Tesis
(pag. 33).

Por otra parte, se tomd una muestra de 250 ml de agua subsuperficial de cada
microcosmos para cuantificar los nutrientes disueltos (nitratos+nitritos, fosfatos y
amonio) y totales (nitrégeno y fésforo) asi como también los sdlidos en suspensién.
Los nutrientes disueltos fueron medidos en laboratorio el mismo dia en que se
tomaron las muestras. Para esto, se filtré cada muestra de agua utilizando filtros de
fibra de vidrio de 0,7 um de poro (Whatman® GF/F) y se utilizé el kit de reactivos
Hach® para cuantificar por espectofotometria. El fésforo reactivo soluble (P-PO,*) se
analizé empleando el método de acido ascorbico, el nitrato + nitrito (N-NO3 + N-NO5)
segln el método de reduccidon a nitrito con cadmio (Mackereth et al. 1978) y el
amonio (N-NH;") segun el método del salicilato (APHA 2005). El limite de deteccién
para la determinacion de nutrientes fue de 0,001 mg I™%. Los nutrientes totales (fésforo
y nitrégeno) se cuantificaron de la misma manera que el fésforo reactivo soluble y el
nitrato + nitrito luego de digerir la muestra original (sin filtrar) con persulfato de
potasio (APHA 2005) para llevar los nutrientes particulados a solubles y ser
cuantificados como tales.

Los sélidos totales en suspension (STS) se estimaron filtrando un volumen conocido de
muestra de agua (100-200 ml) con filtros de 1,2 um de poro (Whatman™ GF/C)
previamente secados y pesados. El extracto filtrado fue luego pesado en estufa (60-

70°C) hasta peso constante (APHA 2005).

b) Variables bioldgicas

(b.i) Picoplancton y Fitoplancton
En frascos de 100-200 ml se colectaron muestras de agua subsuperficial para luego
realizar analisis cuantitativo del fitoplancton y picoplancton (Fig. 26). Las muestras
cualitativas del fitoplancton (micro + nanoplancton) fueron tomadas una unica vez, a

tiempo inicial de cada tanque de acuicultura (antes de armar los microcosmos)

68



Seccion II: Metodologia

utilizando red de 15 um de poro, fijadas con formaldehido al 2%. Las muestras fueron
observadas bajo microscopio éptico Olympus CX31, para identificar los grandes grupos
(a nivel Clase), aunque a veces hasta género, de las poblaciones de microfitoplancton
(> 20 um) y nanofitoplancton (2-20 um) utilizando bibliografia especifica. Los
recuentos fueron realizados a partir de muestras tomadas en los tanques de
acuicultura y posteriormente en cada microcosmos en todas las fechas. Las muestras
fueron tomadas subsuperficialmente y fijadas con lugol acético a una concentracién
final del 1%, y observadas en camaras de sedimentacién bajo microscopio invertido a
400x segun Utermohl (1958). Se contd el nimero de campos suficientes para alcanzar
un error menor al 20% que fue estimado siguiendo a Venrick (1978) en un microscopio
invertido Olympus® CKX 41. En el caso de los individuos filamentosos se estimé el
nimero promedio de células por filamento para luego utilizar ese promedio como
medida de un Unico organismo. Para las algas coloniales, se considerd cada colonia
como un individuo (e.g. un grupo de 4 células de Kirchneriella spp. equivale segun los
recuentos a un individuo). Se contabiliz6 el nimero de algas muertas en cada
microcosmos, considerando aquellos individuos en estado avanzado de deterioro,
rotos o sin contenido citoplasmatico. Para el andlisis del picoplancton, se tomaron
muestras de agua subsuperficiales las que fueron fijadas con glutaraldehido al 2%.
Posteriormente se filtré la muestra a través de filtros negros de policarbonato (0,2
pum) para realizar los recuentos mediante microscopia de epifluorescencia segun la
metodologia descripta en Allende et al. (2009) que involucra el uso de distintos filtros
para la observacion del picoplancton autotrdéfico, tanto eucariota como las
picocianobacterias. Para las bacterias se utilizd el mismo filtro que para el
picoplancton con la previa tinciéon del ADN con DAPI para poder contabilizar las células
mediante la excitacién con luz UV. La filtraciéon de las muestras para picoplancton
autotrdfico y bacterioplancton fue realizada durante la misma jornada de muestreo, y
los filtros fueron guardados en frio (-20°C), para ser posteriormente analizados bajo
microscopio.

Los filtros Whatman® GF/F utilizados para las muestras de nutrientes disueltos
fueron envueltos en papel de aluminio y conservados a -20°C para la posterior
determinacién de la concentracion de clorofila-a (Chl-a) fitoplanctdnica a partir de un

volumen conocido filtrado. La Chl-a se estimd por espectofotometria, segun la
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metodologia descripta en Marker et al. (1980). A cada filtro se le agregé 8 ml de etanol
caliente (60-70°C) y posteriormente se dejo reposar una noche en heladera a 4°C para
aumentar la eficiencia de extraccién del pigmento. Al dia siguiente, se centrifugd cada
muestra durante 10 minutos a 3.000 rpm, y se midid la absorbancia a 665 y 750 nm en
un espectofotometro Beckman, utilizando etanol puro como blanco para las muestras.
Para no sobreestimar la concentracién de clorofila-a por presencia de feopigmentos
(el producto de degradaciéon de la clorofila), luego de cada lectura, se acidifico la
muestra con 0,1 ml de HCI 0,1 N, y se volvié a leer a las mismas longitudes de onda. La
concentracion de Chl-a se calculd segun la formula propuesta por Lorenzen (1967):
Chl-a activa = F [( Absges-Abs7so) — ( Abs™ges-Abs™750)] * kV

Donde Abs es la Absorbancia antes de acidificar la muestra y Abs®* es la absorbancia
de los feopigmentos una vez acidificada la muestra; F es un factor de correccién para
equiparar la reduccion en la absorbancia con la Chl-a inicial (2,43 para el etanol); k es
el coeficiente de absorbancia especifica de la Chl-a (11,2 para el etanol) y V es el

volumen del extracto (ml)/volumen de muestra filtrada (L).

Figura 26: toma de muestras de agua de los microcosmos durante el experimento.

(b.ii) Zooplancton
Dado que la toma de muestras para recuentos de zooplancton requiere de la
filtracion de un gran volumen de agua, a tiempo inicial se tomd de cada tanque de
acuicultura una muestra (70 L) de la misma agua que fue posteriormente usada para
llenar las bolsas de cada tratamiento. En el tiempo final y en cada microcosmos, se
colectaron muestras para cuantificar el zooplancton, filtrando un volumen conocido

de agua (50 L) con una red de zooplancton de 55 um de poro. Los recuentos del
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zooplancton fueron realizados por el investigador Rodrigo Sinistro del laboratorio de
Limnologia de la FCEyN. Las muestras de micro y protozooplancton fueron analizadas
bajo un microscopio binocular en camaras Sedgwick-Rafter de 1 ml, obteniendo las
submuestras con una pipeta Hensen-Stempel. Los recuentos del macrozooplancton
fueron realizados en camaras de 5 ml Bogorov bajo lupa, y las submuestras tomadas
con un dispositivo de Russell seglin José de Paggi y Paggi (1995). Se identificaron los
diferentes grupos taxondmicos del zooplancton a nivel género, y cuando fue posible a
nivel especie, discriminandose los estadios larvales en el caso de los copépodos. Se
contabilizaron tres alicuotas de cada muestra, salvo en los casos en los que se requirid
contar un numero mayor a fin de obtener una estimacién del error menor al 10%. Las

abundancias del zooplancton fueron expresadas como individuos por litro.

(b.iii) Perifiton

En cuanto a la comunidad perifitica, en cada muestreo se tomaron 4 sustratos por
perifitometro que fueron cuidadosamente raspados en laboratorio para separar la
comunidad adherida de cada sustrato y estimar las variables de masa (peso seco,
cenizas y peso seco libre de cenizas), como también para cuantificar la concentracion
de clorofila-a y realizar analisis cualitativos y cuantitativos de la fraccion algal del
perifiton (Fig. 27).

Se estimaron las distintas fracciones de masa del perifiton: el peso seco (PS) que
representa la totalidad de la comunidad, las cenizas (C) que conforman la fraccion
inorganica y el peso seco libre de cenizas (PSLC), es decir, la fraccion orgdnica del
perifiton. El material raspado del sustrato artificial se lo filtré a través de filtros
(Whatman® GF/C) previamente calcinados (en mufla a 440°C durante 2 hs) y pesados a
temperatura ambiente. Se filtré la muestra de agua a través de los filtros calcinados,
qgue fueron luego secados en estufa (60-70°C) hasta peso constante para obtener el
PS. Los filtros fueron pesados en una balanza de precisiéon (error 0,0001 g) vy
posteriormente se calcind nuevamente cada filtro, y se volvieron a pesar, para
obtener el peso de la fraccién inorganica del perifiton (C). El PSLC se calculé con la
diferencia entre PSy C (APHA 2005).

La concentracién de clorofila-a perifitica fue estimada a partir del material raspado

y filtrado a través de filtros Whatman® GF/F. El tratamiento de los filtros, la extraccidn
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del pigmento y su cuantificacién se realizd aplicando la misma metodologia que para
la clorofila-a fitoplanctdénica, explicado anteriormente. Ademas, se calculé el indice
autotrdfico (IA) de la comunidad perifitica a partir de la relacién entre la
concentracion de clorofila-a y el PSLC (IA= PSLC/Chl-a) (APHA 2005), como un
indicador de la calidad trofica (dominancia de autotrofia o heterotrofia) de la
comunidad en cada tratamiento. Los valores de IA inferiores a 100-200 generalmente
indican una comunidad de perifiton con una alta proporcion de algas viables en la que
los procesos productivos superan a los heterdtrofos, mientras que valores superiores a
400 sugieren preponderancia de organismos heterotréficos y/o alta concentracion de
detrito orgdnico, en donde la respiracién supera a la produccion (APHA 2005, Biggs y
Close 1989, Lowe y Pan 1996).

La observacion de las muestras cualitativas y los recuentos de la fraccion algal del
perifiton fueron desarrollados de la misma manera que para el fitoplancton luego del
raspado del material y su suspension en agua. Los recuentos fueron realizados sdlo
para tiempo inicial y tiempo final. Las variables de masa y los recuentos del perifiton,
asi como la medicién de la clorofila-a del fitoplancton fueron realizadas con Ia

colaboracidén de la estudiante Marina Ramirez.

P

LY H

Figura 27: extraccion de sustratos colonizados con perifiton en cada fecha de muestreo

(b.iv) Limnoperna fortunei
Una vez finalizado el experimento se retiraron las jaulas con los mejillones (Fig. 28)
y los individuos de Limnoperna fortunei utilizados en cada microcosmos fueron
contados y medidos con el uso de un calibre digital (marca Sylvac) con precisién de

0,01 mm. A la mitad de ellos se les extrajo el tejido blando que fue posteriormente
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secado en estufa a 60-70°C hasta peso constante, para evaluar posibles diferencias en
el desarrollo del tejido blando de L. fortunei expuesto a diferentes concentraciones de
glifosato. Si bien a partir de los resultados de la Seccidén | podiamos suponer que las
concentraciones de glifosato utilizadas aqui (hasta 6 mg |%) no afectarian la
supervivencia de los mejillones, al finalizar el experimento, se contabilizd para cada
microcosmos el numero de organismos muertos, identificados como aquéllos
mejillones con valvas abiertas y con poco o ningun tejido blando en su interior. No se
observé un porcentaje relevante de organismos muertos por tratamiento (siempre

menor al 2%), ni tampoco diferencias entre las distintas concentraciones de glifosato.

Figura 28: extraccion de individuos de Limnoperna fortunei de cada microcosmos a tiempo final.

vi) Analisis estadistico

Cada variable fue analizada estadisticamente mediante ANOVA de Medidas
Repetidas, evaluando previamente los supuestos del modelo. Cuando fue necesario,
se aplicé una transformacion a las variables (generalmente Logaritmo) para cumplir
con el supuesto de esfericidad. Para las comparaciones (dentro de las variables de
foésforo y nitrégeno total, como también para las abundancias relativas dentro de las
comunidades analizadas) se llevaron a cabo ANOVAS de un factor para las
comparaciones a-priori y a-posteriori segun las hipétesis de cada caso (Zar 1996). Se
realizaron regresiones lineales simples para evaluar la relacion entre el fésforo total y
la concentracion de glifosato en cada tiempo de muestreo, y se repitié el mismo
procedimiento para el fésforo reactivo soluble. Para todos los andlisis estadisticos se

utilizo el Software SPSS®.
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Seccién Il: Interaccion del glifosato y del mejillén Limnoperna fortunei sobre
comunidades microbianas y la calidad del agua dulce: un estudio en microcosmos al
aire libre

Resultados

i) Glifosato en agua

La concentracion de glifosato disuelto en agua disminuyd gradualmente en todos
los tratamientos con herbicida a lo largo del periodo experimental (Fig. 29). En ausencia
de Limnoperna fortunei (Fig. 29 A) esta disminucion fue significativa en relacion al
tiempo inicial (p<0,01) en los tratamientos 3-Lf y 6-Lf, alcanzando concentraciones
promedios a tiempo final de 1,75 + 0,02 mg Iy 3,43 + 0,35 mg | respectivamente, lo
que significd un decaimiento de entre 41-43% respecto a las concentraciones a tiempo
inicial. En el caso de la dosis mas alta de herbicida (6-Lf) el decaimiento en la
concentracion de glifosato resulté significativa a partir de las 24 h mientras que para la
dosis media, esta disminuyd significativamente respecto al valor inicial recién al dia 25.
En el tratamiento 1-Lf, en cambio, la disminucién fue menor, alcanzando a tiempo final
un valor promedio de 0,49 +0,06 mg | ™.

En cuanto a los tratamientos con presencia de Limnoperna fortunei (Fig 29 B), el
decaimiento en la concentracion de glifosato en agua fue mas abrupta, llegando a
reducirse hacia el final del experimento en un 100% en el tratamiento 1+Lf y en un 86%
en los tratamientos con mayores dosis (3+Lf y 6+Lf). En 1+Lf a tiempo final la
concentracion de glifosato no fue detectable en ninguna de sus réplicas mediante la
técnica de cuantificacidon utilizada, diferenciandose significativamente (p<0,01) de la
concentracion inicial. Con dosis media de herbicida (3+Lf), la concentracion de glifosato
en agua disminuyd significativamente (p<0,01) durante la primera semana y en el
tratamiento con mayor dosis (6+Lf) ya se observaron diferencias estadisticas (p<0,01)
durante las primeras 24 h experimentales. Los valores de herbicida a tiempo final
promediaron 0,41 + 0,08 mg I* v 0,84 + 0,10 mg | para los tratamientos 3+Lf y 6+Lf
respectivamente y fueron estadisticamente diferentes entre si (p<0,05) .

El coeficiente de disipacion (k) del glifosato en agua se vio modificado por la
presencia del mejillon, siendo significativamente mayor (p<0,01) en tratamientos con
Limnoperna fortunei. La vida media promedio del glifosato registrada fue de 33,4 + 4,3

dias en ausencia de mejillén (k=0,022 + 0,002 mg d*) y de 8,7 + 0,6 dias con L. fortunei
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(k= 0,081 + 0,004 mg d), lo que generd una reduccidn promedio del 74% en la vida

media del glifosato.

(-) L. fortunei (+) L. fortunei

D W = O

5 10 15 20 25 Dias 0 5 10 15 20

Figuras 29 Ay B: concentracion media (+ 1 ES) de glifosato (mg I 1) para los tratamientos con 0, 1,3y 6
mg I'* de glifosato. (A) sin Limnoperna fortunei (-L.f.) y (B) con Limnoperna fortunei (+L.f.), durante el
periodo experimental.

Resumen: Glifosato en agua

Limnoperna fortunei acelerd la tasa de disipacion del glifosato en agua en casi 4 veces.

En adelante y, para facilitar la comprensién de los resultados, los datos seran
presentados analizando el “Efecto L. fortunei” (tratamientos sin el agregado de
herbicida: 0-Lf y 0+Lf), el “Efecto glifosato” (tratamientos sin la presencia del mejillon:
0-Lf; 1-Lf; 3-Lf y 6-Lf) y el “Efecto de interaccidn glifosato-L. fortunei”(tratamientos con

la presencia conjunta de ambos factores de cambio: 0+Lf; 1+Lf; 3+Lf y 6+Lf).

ii) Variables fisico-quimicas
a) Oxigeno disuelto

Al momento de comenzar el experimento se cuantificaron altas concentraciones de
oxigeno disuelto en todos los microcosmos, con un promedio (+ error estandard) de
9,00+0,17 mg It para un rango de temperaturas entre 21y 28°C.

Efecto L. fortunei: en los tratamientos sin herbicida, tanto en ausencia como en

presencia de mejillén (tratamientos 0-Lf y 0+Lf respectivamente), el oxigeno disuelto a
lo largo de la experiencia fue siempre mayor a 7 mg | (Fig. 30 A), asegurando
condiciones éptimas para el desarrollo de los organismos del sistema (Wetzel 2001). La

presencia de Limnoperna fortunei alterd significativamente la concentracion de oxigeno
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disuelto, generando una rapida disminucion (p<0,05) durante las primeras 24 h, que
fue luego recuperandose gradualmente hasta llegar a ser mayor el oxigeno disuelto a
tiempo final en presencia de mejillén (p<0,05), respecto al tratamiento O-Lf, con

promedios de 8,8 + 0,1y 9,4 +0,7 mg It en 0-Lf y 0+Lf respectivamente.

Efecto Glifosato: el glifosato no afectd la concentracion de oxigeno disuelto (Fig. 30 B);
el oxigeno bajé levemente en todos los tratamientos durante la primera semana hasta
alcanzar valores de 7,96 + 0,11 mg I (p<0,05 respecto al tiempo inicial), para luego
recuperarse durante las dos semanas siguientes hasta alcanzar valores de 9,20 + 0,02
mg I,

Efecto Interaccién: en los microcosmos con Limnoperna fortunei, en los que se analiza

la interaccion de los dos factores antropogénicos (Fig. 30 C), el oxigeno disuelto tuvo un
rapido descenso durante las primeras 24 h para todos los tratamientos que también
resulto significativo (p<0,05) respecto a los valores iniciales, alcanzando un promedio
de 6,70 + 0,13 mg I'™". Posteriormente, fue gradualmente aumentando hasta un valor

promedio de 9,91 + 0,24 mg I a tiempo final.

A

127 Efecto L.fortunei a(-)Lf
10 - m(+)Lf

Oxigeno disuelto (mg I'1)

0 1 7 14 25 Dias

Figura 30 A: concentracion media (+ 1 ES) de oxigeno disuelto (mg I'*) para los tratamientos sin glifosato,
sin (-L.f.) y con (+L.f.) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.
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Figuras 30 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de oxigeno disuelto (mg I ! ) para los tratamientos con 0, 1,
3y 6mg " de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.

Resumen: Oxigeno disuelto en agua

microcosmos sin mejillon.

e Efecto Glifosato: no se observaron diferencias entre tratamientos.

comportamiento de esta variable.

e Efecto L. fortunei: la presencia de los mejillones generd una rdpida disminucion en el
oxigeno durante las primeras 24 h, que con el tiempo se recuperd, alcanzando a

tiempo final concentraciones de oxigeno significativamente mayores respecto a

e Efecto Interaccion: no se observo efecto conjunto sobre el oxigeno disuelto que fuera

diferente al de los factores por separado. La presencia del mejillén es la que modula el

b) pH

Los valores iniciales de pH en los microcosmos indicaron aguas circumneutrales

(media =7,02 £ 0,19).

Efecto L. fortunei: la presencia de Limnoperna fortunei generé diferencias entre los

tratamientos, siendo significativamente mas alcalinas las aguas en presencia de

mejillon a partir de la primera semana (dia 7) (p<0,01) (Fig. 31 A). En ambos

tratamientos los maximos valores de pH se midieron a tiempo final (promedio de 7,6 +

0,9y 9,10 + 0,70 para O-Lf y 0+Lf respectivamente).

Efecto Glifosato: en los tratamientos sin mejillén se observé un rapido ascenso del pH

(p<0,01) durante la primera semana hacia aguas alcalinas alcanzando valores entre 8,4

y 9 (Fig. 31 B). A partir del dia 7 y en adelante, el tratamiento control se diferencié
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estadisticamente de los microcosmos con herbicida, con pH significativamente
menores (p<0,05) en ausencia de glifosato (0-Lf).

Efecto Interaccidn: en los tratamientos con mejillén, el pH aumentd significativamente

(p<0,01) tanto durante la primera semana (entre los dias 1 y 7) como durante la
segunda semana (entre los dias 7 y 14) (Fig. 31 C). Los valores mas altos de pH se
obtuvieron al dia 14 en los tratamientos con ambos factores (1+Lf, 3+Lf y 6+Lf) con
promedios entre 9,1 y 9,5 no obstante, estos valores no se diferenciaron
estadisticamente del pH alcanzado en los tratamientos sin mejillén (1-Lf, 3-Lf y 6-Lf). Si
bien se puede ver en la figura un leve descenso del pH en los tratamientos con dosis
media y alta de glifosato durante la ultima semana experimental (3+Lf y 6+Lf), esta

variacion no resulté estadisticamente significativa.
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31 A: concentracion media (+ 1 ES) de pH en los tratamientos sin glifosato, sin (- L .f.) y con (+ L. f.)
Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 31 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de pH para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg " de
glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.
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Resumen: pH

e Efecto L. fortunei: la presencia de los mejillones generé un aumento mas pronunciado
del pH del agua, siendo estadisticamente mayor a partir de la primera semana.

e Efecto Glifosato: el herbicida favorecid el aumento del pH siendo significativamente
mayor respecto al control a partir de la primera semana.

e Efecto Interaccidn: no se observé un efecto conjunto sobre el pH diferente al de los

factores por separado.

c¢) Temperatura

Los valores iniciales de la temperatura del agua en los microcosmos promediaron
25,0 + 0,2 °C. Si bien la temperatura del agua no se vio afectada ni por el glifosato ni
por Limnoperna fortunei, ésta varié significativamente (p<0,01) a lo largo del tiempo
debido principalmente a cambios en la temperatura del aire (Fig. 32 A, By C). A la
semana (dia 7) se observé un aumento pronunciado de la temperatura del agua en
todos los tratamientos alcanzando valores superiores a 28 °C y luego fue gradualmente
descendiendo durante el resto del experimento hasta valores cercanos a 21 °C. Es
importante destacar que en el dia 20 del periodo experimental hubo una intensa lluvia
durante toda la noche en la que cayeron 22 mm de agua (Servicio Meteorolégico
Nacional) y los tanques se encontraban descubiertos, por lo que sufrieron el aporte de

agua de lluvia, viéndose afectadas las variables fisicoquimicas estudiadas.
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Figura 32 A: concentracion media (+ 1 ES) de temperatura del agua (°C) en los tratamientos sin glifosato,
sin (- L .f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 32 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de temperatura del agua (°C) para los tratamientos con O,
1,3y6mg " de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.

De acuerdo a la medicidn continua (cada 30 minutos) de la temperatura del agua
de los microcosmos registrada por los Data Loggers, se puede observar que la variacion
diaria de temperatura fue semejante en todos las unidades experimentales (Fig. 33).
Los microcosmos a la intemperie estuvieron sujetos a la variacion ambiental,
observandose claramente las variaciones diarias en temperatura, lo que demuestra
gue las unidades experimentales resultaron ser representativas de ambientes

naturales de poca profunidad.

Medicién continua de temperatura del agua
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Figura 33: valores promedio (+ 1 ES) de temperatura del agua (°C) en los tres tanques de acuicultura
(mesocosmos). La medicion se realizé en cada uno de los 24 microcosmos automdticamente cada 30
minutos durante los primeros 5 dias experimentales (1-5 marzo) con THERMO BUTTONS Data Loggers.
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Resumen: Temperatura del agua

e Efecto L. fortunei: no se detecto efecto.

o Efecto Glifosato: el herbicida no tuvo efecto sobre la temperatura del agua.

e Efecto Interaccidn: no hubo variacidn de temperatura en los tratamientos que

evaluaron la interaccion.

d) Conductividad

Los valores iniciales de conductividad en los microcosmos promediaron 140,1 + 1,0
uS cm™. En todos los tratamientos la variacidén de la conductividad del agua en el
tiempo fue semejante, aumentando gradualmente hasta alcanzar el maximo valor al
dia 14, para luego decrecer drdsticamente durante la Ultima semana. La magnitud de la
variacion, no obstante, dependioé del tipo de tratamiento (Fig. 34).

Efecto L. fortunei: se observé un efecto del mejillon sobre la conductividad del agua

(Fig. 34 A). Si bien el patrén de comportamiento fue el mismo en los dos tratamientos,
en ausencia de mejilléon (0-Lf) la conductividad fue significativamente mayor (p<0,01)
respecto a 0+Lf, para los dias 7, 14 y 25.

Efecto Glifosato: la conductividad no varid con el factor glifosato, siendo el

comportamiento de dicha variable semejante en todos los tratamientos sin mejillon,
independientemente de la concentracién de herbicida (Fig. 34 B). Durante las primeras
24 h la conductividad se mantuvo estable en los microcosmos, y comenzo a ascender
gradualmente durante las primeras dos semanas (p<0,01 a partir del dia 7), alcanzando
al dia 14 valores promedio entre 152-156 uS cm™. Durante la Ultima semana la
conductividad descendid drasticamente (p<0,01) a valores promedio de entre 138-140
MS cm™.

Efecto Interaccidn: en presencia de herbicida, en los tratamientos con Limnoperna

fortunei la conductividad aumenté recién al dia 14 (p<0,01), con promedios entre 146-
150 pS cm™ (Fig. 34 C). Durante la Gltima semana del experimento la conductividad
también bajo significativamente (p<0,01) a valores promedio entre 128-132 pS cm™. A
partir del dia 7 y en adelante, la conductividad fue significativamente menor (p<0,01)
en los tratamientos con mejillén respecto a aquellos sin mejilldn. Si bien se observd a

partir del dia 14 una mayor conductividad en los tratamientos con herbicida (1+Lf, 3+Lf
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y 6+Lf), este aumento no resulté estadisticamente significativo. Nuevamente, es

importante considerar que durante la ultima semana experimental (al dia 20), se

registrd una intensa lluvia que evidentemente afectd a los microcosmos, posiblemente

explicando el descenso de la conductividad en todos los tratamientos durante dicho

periodo.
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Figura 34 A concentracion media (+ 1 ES) de conductividad (uS cm™) en los tratamientos sin glifosato, sin

(- L.f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 34 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de conductividad (uS cm™) para los tratamientos con 0, 1,

3y6mg "’ de glifosato, sin (B)y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.

Resumen: Conductividad

e Efecto L. fortunei: en presencia de mejillén la conductividad fue significativamente
menor a partir de la primera semana experimental.

o Efecto Glifosato: sin efecto evidente.

e Efecto Interaccidn: no se observod un efecto de la interaccion sobre la conductividad.
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Andlisis del agua de los tanques:

Durante el experimento se midieron variables fisico-quimicas (oxigeno disuelto, pH,
temperatura y conductividad) del agua de cada uno de los tres tanques de acuiculturas
donde fueron dispuestos los microcosmos para evaluar posible efecto confinamiento
(Tabla 4). De acuerdo a dichas variables y excepto para el oxigeno disuelto, el
confinamiento en microcosmos de 75 litros no generd variacion significativa en las
condiciones fisico-quimicas del agua al compararlas con los valores obtenidos dentro
de los microcosmos control (0-Lf) en los dias respectivos. En el caso del oxigeno
disuelto, este fue significativamente mayor (p<0,05) en los microcosmos respecto de
los tanques de acuicultura para todas las fechas de muestreo, debido probablemente a

la oxigenacidn constante provista por los aireadores.

Dia0 Dia1l Dia7 Dia 14 Dia 25
Oxigeno disuelto (mg ) 8,3+0,2 8,0%£0,2 6,4+0,4 7,0+£0,2 6,9+0,1
pH 7,2%0,1 6,5%0,1 7,2%10,6 7,4+0,7 7,5+0,7
Temperatura (°C) 25,1+£0,2 24,3+0,1 29,0+£0,1 26,2+0,1 22,4+0,1
Conductividad (uS cm'l) 139,6+1,4 139,8+1,3 146,2+7,1 158,0+ 11,1 154,4+£9,7

Tabla 4: variables fisico-quimicas en el agua de los tres tanques de acuicultura (promedio + ES) a lo largo
del periodo experimental.

e) Nutrientes
(e.i) Fosforo total (PT)

Los valores iniciales de (PT) en los tanques promediaron 0,07 + 0,01 mg |17,
representando valores caracteristicos de cuerpos de agua meso-eutroficos (Wetzel
2001) (Fig. 35).

Efecto L. fortunei: el PT fue bajo tanto en O-Lf como en O0+Lf durante todo el

experimento, con valores siempre menores a 0,1 mg It (Fig. 35 A). No se observaron
diferencias significativas en los niveles de PT entre los tratamientos con y sin mejillones
alolargo de la experiencia.

Efecto Glifosato: al evaluar el efecto del herbicida (Fig. 35 B), se observé que el PT

aumentd durante las primeras 24 h, alcanzando valores promedio de 0,18 £ 0,01 mg It
0,47 + 0,02 mg 1" y 0,79 + 0,15 mg I"* para 1-1f, 3-Lf y 6-Lf respectivamente, y se
mantuvo relativamente constante durante el resto del experimento. Este aumento
abrupto al dia 1 resulté ser significativo (p<0,05) respecto a los valores iniciales solo

para los tratamientos de 3y 6 mg 1™ de glifosato.
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Efecto Interaccidn: si bien en los tratamientos que evaldan la interaccion se observo un

aumento en la concentracidn de PT durante las primeras 24 h como con el efecto
glifosato, posteriormente el PT fue gradualmente disminuyendo (Fig. 35 C). Al dia 1 la
concentracion de PT alcanzé valores promedio de 0,21 + 0,04 mg It: 0,44 + 0,02 mg It
y 0,86 + 0,05 mg |™* para 1+Lf 3+Lf y 6+Lf respectivamente, estadisticamente
significativo (p<0,05) para los tratamientos 3+Lf y 6+Lf. Posteriormente, el PT en agua
fue descendiendo a lo largo del periodo experimental en todos los tratamientos, siendo
significativa su disminucion a tiempo final (p<0,05) en 3+Lf y 6+Lf con valores promedio
al dia 25 de 0,24 + 0,03 mg I' y de 0,46 + 0,02 mg I respectivamente, lo que significo

una disminucién del 23,5% y del 46,5% respecto al dia 1.

A
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Figura 35 A: concentracion media (+ 1 ES) de fésforo total (mg ") en los tratamientos sin glifosato, sin (-
L.f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 35 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de fosforo total (mg I ¥ para los tratamientos con 0, 1, 3y
6 mg I'* de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.
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Para analizar con mayor detalle el comportamiento de esta variable en los distintos
escenarios, realizamos regresiones lineales y comparaciones de pendientes. Para cada
dia de muestreo (excepto el tiempo inicial), se calculd la regresidon lineal simple entre
cada concentracién de glifosato y el fosforo total medido, resultando ser en todas ellas
estadisticamente significativa (p<0,05). Se compararon las pendientes de las
regresiones mediante pruebas de paralelismo (Zar 1996) y se observd que en los
tratamientos que evallan el efecto glifosato las pendientes de las regresiones para los
distintos dias no difirieron entre si, mientras que en la figura de la interaccién glifosato
x Limnoperna fortunei, la pendiente resultd ser significativamente menor a tiempo final
(p<0,05) (Tabla 5). En la Fig. 36 se puede observar las regresiones realizadas para los
tratamientos que evaluan el efecto interaccién, en donde se destaca que al dia 25 la
pendiente fue significativamente menor que en las demas fechas. Nuevamente esto
nos indica que en los tratamientos con presencia de L. fortunei la concentracion de
glifosato decrecié significativamente durante la Ultima semana experimental y este

descenso resulté ser mas importante en aquellos tratamientos con dosis media y alta

de herbicida.
S . .. Significancia de Coeficiente de le’er'enuas
Regresion Lineal Simple Ecuacion . s 2 estadisticas entre
Regresion determinacién (R%) .
pendientes (a=5%)
Efecto Glifosato Dia 1 y =0,121x + 0,078 p<0,05 0,867 a
Efecto Glifosato Dia 7 y=0,117x + 0,070 p<0,05 0,954 a
Efecto Glifosato Dia 14 y =0,118x + 0,066 p<0,05 0,952 a
Efecto Glifosato Dia 25 y =0,105x + 0,024 p<0,05 0,952 a
Efecto Interaccion Dia 1 y =0,132x + 0,059 p<0,05 0,974 a
Efecto Interaccion Dia 7 y =0,115x + 0,065 p<0,05 0,989 a
Efecto Interaccion Dia 14 y =0,106x + 0,054 p<0,05 0,982 a
Efecto Interaccion Dia 25 y = 0,065x + 0,056 p<0,05 0,950 b

Tabla 5: resultado de las regresiones lineales simples realizadas para cada dia de muestreo entre la
concentracion de herbicida (variable independiente) y el PT (variable dependiente), en los tratamientos
que evaluaron el Efecto Glifosato, y en los que evaluaron el Efecto Interaccion. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) entre las pendientes analizadas.
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Figura 36: regresion lineal simple para cada dia de muestreo en los tratamientos que evaluaron el Efecto
Interaccion del mejillén Limnoperna fortunei y el glifosato sobre el Fésforo total en el agua. Las letras
indican diferencias significativas (p<0,05) entre las pendientes de las regresiones.

Con el objetivo de analizar si el aumento del PT durante las primeras 24 h
observado se encuentra relacionado al herbicida, se calculé el aporte de fésforo por
parte de la molécula de glifosato al PT de la columna de agua en cada tratamiento.
Considerando el peso molecular del glifosato (PM=169) y la cantidad de fdsforo que
estaria agregandose a cada tratamiento segun la concentracion, el herbicida estaria
aportando aproximadamente 13, 39 y 77 mg de fésforo al sistema para las
concentraciones de 1, 3 y 6 mg I de glifosato respectivamente. Sin embargo, cuando
se compara el aporte de fésforo por parte de la molécula de glifosato con el fosforo
total obtenido por diferencia respecto al tiempo inicial, se observa que el fosforo
cuantificado a las 24 h en la columna de agua fue levemente menor a aquel esperado a
partir de la dosis de glifosato suministrada (Tabla 6). Asimismo, la diferencia entre la
concentracion de fésforo esperada y la medida dependié de la cantidad inicial de
glifosato suministrado, y no asi de la presencia o ausencia del mejillén, siendo
significativamente mayor a concentraciones crecientes de glifosato (ANOVA 1 factor
p<0,05). Sin embargo, si se expresa esta diferencia como porcentaje del fdosforo
aportado por el glifosato, se observa que esta oscilé entre un 25 y un 36%, es decir, que
para todas las concentraciones de glifosato el porcentaje de fésforo que se disipé de la
columna de agua durante las primeras 24 h (probablemente incorporado a la biomasa
del perifiton y de los moluscos) fue aproximadamente de un tercio de la concentracién

inicial.
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. Glifosato inicial (mg17)
L. fortunei 1 3 6
Sin 36% 26% 25%
Con 26% 33% 29%

Tabla 6: diferencia entre fosforo total esperado segtin el aporte de glifosato y aquel cuantificado durante
las primeras 24 hs para cada tratamiento, expresado como porcentaje del fosforo total aportado por la
molécula de glifosato que se disipé de la columna de agua.

Resumen: Fosforo total

e Efecto L. fortunei: no se observd efecto del mejillén sobre el fésforo total.

o Efecto Glifosato: el herbicida aporté fésforo a la columna de agua detectdndose
mayor concentracion de fésforo total a mayor concentracién de glifosato adicionado.

e Efecto Interaccion: se repite el patrén general observado en el efecto glifosato ya que
el glifosato aporté fésforo. La presencia de L. fortunei redujo significativamente la

concentracién a tiempo final, en los tratamientos 3+Lf y 6+Lf.

(e.ii) Nitrogeno total (NT)

La concentracion inicial de NT promedié 2,9 mg I, muy superior a los valores de
nitrégeno inorganico disuelto limitantes para la actividad fitoplanctdnica de 0,1 mg |I™
segun Reynolds (2006).

Efecto L. fortunei: a lo largo del experimento el NT en agua se vio afectado por la

presencia del mejillén (Fig. 37 A). Si bien se observé un aumento durante las primeras
semanas del NT en agua, seguida de una disminucidon hacia el tiempo final, la
concentracion de NT en ausencia de L. fortunei no varié significativamente. En
presencia de mejillon (0+Lf), en cambio, el NT sufrid un incremento mas pronunciado,
alcanzando valores significativamente mayores (p<0,01) al dia 14 con un promedio de
9,5 + 3,0 mg |, para luego disminuir bruscamente durante la dltima semana de la
experiencia.

Efecto Glifosato: si bien el glifosato aportd nitrégeno a la columna de agua, debido a las

altas concentraciones iniciales de NT, este aporte no generd diferencias significativas
entre tratamientos (Fig. 37 B). Durante la primera semana se observé un leve aumento
no significativo (excepto para 1-Lf), hasta valores promedio entre 4,3 y 5,6 mg I,
Posteriormente el NT disminuyd, especialmente durante la dltima semana (p<0,05;

excepto para 0-Lf) hasta valores por debajo de aquéllos medidos a tiempo inicial.
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Efecto Interaccién: se observd un comportamiento semejante al caso del efecto

glifosato, excepto en la concentracién media de glifosato 3+Lf en donde se registrd un
pronunciado y significativo aumento (p<0,01) alcanzando el valor promedio de 17,75 +
1,35 mg I, para luego disminuir a valores semejantes a los iniciales durante la
siguiente semana. Nuevamente, a tiempo final el NT disminuyd significativamente
(p<0,05) para todas las concentraciones de glifosato, resultando inferior a aquél

medido al dia O (Fig. 37 C).
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Figura 37 A: concentracion media (+ 1 ES) de nitrégeno total (mg I 1) en los tratamientos sin glifosato, con
ausencia (- L .f.) y presencia (+ L. f.) de Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 37 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de nitrégeno total (mg I'*) para los tratamientos con 0, 1, 3
y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.

Al considerar el nitrogeno aportado por la molécula de glifosato para cada

tratamiento, se observa que el herbicida estaria contribuyendo aproximadamente
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entre el 2 y 13% del nitrégeno total en la columna de agua a las 24 hs. En |la Tabla 7 se
indica el porcentaje de aporte del nitrégeno proveniente del glifosato al nitrégeno total
cuantificado a las 24 h para cada tratamiento. Si bien el porcentaje fue levemente
menor en los tratamientos con mejillén respecto a los tratamientos sin mejilldn, estas

diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas.

. Glifosato inicial (mg ™)
L. fortunei 1 3 6
-L.f. 24+03% | 7,3+2,0% | 13,9+3,0%
+L.f. 26+0,1% | 6,7+1,3% | 11,4£2,1%

Tabla 7: porcentaje de aporte del glifosato (+ ES) al nitrégeno total cuantificado al dia 1 para los
tratamientos con una adicién de glifosato de 0, 1, 3y 6 mg I, sin (-L.f.) y con (+L.f.) Limnoperna fortunei.

Resumen: Nitrégeno total

e Efecto L. fortunei: en presencia de mejillén, el NT aumentd significativamente durante
la segunda semana.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto.

o Efecto Interaccion: el mejillén y el glifosato generaron un efecto sinérgico sobre el NT
para el tratamiento con la dosis media de glifosato (3+Lf), en donde se registrd un
significativo aumento (superior a la suma de los efectos por cada factor por separado)

en los niveles de NT durante la primera semana experimental.

(e.iii) Fésforo reactivo soluble (PRS)

La concentracion inicial del PRS fue baja en todos los tratamientos, promediando
0,01 + 0,01 mg P-PO, I. Si bien se observé que el fosforo reactivo soluble no sufrié
variacidn por ninguno de los agentes por separado, se vio en cambio modificado por la
presencia conjunta del glifosato y Limnoperna fortunei (Fig. 38).

Efecto L. fortunei: en los tratamientos que no tuvieron adicion de herbicida (0-Lf y

0+Lf), el PRS se mantuvo invariable durante todo el periodo experimental, con valores
entre 0,01 y 0,02 mg P-PO4 I'"* (Fig. 38 A).

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida la

concentracion de PRS no vario significativamente a lo largo del periodo experimental,

con valores promedio siempre iguales o inferiores a 0,01 mg P-PO, I"* (Fig. 38 B).
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Efecto Interaccidn:

en

los microcosmos con ambos agente

interactuando,

la

concentracion de PRS en agua varié en el tiempo de acuerdo a la concentracion inicial

de glifosato utilizada para cada tratamiento (Fig. 38 C). Los maximos valores de PRS

fueron registrados a la semana, con promedios de: 0,03 + 0,01; 0,06 + 0,01y 0,18 +

0,01 mg P-PO, I para 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente (p<0,05 para 3+Lf y 6+Lf entre

siy respecto a los demas tratamientos). Durante las dos semanas siguientes, el PRS fue

gradualmente descendiendo hasta valores finales de 0,01 + 0,01; 0,02 + 0,01 y de 0,06

+ 0,01 mg P-PO, I para 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente.
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Figura 38 A: concentracion media (+ 1 ES) de fosforo reactivo soluble como P-PO> (mg ') en los
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tratamientos sin glifosato, sin (- L .f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 38 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de fésforo reactivo soluble como P-PO,” (mg I'") para los
tratamientos con 0, 1, 3 y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo

experimental.

Como fuera aplicado para la variable de fdsforo total, con el fésforo reactivo

soluble también se calcularon regresiones lineales simples entre el PRS en agua y la

concentracion de glifosato inicial para cada fecha de muestreo (excepto tiempo inicial)
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en los tratamientos que evaluaron la interaccion glifosato x Limnoperna fortunei (Fig.
38 C). Si bien las pendientes resultaron ser considerablemente menores que en PT,
todas las regresiones fueron estadisticamente significativas (p<0,01) (Tabla 8)
indicando que la dosis suministrada de glifosato en los tratamientos esta relacionada

con el PRS cuantificado en cada dia de muestreo.

S . L. Significancia de Coeficiente de
Regresion Lineal Simple Ecuacion ‘s s 2
Regresion determinacion (R7)
Efecto Interaccion Dia 1 y =0,007x + 0,005 p<0,01 0,753
Efecto Interaccion Dia 7 y =0,028x + 0,001 p<0,01 0,921
Efecto Interaccion Dia 14 y =0,018x + 0,001 p<0,01 0,593
Efecto Interaccion Dia 25 y = 0,009x + 0,003 p<0,01 0,859

Tabla 8: resultado de las regresiones lineales simples realizadas para cada dia de muestreo entre la
concentracion inicial de herbicida (variable independiente) y el PRS (variable dependiente), en los
tratamientos que evaluaron el Efecto Interaccion.

Resumen: Fésforo reactivo soluble

e Efecto L. fortunei: no se detecto efecto.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto.

e Efecto Interaccion: el mejillén y el glifosato actuaron sinérgicamente sobre el PRS que
presentd incrementos significativos durante la primera semana en las
concentraciones medias y altas de glifosato (3+Lf y 6+Lf), que luego fueron

gradualmente disminuyendo durante el resto del periodo experimental.

(e.iv) Amonio

Al momento de comenzar el experimento, la concentracién del nitrégeno del
amonio en los tanques fue inferior al limite de deteccidon del método empleado para su
dosaje.

Efecto L. fortunei: el mejilléon generd un aumento en la concentracién de N-NH,4" en la

columna de agua a las 24 h alcanzando un valor promedio de 0,013 + 0,009 mg N-NH;"
I"! respecto a la concentracion registrada con ausencia de L. fortunei, de 0,003 + 0,009
mg N-NH4* I Posteriormente, en los dias 7 y 14 no se registré amonio en ningin

microcosmos. Recién a tiempo final se cuantificaron concentraciones bajas en ambos

91



Seccion Il: Resultados

tratamientos, con promedios de 0,007 + 0,007 y de 0,007 + 0,003 mg N- NH," It para O-
Lfy O+Lf respectivamente (Fig. 39 A).

Efecto Glifosato: en los tratamientos con herbicida solo se registrd nitrégeno amoniacal

en el agua a las 24 h (con excepcion en 6-Lf) y a tiempo final, con concentraciones muy
bajas, siempre menores a 0,01 mg I (Fig. 39 B). No hubo diferencias estadisticas entre
los tratamientos.

Efecto Interaccidon: nuevamente se cuantificd nitrégeno amoniacal en el agua solo a las

24 h y a tiempo final, pero aqui las concentraciones fueron mayores al dia 1,
alcanzando valores de hasta 0,05 mg I, con valores que promediaron 0,03 + 0,01 mg
N-NH;" I en el tratamiento 1+Lf, y 0,05 + 0,01 mg I en 3+Lf y 6+Lf (Fig. 39 C) sin ser
estadisticamente significativas las diferencias entre los tratamientos. A tiempo final la
concentracion del nitrégeno amoniacal fue menor, semejante a la cuantificada para el
mismo tiempo en los tratamientos que evaluaron el efecto glifosato, con valores de

0,01 + 0,01 mg I para todos los microcosmos.
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0 1 7 14 25 Dias

Figura 39 A concentracion media (+ 1 ES) de amonio como N-NH," (mg I 1) en los tratamientos sin
glifosato, sin (- L .f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 39 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de fosforo reactivo soluble como N-NH," (mg I 1) para los
tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I'* de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo
experimental.

Resumen: Amonio

o Efecto L. fortunei: el mejillén generé un aumento significativo del amonio en agua
durante las primeras 24 h.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto.

e Efecto Interaccion: el comportamiento de la variable fue semejante al observado para

el efecto del mejillon.

(e.v) Nitratos + Nitritos

El nitrogeno de los nitratos mas los nitritos no fue detectable a tiempo inicial en los
tanques y estuvieron ausentes durante casi todo el periodo experimental, lo que indica
qgue fueron limitantes en la columna de agua.

Efecto L. fortunei: se encontrd nitréogeno del nitrato + nitritos solo al dia 1, siendo

levemente mayor en presencia de mejillén con promedios (+ ES) de 0,003 + 0,003 y
0,013 + 0,003 mg N-(NO, +NO53) I"* en 0-Lf y O+Lf respectivamente. Posteriormente el
nitrogeno del nitrato + nitritos resulté no detectable mediante el método de
cuantificacion utilizado para las demas fechas de muestreo.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida sobre

nitratos + nitritos (1-Lf, 3-Lf y 6-Lf) no se los detecté durante todo el periodo

experimental.
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Efecto Interaccidn: todos los tratamientos con ambos agentes presentaron nitratos +

nitritos solamente al dia 1 del experimento, con valores promedio (+ ES) de 0,010 + 0O;
0,013 +0,003 y 0,02 + 0,006 mg N-(NO, +NO3) 1" en 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente.
Posteriormente dichos nutrientes resultaron no detectables para las demas fechas de

muestreo.

Resumen: Nitrato + Nitrito

e Efecto L. fortunei: en presencia del mejillon se observé un leve (pero no significativo)
aumento del nitrato+nitrito en agua al dia 1, y posteriormente estos valores
descendieron a valores no detectables.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto.

e Efecto Interaccidn: no hubo interaccion.

f) Seston

Los valores iniciales de sélidos en suspensién estimadores del seston resultaron
bajos, con concentraciones entre 0,3 y 0,4 mg I (Fig. 40). El seston presenté alta
variabilidad entre réplicas durante todo el periodo de estudio.

Efecto L. fortunei: con presencia de L. fortunei el seston fue bajo durante todo el

experimento, mientras que en ausencia de mejillén (0-Lf) se observd un aumento
pronunciado y estadisticamente significativo (p<0,01) a la semana, alcanzando valores
de 8,00 + 2,00 mg I}, para luego decrecer en las semanas siguientes (Fig. 40 A).

Efecto Glifosato: en el tratamiento con 1 mg I de glifosato (1-Lf) el seston se

incrementd durante las primeras 24 h alcanzando valores de 2,00 + 1,15 mg I™* sin ser
estas diferencias estadisticamente significativas. Los tratamientos con 3y 6 mg | de
glifosato (3-Lf y 6-Lf) mostraron leves aumentos (p>0,05) en los sdlidos en suspension
recién a tiempo final (Fig. 40 B).

Efecto Interaccion: en los tratamientos que evaluaron la interaccion (Fig. 40 C) se

observé un marcado aumento en el seston a partir de la segunda semana experimental
para los tratamientos con 1 y 3 mg |* de glifosato (1+Lf y 3+Lf), siendo
significativamente mayores de aquéllos sin mejillon (p<0,05) solo a tiempo final, con
valores que promediaron 4,67 + 1,45 mg | vy 4,00 + 1,15 mg I para 1+Lf y 3+Lf

respectivamente.
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Figura 40 A: concentracion media (+ 1 ES) de sdlidos en suspension (mg I'") en los tratamientos sin
glifosato, sin (- L .f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 40 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de sdlidos en suspension (mg I'l) para los tratamientos con
0,1, 3y 6 mg I' de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.

Resumen: Seston

e Efecto L. fortunei: en ausencia de mejilldn, el seston aumenté significativamente
durante la primera semana respecto al tratamiento con mejillén, y luego no se vio una
variaciéon significativa en la concentracion del seston a lo largo del periodo
experimental.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto.

e Efecto Interaccidn: a partir de la segunda semana hubo un aumento en el seston en
los microcosmos con la dosis baja y media de glifosato (1+Lf y 3+Lf), siendo este

significativamente mayor que los demas tratamientos recién a tiempo final.

95



Seccidn II: Resultados

g) Turbidez

La turbidez del agua presenté una gran variacién entre tratamientos asociada
principalmente a la presencia del mejillén (Fig. 41).

Efecto L. fortunei: durante las primeras 24 h la turbidez fue significativamente menor

en presencia de mejillon (p<0,01) (0+Lf) (Fig. 41 A). A la semana, la turbidez resultd
similar entre los dos tratamientos, y a partir de la segunda semana el tratamiento con
mejillon (0+Lf) comenzé a enturbiarse hasta el final del experimento, sin ser estas
diferencias estadisticamente significativas.

Efecto Glifosato: a las 24 hs de comenzado el experimento la turbidez fue maxima, con

valores promedio entre 2 y 3 NTU (Fig. 41 B). A lo largo del experimento para todas las
concentraciones de glifosato, la turbidez fue decreciendo hasta valores de 1 NTU al dia
25. No hubo diferencias estadisticamente significativas dadas por el factor glifosato.

Efecto Interaccién: en todos los tratamientos que evaluaron el efecto de la interaccion

se observd un valor de turbidez de 1,0 £ 0,5 NTU al dia 1, siendo significativamente
menor (p<0,05) que aquélla registrada en los microcosmos que evaluaron el efecto
glifosato (Fig. 41 C). A partir de la segunda semana la turbidez comenzé a aumentar
alcanzando valores maximos de 3 NTU, siendo significativamente mas turbios (p<0,05)

gue los tratamientos sin mejillon (0-Lf, 1-Lf, 3-L.f, 6-Lf).
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Figura 41 A: concentracion media (+ 1 ES) de turbidez (NTU) en los tratamientos sin glifosato, sin (- L .f.)y
con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 41 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de turbidez (NTU) para los distintos tratamientos con 0, 1, 3
y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Turbidez

e Efecto L. fortunei: en presencia de mejillén, la turbidez fue significativamente menor
durante las primeras 24 h, Luego la turbidez aumenté en presencia de L. fortunei
hasta alcanzar valores mayores que en ausencia de mejillon (pero no significativos) a
la segunday tercera semana experimental.

e Efecto glifosato: no se observo efecto glifosato.

e Efecto conjunto: la presencia del mejillon y el glifosato estarian actuando
sinérgicamente aumentando significativamente la turbidez del agua a partir de la

segunda semana en presencia de ambos agentes.

iii) Variables bioldgicas

Con el objeto de relativizar los valores de las variables biolégicas en la columna de
agua (bacterioplancton, fitoplancton y zooplancton) a las diferencias en la cantidad de
mejillones presentes en cada microcosmos, cada variable fue multiplicada por un factor
de correccién que fue calculado para cada microcosmos (X) con la siguiente ecuacion:
nimero de mejillones en microcosmos X/promedio total del nimero de mejillones en
los tratamientos con L. fortunei de todos los microcosmos. El promedio (£ ES) del
numero de mejillones en los microcosmos fue de 350 * 15 individuos. De esta manera,
si un microcosmos presentd un mayor nimero de mejillones respecto al promedio
general, se pesd positivamente a las variables bioldgicas de la columna de agua con un
factor de correccién >1 ya que el nUmero de microorganismos contados en la columna

de agua hubiera sido mayor si el nimero de mejillones filtrando hubiera sido menor.
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Contrariamente, si el numero de mejillones en un tratamiento fuera menor al
promedio de los tratamientos con mejillén, se multiplicé por un factor <1. Los factores

de correccidn calculados variaron entre 0,9y 1,1.

a) Bacterioplancton

Al comenzar el experimento el nUmero de bacterias totales en la columna de agua
oscilé entre 1 y 3 millones ml™?, siendo altamente variable entre el agua de los tres
tanques de acuicultura (valores de 1,02 x 10° 1,59 x 10° y 3,14 x 106). Para reducir
dicha variabilidad y analizar los cambios, se relativizaron los recuentos de
bacterioplancton de cada microcosmos al valor inicial, restandole al nimero total de
bacterias en cada tiempo de muestreo, el valor inicial obtenido para cada tanque. Las
bacterias totales aumentaron a partir de la primera semana y a lo largo del periodo
experimental en todos los tratamientos.

Efecto L. fortunei: si bien el niumero de bacterias fue superior durante la primera y

segunda semana del experimento en presencia de L. fortunei, estas diferencias no
fueron significativas, y ambos tratamientos siguieron un comportamiento similar a lo
largo del tiempo (Fig. 42 A), alcanzando un promedio a tiempo final entre 5,5y 6
millones de bacterias por ml.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto glifosato (Fig. 42 B), se

observé que las bacterias aumentaron en nimero durante la primera semana (p<0,01)
a valores promedio entre 2,6 y 4,2 millones bacterias ml™ y luego se mantuvieron
relativamente constantes hasta el tiempo final, sin presentar diferencias estadisticas
entre dichos tratamientos.

Efecto Interaccién: en los tratamientos con Limnoperna fortunei y glifosato (Fig. 42 C),

el aumento de las bacterias durante la primera semana fue mas pronunciado (p<0,01)
siendo mayor en tratamientos con glifosato respecto al control (p<0,05), con valores
promedio de 4,6 + 1,5 millones de bacterias por ml™ para el tratamiento 0+Lf; y de 6,8
+ 2,0 millones; 7,8 + 1,2 millones y 8,5 *+ 1,4 millones de bacterias por ml*? para 1+Lf,
3+Lfy 6+Lf respectivamente. Durante la ultima semana del experimento el nimero de
bacterias aumentd en los tratamientos con dosis baja y media de glifosato (1+Lf y 3+Lf)

hasta promedios cercanos a 12 millones ml™, sin ser estadisticamente distinto de la
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concentracion de 6+Lf (8 mill ml™). A tiempo final todos los tratamientos con
interaccion resultaron ser significativamente mayor que en los tratamientos que

evaluaron el efecto glifosato (1-Lf, 3-Lfy 6-Lf).
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Figura 42 A: concentracion media (+ 1 ES) del numero de bacterias totales (en millones por ml)
relativizadas al tiempo inicial, para los tratamientos sin glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L. f.) Limnoperna
fortunei durante el periodo experimental.
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Figuras 42 B y C: concentracion media (+ 1 ES) del nimero de bacterias totales (en millones por ml)
relativizadas al tiempo inicial para los distintos tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I"* de glifosato, sin (B) y
con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Bacterioplancton

e Efecto L. fortunei: en presencia del mejilléon se veria estimulado el aumento en la
abundancia del bacterioplancton, aunque no de manera significativa.

o Efecto Glifosato: no se observaron diferencias entre tratamientos.

e Efecto Interaccion: el glifosato y el mejillon tuvieron un efecto sinérgico sobre el
numero de bacterias en la columna de agua que se vio potenciado hacia tiempo final,

. . -1
en particular para las concentracionesde 1y3 mg| ..
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b) Fitoplancton
(b.i) Clorofila-a

La concentracion de clorofila-a fitoplancténica (Chl-a) se vio afectada tanto por la
presencia de Limnoperna fortunei, como por la incorporacion de herbicida en los
microcosmos (Fig. 43). En todos los tratamientos, los valores iniciales de Chl-a
promediaron 5,1 + 1,0 pug I™%.

Efecto L. fortunei: en presencia de L. fortunei, la Chl-a sufrié una rapida disminucion

(p<0,05) durante las primeras 24 h para luego recuperarse a la semana y continuar en
aumento hasta triplicarse al dia 14 (con un promedio de 15,2 + 0,9 pg I'!) que resultd
estadisticamente mayor (p<0,05) a los valores de Chl-a sin mejillén (Fig. 43 A). Durante
la ultima semana la Chl-a en presencia de L. fortunei volvié a disminuir hasta valores
similares a los iniciales, promediando 6,9 + 4,8 ug I, En ausencia de mejillon, en
cambio, la concentracién de Chl-a fitoplanctdnica fue gradualmente disminuyendo a lo
largo del periodo experimental.

Efecto Glifosato: En aquellos microcosmos que evaluaron el efecto del herbicida (Fig.

43 B), la Chl-a fue disminuyendo gradualmente a lo largo del periodo experimental a
valores de entre 1,1-2,5 pg I}, con excepcién del tratamiento 3-Lf en donde la Chl-a se
mantuvo estable con valores entre 4 y 5,5 ug I, No obstante, no hubo diferencias
estadisticas entre los distintos tratamientos.

Efecto Interaccidén: se registré una disminucién inicial de la la Chl-a durante las

primeras 24 h experimentales, que luego se recuperd durante la primera semana a
valores semejantes a los iniciales, y continué aumentando para alcanzar los valores
maximos al dia 14 (excepto para 1+Lf), con promedios de 19,6 + 4,4 pg I'™%; 12,3 + 5,1 pg
Ity 7,6 £ 3,6 pug I”* para los tratamientos 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente (Fig. 43 C).
Para el tratamiento 1+Lf, sin embargo, la Chl-a continué aumentando durante la ultima
semana del experimento hasta alcanzar un valor promedio de 36,0 + 6,6 ug I que
resultd significativamente mayor (p<0,01) a los valores de Chl-a cuantificados en los

demas tratamientos.
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Clorofila-a (ug I') del fitoplancton

0 1 7 14 25 Dias

Figura 43 A: concentracion media (+ 1 ES) de clorofila-a del fitoplancton (u ') en los tratamientos sin
glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

C

Efecto Glifosato 25 - Efecto Interaccién %
bo 01 O3 W6 20 A mQ O O3 me
15 - =
10
ol e N
0 1 7 14 25 0 1 7 14 25

Figuras 43 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de clorofila-a del fitoplancton (u 1) en los tratamientos con
0,1, 3y 6 mg I' de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Fitoplancton (clorofila-a)

o Efecto L. fortunei: la presencia de mejillon generd una disminucién inicial (dia 1) y un
aumento posterior (dia 14) en la clorofila-a fitoplanctdnica.

o Efecto Glifosato: el herbicida no afectd significativamente la clorofila-a.

e Efecto Interaccidn: se detectdé un alto crecimiento de la clorofila-a para la dosis mas

baja de glifosato (1+Lf) a tiempo final.

(b.ii) Recuentos: algas totales por ml

Dentro de la comunidad del fitoplancton, las fracciones de las picoeucariota y las
picocianobacterias estuvieron ausentes en casi todas las muestras. Al comenzar el

experimento, la abundancia de algas totales (micro + nanoplancton) fue en promedio
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(£ES), de 18,6 x 10% + 3,7 x 10° algas ml™. En todos los tratamientos, la abundancia
fitoplanctdnica fue disminuyendo a lo largo del periodo experimental (Fig. 44).

Efecto L.fortunei: al dia 1 ya se podia detectar a simple vista un aumento en la

transparencia del agua en los microcosmos con presencia de mejillén (Figs. 45 y 46).
Esto se vio reflejado en la abundancia del fitoplancton total, que con L. fortunei
disminuyé abruptamente (p<0,05) 93% de la abundancia inicial durante las primeras 24
h experimentales, siendo significativamente menor (p<0,05) su concentracién en
presencia de mejilléon respecto al tratamiento sin L. fortunei (0-Lf) a los dias 1y 7 (Fig.
44 A). Durante el resto del periodo experimental los microcosmos con mejillén
presentaron una abundancia media de fitoplancton semejante e inferior a 5.000 algas
ml™t. En ausencia de mejillén en cambio, la concentracién de fitoplancton fue
gradualmente descendiendo en el tiempo, siendo este decaimiento estadisticamente
significativo durante la primera semana (p<0,05).

Efecto Glifosato: semejante a lo que se observd en 0-Lf, el nimero de algas por ml

totales en la columna de agua fue gradualmente decreciendo a lo largo del periodo
experimental, para alcanzar en todos los tratamientos a tiempo final una abundancia
menor a 5.000 algas ml™. Si bien no se registraron diferencias significativas entre las
distintas concentraciones de herbicida, se observa que la disminucion en el nimero de
algas a lo largo del tiempo en tratamientos con glifosato fue mas lenta respecto del
control (0-Lf) (Fig. 44 B).

Efecto Interaccidn: los tratamientos con ambos agentes se comportaron de la misma

manera que lo observado para el efecto L. fortunei. Durante las primeras 24 h
experimentales la abundancia fitoplanctdnica decrecié abruptamente entre un 90-92%
en todos los tratamientos con mejilldn, para luego mantenerse baja durante el resto
del periodo experimental con abundancias promedio inferiores a 5.000 algas ml™ (Fig.

44 Q).
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Figura 44 A: abundancia media (+ 1 ES) de algas totales de fitoplancton para los tratamientos sin
glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei, durante el periodo experimental.
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Figuras 44 B y C: abundancia media (+ 1 ES) de algas totales de fitoplancton en los tratamientos con 0, 1, 3
y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.
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Figura 45: fotografia de dos microcosmos al dia 1 del experimento donde se puede observar a ojo desnudo
la mayor transparencia del agua en el microcosmos de la derecha, que contiene individuos de Limnoperna
fortunei dentro de la jaula azul (flecha) respecto al microcosmos de la izquierda, sin mejillones.

ERNRESEEIRT AT TR AT
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Figuras 46 Ay B: detalle de dos microcosmos al dia 1 del experimento donde se puede observar una mayor
transparencia del agua en el microcosmos (B) que contiene individuos de Limnoperna fortunei dentro de la
jaula (flecha) respecto del microcosmos sin mejillones (A).

Resumen: fitoplancton (algas totales ml™)

e Efecto L. fortunei: la presencia del mejillén generd una significativa disminucién en el
numero de algas del fitoplancton en la columna de agua.

e Efecto Glifosato: la disminucién en la abundancia del fitoplancton en el tiempo fue
mas lenta en tratamientos con glifosato respecto del tratamiento sin herbicida.

e Efecto Interaccion: no se observd un claro efecto conjunto de ambos agentes sobre la

abundancia fitoplancténica.
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(b.iii) Abundancia relativa de los grupos algales

Al considerar la abundancia relativa de los principales grupos algales del
fitoplancton, se identificé a las clorofitas no-filamentosas como el grupo dominante en
todos los tratamientos a lo largo del periodo experimental (Fig. 47-49). Si bien hubo
variacion entre tratamientos, el glifosato no generd diferencias estadisticas entre ellos,
mientras que la presencia o ausencia de L. fortunei afectd el patron de abundancia
relativa. La Fig. 47 corresponde a la composicion inicial del fitoplancton tomado del
agua de los tres tanques de acuicultura al primer dia, con el que posteriormente fueron
llenados los microcosmos. Se puede observar que al comenzar el experimento el
fitoplancton se encontraba dominado por clorofitas no-filamentosas que representaron
el 88% de la abundancia total, seguido por el nanofitoplancton (aqui considerada como
la fraccién algal entre 2 y 5 um) con aproximadamente 6% y las cianobacterias
filamentosas con un 4%.

Dia0 diatomeas
B clorofitas no-filamentosas
W clorofitas filamentosas
H cianobacterias cocoides
M cianobacterias filamentosas
crisofitas
criptofitas

M dinoflagelados

euglonofitas

B nanofitoplancton <5 pm

Figura 47: abundancia relativa de los principales grupos de fitoplancton encontrados en el experimento
(clorofitas no- filamentosas, clorofitas filamentosas, cianobacterias cocoides, cianobacterias filamentosas,
crisofitas, criptofitas, diatomeas, euglenofitas, dinoflagelados y nanoplancton <5 um) a tiempo inicial.

Efecto L. fortunei: en los tratamientos sin mejillon (0-Lf) no se observé gran variacion

en el tiempo en la dominancia de los tres grupos mas abundantes siendo estos las
clorofitas no-filamentosas con una abundancia relativa siempre superior al 80%, el
grupo de las crisofitas con una abundancia relativa que varié entre 4 y 12%, siendo
maxima al dia 14 y el nanofitoplancton con abundancias relativas entre 5-12% (Fig. 48).
En los tratamientos con L. fortunei (0+Lf) en cambio, a las 24 h de comenzando el

experimento se observa que la abundancia relativa de las clorofitas no-filamentosas
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disminuyd respecto al tiempo inicial a 61%, a la vez que aumentd la densidad del
nanofitoplancton (18%), crisofitas (11%) y las cianobacterias filamentosas (8%).
Durante las primeras dos semanas volvié a aumentar la abundancia de las clorofitas no-
filamentosas a valores entre 88-92% a expensas de los demas grupos algales que se
vieron reducidos en sus abundancias relativas. A tiempo final las clorofitas no-
filamentosas siguieron siendo dominantes con un 82% del total del fitoplancton, no
obstante, aumentd el nimero de los principales grupos minoritarios siendo estos:
clorofitas filamentosa (7%), criptofitas (5%), nanofitoplancton (3%) y cianobacterias

filamentosas (2%).

0 mg I de glifosato

(-) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25
(+) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25
diatomeas crisofitas
W clorofitas no-filamentosas m criptofitas
M clorofitas filamentosas m dinoflagelados
m cianobacterias cocoides 1 euglonofitas

M cianobacterias filamentosas M nanofitoplancton <5um
Figura 48: abundancia relativa (en porcentaje) de los principales grupos de fitoplancton a lo largo del

periodo experimental, para los tratamientos sin herbicida, con ausencia y presencia de Limnoperna
fortunei.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que tuvieron adicién de glifosato, el

comportamiento de los principales grupos algales fue levemente distinto a aquél sin
herbicida (Fig. 49). En ausencia de L. fortunei, durante las primeras 24 h, en todos los
tratamientos con glifosato (1-Lf, 3-Lf y 6-Lf) las clorofitas no-filamentosas conservaron

altas abundancia relativas en promedio entre 82-85%, el nanofitoplancton por su parte
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aumentd a valores entre 12-14%, las crisofitas tomaron valores de 2-3% y los
dinoflagelados aumentaron respecto al tiempo inicial, con abundancia relativa
promedio de aproximadamente 0,5-1% del total del fitoplancton.

En la concentraciéon de 1 mg I de glifosato, estas abundancias relativas no se
modificaron demasiado a lo largo del experimento hasta tiempo final cuando el
nanofitoplancton aumentd significativamente (p<0,05), tomando valores del 41% del
fitoplancton total, a expensas de las clorofitas no-filamentosas que disminuyeron a un
55% de abundancia relativa. En los tratamientos con 3 y 6 mg I de glifosato, en
cambio, se observo que al dia 7 aumentd la densidad de las crisofitas (a 14% y 15%
respectivamente), volviendo a abundancias relativas semejantes a las del dia 1 durante
la segunda semana. A tiempo final hubo una disminucién en la abundancia relativa de
las clorofitas no-filamentosas, siendo mucho mas drastica en el tratamiento 3-Lf, hasta
valores de 47% y 70% para las concentraciones de 3 y 6 mg I de glifosato
respectivamente. En ambos tratamientos se identificd a tiempo final un aumento en la
diversidad de grupos dominantes dentro de la minoria, siendo estos: nanofitoplancton
(37% y 14%), crisofitas (7% y 10%), cianobacterias filamentosas (7% y 2%) y criptofitas
(1% y 2%). En la concentraciéon mas alta de glifosato, ademds, se vio un aumento a
tiempo final de las diatomeas, con una abundancia relativa de casi el 2%.

Efecto Interaccidn: en cuanto a los tratamientos que evaluaron el efecto conjunto del

herbicida y L. fortunei, se pudo observar que durante las primeras 24 h, para todas las
concentraciones de glifosato, el nanofitoplancton aumenté en promedio respecto al
tiempo inicial (p<0,05) a valores entre 22-24%, a expensas de las clorofitas no-
filamentosas que disminuyeron significativamente (p<0,05) a una abundancia relativa
de entre 68-71% (Fig. 49). Asimismo, aumento levemente la densidad de las crisofitas a
valores de entre 3-5% de la abundancia total, y aparecio el grupo de los dinoflagelados
gue se encontraba ausente a tiempo inicial, con una abundancia relativa de entre 1-2%.
A la semana, las clorofitas no-filamentosas volvieron a aumentar (p<0,05) con una
abundancia relativa superior al 87%, seguidas por las crisofitas (4-8%), el
nanofitoplancton (4-5%), y diatomeas (1-2%). Al dia 14 desaparecié casi por completo
el grupo de las crisofitas (0,1-0,5%), si bien a tiempo final volvid a aumentar la
abundancia de este grupo con porcentajes relativos entre 1 y2%. Asimismo, a tiempo

final aparecieron nuevos grupos como las clorofitas filamentosas (3-8%) y la criptofitas
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(1-2%) que se sumaron a los nanofitoplancton (3-20%) y las clorofitas no-filamentosas
(73-87%) presentes en todos los tiempos anteriores.

Por ultimo, se observaron diferencias significativas en la abundancia relativa de las
clorofitas no-filamentosas entre los tratamientos con ausencia y presencia de L.
fortunei para el dia 1 (p<0,01) en donde la abundancia fue menor en los tratamientos
con mejillén respecto a los que carecian de este, y en los dias 7 y 14 (p<0,05) en donde
la abundancia de las clorofitas no-filamentosas fue relativamente mayor en los

tratamientos con mejillén respecto a los que tenian ausencia de L. fortunei.

1 mg I de glifosato
(-) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25

(+) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25

3 mg I de glifosato
(-) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25

(+) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25
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6 mg I de glifosato

(-) L. fortunei Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 25
(+) L. fortunei Dia1 Dia7 Dia 14 Dia 25
diatomeas = crisofitas
W clorofitas no-filamentosas m criptofitas
M clorofitas filamentosas m dinoflagelados
m cianobacterias cocoides 1 euglonofitas

M cianobacterias filamentosas M nanofitoplancton <5um

Figura 49: variacion en la abundancia relativa de los principales grupos de fitoplancton, a lo largo del
tiempo para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I'* de glifosato, sin (- )y con (+) Limnoperna fortunei.

Resumen: Fitoplancton (abundancia relativa de grupos algales)

e Efecto L. fortunei: la presencia del mejilldon generd diferencias significativas en las
abundancias relativas de los distintos grupos algales, disminuyendo las clorofitas no-
filamentosas al dia 1, para luego recuperarse durante las dos semanas siguientes. A
tiempo final, la cantidad de grupos de la comunidad de fitoplancton aumenté en
presencia de mejillén.

e Efecto Glifosato: a tiempo final se observé un aumento (no significativo) en la
abundancia relativa del nanofitoplancton <5 um para las concentraciones de
glifosatode 1y 3 mg " que represento entre el 37-41% del total del fitoplancton.

e Efecto Interaccion: no se observd con claridad un efecto conjunto de ambos agentes,

siendo preponderante el efecto de L. fortunei.

(b.iv) Andlisis de la composicion de las clorofitas no-filamentosas

Si tenemos en cuenta los géneros y/o especies algales del fitoplancton que

conforman a las denominadas clorofitas no-filamentosas, observamos que son varios
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los grupos incluidos en esta categoria, siendo representados principalmente por: dos
especies de Staurastrum (aqui seran identificadas como “sp.1” y “sp.3”) Schroederia
spp., Scenedesmus spp., Oocystis spp., Monoraphidium circinale, Monoraphidium
griffithii, Kirchneriella spp., y especies del género Chlamydomonas (Fig. 50). No
obstante, tanto Staruastrum sp.1 como Kirchneriella spp. presentaron un
comportamiento particular, formando en algunos tratamientos casi verdaderas
floraciones. A tiempo inicial el fitoplancton se encontré dominado por Staurastrum
sp.1 que representd el 56,5% de la abundancia total.

Efecto L. fortunei: en ausencia de mejilldn se observd que hasta el dia 7, Staurastrum

sp.1 dominé en abundancia la comunidad de fitoplancton con 48 y 38% para los dias 1
y 7 respectivamente (Fig. 51 A). A la segunda semana la abundancia relativa bajé a 26%
del total y durante el Ultimo periodo experimental disminuyd aiin mas (p<0,01) a tan
solo un 10%. Los grupos que aumentaron a tiempo final a expensas de esta
disminucién fueron principalmente Monoraphidium griffithii 'y Oocystis spp.
alcanzando una abundancia del 26% y 16% respectivamente del total de fitoplancton.
Por otro lado, en presencia de L. fortunei, se observé durante las primeras 24 h una
disminucioén significativa (p<0,05) de Staurastrum spl, pasando del 56,5% al 18%. Al
dia 1 no se observd una clara dominancia de ninguno de los grupos, ya que lo que
hemos denominado como “otros grupos” (conformado por clorofitas cocoides no
identificadas y todos los demas grupos de fitoplancton enumerados en las figuras 47-
49) ocuparon el 45% de la abundancia total, siendo los principales el nanofitoplancton
(18%), las crisofitas (11%) y las cianobacterias filamentosas (8%) (Fig. 51 A). A la
semana, se vio un claro y significativo aumento (p<0,01) de la abundancia de
Chlamydomonas spp. alcanzando un valor relativo del 46%. Al dia 14 Chalmydomonas
spp. volvid a disminuir en su densidad (a un 7%), a la vez que aumento
dramaticamente (p<0,01) Kirchneriella spp. a valores de 43% de abundancia relativa. A
tiempo final disminuyé nuevamente la abundancia relativa de Kirchneriella spp.,
aumentando en densidad Staurastrum sp.3 con 29% de abundancia relativa y
Scenedesmus spp. con 19%.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida, el

comportamiento de los principales grupos de algas fitoplancténicas fue semejante a lo

ya descripto para los tratamientos sin herbicida (Figs. 51 B-D “(-) L. fortunei”). En el
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caso de Staurastrum sp.l se pudo observar que en todos los tratamientos,
independientemente de la concentracién de glifosato utilizada, este grupo dominé las
comunidades de clorofitas no-filamentosas durante las primeras dos semanas con
abundancias relativas de entre 46-52%, 47-55% y 41-58% para los dias 1, 7 y 14
respectivamente. Sin embargo, a tiempo final Staruastrum sp.1 sufrié una disminucion
significativa (p<0,01) en su abundancia relativa llegando a valores relativos de entre el
7y el 10% (equivalente a 165-183 algas ml) del total de algas del fitoplancton.

Efecto Interaccidn: en los tratamientos con ambos agentes interactuando (Figs. 51 B-D

“(+) L. fortunei”), se observdo que a las 24 h de comenzado el experimento la
abundancia de Staruastrum sp.1 no difirié significativamente de los tratamientos que
evaluaron solo el efecto glifosato, con valores entre 19-38% del total de algas. A partir
del dia 7, la abundancia de este grupo fue minima y significativamente menor (p<0,05)
que aquella en tratamientos solo con herbicida, con abundancia relativa siempre
menor al 2,5% (excepto en 6+Lf al dia 7 que presentd abundancia del 7%). Asimismo,
independientemente de la concentracion de glifosato utilizada, se vio favorecido el
crecimiento de Chlamydomonas spp. durante la primera semana, que presentd
abundancias relativas al dia 7 de 65%, 76% y 30% para las concentraciones de glifosato
de 1, 3 y 6 mg I"! respectivamente, siendo significativamente mayor respecto al tiempo
anterior (p<0,01). Posteriormente, en la segunda semana, la abundancia de
Chlamydomonas spp. disminuyd abruptamente a un valor promedio del 2% del total
del fitoplancton. Como sucedié con el tratamiento 0+Lf (Fig. 50), al dia 14 aumentd
significativamente (p<0,01) la abundancia de Kirchneriella spp. siendo el grupo
dominante de la comunidad de fitoplancton con valores entre 73-80% de la
abundancia total. A tiempo final aumentd la densidad de Scenedesmus spp. para todas
las concentraciones de glifosato, alcanzando valores de 40%, 30% y 17% de abundancia

relativa en los tratamientos 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente.
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— B Chlamydomonas spp.

S5 B Kirchneriella spp.

80% - B Monoraphidijum circinale
_g 70% - ® Monoraphidium griffithii
%‘_‘3 60% - I Oocystis spp.
.g 50% - W nanofitoplancton <5 um
é 40% = ¥ Scenedesmus spp.
_§ 30% = " Schroederia spp.
. 20% - % " Staurastrum sp.1

10% - i © Staurastrum sp.3

0% =

. . otros grupos fitoplancténicos
Tiempo inicial

Figura 50: abundancia relativa promedio a tiempo inicial de los principales grupos de clorofitas no-
filamentosas como porcentaje del fitoplancton total.

A 0 mg I glifosato
(-) L. fortunei (+) L. fortunei ™ Chlamydomonas spp.
100% = 100% = W Kirchneriella spp.
90% 90% - W Monoraphidium circinale
80% 1 80% - W Monoraphidium griffithii
70% 70% = 1 Oocystis spp.
sl o0 ® nanofitoplancton <5 um
50% - 50% -
40% - = - W Scenedesmus spp.
30% - "T‘ 30% - 1 Schroederia spp.
20% e ] 20% - . Staurastrum sp.1
10% - 10% - Staurastrum sp.3
0% - T T ¥ 0% - X ) Y otros grupos fitoplancténicos
i 7 14 25 Dias 1 7 14 25
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W Chlamydomonas spp.

W Kirchneriella spp.

W Monoraphidium circinale
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® nanofitoplancton <5 um
1 Scenedesmus spp.

1 Schroederia spp.

" Staurastrum sp.1

" Staurastrum sp.3

otros grupos fitoplancténicos

B Chlamydomonas spp.

W Kirchneriella spp.

W Monoraphidium circinale

® Monoraphidium griffithii

™ Oocystis spp.

M nanofitoplancton <5 um

1 Scenedesmus spp.

Schroederia spp.
Staurastrum sp.1

" Staurastrum sp.3

otros grupos fitoplancténicos

B Chlamydomonas spp.
W Kirchneriella spp.
 Monoraphidium circinale
W Monoraphidium griffithii
W Oocystis spp.
M nanofitoplancton <5 um
W Scenedesmus spp.
1 Schroederia spp.

| Staurastrum sp.1
I Staurastrum sp.3

otros grupos fitoplancténicos

Figura 51 A-D: abundancia relativa promedio de los principales grupos de clorofitas no-filamentosas del
fitoplancton a lo largo del tiempo para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato (A-D respectivamente) sin
(- )y con (+) Limnoperna fortunei, como porcentaje del fitoplancton total.
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Resumen: Analisis de la composicién de las clorofitas no-filamentosas del fitoplancton
e Efecto L. fortunei: se observé un patron de variacion de algas fitoplanctdnicas distinto
en presencia de mejillén, donde a la semana dominé Chalmydomonas spp. (46%),
seguida por una dominancia de Kirchneriella spp. al dia 14 (43%). En ausencia de L.
fortunei en cambio, el fitoplancton se encontré dominado por Staurastrum sp.l
durante la primera semana, aumentando a tiempo final Monoraphidium griffithii.
e Efecto Glifosato: no se detectd un claro efecto del herbicida, siendo dominante
Staurastrum sp.1 hasta el tiempo final en todos los tratamientos.
e Efecto Interaccién: no se observé con claridad un efecto de la interaccién de ambos
agentes. No se observd con claridad un efecto conjunto de ambos agentes, siendo

preponderante el efecto de L. fortunei.

(b.v) Porcentaje de algas muertas por mililitro

Entre las algas muertas (consideradas como aquellas en estado avanzado de
deterioro, rotas y/o sin contenido citoplasmatico) se encontraron individuos
pertenecientes a los siguientes grupos: clorofitas cocoides no identificadas, cenobios
de Coelastrum sp., diatomeas pennadas, Oedogonium spp. Kirchneriella spp.,
Mallomonas sp., Monoraphidium griffithii, Oocystis spp., tres especies de Stauratrum
(aqui identificadas como “sp.1”, “sp.2” y “sp.3”), Tetraedron sp. y Treubaria sp. Para
todos los tratamientos, al momento de comenzar el experimento el 20 £+ 5 % de las
algas de fitoplancton se encontraban muertas o en estado avanzado de deterioro.

Efecto L. fortunei: el porcentaje de algas muertas respecto al numero de algas totales

por mililitro en cada tratamiento resulté mayor en los microcosmos sin mejilléon que en
aquellos con presencia de Limnoperna fortunei (Fig. 52 A). Durante las primeras 24 hs
en los tratamientos con presencia de mejillén, se observd una clara disminucion
(p<0,01) de algas muertas, alcanzando un promedio de 8,2 + 2,4 % de algas muertas ml
!, Durante el resto del periodo experimental, el porcentaje de algas muertas en
presencia de mejillon continud disminuyendo hasta un promedio de 2,4 £ 1,7 % al dia
25. En ausencia de L. fortunei, en cambio, el porcentaje de algas muertas se mantuvo
con escasa variacion, con valores entre 18-20% hasta tiempo final en donde sufrié una

disminucién (estadisticamente no significativa) hasta valores de 7,1 + 6,2 % de algas

muertas ml™.
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Efecto Glifosato: si bien se observd una variaciéon en el porcentaje de algas muertas a

partir del dia 7, no se registré efecto del herbicida sobre dicha variable (Fig. 52 B),
debido en parte a la alta variabilidad entre réplicas. Los valores oscilaron entre 7 y 21%.

Efecto Interaccién: la interaccion entre el glifosato y el factor Limnoperna fortunei

mostré un comportamiento semejante a aquél observado con presencia de mejillon
(0+Lf) descrito para el “Efecto L. fortunei”. Durante las primeras 24 h se observé una
disminucidn significativa (p<0,01) en el porcentaje de algas muertas, con promedios de
entre 8-12% de algas muertas ml™ para las distintas concentraciones de glifosato (Fig.
52 C). A lo largo del tiempo el porcentaje de algas muertas continué disminuyendo
gradualmente hasta alcanzar a tiempo final valores de entre 0-2%. Al comparar estos
tratamientos con aquellos observados en “Efecto Glifosato”, se observé que la
presencia del mejillédn generd una reduccién en el porcentaje de algas fitoplancténicas
muertas por mililitro, que fue estadisticamente significativa (p<0,05) respecto a los

tratamientos con ausencia de L. fortunei para los dias 1, 7 y 25.
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Figura 52 A: concentracion media (+ 1 ES) del porcentaje de algas muertas por mililitro en los tratamientos
sin glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L f.) Limnopern fortunei durante el periodo experimental.

115



Algas muertas por ml (%)

30

25

20

15

10

Seccidn II: Resultados

Efecto Glifosato C Efecto Interaccién
30 1

00 01 O3 W6 B0 O1 03 m6

I N

15

0 1 7 14 o5 Dias 0 1 7 14

Figuras 52 B y C: concentracion media (+ 1 ES) del porcentaje de algas muertas por mililitro del
fitoplancton en los distintos tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna
fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: porcentaje de algas muertas por mililitro del fitoplancton

e Efecto L. fortunei: en presencia del mejillon se registré una disminucién significativa
en el porcentaje de algas muertas por mililitro a partir del dia 1.

o Efecto Glifosato: no se observé efecto del herbicida.

e Efecto Interaccién: si bien es predominante el efecto de L. fortunei, en interacciéon con
el glifosato la disminucion en el porcentaje de algas muertas es menos pronunciada

que sin herbicida (0+Lf).

c) Perifiton
(c.i) Clorofila-a

El valor promedio de concentracion de clorofila-a (Chl-a) del perifiton a tiempo
inicial oscilé entre 0,16-0,30 pg cm™. Durante el periodo experimental la Chl-a
aumento en todos los tratamientos con excepcion del control sin mejillén (tratamiento
0-Lf) en donde se mantuvo con escasa variacion a lo largo del tiempo (Fig. 53).

Efecto L. fortunei: en la figura 53 A se puede ver con claridad el efecto del mejillon

sobre la Chl-a del perifiton ya que al dia 7 la Chl-a aumenté en presencia de L. fortunei
(p<0,01), triplicandose y manteniéndose alta con valores promedio entre 0,9 y 1,1 ug
cm™ hasta tiempo final. En los tratamientos sin mejillon, en cambio, la clorofila no varié

demasiado a lo largo de todo el periodo experimental.
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Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida sobre la

concentracion de clorofila del perifiton se observd que partir del dia 7 se vio un
pequefio (aunque no significativo) aumento en la Chl-a en todos los tratamientos con
herbicida, que alcanzd sus valores maximos recién a tiempo final, siendo mayor la
clorofila en el tratamiento con la dosis mas baja de glifosato (1-Lf), y menor en aquél
con la dosis mas alta (6-Lf). Los valores de Chl-a al dia 25 promediaron 1,23 + 0,31 ug
cm; 0,93 + 0,06 pg cm™ y 0,65 + 0,14 pg cm™ para los tratamientos 1-Lf, 3-Lf y 6-Lf
(Fig. 53 B).

Efecto Interaccidn: en los tratamientos con ambos agentes interactuando (Fig. 53 C) la

concentracion de Chl-a perifitica fue mayor respecto a los tratamientos sin mejillén
(“Efecto glifosato”), sobre todo durante la primera y la segunda semana (dias 7 y 14
con p<0,01). En presencia de mejillén, la Chl-a aumenté significativamente durante la
primera semana (p<0,01 entre dias 1y 7), a valores de 1,37 + 0,41 ug cm’; 1,34 + 0,35
ug cm? y 1,15 £ 0,15 pg cm™ para los tratamientos 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente.
Durante la segunda semana, el tratamiento con la dosis mas alta de glifosato (6+Lf)
siguié en aumento hasta un valor promedio de 1,68 + 0,66 pg cm™ y durante el resto
del experimento los valores de Chl-a siguieron siendo altos en todos los tratamientos

con mejillén, con promedios entre 1,11y 1,38 pg cm™.

A

25 4

Efecto L. fortunei

o(-)L.f

n
[=}

m(+)Lf

Clorofila-a (ug cm-2)
s

A
o

0,0 -
0 1 7 14 25 Dias

Figura 53 A: concentracion media (+ 1 ES) de clorofila-a (ug cm'z) del perifiton en los tratamientos sin
glifosato, con ausencia (- L.f.) y presencia (+ L.f.) de Limnoperna fortunei.
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Figuras 53 B y C: concentracion media (+ 1 ES) de clorofila-a (ug cm'z) del perifiton en los tratamientos
con0,1,3y6mg ' de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Clorofila-a del perifiton

en tratamientos con glifosato.

e Efecto L. fortunei: se observé un significativo aumento en la Chl-a del perifiton en
presencia de L. fortunei a partir del dia 7.

e Efecto Glifosato: se observd una tendencia hacia mayores concentraciones de Chl-a

e Efecto Interaccidn: se observé una tendencia a un aumento en la Chl-a perifitica en

presencia de ambos agentes, tendiendo a un efecto sinérgico.

(c.ii) Peso seco

El peso seco (PS) de la comunidad perifitica presentd gran variabilidad entre réplicas

en cada tratamiento. En el tratamiento sin herbicida y sin mejillon (0-Lf) se observd que

el perifiton siguié en desarrollo visualizdndose en el aumento del PS a lo largo del

experimento. Este fendmeno pudo ser consecuencia de que al momento del comienzo

del ensayo aun no se habia alcanzado la madurez en la comunidad. Por otro lado, el

confinamiento de los perifitémetros, pasando a microcosmos (70 |) respecto a los

mesocosmos (3000 |I) donde se habia desarrollado, facilité la disponibilidad de mas

recursos, acelerando los procesos funcionales de todo el sistema (Brandt et al. 2004,

Pesce et al. 2009), y particularmente del perifiton que se encuentra limitado al sustrato.

Si bien hubo una variacion en el tiempo, el PS no se vio afectado de manera significativa

por el factor herbicida ni por el factor mejillon (Fig. 54). Los valores iniciales de PS
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presentaron promedios que variaron entre 0,16 y 0,29 mg cm™, y a lo largo del
experimento estos valores aumentaron en todos los tratamientos.

Efecto L. fortunei: en la figura 54 A se puede observar que el PS comenzd a aumentar a

partir del dia 7 y continud en aumento a lo largo del experimento hasta valores de 0,41
+ 0,08 mg cm™?y 0,47 + 0,06 mg cm™ para 0-Lf y 0+Lf respectivamente a tiempo final,
siendo mas rapido el aumento en presencia de L. fortunei, aunque las diferencias no
alcanzaron a ser estadisticamente significativas.

Efecto Glifosato: si bien se alcanzaron mayores valores de PS en los tratamientos con

herbicida respecto al control, no resultaron estadisticamente significativas. El maximo
PS se alcanzé a tiempo final en el tratamiento con menor dosis de glifosato (1-Lf), con
promedio de 0,65 + 0,13 mg cm™(Fig. 54 B).

Efecto Interaccién: con ambos agentes interactuando, el PS aumentd durante las

primeras dos semanas, para decrecer durante la tercera semana. Los valores maximos
alcanzados (al dia 14) promediaron entre 0,44 y 0,53 mg cm™. Independientemente de
la concentracion de glifosato, en presencia de mejillén se observaron diferencias
significativas en tiempos consecutivos (p<0,01), durante la primera semana (dias 1y 7)y
durante la segunda semana (dias 7 y 14) (Fig. 54 C). No obstante, no hubo diferencias
estadisticas entre los tratamientos indicando que no hay efecto conjunto sobre el PS del

perifiton.
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Figura 54 A: concentracion media (+ 1 ES) de peso seco (mg cm'z) del perifiton en los tratamientos sin
glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei.
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Figura 54 By C: concentracion media (+ 1 ES) de peso seco (mg cm™) del perifiton en los tratamientos con
0,1, 3y 6 mg I' de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Peso seco del perifiton

e Efecto L. fortunei: no se detectd efecto mejillon.

o Efecto Glifosato: se observé una tendencia al estimulo del desarrollo de la comunidad
a tiempo final, para la menor concentracién del herbicida.

e Efecto Interaccion: no se evidencid efecto de la interaccion glifosato x L. fortunei
aunque a tiempo final, se observé tendencia a la disminucién en los tratamientos con

presencia de ambos agentes

(c.iii) Cenizas

El peso de las cenizas (C) de la fraccidn perifitica fue en promedio siempre inferior a
0,08 mg cm™ (Fig. 55). Si bien se observé un aumento hacia el tiempo final en todos los
tratamientos, las C presentaron gran variabilidad entre réplicas y entre tratamientos,
sin registrarse diferencias significativas entre ellos.

Efecto L. fortunei: se observé una tendencia al aumento gradual con el tiempo en los

tratamientos que evaluaron el efecto Limnoperna fotunei (Fig. 55 A), alcanzando sus
valores maximos a tiempo final, con valores de 0,05 + 0,01 mg cm™ tanto para O-Lf
como para 0+Lf.

Efecto Glifosato: en los tratamientos con herbicida (Fig. 55 B), el aumento en C se

produjo antes que en el tratamiento control (0-Lf), de manera mas repentina y con

mayor variabilidad. El valor maximo de C se con la dosis de 1 mg I"* de glifosato, a las 24
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h de comenzado el experimento, en donde se alcanzé un promedio de 0,05 + 0,03 mg

cm™ para 1-Lf.

Efecto Interaccidn: si bien no se observaron diferencias entre tratamientos (Fig. 55 C),

el aumento de C se produjo a partir de las 24 h, con un maximo bien diferenciado en el

tratamiento 1+Lf al dia 1 que alcanzé un promedio de 0,08 + 0,03 mg cm .
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Figura 55 A: Peso medio (+ 1 ES) de cenizas (mg cm™) del perifiton en los tratamientos sin glifosato, sin (-

L.f.)y con (+L.f.) Limnoperna fortunei.
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Figuras 55 B y C: Peso medio (+ 1 ES) de cenizas (mg cm'z) del perifiton en los tratamientos con 0, 1, 3y 6

mg I'* de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Cenizas del Perifiton

o Efecto Glifosato: no se detectd efecto glifosato.

tratamientos.

e Efecto L. fortunei: no se evidencié un claro efecto del mejillén.

e Efecto Interaccion: la interacciéon glifosato x L. fortunei no generd diferencias entre
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(c.iv) Peso seco libre de cenizas

El peso seco libre de cenizas (PSLC) del perifiton refleja la cantidad de material
organico de la comunidad perifitica. En el experimento se vio un comportamiento muy
semejante a aquél detallado en la variable “peso seco”, en donde no se registraron
diferencias significativas dadas por el factor mejillén, ni por el factor glifosato, pero si
se observé en cambio un aumento en los valores de PSLC a lo largo del tiempo (Fig. 56).
Los valores iniciales de PSLC promediaron entre 0,14-0,26 mg cm™ y hasta el dia 14
hubo un aumento en el PSLC en todos los tratamientos que resultd estadisticamente
significativo (p<0,01) entre la primera semana (del dia 1 al dia 7) y entre la segunda
semana (del dia 7 al dia 14).

Efecto L. fortunei: se pudo observar que tanto en ausencia como en presencia de

mejillén los valores de PSLC aumentaron durante las primeras dos semanas
experimentales entre 1,8 y 2,5 veces respecto a los valores iniciales, siendo mayor
(aunque estadisticamente no significativo) los valores de PSLC alcanzados en presencia
de mejilldn respecto a aquellos sin mejillon (Fig. 56 A).

Efecto Glifosato: para todas las concentraciones de glifosato el PSLC aumentd a partir

del dia 1 durante el experimento, excepto para el tratamiento con la mayor dosis de
glifosato (6-Lf) que sufrié una rapida disminucion del 47% durante la Ultima semana
(Fig. 56 B). Los maximos valores alcanzados fueron al dia 25 de 0,60 + 0,11 mg cm™y
0,43 + 0,01 mg cm™ para los tratamientos 1-Lf y 3-Lf. El tratamiento 6-Lf en cambio
alcanzé su valor maximo en la segunda semana con un promedio de 0,43 + 0,15 mg cm’

2

Efecto Interaccidn: en los tratamientos con L. fortunei y glifosato, los valores maximos

de PSLC se alcanzaron al dia 14 con promedios de entre 0,41-0,47 mg cm’2 (Fig. 56 C).
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Figura 56 A: Peso seco libre de cenizas (mg cm™) (+ 1 ES) del perifiton en los tratamientos sin glifosato, sin
(- L.f.)y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei.
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Figuras 56 B y C: Peso seco libre de cenizas (mg cm™) (+ 1 ES) del perifiton en los tratamientos con 0, 1, 3y
6 mg I'* de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Peso seco libre de cenizas del perifiton

e Efecto L. fortunei: a partir del dia 7, el PSLC en presencia de mejillon fue levemente
mayor.

o Efecto Glifosato: no se detectd un claro efecto del glifosato sobre el PSLC.

e Efecto Interaccidn: no se registro efecto de la interaccion glifosato x L. fortunei.

(c.v) Indice Autotrdfico

En nuestro estudio, los valores promedio de los IA iniciales variaron entre 890 y
1915 indicando en todos los tratamientos comunidades fundamentalmente

heterotréficas. Como la variacién inicial a tiempo cero fue alta, se relativizo el 1A de
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cada muestra en los sucesivos tiempos a su valor inicial, y se graficé el promedio del
porcentaje de variacion del IA de cada tratamiento respecto al IA inicial (Fig. 57).

Efecto L. fortunei: se observé un claro efecto del mejillon sobre el indice autotrofico de

la comunidad de perifiton (Fig. 57 A). En ausencia de L. fortunei el IA aumentd a partir
del dia 7 durante la segunda y la tercer semana hasta alcanzar un porcentaje promedio
de 260 + 150 % a tiempo final (equivalente a un IA de 1175 + 492). El tratamiento con
Limnoperna fortunei, en cambio, sufrid una disminucion en su IA a un 29% (lo que
equivale a un |IA de 252 + 12) al dia 7 y se mantuvo relativamente bajo durante las
siguientes semanas para finalizar con un valor de IA del 50% del valor inicial (IA de 398
+134).

Efecto Glifosato: a diferencia de lo observado sin herbicida (0-Lf), los tratamientos con

agregado de glifosato sufrieron una disminucién en su IA durante el periodo
experimental, siendo considerablemente menor al control en los dias 14 y 25. Si bien a
tiempo final el IA en los tratamientos con glifosato arrojo valores menores al 52% del IA
inicial (IA promedio a tiempo 0 fue de 1916, 1560 y 784 en 1-Lf 3-Lf y 6-Lf
respectivamente), a tiempo final el IA calculado varié entre 280-440, indicando una
clara tendencia hacia la autotrofia producto del mayor desarrollo algal (Fig. 57 B).

Efecto Interaccion: a lo largo del experimento se observd una disminucién en el IA

respecto a los valores iniciales (Fig. 57 C). Sin embargo, para las dosis media y alta de
herbicida (3+Lf y 6+Lf) el IA sufrié un pequefio aumento a las 24 h de hasta un 127% y
105% respectivamente. A partir de alli, disminuyé drasticamente al dia 7 para
mantener valores bajos durante el resto del experimento, aunque siempre por encima
de un IA de 200. En el tratamiento con 1 mg I* de glifosato, el IA disminuy6 durante la
primera semana a un 34% lo que significd un IA promedio de 188 +32. A pesar de
observarse diferentes comportamientos para esta variable segun los tratamientos, al
haber tanta variabilidad entre réplicas, no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre ellos.
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Figura 57 A: concentracion media (+ 1 ES) del indice autotrdfico (como porcentaje respecto al tiempo
inicial) del perifiton en los tratamientos sin glifosato, sin (- L.f.) y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei.
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Figuras 57 By C: concentracion media (+ 1 ES) del indice autotrdfico (como porcentaje respecto al tiempo
inicial) del perifiton en los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I'* de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna
fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Indice autotroéfico del perifiton

e Efecto L. fortunei: se observé una marcada tendencia a la disminucién del IA (perifiton
mas autotrofico) en presencia del mejillon.

o Efecto Glifosato: el herbicida generé la tendencia a la diminucién del IA (comunidad
mas autotrofica).

e Efecto Interaccidn: no se observd un efecto conjunto diferente al de los factores por
separado, estando el comportamiento general determinado por la presencia del
mejillén. A tiempo final, se observé una tendencia de presentar una mayor autotrofia

a mayor concentracion de glifosato.
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(c.vi) Recuentos: algas cm™

Los valores iniciales de algas perifiticas variaron entre 82 mil y 217 mil algas cm™
segun el tratamiento, presentando gran variacion entre réplicas.

Efecto L. fortunei: no se observd efecto del mejilldn sobre el nimero de algas del

perifiton entre el tiempo inicial y el final (Fig. 58 A). Si bien a tiempo inicial el nimero
de algas por cm? fue levemente menor en el tratamiento sin L. fortunei, a tiempo final
el nimero de algas perifiticas resulté semejante en ambos tratamientos.

Efecto Glifosato: en general se pudo observar que para todos los tratamientos, el

numero de algas totales por cm? no varié demasiado entre los dos tiempos estudiados.
En los tratamientos con 1 mg I de glifosato (1-Lf) se observé que tanto a tiempo inicial
como a tiempo final, la concentracion de algas perifiticas fue mayor (aunque sin
diferencias significativas) que en el tratamiento sin glifosato (0-Lf) (Fig. 58 B). En las
dosis media y alta de glifosato en cambio (3-Lf y 6-Lf), la concentracién de algas del
perifiton fue menor que en los microcosmos sin herbicida. Sin embargo, el tratamiento
3-Lf presentd una variacién en el tiempo, siendo significativamente mayor (p<0,05) la

abundancia de algas de perifiton por cm? a tiempo final respecto a tiempo inicial.

Efecto Interaccion: a pesar de no observarse un efecto de los factores por separado, la
interaccion de L. fortunei con el glifosato generd un comportamiento distinto en las
algas perifiticas (Fig. 58 C). En el tratamiento 1+Lf el nimero de algas totales perifiticas
a tiempo final fue estadisticamente menor al valor inicial (en promedio representd un
37 + 8 % del valor inicial), mientras que para el tratamiento 3+Lf a tiempo final se vio
un aumento en el nimero de algas hasta valores de 219 mil + 3 mil algas cm? que
representd un 200 * 87 % del valor inicial (p<0,05 para ambos tratamientos). El

tratamiento de 6+Lf no varié significativamente entre el tiempo inicial y el final.
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Efecto L. fortunei
250 1 O-L.f

B Lf
200 -
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Perifiton (millares algas cm2)
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0 25 Dias

Figura 58 A: concentracion media (+ 1 ES) del nimero de algas perifiticas por cm” en los tratamientos sin
glifosato, sin (-L.f.) y con (+ L.f.) Limnoperna fortunei.
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Figuras 58 B y C: concentracion media (+ 1 ES) del numero de algas perifiticas por cm’ en los tratamientos
con0, 1,3y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei durante el periodo experimental.

Resumen: Recuentos del perifiton

e Efecto L. fortunei: no se registré efecto del mejillén sobre el nimero de algas del
perifiton.

e Efecto Glifosato: no se detectd efecto del herbicida sobre el numero de algas del
perifiton.

e Efecto Interaccidn: la interaccidon de ambos agentes podria estar afectando de manera
indirecta el numero de algas del perifiton ya que en presencia del mejillon los
tratamientos con distintas concentraciones de glifosato respondieron de diferente

manera.
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(c.vii) Algas cocoides vs. algas filamentosas

En funcidn de la aparicién de gran cantidad de algas filamentosas microscopicas -
formando matas visibles a ojo desnudo- en algunos microcosmos, decidimos realizar la
comparacion entre habitos algales en el perifiton. Para esto se contabilizé el nimero de
algas de habito cocoide (algas solitarias y coloniales, tanto flageladas como sin flagelo)
y de las algas filamentosas. Al comparar el nimero de algas filamentosas respecto a
aquellas con habito cocoide, se observd que en todos los tratamientos, tanto a tiempo
inicial como final, el habito cocoide predomind sobre el filamentoso (p<0,05). En los
tratamientos con ausencia de L. fortunei, si bien se registré variacion en el tiempo, esta
no fue significativa, como tampoco se observo efecto del factor glifosato (Fig. 59). En
presencia de mejilléon la abundancia relativa de algas filamentosas aumentd a tiempo
final en todos los tratamientos, con porcentaje de filamentosas entre 28 y 37%. La
presencia de metafiton se pudo observar a simple vista a tiempo final en todos
aquellos microcosmos que contenian al mejillén (ver Fig. 60 y 61). El metafiton es una
comunidad formada por algas filamentosas que puede llegar a dimensiones
macroscoépicas. Las algas que lo conforman suelen ser algas verdes filamentosas de los
géneros Spirogyra, Mougeotia o Zygnema, que cuando adultas no viven adheridas
directamente a un sustrato (Stevenson 1996). Si bien las algas del metafiton son algas
microscopicas de mayor tamafio respecto de aquellas del perifiton, en sus estadios
iniciales se desarrollan adheridas a un sustrato. A medida que crecen el conjunto
deviene en matas algales macroscdpicas que pasan a formar parte de la columna de
agua al desprenderse del sustrato del cual se iniciaron (Stevenson 1996), ayudadas por
las burbujas de oxigeno producto de la fotosintesis y al movimiento del agua generado
por brisa y/o los aireadores. Durante la toma de muestras de los sustratos colonizados
por perifiton se intentd retirar las matas macroscopicas de metafiton para evitar alterar

los andlisis cuanti y cualitativos del perifiton.
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A (') L. fortunei B ( ) L. fortunei
DiAO DiA 25 m Cocoides DIAO DIiA 25 = Cocoides

‘ ‘ B Filamentosas ‘ ‘ ® Filamentosas

3 3 3 3
6 6 6 6
Figuras 59 Ay B: porcentaje de algas perifiticas con hdbito cocoidal (en verde claro) y filamentoso (en

verde oscuro) al comienzo y al final del experimento (dias 0 y 25) en los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I”*
de glifosato, sin (A) y con (B) Limnoperna fortunei.

Figura 60: microcosmos de tratamientos con ambos agentes (Limnoperna fortunei y glifosato) a tiempo
final, donde se puede observar a simple vista el metafiton alrededor de los perifitometros (indicado con
flechas rojas).
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Figuras 61 Ay B: extraccion de muestras de perifiton a tiempo final, donde se puede observar una gran
cantidad de metdfiton (indicado con flechas en rojo) adherido a: (A) las jaulas de Limnoperna fortunei y
(B) al perifitémetro.

El desarrollo del metafiton no fue observado en ausencia de Limnoperna fortunei y
herbicida, donde para el tratamiento O-Lf hubo un alto porcentaje de algas
filamentosas a tiempo inicial (38 + 20 %) que se vio reducido a tiempo final (a 10 £ 3 %).
Sin embargo, en el tratamiento con la menor dosis de glifosato (1-Lf), hubo un pequefio
aumento de las filamentosas en el tiempo (de 23 £+ 6 % a 30 + 3 %). En las otras dos
concentraciones de herbicida (3-Lf y 6-Lf), no se observaron grandes variaciones en la
proporcién de filamentosas en el tiempo. La alta variabilidad entre las réplicas dificultd
el analisis estadistico y por lo tanto no se pudieron detectar diferencias significativas en

los porcentajes de algas filamentosas y cocoides entre tiempos.

Resumen: algas cocoides vs. algas filamentosas del perifiton

e Efecto L. fortunei: en presencia del mejilléon, el porcentaje de algas filamentosas

aumento en el tiempo.
o Efecto Glifosato: no se observé efecto glifosato.
e Efecto Interaccion: la accion conjunta del mejillon y el glifosato generd una tendencia

al aumento de algas filamentosas, semejante al impacto de L. fortunei por separado.

Debido al importante desarrollo del metafiton, se realizé una estimacion semi-
cuantitativa de la abundancia de dichas matas a tiempo final para cada tratamiento a

través de una escala semicuantitativa de observacién a ojo desnudo. La escala consistié
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en cuatro niveles para determinar la ausencia (0) o presencia escasa (+), presencia
abundante (++) y presencia muy abundante (+++) de menor a mayor abundancia de
metafiton en cada microcosmos. En las Figs. 62-64 se muestran fotografias de todos los
microcosmos a tiempo final y el valor correspondiente asignado segun la escala
semicuantitativa, para cada tipo de efecto. Bajo microscopio éptico se observé que el
metafiton se encontré conformado mayormente por algas filamentosas del tipo

zygnematales.

Efecto

L. fortunei Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3

O-Lf

O+Lf

W

Figura 62: fotografias de los microcosmos a tiempo final (dia 25) para los tratamientos que evaluaron el
efecto L. fortunei, con ausencia (-Lf) y presencia (+Lf) de Limnoperna fortunei, para las tres réplicas de
cada tratamiento. En recuadro rojo se indica el valor establecido segun la escala semi-cuantitativa (0, +,
++y +++) de la abundancia macroscépica de metafiton.
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Efecto
Glifosato Tanque 1 Tanque 2 'Ijanlql'Je 3
-~ v ‘
0-Lf ’
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Figura 63: fotografias de los microcosmos a tiempo final (dia 25) para los tratamientos que evaluaron el efecto
Glifosato; con0,1,3y6mg ! de glifosato, en ausencia de L. fortunei (-Lf), para las tres réplicas. En recuadro rojo
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se indica el valor establecido segtin la escala semi-cuantitativa (0, +, ++y +++) de la abundancia macroscdpica de

metafiton.
Efect
e c'), Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3
Interaccion
O+Lf
1+Lf
3+Lf
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6+Lf

Figura 64: fotografias de todos los microcosmos a tiempo final (dia 25) para los tratamientos que
evaluaron el efecto Interaccidn (glifosato x L. fortunei); con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato, en presencia de L.
fortunei (-Lf), para las tres réplicas de cada tratamiento. El recuadro en rojo indica el valor establecido
segun la escala semi-cuantitativa (0, +, ++ y +++) de la abundancia macroscopica de metafiton.

(c.viii) Principales grupos algales

Se realizaron diagramas de torta para considerar la relacion entre los principales
grupos algales del perifiton (clorofitas, cianobacterias y diatomeas) y su variacion en el
tiempo para los distintos tratamientos (Fig. 65). Si bien estadisticamente no se
observaron diferencias significativas en el tiempo para los grupos de clorofitas vy
cianobacterias, se puede ver que, en términos generales, hubo un aumento de las
cianobacterias en el tiempo, en aquellos tratamientos con presencia de L. fortunei
(excepto para la concentracién de 1 mg I de glifosato), con un aumento de 76%, 37% y
42% para 0+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente, a expensas de una disminucion en el
porcentaje de clorofitas para estos mismos tratamientos. En ausencia del mejillén, en
cambio, no se vieron grandes variaciones en estos grupos algales entre los tiempos
estudiados, excepto para el tratamiento sin herbicida (0-Lf), en donde a tiempo inicial
se encontré un 44 + 18 % de cianobacterias que a tiempo final se vio reducido a un 10 +
4 %.

Para las diatomeas, en cambio, se observaron diferencias significativas a tiempo
final (p<0,01) entre los tratamientos con ausencia y presencia de mejillon, siendo
significativamente mayor el porcentaje de diatomeas en presencia de mejilléon para
todas las concentraciones de herbicida. A tiempo final, el porcentaje de diatomeas en
los tratamientos sin mejillon resultd inferior al 1% excepto para el tratamiento 1-Lf en
donde fue del 1,7%, mientras que en presencia de mejillén el porcentaje de diatomeas

se encontré entre 2,7% y 3,8% segun el tratamiento.
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(-) L. fortunei B (+) L. fortunei

DIiA 25 0 W clorofitas DiA O 0 DiA 25 0 = clorofitas

H cianobacterias = cianobacterias
diatomeas

diatomeas

Figuras 65 Ay B: principales grupos de algas perifiticas representadas en porcentajes: clorofitas (verde),
cianobacterias (azul) y diatomea (amarillo); al comienzo y al final del experimento (dias 0 y 25) en los

tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato, sin (A) y con (B) Limnoperna fortunei.

Resumen: principales grupos algales del perifiton

e Efecto glifosato: no hubo efecto glifosato.

e Efecto L. fortunei: si bien predominaron las clorofitas, en presencia del mejillén el

porcentaje de cianobacterias y de diatomeas del perifiton aumenté en el tiempo.

e Efecto Interaccién: no se observd efecto de la interaccion diferente al presentado

para el efecto molusco.
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(c.ix) Algas vivas vs. algas muertas

Se cuantificé el numero de algas vivas y muertas (consideradas como aquellas
células vacias y/o rotas), encontrandose individuos muertos de los siguientes grupos:
Staurastrum spp., diatomeas, dinoflagelados, clorofitas no-filamentosas y clorofitas
filamentosas. Se comparé el aporte de la fraccidon de algas vivas y la fraccidn de algas
muertas (Fig. 66) y se comprobd que en todos los tratamientos hubo una disminucion
significativa (p<0,01) en el porcentaje de algas muertas del perifiton a tiempo final. Si
bien se puede observar que en los tratamientos con presencia de L. fortunei el
porcentaje de algas muertas al dia 25 fue menor que en aquellos tratamientos sin
mejillén, estas diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas.

A (-) L. fortunei B (+) L. fortunei

DiA 25 0 " % algas

DiAO 0 DiA 25 0 #%algas DIAD :
vivas

vivas

m % algas
muertas

u % algas
muertas

Figuras 66 A y B: porcentaje de algas vivas (verde) y muertas (rojo) al comienzo y al final del experimento
(dias 0y 25) en los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg " de glifosato, sin (A) y con (B) Limnoperna fortunei.
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Resumen: algas vivas vs. algas muertas del perifiton

e Efecto L. fortunei: existié una tendencia hacia la disminucion del porcentaje de algas
muertas.

e Efecto Glifosato: se observé una tendencia a un menor porcentaje de algas muertas
en tratamientos con glifosato.

e Efecto Interaccion: se registré una tendencia a la disminucidn en el tiempo en el
porcentaje de algas muertas en los tratamientos con ambos agentes presentes (1+Lf,

3+Lf y 6+Lf).

d) Zooplancton
(d.i) Abundancia total

Debido a que las muestras de zooplancton a tiempo inicial fueron tomadas de los
tanques y no de los microcosmos (ver Materiales y Métodos), se obtuvo el promedio
formado por tres réplicas, una de cada tanque. En este sentido, asumimos que la
distribucién de los organismos zooplancténicos en los microcosmos fue homogénea al
momento llenarlos con el agua de cada tanque. Al comenzar el experimento, la
concentracion inicial del zooplancton total fue semejante entre los tres tanques con
promedio de 663 + 31 individuos por I (Fig. 67). A tiempo final, la cantidad de
zooplancton total disminuyod significativamente (p<0,05) en todos los tratamientos

respecto a la concentracion inicial.

Tiempoinicial

800 ~ ‘

700 - .

600 -
500 -

Individuos litro?

400 -
300 -+
200 ~
100

Zooplancton total

Figura 67: abundancia promedio de zooplancton total (nimero de individuos I'l) (+ 1 ES) a tiempo inicial
(Dia 0) en los tanques. En diagrama de torta figura la abundancia relativa de los principales grupos de
zooplancton: copépodos (rojo), cladoceros (amarillo) y rotiferos (azul).
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Efecto L. fortunei: al evaluar el efecto del mejillén sobre el zooplancton (Fig. 68 A) se

observé que en presencia de L. fortunei el nimero total de individuos zooplanctdnicos
a tiempo final fue significativamente mayor que en ausencia de mejillén (p<0,05), con
promedios de 156 + 20 y de 441 + 194 individuos | en los tratamientos O-Lf y O+Lf
respectivamente.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida (Fig. 68 B) el

nimero de individuos zooplancténicos fue inferior a 400 individuos I™*. En presencia de
glifosato el nimero aumentd, siendo cada vez mayor con la creciente concentracidon de
herbicida, con promedios de 194 + 59; 276 + 69 y 367 + 126 individuos | * en 1-Lf, 3-Lfy
6-Lf respectivamente.

Efecto Interaccion: en los tratamientos con ambos agentes interactuando (Fig. 68 C), la

respuesta del zooplancton a tiempo final no fue proporcional a la concentracion de
glifosato, y presentd una mayor variabilidad entre réplicas respecto a los tratamientos
con los factores por separado. Tanto en el tratamiento con la menor dosis de glifosato
como en aquél con la dosis media (1+Lf y 3+Lf), el nimero total de organismos
zooplancténicos fue superior a 400 individuos 1™, con promedios de 480 + 85 y 420 +
164 individuos I para 1+Lf y 3+Lf respectivamente. En la concentracién mas alta de
glifosato (6+Lf), la cantidad de zooplancton fue menor, con promedio de 277 + 11

individuos I,

Efecto L. fortunei

O( - ) L. fortunei

800 - W (+) L. fortunei
700 -
600 - ‘

500 -+
400 -

Individuos litro?

300 +
200 A
100 ~

Zooplancton total

Figura 68 A: abundancia promedio de zooplancton total (nimero de individuos ') (+1ES)a tiempo final
(Dia 25) en los tratamientos sin glifosato, sin (- L.f.)y con (+ L f.) Limnoperna fortunei. En diagrama de
torta se indica la abundancia relativa de los principales grupos de zooplancton: copépodos (rojo),
claddceros (amarillo) y rotiferos (azul).
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Figuras 68 B y C: abundancia promedio de zooplancton total (nimero de individuos ') (+ 1 ES) a tiempo
final (Dia 25) para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg " de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei.
En diagrama de torta se indica la abundancia relativa de los principales grupos de zooplancton: copépodos

(rojo), cladéceros (amarillo) y rotiferos (azul).

Resumen: Zooplancton total

e Efecto L. fortunei: a tiempo final en presencia de mejillén la concentraciéon de
zooplancton fue significativamente mayor que sin mejillon.

o Efecto Glifosato: a tiempo final se observé una tendencia a una mayor abundancia de
zooplancton a mayores concentraciones de herbicida.

e Efecto Interaccion: no se pudo detectar un claro efecto de ambos agentes sobre la

concentracion de zooplancton en la columna de agua.

(d.ii) Abundancia relativa

En las muestras analizadas se encontraron representantes de los tres principales
grupos taxondmicos de zooplancton: claddceros, copépodos y rotiferos. En el grupo de
los cladéceros se hallaron organismos pertenecientes a las familias Chydoridae, Sididae
y Macrothricidae. Dentro del grupo de los copépodos se observaron individuos adultos
como también larvas nauplii de las familias Calanoida y Cyclopoida. Los rotiferos por su
parte, fueron los que presentaron mas diversidad, encontrandose en las muestras
analizadas por lo menos uno de los siguientes géneros: Asplanchna spp., Brachionus
spp., Cephalodella spp., Colurella sp., Euchlanis spp., Gyratrix spp., Hexarthra spp.,
Keratella spp., Lecane spp., Lepadella spp., Mytilina spp., Plationus spp., Platyias spp.,

Polyarthra spp., Testudinella spp., Trichocerca spp., Trichotria spp. y Wolga spp., como
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también algunos representantes de la familia Notommatidae y otros de la clase
Bdelloidea.

En la Fig. 68 se observa la abundancia relativa de los tres grupos mas importantes
del zooplancton para cada tratamiento. En todos los tratamientos el zooplancton se
encontré dominado por los copépodos. A tiempo inicial las abundancias relativas
fueron de 72 £ 5 %, 23 £+ 4 % y 5 + 2 % de copépodos, claddceros y rotiferos
respectivamente, mientras que a tiempo final el zooplancton se encontré en todos los
tratamientos dominado por los copépodos con porcentajes en promedio entre 57 y
87%. Si bien los copépodos (adultos y larvas) fueron el grupo mas abundante, entre el
tiempo inicial y el tiempo final la abundancia total de copépodos disminuyd
significativamente (p <0,05) de un promedio (+ ES) de 475 + 24 a 321 + 59 copépodos I’
! a la vez que también se vio reducido a significativamente el nimero de total de
cladéceros de 158 + 39 a 53 + 11 cladéceros I, Los rotiferos en cambio se mantuvieron
relativamente estables en su abundancia total, con una concentracién inicial promedio
de 30 + 10 rotiferos por litro, a una de 32 + 5 individuos 1.

Efecto L. fortunei: a tiempo final la abundancia total del zooplancton fue mayor en los

tratamientos con mejillén, viéndose favorecido el grupo de los copépodos que
aumento su abundancia relativa respecto al tratamiento sin mejillén, en detrimento de
los otros dos grupos, los claddceros y los rotiferos. En ausencia de Limnoperna fortunei,
el promedio del aporte de cada grupo al zooplancton total fuede 60 +13 %;23+7 %y
17 + 6 % de copépodos, claddceros y rotiferos respectivamente (Fig. 68 A). En el
tratamiento con mejillon el porcentaje de copépodos ascendid a 82 + 4 %, mientras
que la abundancia relativa de cladéceros y rotiferos disminuyéaun10+4 %y 8 £2 %
respectivamente.

Efecto Glifosato: en los tratamientos que evaluaron el efecto del herbicida se observo

una tendencia al aumento de la abundancia zooplanctdnica con la creciente dosis de
glifosato. En cuanto a las abundancias relativas de los grupos mas importantes de
zooplancton se observd que en todos los tratamientos con herbicida el porcentaje de
copépodos fue mayor, siendo de60+13 % en0-Lfyde 87 +1%,76+8 %y 80+ 8 % en
los tratamientos 1-Lf, 3-Lf y 6-Lf respectivamente (Fig. 68 B). En cuanto a los grupos
subdominantes, no se identificéd algln patréon en particular respecto al efecto del

herbicida.
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Efecto Interaccidon: nuevamente los copépodos fueron dominantes con promedios de

abundancia relativa de 72 £+ 6 %, 68 + 6 % y 57 + 20 % en 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf
respectivamente, y se observd un patrdon en la abundancia relativa de los grupos sub-
dominantes (Fig. 68 C). La proporcién de rotiferos se mantuvo relativamente constante
en todas las concentraciones de glifosato con porcentajes promedios entre 8-11%
mientras que la de cladéceros fue mayor en presencia de mejillon (p<0,05),
gradualmente aumentando a mayores dosis de herbicida, con promedios de 16, 24 y
33% para los tratamientos 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf respectivamente. Es importante tener en
cuenta que a tiempo final la concentracién de glifosato se vio significativamente
disminuida en presencia de mejillén, y por lo tanto en todos los tratamientos con

mejillén al dia 25 la concentracién de glifosato fue inferior a1 mg I™%.

Resumen: Abundancia relativa del zooplancton

e Efecto L. fortunei: a tiempo final se observé un mayor porcentaje en la abundancia
relativa de los copépodos en presencia de L. fortunei.

o Efecto Glifosato: si bien en todos los tratamientos con glifosato se observé una mayor
proporcién de copépodos, no se observd un claro efecto del herbicida sobre los
grupos subdominantes.

e Efecto Interaccidn: en presencia de herbicida y mejillon se observé una tendencia a un
aumento en la abundancia relativa de los claddceros, siendo esta mayor para mayores
dosis de glifosato y significativamente superior a los mismos tratamientos que

evaluaron el efecto glifosato.

(d.iii) Copépodos

Se analizé con mayor grado de detalle al grupo de los copépodos puesto que fue
dominante en todas las muestras analizadas. A tiempo inicial, el nimero total de
copépodos en los tanques de acuicultura resulté ser de 475 + 24 individuos 1™, de los
cuales el 93% estuvo representado por larvas nauplii (Fig. 69). A tiempo final, el
ndimero de copépodos adultos disminuyé significativamente desde un promedio inicial
de 30 a 18 adultos I Las larvas nauplii también sufrieron una reduccién a la mitad de
su abundancia entre el tiempo inicial y el final, de un promedio de (445 a 222 larvas | %),

pero igualmente siguieron siendo dominantes y con abundancia relativa
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significativamente mayor que la de los adultos (p<0,01) en todos los tratamientos,
siempre superior al 70% del total de copépodos.

Efecto L. fortunei: en presencia de mejillén la abundancia de copépodos resulté ser

significativamente mayor (p<0,05) que en el tratamiento sin mejillon, debido a un
aumento en el numero de larvas nauplii (Fig. 70 A).

Efecto Glifosato: a tiempo final el nimero total de copépodos ascendié gradualmente

con la creciente concentracion de glifosato debido a un aumento en el nimero de
larvas nauplii de copépodos (Fig. 70 B). Sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Efecto Interaccion: en los tratamientos que evaluaron la interaccién (Fig. 70 C) la

tendencia en el nimero total de copépodos fue opuesta a lo observado para el efecto
glifosato, siendo maxima en el tratamiento sin herbicida, y decreciendo gradualmente
a mayores concentraciones de glifosato debido principalmente a una disminucién en el
nimero de larvas nauplii. No obstante, se observd un pequefio incremento (en
particular en 3+Lf y 6+Lf) en la abundancia de los copépodos adultos. A pesar de estas
tendencias que pudimos observar, no se detectaron diferencias significativas en el

namero de larvas nauplii en los distintos tratamientos.

Tiempoinicial
500 -
450 -
400 - @ Adultos
350 -
300 - O Nauplii
250 -
200 -
150
100 -
50 A

copépodos litro?

Copépodos

Figura 69: abundancia total promedio de copépodos (nimero de individuos I !) dividida en adultos (rosa)
y larvas nauplii (verde) a tiempo inicial (Dia 0) en los tanques.
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500 1 Efecto L. fortunei @ Adultos
450 -~
- O Nauplii
5 200 - auplii
£ 350 -
8 300 -
3
2 250 -
8 200 -
S 150 |
100 -+
50 -+
0 Glifosato
‘ " inicial
(-) L. fortunei (+) L. fortunei (mg 1)

Figuras 70 A: copépodos totales promedio (nuimero de individuos 1) separados en adultos (rosa)y larvas
nauplii (verde) a tiempo final (Dia 25) para los tratamientos sin glifosato, sin (-) y con (+) Limnoperna
fortunei.

500 1 Efecto Glifosato B Adultos 500 - Efecto Interaccion
450 | 450 - @ Adultos
400 - O Nauplii 400 - O Nauplii
350 350 -
300 300 -
250 250 -
200 200 -
150 - 150 -
100 - 100 -
50 50
0 ‘ G!if.os.ato 0 ‘G.Iif.o§alto
Inicla
0 1 3 6 d;:ff) 0 1 3 6 (mg 1)

Figuras 70 B y C: copépodos totales promedio (nimero de individuos ') separados en adultos (rosa) y
larvas nauplii (verde) a tiempo final (Dia 25) para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato, sin (B)
y con (C) Limnoperna fortunei.

Resumen: Copépodos

e Efecto L. fortunei: en presencia de mejilldn el nimero de larvas nauplii a tiempo final
resultd significativamente mayor.

o Efecto Glifosato: a mayor concentracién de glifosato, mayor resulté la abundancia de
larvas nauplii a tiempo final, sin ser estas diferencias estadisticamente significativas.

e Efecto Interaccion: en presencia de ambos agentes, la abundancia total de copépodos
disminuyd a mayor concentraciéon del herbicida, asi como también se redujo la

proporcién de larvas nauplii.
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iv) Resumen general

A modo de resumen se incluye a continuacién la siguiente Tabla (Tabla 9) con los

efectos mas importantes del glifosato y el mejillén L. fortunei sobre las variables

analizadas.

Variable Efecto Limoperna fortunei Efecto Glifosato Efecto Interaccion
Glifosato tasa de disipacion del

disuelto glifosato en agua

Fisico-Quimicas

Afecta la concentracion de
oxigeno disuelto

pr
@Conductividad

1.

' Nitrégeno total

ala 2da semana

ffésforo

Fosforo total en las dosis
mas altas de glifosato

Nutrientes
f en la columna de agua
Amonio durante Efecto sinérgico sobre el
las primeras 24 hs nitrégeno total y el fésforo
reactivo soluble.
Sdlidos en fSéIidos en suspension en
suspension ausencia de mejillén Turbidez a partir
& @ f de la 2da semana
Turbidez inicial y posterior
en la turbidez del agua
Bioldgicas:

Bacterioplancton

' bacterioplancton

@ inicial y posterior '

de clorofila-a fitoplanctdnica

la abundancia
del fitoplancton

'BIOIOglCGS: La disminucién en el nimero
Fitoplancton Alteracion de la abundancia de algas fue mas lenta en
relativa de los principales tratamientos con glifosato
grupos algales
' diversidad de grupos
algales a tiempo final
@ el porcentaje
de algas muertas
fclorofila-a del perifiton a
partir del dia 7. ’ clorofila-a ’ clorofila-a
Bioldgicas:
Perifiton K indice autotrofico & indice autotrofico. ’ porcentaje de algas

filamentosas.
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porcentaje de algas
filamentosas

& porcentaje

de algas muertas

K porcentaje

de algas muertas

Bioldgicas: f ,
. porcentaje de
Perifiton diatomeas y cianobacterias
K en porcentaje
de algas muertas
f abundancia ’
del zooplancton abundancia de ’ porcentaje de los
Bioldgicas: zooplancton a mayores cladéceros a mayores dosis
Zooplancton fporcentaje de copépodos | concentraciones de herbicida de herbicida
fen abundancia ’ de larvas nauplii & abundancias de

de larvas nauplii a tiempo
final

a tiempo final

copépodos y larvas nauplii a
mayores dosis de herbicida

Tabla 9: resumen del efecto de los agentes de cambio ambiental (glifosato y Limnoperna fortunei) por
separado y en conjunto sobre las variables fisico-quimicas y bioldgicas analizadas en cuerpos de agua
dulce experimentales. Las flechas verticales indican aumentos y disminuciones, y las diagonales

tendencias.
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Seccién Il: Interaccion del glifosato y del mejilldn Limnoperna fortunei sobre
comunidades microbianas y la calidad del agua dulce: un estudio en microcosmos al
aire libre

Discusion

El mejillén dorado Limnoperna fortunei acelerd la disipacion del glifosato disuelto
en agua de caracteristicas naturales debido posiblemente tanto a la actividad filtradora
de los mismos, como por la degradacion por parte de los microorganismos del biofilm
de las valvas (como fuera ya observado en la seccién | de la presente tesis). En este
experimento, simulando escenarios mas realistas, pudimos demostrar que el molusco
activamente afecta la vida media del glifosato. En los microcosmos a la intemperie y en
presencia de mejillon, la vida media del glifosato se vio drasticamente reducida en casi
4 veces (de 33,4 dias a 8,7 dias). En este punto, se pone en evidencia cdmo una agente
de cambio, Limnoperna fortunei, afecta directamente a otro agente de cambio, el

glifosato, en un ambiente natural.

La evolucién aislada del herbicida en agua muestra que la concentracién de
glifosato disuelto se vio reducida en todos los tratamientos durante el periodo
experimental. Inicialmente, durante las primeras 24 h experimentales, es posible que la
disipacion de glifosato se haya debido a su adsorcion a los sdlidos en suspensién y a las
paredes de los microcosmos. Posteriormente pudo haber ocurrido un proceso de
degradacion, tanto por actividad microbiana, como por fotélisis con luz UV (Trinelli et
al. 2012), como también pudo haberse dado la incorporacién del herbicida en la
biomasa de algas y microorganismos del sistema. Mientras que en los ensayos de
laboratorio la persistencia del glifosato disuelto fue alta, indicando que ambientes
cerrados con pocos microorganismos enlentecen la degradacién del herbicida, en
microcosmos a la intemperie la vida media fue significativamente menor. Los
experimentos a mayor escala, expuestos a las variaciones y a la interaccion con el
ambiente, cobran real importancia a la hora de entender la evolucién de un
contaminante en condiciones naturales. Como ha sido indicado anteriormente, la vida
media del glifosato en ecosistemas de agua dulce se estima que varia en un rango entre
7 y 70 dias dependiendo de las condiciones del ambiente (Giesy et al. 2000). En
experimentos previos en meso y microcosmos a la intemperie representativos de

lagunas someras de la pampa humeda argentina, la vida media del glifosato se
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encontrd entre 4 y 16 dias (Pérez et al. 2007, Vera et al. 2010 y 2012). En nuestro
experimento (en ausencia de L. fortunei) la persistencia del herbicida resulté mayor a
dicho rango, tal vez debido a diferencias en la calidad y las caracteristicas del glifosato
utilizado, asi como también a las caracteristicas del agua, siendo menos alcalinas las
utilizadas en nuestra experiencia respecto del agua de pozo de la zona de Chascomus
(Prov. de Bs As) utilizado en trabajos previos (Pérez et al. y Vera et al. op cit.) con un pH
entre 8,8 y 9,3. Asimismo, en el presente experimento usamos glifosato acido en grado
técnico (95% puro), mientras que los experimentos reportados utilizaron formulados a
base de glifosato en forma de sal (Glifosato Atanor®, en Vera et al. 2012 y Roundup®,
en Pérez et al. 2007 y Vera et al. 2010). Existen diversos factores de los ecosistemas
Iénticos que pueden afectar la persistencia del glifosato en la columna de agua (Barja et
al. 2001, Goldsborough y Beck 1989), tanto las caracteristicas fisico-quimicas como la
temperatura y el pH del agua, la concentracién de sélidos en suspensién y la presencia
de sedimentos; asi como biolégicas, relacionadas con la composicion y caracteristicas
generales de los organismos que los habitan. Asimismo, la presencia de fosfatos en el
agua reduce la capacidad del sistema en adsorber glifosato puesto que el fosfato
compite con el glifosato por los mismos sitios de adsorcidén (Gimsing et al. 2002). En
sistemas con una mayor concentracion de fdsforo en forma disuelta se reduce la
adsorcion del herbicida, lo que a la larga facilita su biodisponibilidad para la
degradacion microbiana. En este sentido, los altos valores iniciales de fosfatos en
nuestro experimento (0,01 mg I™!) de casi un orden de magnitud mayor respecto a los
reportados en Vera et al. 2010 y 2012 estarian reduciendo la capacidad del sistema de
adsorber el glifosato, explicando en parte su mayor permanencia en la columna de

agua.

En cuanto a las caracteristicas fisico-quimicas del agua (pH, oxigeno disuelto,
conductividad y temperatura), si bien se registré efecto de los agentes por separado en
las variables estudiadas (excepto para la temperatura del agua), no hubo efecto de la
interaccion del glifosato y Limnoperna fortunei. El patron de temperatura encontrado
en todos los microcosmos se correspondid a las variaciones temporales segun la época
del afio y al no existir diferencias entre unidades experimentales, nos asegurd una

situacion homogénea entre tratamientos. La variacion diurna de temperaturas
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registradas con la medicién continua de temperatura (THERMO buttons) durante los
primeros 5 dias experimentales demuestran que los microcosmos a la intemperie
funcionaron como verdaderos sistemas lénticos de pequefio tamafio. En presencia de
L. fortunei, se registrd6 un aumento significativo en el pH, una menor conductividad y
una mayor concentracion de oxigeno disuelto a tiempo final. El aumento en el oxigeno
disuelto y la alcalinizacién del agua sugieren la existencia de una comunidad autétrofa
mas desarrollada en presencia de mejillon, que sera discutido en mayor profundidad
mas adelante. Asimismo, la actividad filtradora de L. fortunei facilitd la oxigenacién del
agua como ya fuera documentado por Karatayev et al. (2006) y redujo la concentracidn
de material suspendido y disuelto en la columna de agua, por su alta tasa de clareado
(Sylvester et al. 2005), disminuyendo la conductividad respecto a los tratamientos sin
mejillén. Por su parte, debido a la disociacion acido-base de la molécula de glifosato,
cuyas constantes y equilibrios (Barja y dos Santos Afonso 1998) se indican en la
Introduccion General, se espera que en el medio acuoso el herbicida produzca una
disminucién en el pH del sistema. Sin embargo, a pesar de haber sido suministrado en
forma acida, se registré un aumento del pH en tratamientos con agregado de glifosato,
en consistencia con lo registrado por Vera et al. (2012) en microcosmos adicionados
con 3,5 mg I de glifosato. La alcalinizacién del agua en tratamientos con glifosato
también sugiere un mayor desarrollo de actividad fotosintética respecto a la

respiracion en el sistema, generada indirectamente por el agregado del herbicida.

Como fuera observado en experimentos en mesocosmos por Cataldo et al. (2012b),
el fésforo total (TP) no sufrido modificaciones causadas exclusivamente por Limnoperna
fortunei. Si bien la actividad filtradora del mejilléon produce excreciéon de fosforo en la
forma soluble, el mejillén per se no generd aumento en el PT, indicando que no aporté
fosforo de origen externo al sistema (i.e. alimentacidn previa al experimento). El
agregado de glifosato, en cambio, provocé un aumento de PT en la columna de agua,
en coincidencia con lo reportado en trabajos previos (Austin et al. 1991, Pérez et al.
2007, Vera et al. 2010 y 2012), por poseer su molécula un grupo fosfonato. No
obstante, el PT cuantificado al dia 1 en la columna de agua fue levemente menor a
aquél esperado a partir de la dosis de glifosato suministrada, lo que podria significar,

como fuera ya estipulado, que durante las primeras 24 h parte del glifosato (entre un
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25-36%) estaria siendo adsorbido a alguna superficie en el sistema (e.g. biofilm de las
valvas, sélidos en suspension, etc), o siendo incorporado a la biomasa de las algas y de
los moluscos. Por otro lado, se detectd un efecto de la interaccién del mejillén y del
glifosato sobre la variacion del PT en la columna de agua a tiempo final (del 23,5% y
46,5% en 3+Lf y 6+Lf respectivamente) lo que sugiere una retencién de parte del
fésforo o bien por la actividad metabdlica de los mejillones, o bien como parte de los
autotrofos, principalmente del metafiton que tuvo un mayor desarrollo en presencia de
L. fortunei. Este punto sera discutido mas adelante en esta seccion.

El fosforo reactivo soluble (PRS) no se vio afectado por el agregado de glifosato, en
coincidencia con lo observado por otros autores en experimentos al aire libre (Pérez et
al. 2007, Vera et al. 2010 y 2012). Asimismo, y a diferencia de lo registrado en la
Seccion | de esta tesis (Segunda etapa, b.ii), no hubo efecto de Limnoperna fortunei
sobre la concentracién de PRS, indicando posiblemente su consumo por parte de
microorganismos del sistema. Entre los micoorganismos analizados se observd un
crecimiento explosivo de metafiton solo en aquellas unidades experimetales con
presencia de L. fortunei. En este sentido, en dichos tratamientos, el metafiton estaria
asimilando el PRS a una tasa tal que enmascard la liberacién del PRS del mejillén
dorado. Cataldo et al. (2012b) en experimento en mesocosmos llevado a cabo en un
cuerpo de agua natural (Embalse de Rio Tercero) encontraron que la presencia de L.
fortunei generé un aumento significativo del PRS a las 24 hs de 0,9 a 13,1 pg I™
Asimismo, en otro experimento realizado en mesocosmos en el Embalse de Salto
Grande, y a mayor escala temporal (35 dias), Cataldo et al. (2012a) también registraron
un aumento significativo del PRS en tratamientos con L. fortunei (hasta 40 pg I™)
respecto al control sin mejilldn. En ambos experimentos probablemente la abundancia
y actividad de la comunidad autétrofa del sistema presentara una tasa de consumo del
PRS menor, registrandose su aumento en la columna de agua en presencia del mejillon.

Otro de los resultados mas relevantes de esta seccidn tiene que ver con el efecto
sinérgico del glifosato y Limnoperna fortunei sobre el PRS en la columna de agua. El
molusco acelera la degradacion del glifosato en el agua observandose claramente que a
mayor dosis de herbicida, mayor resultd el aporte de PRS al agua en presencia de L.
fortunei. Estos resultados tienen implicancias ecoldgicas muy importantes puesto que

el glifosato no solo genera un aumento en el PT del sistema sino que al interactuar con
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L. fortunei, parte de este fésforo suministrado por el herbicida se vuelve biodisponible
como PRS para ser incorporado, acelerando y facilitando el desarrollo de
microorganismos (i.e. algas y bacterias) que utilizan dicho nutriente.

El nitrégeno total (NT) se encontr6 en todos los tratamientos en altas
concentraciones. La presencia de mejillones aportd nitrégeno a la columna de agua en
forma de amonio, producto de su metabolismo como fuera observado por Cataldo et
al. (2012a y 2012b), sin embargo este aporte no generd una diferencia en el NT,
indicando que L. fortunei recicla el nitrégeno del sistema sin alterar significativamente
aquél en la columna de agua. El aumento significativo de NT con respecto al control a
las dos semanas, podria deberse a un aporte externo (e.g. animales, hojarasca, etc.) o
bien de organismos de otros compartimentos ecolégicos del sistema. Especificamente
en el perifiton nosotros registramos en tratamientos con mejillén un mayor desarrollo
de cianobacterias filamentosas del género Nostoc, que poseen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico (Allen y Arnon 1955), lo que podria estar explicando el aumento
registrado en el nitrégeno total. A tiempo final, la disminucién en los nutrientes totales,
tanto el NT como también en el PT, estarian indicando la incorporacién de estos en la
biomasa de organismos no presentes en la columna de agua, particularmente por el

metafiton que presenté un muy marcado desarrollo en presencia de L. fortunei.

En términos generales, los procesos fisiolégicos algales requieren una relacidn
entre el nitrogeno total y el fésforo total (N:P) cercana a 16 (Redfield 1934). Si bien este
valor varia entre especies, es una proporcidon relativamente conservada entre
organismos plancténicos. La relacién N:P del sistema puede sugerir limitacion por
nutrientes para el crecimiento algal, siendo valores altos de N:P indicadores de
limitacién de P, mientras que valores bajos indicarian limitacion por N (Borchardt 1996,
Koerselman y Meuleman 1996). Segin Downing y McCauley (1992), la relacién N:P en
lagos y lagunas puede variar entre 200 y valores menores a 1 debido a diferentes
procesos fisico-quimicos y bioldgicos del sistema. Asimismo, Downing y McCauley (op.
cit) indican que la relacién entre el nitrégeno total y el fésforo total de un cuerpo de
agua estad asociado al estado trofico del sistema, siendo los cuerpos oligotréficos
caracterizados por altos valores de N:P, mientras que valores muy bajos indican

sistemas con mayor nivel tréfico. Adicionalmente, dicho autor indica que la relacion
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N:P es un reflejo de la fuente del aporte de los nutrientes; cuando el aporte es de una
cuenca natural, lluvias o aguas subterrdneas, que por lo general tienen mayores
concentraciones de N que de P, la relacién N:P es alta (entre 20 y >200) y por lo tanto el
cuerpo de agua receptor tiende a ser oligotrofico. Si en cambio la fuente de nutrientes
proviene del escurrimiento de agua de tierras alteradas por el uso de fertilizantes y
agroquimicos, como también ocurre con el aporte de aguas residuales urbanas, donde
hay mas concentracion de P que de N, entonces la relacion N:P serd baja (entre 10 y
<1), tendiendo a eutrofizar los cuerpos de agua receptores (Downing y McCauley
1992). En funcién de nuestros resultados, se calculd la relacién N:P en los tratamientos
a lo largo del tiempo (Fig. 71). Se observd que la presencia de Limnoperna fortunei, en
los microcosmos sin agregado de herbicida provocd un aumento en la relaciéon N:P del
sistema a la segunda semana, debido por un lado al aumento en el nitrégeno total por
aporte de las cianobacterias fijadoras de nitrogeno en el perifiton, estimuladas en
presencia del mejilldn, mientras que el crecimiento exponencial del metafiton asimild
el PRS excretado por el molusco invasor (Fig. 71 A). Contrariamente, a tiempo final L.
fortunei generd una relacion N:P significativamente menor (p<0,05) respecto al
tratamiento control, debido posiblemente a la incorporacion de nutrientes por el
metafiton. Por otra parte en las unidades experimentales conteniendo el herbicida con
y sin la presencia del molusco invasor el aumento en el fosforo total dado por el
glifosato generd una disminucién significativa (p< 0,05) de N:P desde valores cercanos a

70 a valores menores a 20 (Fig. 71 By C).

A

200 - Efecto L. fortunei a(-)Lf
m(+)Lf
150
(a1
=z
100
50
0

0 1 7 14 25 Dias

Figura 71 A: relacion entre el nitrégeno total y el fosforo total (N:P) en la columna de agua (promedio + ES)
en los tratamientos sin glifosato, sin (- L .f.)y con (+ L. f.) Limnoperna fortunei durante el periodo
experimental.
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Figuras 71 B y C: relacion entre el nitrégeno total y el fosforo total (N:P) en la columna de agua (promedio
+ ES) para los tratamientos con 0, 1, 3y 6 mg I de glifosato, sin (B) y con (C) Limnoperna fortunei,
durante el periodo experimental (barra: + 1 ES).

En presencia del mejillén (0+Lf, 1+Lf, 3+Lf y 6+Lf) y a partir del dia 14 se desarrollo
una comunidad muy conspicua de metafiton que se comenzd a evidenciar por la
observacion de matas filamentosas en los microcosmos. El desarrollo del metafiton se
ve favorecido en sistemas con una baja relacion N:P, aguas someras y poco turbulentas,
alta concentracién de nutrientes, alcalinidad y alta irradiancia luminica (Goldsborough
y Robinson 1996). Nuestros microcosmos fueron propicios para el desarrollo de algas
del metafiton puesto que el experimento fue llevado a cabo durante el verano con alta
radiacion solar, las caracteristicas del agua fueron mesoeutroéficas a eutrdficas, y aguas
alcalinas. Si bien el aporte de P por parte del glifosato generd una disminucién en la
relaciéon N:P, el metafiton se vio particularmente favorecido para su desarrollo en
microcosmos con L. fortunei debido posiblemente al aporte de nutrientes por parte del
mejillén, en especial fosfato. Ademas, y como factor clave, tanto los perifitbmetros
como las jaulas contenedoras de los moluscos, funcionaron como excelentes soportes
que facilitaron el desarrollo de estas algas. Como fue descripto por otros autores
(Cataldo et al. 2012b, Frau et al. 2012) la actividad de Limnoperna fortunei afecta la
disponibilidad de nutrientes en la columna de agua. Cataldo et al. (op. cit) observaron
en experimentos en mesocosmos (400 |) en un embalse natural, que a las 24 h el
mejillén habia removido el 49% del fésforo total y el 84% del nitrégeno particulado de

la columna de agua, excretando amonio y fosfato. Dichos autores compararon las tasas
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de mineralizacion con la de otros bivalvos, encontrando que existe una alta variabilidad

gue depende principalmente de la edad, el tamafio y el metabolismo de los moluscos.

Los sélidos en suspensiéon y la turbidez resultaron altamente variables entre
tratamientos, debido posiblemente al tipo de dispositivos —microcosmos al aire libre-
gue utilizamos en este ensayo. En experimentos a la intemperie, el aporte de material
arrastrado por el viento, la dilucion por lluvias y otro tipo de interaccién como la que
puede suceder con aves e insectos, son algunos de los agentes que pudieron haber
influido en nuestro trabajo de manera diferencial en cada microcosmos evaluado. En
experimentos de este tipo, donde el mayor realismo que el disefio experimental
implica conlleva una mayor variabilidad entre réplicas, el estudio de las tendencias
registradas de los resultados cobra gran significancia. En este sentido, se observd que
en ausencia de herbicida, existi6 una marcada tendencia por parte del mejillon a
disminuir la turbidez, indicando que su actividad filtradora redujo los sélidos en
suspension en la columna de agua, como fuera observado por Boltovskoy et al. (2009a)
y Sylvester et al. (2005). Si bien el glifosato no generdé un efecto sobre el seston en
coincidencia con lo observado por Pérez et al. (2007), tampoco afectd la turbidez del
agua, a diferencia de lo esperado de acuerdo la tendencia observada en experimentos
en microcosmos (90 1) por Vera et al. 2012 con el agregado de 3,5 mg I de glifosato.
Asimismo, Vera et al. (2010) observaron que una sola aplicacién de glifosato en
mesocosmos a la intemperie representativos de cuerpos de agua someros alcanzé para
modificar los sistemas de un estado de aguas claras a un estado turbio luego de un afio
de la aplicacién. Por otro lado, registramos una respuesta sinérgica tanto en el seston
(para 1+Lf y 3+Lf) como en la turbidez del agua en los tratamientos con ambos agentes.
Si bien inicialmente se vio un clareado y una mayor transparencia del agua debido a la
actividad filtradora del mejillon, a lo largo del experimento se observé un aumento de
la turbidez. Creemos que el desarrollo del metafiton registrado en los tratamientos que
evaluaron el efecto de la interaccién pudo haber aumentado la turbidez del sistema
puesto que, ademas de formar matas filamentosas macroscépicas, parte de estos
filamentos pudieron desprenderse, pasando a formar parte de la columna de agua.
Adicionalmente, es posible que el metafiton que estuviera todavia retenido a un

sustrato (i.e. perifitdbmetros) haya generado una suerte de trampa de nutrientes,
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facilitando su retencidn y alterando entonces los sélidos en suspension y la turbidez del
sistema, aumentando la variabilidad entre réplicas. La turbidez es considerada una
buena medida de la calidad del agua, siendo valoradas las aguas mas claras como de
mayor calidad. De acuerdo a la turbidez, la interaccidén del glifosato y L. fortunei

deteriord la calidad del agua.

Limnoperna fortunei modificé la concentracion de clorofila-a (Chl-a) de la columna
de agua, generando una disminucién inicial debido a su alta tasa filtradora, como fuera
observado en ambientes naturales por diversos autores (Rojas Molina y José de Paggi
(2008, Cataldo et al. 2012a y 2012b). Posteriormente el tratamiento con mejillén
presentd un aumento significativo que se hizo maximo a las dos semanas de la
experiencia, sin embargo este incremento no puede ser explicado por la presencia de
algas fitoplanctonicas ya que estas permanecieron en valores muy bajos (< 5000 celulas
ml™) hasta el final del ensayo (Fig. 44 A). La mayor disponibilidad de nutrientes a partir
de la mineralizacion producida por el metabolismo el molusco invasor ademds de
estimular el desarrollo de la fraccién autotrdéfica del perifiton (Fig. 53 A) produjo un
abrupto incremento de algas tipo zygnematales del metafiton. Estas algas filamentosas
al desprenderse del sustrato no fueron ingeridas por el mejillén debido a su gran
tamafio y a diferencia de resto de las algas fitoplanctonicas se desarrollan en la
columna del agua sin ser diezmadas por predacién, siendo el metafiton el principal
responsable del aumento de la clorofila a observado a partir de la primera semana de
experiencia. Por otro lado, no se observd un efecto del glifosato sobre la Chl-a de la
columna de agua, a diferencia de lo encontrado por Vera et al. (2012) que registraron
un aumento de la concentracidn del pigmento en tratamientos con adicién de Glifosato
Atanor®. Nosotros postulamos que la apariciéon y desarrollo del metafiton provocé este
cambio en los resultados esperados. El efecto competitivo, tanto por nutrientes como
por la luz, alterd el desarrollo del fitoplancton, reduciendo su densidad.

La tendencia de la Chl-a en tratamientos que evaluaron la interaccidon resultd
semejante a lo observado para el efecto L. fortunei. No obstante, se registrd una accion
aparentemente sinérgica sobre la Chl-a para la dosis mas baja de glifosato (1+Lf) a

tiempo final aumentando en promedio 7 veces respecto al tiempo inicial. Este
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comportamiento puede ser debido a que en las unidades experimentales conteniendo
ambos factores se ha desarrollado profusamente las algas filamentosas del tipo
zygnematales del metafiton (Fig. 64) que, al desprenderse en forma azarosa del
sustrato, produjeron un comportamiento mas irregular de la concentracién de Chl-a en

la columna de agua que el observado solo en presencia del mejillén.

En cuanto a las comunidades microbianas, hemos observado un efecto sinérgico
del glifosato y del mejillon L. fortunei sobre la abundancia del bacterioplancton, como
también un aumento mas pronunciado en la clorofila-a del perifiton. Asimismo, el
desarrollo del metafiton observado en presencia de mejillén fue mas acentuado en
los tratamientos que evaluaron la interaccion. A tiempo inicial la abundancia
bacteriana fue muy diferente entre réplicas, por lo que se opté por relativizar los datos
al dia 0 de cada microcosmos para analizar y visualizar los cambios a partir del tiempo
cero, en cada unidad experimental. El mismo criterio fue tomado por Pérez et al. (2007)
debido a la gran variabilidad encontrada en casi todas las variables, al trabajar en
mesocosmos al aire libre. En nuestro caso, es de destacar que si bien durante las
semanas previas al experimento se homogeneizé activamente el agua de los tres
tanques mediante el uso de bombas y mangueras, se generaron sistemas similares
pero no idénticos, lo que es esperable cuando se realizan experimentos a mayor escala
en meso y microcosmos al aire libre. El aumento registrado en el nUmero de bacterias
totales en la columna de agua a lo largo del experimento en todos los tratamientos
pudo deberse a un efecto de confinamiento en microcosmos (75 litros) ya que cuerpos
de agua de menor tamafio facilitan la disponibilidad de los nutrientes para las
comunidades microbianas del sistema (Pesce et al. 2009). Asimismo, la aireacién
continua pudo haber estimulado la mezcla de la columna de agua, recirculando los
nutrientes haciéndolos mas accesibles para las comunidades planctdnicas. A diferencia
de lo observado por otros autores, en donde registraron el aumento en la abundancia
bacteriana a partir del agregado de glifosato (Amorés et al. 2007, Pérez et al. 2007), en
nuestro experimento no observamos el mismo efecto sobre esta comunidad. Vera (et
al. 2012) en experimento semejante en microcosmos (90 litros) a la intemperie en los
qgue evaluaron el efecto del formulado Glifosato Atanor®, a dosis de 3,5 mg It ia.,

registraron a tiempo final (dia 21) una abundancia del bacterioplancton de 4,2 x 10° y
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5,96 x 10° bacterias ml™, en tratamientos sin y con herbicida respectivamente, siendo
estadisticamente mayor en microcosmos con glifosato. En nuestro experimento, en
cambio, a partir del dia 7 se cuantificé una abundancia bacteriana total entre 6 x 10° y
8 x 10° bacterias ml™, en los tratamientos que evaluaron el efecto glifosato. A pesar de
ser mayores lo valores que aquellos registrados por Vera et al. (op. cit) nosotros no
encontramos diferencias entre el tratamiento sin herbicida y aquellos con 1,3y 6 mg ™
de glifosato.

Limnoperna fortunei, por su parte, tampoco generd efecto diferencial sobre la
abundancia bacteriana, a pesar de ejercer una presién de predaciéon sobre dicha
comunidad (Karatayev et al. 2007). Se observd, no obstante, un efecto sinérgico del
glifosato y el mejilléon sobre el bacterioplancton, particularmente a dosis baja y media
(1+Lf y 3+Lf), alcanzando valores maximos a tiempo final de mas de dos veces que
aquellos registrados solo con L. fortunei. De acuerdo a nuestros resultados, el glifosato
no estaria estimulando el desarrollo del bacterioplancton, por lo que seria necesaria la
degradacion de la molécula por parte del mejillén para que las bacterias de la columna
de agua pudieran utilizar el fosfato y aumentar en abundancia. Podriamos suponer
entonces que, en cuerpos de aguas naturales de pequefio tamafio (i.e. charcos, cuerpos
temporarios), la acciéon conjunta del mejillén dorado y el glifosato facilitaria el
crecimiento del bacterioplancton, acelerando el deterioro del sistema. Asi como Vera
et al. (2012) describieron que una sola aplicacién de glifosato estimulé la eutroficacidon
del sistema, nosotros comprobamos que en un ambiente en el que se encuentre el
molusco Limnoperna fortunei, una sola aplicacion de glifosato -en distintas
concentraciones- no sélo estimula, sino que acelera el desarrollo del
bacterioplancton, propiciando el deterioro mas rapido de la calidad del agua del
sistema.

A diferencia de lo observado con el bacterioplancton, la abundancia del fitoplacton
fue gradualmente disminuyendo en el tratamiento control (0-Lf), debido posiblemente
al efecto de confinamiento. Como fuera observado por Vera et al. (2012) y discutido
por Pesce et al. (2009) los cuerpos de agua de menor tamafo, como son los
microcosmos aqui utilizados (70 1), aceleran los procesos funcionales del sistema
debido al confinamiento de los recursos, llevando a un rapido empobrecimiento en Ila

calidad del agua. Esto estaria provocando la disminucién de la abundancia total del
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fitoplancton en todos los tratamientos. La presencia de Limnoperna fortunei generd en
la primeras 24 hs un subito y marcado descenso en la abundancia fitoplancténica (90-
93% de la abundancia a tiempo inicial), que se vio reflejada en una rapida disminucion
en la turbidez del agua. En trabajos previos se ha observado una significativa reduccién
del fitoplancton por parte del molusco durante las primeras 24-48 hs experimentales,
con disminuciones respecto a la abundancia a tiempo inicial del 99% (Cataldo et al.
2012b) y del 52 y 86% (Frau et al. 2012). El aumento en la transparencia del agua
generada por la actividad filtradora de los mejillones fue detectable a simple vista al dia
1 (Figs. 45 y 46), como ya ha sido informado por diversos autores (Boltovskoy et al.
20093, Karatayev et al. 2007). Una rdpida disminucién en el fitoplancton y aumento en
la transparencia también ha sido observado en experimentos en mesocosmos con el

mejillédn cebra Dreissena polymorpha (Heath et al. 1995, Wilson et al. 2003).

En la Chl-a también se pudo registrar el potente efecto filtrador de Limnoperna
fortunei ya mencionado mas arriba. En 24 hs hubo una drastica disminucion de la
concentracion de dicho pigmento, producto del intenso consumo algal por parte del
molusco. A partir de la primer semana la Chl-a aumenté en presencia de L. fortunei,
aunque la abundancia del fitoplancton no siguié la misma tendencia, manteniéndose
baja y menor al tratamiento sin mejillon (0-Lf) durante todo el periodo experimental.
Tal como fuera detallado mas arriba, las algas filamentosas del metafiton que se
desarrollaron en presencia de mejilléon, pudieron haber afectado el desarrollo del
fitoplancton de mayor tamafio ya que formaron grandes matas suspendidas en la
superficie de los microcosmos —una vez desprendidas del sustrato donde inicialmente
se desarrollaron (i.e. perifitbmetros, jaulas de moluscos)- generando una competencia
con el fitoplancton, y aportando Chl-a a la columna de agua. Si bien, se intentd
descartar los mechones de metafiton al momento de tomar las muestras de agua para
analisis fitoplancténico, es probable que haya habido “contaminacion” por parte de
filamentos del metafiton en suspensién, que habrian generado una sobreestimacion de
los valores de clorofila-a fitoplancténica. No obstante, dicha “contaminacion” no fue
registrada en el analisis cuantitativo, no evidenciandose un significativo aporte de algas
filamentosas del tipo zygnematal en la composicién del fitoplancton ya que al llenar las

camaras de sedimentacién para los recuentos algales bajo microscopio se busco
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apartar las matas macroscopicas para reducir el error por interferencia del metafiton.
Si bien en un estudio semejante en mesocosmos a la intemperie Pérez et al. (2007)
registraron un aumento de la Chl-a en tratamientos con Roundup (3y 6 mg I de i.a.)
sin observar cambios en la abundancia fitoplancténica, encontraron que dicho
aumento en la concentracion del pigmento estaba explicado por un importante
desarrollo de la abundancia de las picocianobacterias. En nuestro trabajo, la ausencia
del picoplancton (algas de tamafio entre 0,2-2 um) en todos los tratamientos resulta
llamativo. La composiciéon y abundancia de la comunidad de picoplancton puede
depender fuertemente de la tipologia y morfogénesis de un ambiente I6tico, y varia de
manera sustancial en cuerpos de agua someros (Callieri 2007). Si bien dicha autora
indica que en ambientes someros eutréficos se puede encontrar una conspicua
comunidad picoplanctdnica, también sugiere que el picoplancton es sensible a las
intensas radiaciones solares y a la luz UV. Podriamos suponer que al momento de llevar
a cabo el experimento, la alta irradiancia luminica caracteristicas de dicho periodo
estival pudo haber afectado la viabilidad del picofitoplancton. Asimismo, el
picoplancton pudo también haberse visto sometido a una fuerte presidn de predacién,
no solo en los tratamientos con mejillén, sino también por la presencia de flagelados
heterotroéficos, pequefios ciliados y larvas nauplii de copépodos, que constituyen los
principales consumidores del picoplancton (Callieri 2007). No hay que descartar el
efecto del metafiton sobre esta comunidad. Las algas filamentosas del grupo de las
zygnematales presentan una pared celular generalmente delgada, formada de dos
capas de las cuales la externa péctica transformada en mucilago les da un tacto mucoso
caracteristico (Bourrelly 1990). La enorme cantidad de mucilago generado por las
masas de estas algas pudo tener algin efecto alelopatico que evitara la proliferacién de
esta fraccidén planctdnica (e.g. las algas de Zygnema sp., Mougeotia sp., Spirogyra sp.,
estos géneros no presentan organismos adheridos, segun Pizarro (com. pers.)).

En cuanto a la mezcla del metafiton con la comunidad del fitoplancton, esto es
tipico de los sistemas poco profundos. Segin Goldsborough y Robinson (1996), en
cuerpos de agua someros (e.g. pantanos, humedales) los compartimentos ecoldgicos
(i.e. plancton, metafiton, perifiton) no sdélo tienen mas interaccion debido a la poca
profundidad, sino que al haber una mayor capacidad de mezcla de toda la columna,

puede resultar dificil separar los distintas comunidades algales debido al
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desprendimiento y suspension de las formas adheridas. Por otro lado, el metafiton no
solo compite con las algas fitoplanctdnicas por luz y nutrientes, puesto que al flotar la
matas reducen la luz que penetra en la columna de agua, sino que también funciona
como refugio de organismos zooplancténicos que predan sobre el fitoplancton
(Goldsborough y Robinson 1996), generando posiblemente una disminucion en la
abundancia y la Chl-a fitoplancténica.

Las algas que poseen estrategias para evitar la predacidon por parte de L. fortunei
como puede ser adquirir un mayor tamafio (i.e. algas filamentosas, coloniales) o poseer
algun mecanismo de defensa (i.e. espinas, toxinas, baja palatabilidad), se van a ver
favorecidas en presencia de los mejillones puesto que estos van a consumir
preferentemente algas mds palatables del fitoplancton, como asi también parte del
zooplancton, disminuyendo la competencia y la presidon de predacidon sobre dichos
organismos (Strayer 2010). En experimento corto (72 h) en microcosmos (200 1), Frau et
al. (2012) encontraron una mayor presién de predacion de L. fortunei sobre algas
solitarias y diatomeas, favoreciendo los grupos de algas flageladas que tienen mayor
motilidad y posibilidad de evitar el predador (e.g. Chlamydomonas spp.). Asimismo, el
desarrollo de grandes matas de metafiton registrado por nosotros en tratamientos con
mejillon proveen de un refugio para los organismos zooplanctdnicos, permitiendo la
existencia de grupos de mayor tamafio (i.e. claddceros), como fue observado a tiempo
final en dichos tratamientos, ejerciendo posiblemente una mayor presién de predacién
sobre el fitoplancton palatable.

Por su parte, si bien el glifosato no generdé diferencias en la abundancia
fitoplancténica, la disminucidon gradual registrada a lo largo del experimento en todos
los tratamientos fue mds lenta en microcosmos con herbicida, indicando que el
glifosato a pesar de no haber generado un claro aumento del fitoplancton, estaria
estimuldandolo en comparacioén con el control (sin herbicida). Estudios previos (Pesce et
al. 2008) sugieren que la carga de glifosato en un rio favoreceria el desarrollo de
especies de algas fitoplanctdnicas de menor tamafio que reemplazarian en dominancia
a las algas de mayor tamafio. Como ha sido comentado en la Introduccién de esta
seccion, en experimentos en meso y microcosmos a la intemperie, se ha registrado un
aumento en el numero de picocianobacterias (Pérez et al. 2007) y cianobacterias

fitoplancténicas (Vera et al. 2010 y 2012) frente al agregado de formulados a base de
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glifosato (Roundup® y Glifosato Atanor®). Ademas de que las concentraciones de
glifosato utilizadas en dichos experimentos (3,5-12 mg 1) fueron diferentes a las que
usamos en esta tesis (1-6 mg 1), el origen de las comunidades algales, el volumen de
los cuerpos de agua artificiales y el tipo de herbicida utilizado (formulado vs. glifosato)
también variaron entre experimentos. Como suele pasar en estudios a nivel
ecosistémico, posiblemente esta problematica sea explicada entonces por la
combinacion de multiples variables de cada sistema y cada experimento en cuestion.
En cuanto a la interaccién entre los agentes evaluados, no se observd un efecto
conjunto sobre la abundancia fitoplancténica. En este caso, L. fortunei es el Unico
agente de cambio sobre la comunidad, que la mantuvo en valores de abundancia bajos,
siempre menores a 5000 indiv ml™. El molusco pone en evidencia aqui también su
papel de "ingeniero bioldgico", tan importante para la estructura y funcionalidad de
todo el ecosistema (Sylvester et al. 2007).

Independientemente del tratamiento, el fitoplancton se encontré en promedio
siempre dominado por las algas del grupo de las clorofitas no-filamentosas que varid
en un rango entre 47 y 93% de la abundancia total. En términos generales, la primera
minoria estuvo caracterizada por el nanofitoplancton menor a 5 um, seguido por las
crisofitas. La presencia de Limnoperna fortunei generé una disminucidn significativa en
el grupo de las clorofitas no-filamentosas durante las primeras 24 hs. Si bien el rango
de tamano que puede consumir el adulto de Limnoperna fortunei es muy amplio,
comprendido entre 4 um y 1 mm (Rojas Molina et al. 2010), el consumo de algas por
parte del mejillon es selectivo, prefiriendo particulas pequefias (menor a 100 um) y
rechazando algas coloniales o cianobacterias toxicas (Boltovskoy et al. 2009b, Cataldo
et al. 2012b, Heath et al. 1995, Juhel et al. 2006, Rojas Molina et al. 2010, Sylvester et
al. 2005). Analisis del contenido estomacal de adultos de L. fortunei en la cuenca del
Parana (Provincia de Santa Fé), indicd que las algas resultaron preponderantes en
abundancia y entre ellas los grupos mas frecuentes fueron las euglenofitas (en 99% de
los contenidos estomacales), seguido por las diatomeas y las clorococales (en 96% de
los organismos estudiados). Las criptofitas en cambio no se encontraron en el
contenido estomacal de los mejillones aunque fue el grupo dominante en el ambiente
en el estudio realizado por Rojas Molina et al. (2010). Dichos autores sugieren que la

ausencia de criptofitas en los estdmagos puede deberse a que son algas pequefias con
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rapida digestion y que por lo tanto la selectividad negativa hacia este grupo sea solo
aparente. Asimismo, Heath et al. (1995) registraron un selectivo consumo de
diatomeas por parte del mejillon cebra Dreissena polymorpha en ensayos en
mesocosmos. De acuerdo con nuestros resultados el mejillédn estaria alimentandose
preferentemente de las clorofitas no-filamentosas, no solo porque se traté de células
pequefias, siendo caracterizadas principalmente por el grupo de Staurastrum spp, sino
también por ser estas las mas abundantes a tiempo inicial, representando en promedio
un 88% de la abundancia total del fitoplancton. Luego del primer impacto del mejillén
sobre las clorofitas no-filamentos, estas volvieron a aumentar en nimero, sugiriendo
que la alta tasa filtradora de L. fortunei si bien provocd su disminucién por alto
consumo, también favorece su crecimiento y desarrollo, puesto que aporta nutrientes
y transparencia al agua, como fuera observado por Frau et al. (2012) para las algas
flageladas. Evidentemente luego de las primeras 24 hs, la tasa reproductiva de las algas
verdes resulté mayor que la tasa de consumo por parte del mejillon. Asimismo, en
presencia de mejillén, los grupos minoritarios se diversificaron, viéndose favorecidas
las clorofitas filamentosas que alcanzaron a tiempo final una abundancia relativa del
7%. La relacién de los nutrientes en la composicion algal no estd del todo estudiada, sin
embargo Borchardt (1996) sugiere que existen otros factores que determinan la
composicion de especies frente a cambios en la concentracion de los nutrientes
disponibles. No obstante, de manera general indican que las clorofitas filamentosas se
vuelven abundantes cuando hay suficiente luz y cuando la relacién N:P es alta (como
fue observado en presencia del mejillon al dia 14) como por ejemplo en ambientes
eutroéficos. Asimismo, parte de las clorofitas filamentosas observadas en presencia de L.
fortunei correspondieron al tipo zygnematales, caracteristicas de algas del metafiton,
sugiriendo entonces que el aumento en la Chl-g en el tratamiento con mejillén se debié
entonces principalmente a la presencia de algas de metafiton. Cataldo et al. (2012b) en
ensayos de 24 hs en mesocosmos encontraron una rapida disminucién del fitoplancton
en presencia de L. fortunei, sin generar un patrén diferencial en las abundancias
relativas de las algas del fitoplancton, no encontrando una relacién entre la presién de
consumo sobre las distintas taxa algales y el tamafio de las células. En dicho ensayo los
recuentos algales arrojaron valores muy bajos y el tiempo experimental muy corto por

lo que se podrian estar obviando otros efectos inmediatos sobre el fitoplancton (e.g.
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interacciones con otras comunidades), como también cambios en el mediano y largo
plazo que no habrian sido detectados por el disefio experimental. Asimismo, dichos
autores discuten sobre la complejidad de obtener conclusiones contundentes sobre la
selectividad de L. fortunei en el consumo de algas puesto que estudios sobre el mejillon
Dreissena polymorpha derivan en resultados contrapuestos, determinando que la
selectividad de los mejillones en su alimentacién varia con las condiciones ambientales,
la calidad y disponibilidad del alimento, y el estado metabdlico de los organismos
filtradores.

En cuanto al efecto del herbicida sobre las abundancias relativas del fitoplancton,
no se registré un efecto significativo. Si bien hubiéramos esperado que las algas que
poseen la ruta del acido shikimico se vieran perjudicadas frente al agregado de
glifosato, la disminucion en la abundancia relativa de las clorofitas no-filamentosas en
los tratamientos 1-Lf y 3-Lf no resultd significativa, siendo este grupo dominantes
durante todo el periodo experimental. Asimismo, el principal grupo minoritario fue el
nanofitoplancton menor a 5 um, que presentd una tendencia (no significativa) a
aumentar frente a dosis baja y media de glifosato. Vera et al. (2012) en experimento
semejante en microcosmos (90 |) también registraron un aumento en el micro y
nanoplancton a la semana en tratamientos con 3,5 mg 1™ (i.a.) de Glifosato Atanor®. Sin
embargo encontraron que a tiempo final (dia 21), la abundancia en esta fraccién algal
volvié a disminuir, explicado como la consecuencia de una mayor presién de predacién
por parte de claddceros que se que vieron estimulados en tratamiento con herbicida. Si
bien no se registrd un particular desarrollo en las cianobacterias, las que registran
algunas especies capaces de usar el glifosato como una fuente de energia sin ser
afectadas por su accion herbicida (Forlani et al. 2008, Ravi y Balakumar 1998), para la
dosis media de glifosato (3-Lf) se observd un aumento de las cianobacterias
filamentosas (Nostoc spp.) con una abundancia relativa del 7% al tiempo final.

En el tratamiento sin glifosato y sin la presencia del molusco, Staurastrum spl
dominé el fitoplancton durante la primera semana experimental, disminuyendo hacia
tiempo final, a la vez que aumenté la abundancia relativa de Monoraphidium griffithii y
Oocystis spp. La presencia de Limnoperna fortunei (0+Lf) favorecid el desarrollo de las
especies flageladas que pueden evitar la predacidon, como Chlamydomonas spp. (con un

46% de la abundancia total al dia 7). Frau et al. (2012) observé un aumento de la
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abundancia relativa de los grupos flagelados (dominado por Chlamydomonas spp. y
criptomonas) en presencia de L. fortunei. Dichos autores discuten que si bien tienen
alta palatabilidad, estas algas poseen elevada tasa reproductiva, por lo que pudieron
ser mas eficientes en aprovechar la remineralizacién de nutrientes generada por la
presencia del mejillon. Wilson (2003) en experimento en mesocosmos evaluando el
impacto del mejillon cebra Dreissena polymorpha sobre el fitoplancton encontré que
en tratamientos con bivalvos disminuyd significativamente la abundancia de las algas
verdes de menor tamafo y de las criptofitas, sin verse una reduccidn en la abundancia
de las algas coloniales. Asimismo, de acuerdo a nuestros resultados, se observé que L.
fortunei favorecio especies cenobiales como Kirchneriella spp (con un 43% al dia 14) y
Scenedesmus spp (19% a tiempo final) y desmididceas como Staurastrum (29% a
tiempo final), posiblemente porque poseen preferencia por algas de menor tamafio,
como fuera discutido anteriormente. En esta variable, no se observé un claro efecto del
glifosato ni de la interacciéon entre glifosato y L. fortunei, siendo su variacién
determinada principalmente por la presién del mejillon.

Asi como se observé una clara disminucién en la abundancia fitoplancténica
durante las primeras 24 h en presencia de Limnoperna fortunei, también el mejillén
generd una significativa disminucién en el porcentaje de algas muertas en la columna
de agua. El mejillon filtra y retiene las particulas de un tamano determinado,
preferentemente aquellas menores a 100 um (Cataldo et al. 2012b, Frau et al. 2012,
Sylvester et al. 2005), siendo expulsado como pseudoheces todo aquello que no es
ingerido por el organismo. Todo el material -organico e inorganico- empaquetado y
expulsado como pseudoheces, puede luego sedimentar con mayor facilidad al fondo y
por lo tanto escapar de la columna de agua. Por otro lado, el microfilm organico
adherido al frustulo de las diatomeas podria resultar palatable para los mejillones y
podria estar siendo efectivamente ingerido, como sucede en otros bivalvos (Beninger y
Decottignies 2005), eliminando los frustulos a la columna de agua. En el tratamiento
control (0-Lf), si bien la abundancia fitoplancténica fue gradualmente disminuyendo a
lo largo del experimento, el porcentaje de algas muertas se mantuvo estable entre 18-
20% por ml durante las primeras dos semanas indicando que el confinamiento afecto
negativamente la supervivencia de esta comunidad. Por su parte, en presencia de

mejillon, a pesar de no variar demasiado el fitoplancton en su abundancia después del
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dia 1, el porcentaje de algas muertas continudé disminuyendo, indicando que el
crecimiento algal de esta comunidad se vio favorecido en presencia del mejillén
pasadas las primeras 24 h experimentales. Limnoperna fortunei estaria entonces
generando un efecto "rejuvenecedor" de la comunidad fitoplancténica ya que estaria
atrapando las algas muertas derivandolas a pseudoheces, mientras que generaria
mayor disponibilidad de nutrientes para el desarrollo de nuevos individuos.

El glifosato no generd un patron significativamente distinto al observado en el
tratamiento control sobre el porcentaje de algas muertas en la columna de agua,
aunque la gran variabilidad entre réplicas dificulté el andlisis estadistico entre
tratamientos. Sin embargo, Vera et al. (2012) en microcosmos semejantes a los aqui
utilizados encontré un aumento significativo en el nimero de algas muertas (clorofitas
y diatomeas) en tratamientos con 3,5 mg I de glifosato (formulado Roundup®). Puede
ser que el formulado Roundup® genere una mayor mortandad en el fitoplancton
debido a la toxicidad del coadyuvante que muchas veces supera aquella del herbicida
(Clair et al. 2012, Contardo-Jara 2009a, Folmar et al. 1979, Tsui y Chu 2003). La
interaccion de ambos agentes, no afectd diferencialmente la composicidon estructural
del fitoplancton, siendo entonces en nuestro experimento, la presencia del molusco la

fuerza modeladora de la estructura fitoplanctdnica.

El perifiton resultd una variable en la que se puede observar un efecto indirecto de
la interaccion de los agentes. En particular, se observa que el gran desarrollo del
metafiton fue el determinante para que la comunidad perifitica, desarrollada en
sustratos artificiales, se viera afectada competitivamente por nutrientes y por la luz,
debido al efecto de sombreado. En el perifiton y en coincidencia con nuestros
resultados, Cataldo et al. (2012a) observaron que luego de 5 semanas el perifiton
desarrolld significativamente mas Chl-a en tratamientos con L. fortunei, a la vez que se
registr6 una disminucion en el IA hacia valores menores a 100, indicando una
comunidad predominantemente autdtrofa, en mesocosmos ubicados dentro de un
embalse. Esta transformacidn hacia la autotrofia, pudo ser el resultado del aumento en
la transparencia del agua y el aporte de nutrientes dado por la actividad filtradora de
los mejillones, lo que favoreceria el desarrollo de las algas del perifiton, como fue

sugerido previamente por otros autores (Boltovskoy et al. 2009a, Lowe y Pillsbury
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1995). Ademas, la gran cantidad de algas filamentosas del metafiton muy desarrollado
en los microcosmos con ambos agentes, comenzaron a crecer en el perifiton para luego
desprenderse y formar matas flotantes. Estas algas seguramente se encontraban entre
adheridas y entremezcladas a los sustratos de perifiton, alterando significativamente la
colonizacion de la comunidad adherida. El glifosato, por su parte, si bien no generd
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, favorecio el desarrollo
de las algas del perifiton, estimulando el aumento de la Chl-a, especialmente a
menores dosis de herbicida (1-Lf) lo que se vio reflejado en la importante disminucion
del 1A en tratamientos con glifosato. Austin et al. (1991) en arroyos oligotroficos
encontraron que el agregado de glifosato (hasta 0,3 mg | de formulado Vision®)
estimuld el aumento de la fraccidn organica (PSLC) del perifiton. Sin embargo, Pérez et
al. (2007), observaron que en mesocosmos con herbicida Roundup® (6 y 12 mg | de
glifosato) disminuyo la abundancia total del perifiton a la vez que aumento el IA
respecto al tratamiento control, indicando que el formulado modificé la estructura de
la comunidad adherida, llevandola a condiciones mas heterotrdéficas (bacterias, hongos,
detrito organico y protistas heterdétrofos). En Vera et al. (2010) se observd un retraso
en la colonizacién de los sustratos por parte del perifiton en aguellos mesocosmos con
agregado de herbicida Roundup® (8 mg I* glifosato) siendo todas las variables de masa
(PS, PSLC y Chl-a) siempre mayores en el tratamientos control, sin glifosato. Por su
parte Goldsborough y Brown (1988) observaron que la actividad fotosintética del
perifiton disminuyd frente a mayores dosis de herbicida Roundup® (dosis menores a
0,09 mg I* de glifosato), sugiriendo que dicho efecto es dependiente de las
caracteristicas fisico-quimicas del agua, como asi también de las propiedades de la
comunidad perifitica. Posiblemente los resultados contrapuestos en la bibliografia se
deban a la gran variedad de caracteristicas que condicionan las respuestas a nivel
ecosistémico (i.e. uso de glifosato puro y tipos de formulado, caracteristicas
morfomeétricas del sistema, disefio experimental). En el experimento en microcosmos
(90 1) a la intemperie realizado por Vera et al. (2012) con una comunidad de perifiton
ya establecida a tiempo inicial, los resultados fueron semejantes a los presentados en
esta Seccion. Vera et al. (op cit.) registraron un aumento significativo en las variables de
masa (PS, PSLC y Chl-a) en los tratamientos con Glifosato Atanor® (3 mg 1™ i.a.), a la vez

que el IA fue 3 veces menor en microcosmos con glifosato respecto del tratamiento sin
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herbicida. También observaron luego de la primera semana experimental el desarrollo
sobre los perifitdbmetros de matas de metafiton que estuvieron presentes hasta el final
del experimento (21 dias), compuestas por clorofitas filamentosas del tipo Oedogonium
spp. Y Mougeotia sp. Dichos autores discuten que este desarrollo estaria reflejando un
fendmeno de enriquecimiento organico en todo el sistema deterioriando |la calidad del
agua en su conjunto. Asi como en nuestro caso, el incremento en la Chl-a y la
disminucidn en el IA observada en el perifiton estaria siendo explicada por las algas del
metafiton adheridas a los sustratos. El glifosato, tanto en el experimento de Vera et al.
(2012) como en nuestro estudio, estimuld el crecimiento algal del perifiton
(disminuyendo el I1A) y generando el desarrollo de algas de metafiton.

En los tratamientos con ambos agentes, el aumento de las variables de masa y de la
Chl-a fue mas rdpido y mas pronunciado, indicando que su interaccidn favorecio el
desarrollo de la fraccion organica del perifiton. Si bien no hubo un efecto conjunto
sobre el IA, predomind el efecto de Limnoperna fortunei, viéndose a partir del dia 7 una
importante disminucién en el IA alcanzando valores de IA entre 188 y 253, indicando
caracteristicas predominantemente autétrofas en las comunidades perifiticas. Como
fue descripto para el efecto L. fortunei, con ambos agente se registré6 también el
desarrollo de una comunidad conspicua de algas filamentosas macroscépicas de
metafiton, que nuevamente alteraron los valores de autotrofia del sistema. Es posible
que al suministrar glifosato en presencia de mejillén, el aporte de nutrientes que se
vuelven disponibles debido a la interaccion con el mejillén, provoque una
contaminacidn organica del sistema que se evidencia en un deterioro general con el
desarrollo de matas de metafiton, caracteristicas de sistemas someros, aguas quietas y
alta concentracién de nutrientes (Goldsborough y Robinson 1996).

El gran desarrollo metafitico especialmente visible a tiempo final, afecté a las
variables de masa del perifiton en la ultima fecha en presencia de Limnoperna fortunei,
por competir por nutrientes y luz, dado por el efecto sombreado sobre la comunidad
microscépica adherida. Ademas, la extrema cercania entre comunidades se traduce en
un continuum de organismos entre ambas lo que genera interferencias en los analisis
por separado de cada comunidad. Segin Goldsborough (et al. 2005) el metafiton
puede aportar hasta 400 veces mas clorofila-a que las algas perifiticas, lo que implica

que la presencia de algunos ejemplares metafiticos en el perifiton puede modificar
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significativamente los valores del pigmento. Adicionalmente en el perifiton, en
presencia del mejillon se registr6 un aumento en la abundancia relativa de las
cianobacterias filamentosas del género Nostoc spp. que tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, indicando aguas limitadas por nitrégeno, posiblemente debido
a su gran utilizacion por parte del metafiton.

El glifosato por si solo no generd diferencias significativas en la abundancia de las
algas del perifiton ni sobre la abundancia relativa de sus principales grupos, como
tampoco se registraron modificaciones significativas sobre los habitos de vida
(filamentosas vs. cocoides). Vera et al. (2012), registraron el mismo orden de
dominancia de los principales grupos algales (clorofitas, seguido por cianobacterias y
diatomeas) pero, a diferencia de nuestro experimento, observaron un aumento de los
tres grupos con el agregado de Glifosato Atanor®. Por otro lado, Gustavson et al. (2003)
realizaron un estudio para evaluar el impacto de herbicidas sobre el perifiton y
observaron que los distintos grupos algales responden diferencialmente viéndose las
clorofitas severamente afectadas, mientras que las cianobacterias y las diatomeas
pudieron recuperarse luego de la exposicién al fitotdxico. En nuestro caso, el aumento
en las cianobacterias y diatomeas se dio por efecto del mejillon aisladamente, lo que
pone en evidencia la complejidad de respuestas que presentan las comunidades a una
escala ecosistémica, al impacto de diferentes agentes de cambio.

Se sabe que diversos grupos de cianobacterias son capaces de utilizar al glifosato
como fuente de energia entre ellas: Microcystis aeruginosa, Nostoc punctiforme
(Forlani et al. 2008), Anabaena variabilis (Ravi y Balakumar 1998) y Spirulina spp. (Lipok
et al. 2007), sin ser afectadas por el efecto biocida puesto que poseen una via
alternativa por ser organismos procariotas (Powell et al. 1991). Otros autores han
registrado en experimentos en meso y microcosmos el aumento en la abundancia
relativa de cianobacterias del perifiton en presencia de formulados a base de glifosato
(Pérez et al. 2007, Vera et al. 2010 y 2012), sin embargo nosotros observamos este
desarrollo particularmente en tratamientos con presencia de mejillén (tanto sin y con
glifosato). Las cianobacterias nuevamente aparecen como organismos habiles de
desarrollarse en condiciones extremas, como en este caso significa el deterioro de la
calidad del agua. Por otro lado, observamos el aumento de las diatomeas a tiempo final

en los tratamientos con ambos agentes. En el perifiton, Vera et al. (2010 y 2012)
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encontraron que las diatomeas se vieron afectadas y sufrieron una disminucién en su
abundancia en escenarios con formulados de glifosasto. En nuestro caso, resultaron
favorecidas probablemente por las condiciones generadas por la interaccion de ambos
agentes (i.e. aporte de nutrientes, mayor transparencia del agua) ya que, a pesar de ser
las diatomeas algas palatables para L. fortunei, al estar inmersas en una comunidad
adherida a un sustrato, no fueron accesibles para su consumo por parte de mejillones
sésiles (Heath et al. 1995). A diferencia de lo que sucede con el fitoplancton, el
perifiton se encuentra inmerso en una matriz de polisacaridos que puede limitar la
interaccion del agente contaminante con los organismos en ella.

El porcentaje de algas muertas del perifiton se vio reducido en todos los
tratamientos a tiempo final, con la tendencia a ser mayor en presencia de ambos
agentes (glifosato y L. fortunei). En trabajos previos, en cambio, se registré un aumento
en el porcentaje de algas muertas en el perifiton tratado con Roundup® a
concentraciones de 6 y 12 mg I"* (Pérez et al. 2007). Como sucedié con el fitoplancton,
la accidn filtradora del mejillén y el aporte de fosfato por parte del glifosato pudo
estimular el crecimiento de las algas perifiticas, en especial los grupos filamentosos de

cianobacterias.

En cuanto a la comunidad de zooplancton, si bien hubo un decrecimiento de la
abundancia total, se encontraron interesantes diferencias segin los escenarios. A
tiempo inicial, si bien el grupo de los copépodos fue dominante en todos los
tratamientos, a tiempo inicial el 93% de ellos (72% del zooplancton) estuvo
representado por larvas nauplii, lo que indicaria que al comenzar el experimento los
copépodos estaban en plena etapa reproductiva. No obstante, es importante tener en
cuenta que a tiempo inicial las muestras fueron tomadas de los tanques lo que pudo
generar la evasion de los adultos hacia zonas mas profundas, por la migracion vertical
(Lampert y Sommer 1997), y a su mayor capacidad en evadir predadores debido a su
habilidad natatoria mas desarrollada. A tiempo final, en cambio, se filtré todo el
volumen de cada microcosmos y se volvid a encontrar una alta abundancia relativa de
larvas nauplii, representando mas del 70% del total de copépodos en todos los
tratamientos. Durante el experimento, la disminucién en la abundancia total del

zooplancton entre el tiempo inicial y el final podria ser el resultado de diversas
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cuestiones. Podriamos suponer que dicha variacion responde a un efecto del
confinamiento de los recursos, con mayor competencia por estos, a la vez que podria
haberse generado una mayor presién de predacién sobre el zooplancton por parte de
Limnoperna fortunei, al reducirse el volumen de los cuerpos de agua entre los tiempos
analizados. Ademads, también se podria hipotetizar un efecto directo de toxicidad del
herbicida, como fuera observado en trabajos previos. Chen et al. (2004) registraron en
bioensayos una disminucion en la supervivencia y el desarrollo de una especie de
cladécero expuesto a una concentracién de 1,5 mg I de glifosato (formulado Vision®),
aunque estos resultados son muy dificiles de extrapolar a los nuestros, debido a las
enormes diferencias entre los disefios experimentales. Vera et al. (2012) en
microcosmos con agregado de Glifosato Atanor® (a 3,5 mg I glifosato), registraron una
disminucién en la abundancia de los copépodos adultos, lo que fue atribuido a un
efecto directo de toxicidad sobre sus larvas y por lo tanto una disminucién en la
abundancia de los siguientes estadios.

Si bien, el zooplancton total disminuyd de tiempo inicial al final, en presencia de
Limnoperna fortunei, a tiempo final su abundancia fue dos veces superior que aquella
en tratamientos sin mejillén, aun cuando hubiéramos esperado que el zooplancton se
viera afectado por una mayor presidon de predacion por parte del molusco (Rojas
Molina et al. 2010). A diferencia de nuestros resultados, en ambientes |dticos naturales
invadidos por L. fortunei se ha registrado una importante disminuciéon en el
zooplancton, particularmente en los rotiferos (Rojas Molina y José de Paggi 2008). En
un estudio del contenido estomacal de L. fortunei (Rojas Molina et al. 2010) se
encontré que los rotiferos son el grupo mds consumido por el mejilléon, posiblemente
debido a su menor tamafno y su poca capacidad natatoria, seguido por claddceros. Los
copépodos ocuparon el ultimo lugar, siempre representados por larvas nauplii. Los
copépodos adultos tendrian la capacidad de detectar sefiales hidrodindmicas en el
agua debido a la presencia de un predador, y por lo tanto activarian un mecanismo de
fuga (Fields y Yen 1997), lo que podria explicar la dominancia de copépodos en el
ambiente, y su alta tasa reproductiva generando alta abundancia de larvas nauplii.
Asimismo, en presencia de L. fortunei habria mayor disponibilidad de alimento puesto
que el mejillén estimuld el desarrollo de algas del perifiton y del metafiton, ofreciendo

alimento y refugio a los organismos del zooplancton.
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En cuanto al glifosato, se observd a tiempo final una tendencia a mayor abundancia
del zooplancton a mayores concentraciones de herbicida. Una posible explicacion es
gue habria mas disponibilidad de alimento en los tratamientos con herbicida, ya que la
disminucién en el fitoplancton fue mds lenta en tratamientos con glifosato. Por otro
lado, también el perifiton mas desarrollado pudo ser fuente de alimento para los
zooplancteres. A pesar del efecto nocivo que tienen los formulados a base de glifosato
sobre organismos del zooplancton registrado por otros autores (Chen et al. 2004, Vera
et al. 2012) nosotros hemos detectado un efecto opuesto, viéndose estimulado el
desarrollo del zooplancton, especialmente los copépodos, a mayores dosis de glifosato.
Es posible que los efectos adversos registrados previamente se deban por un lado una
mayor toxicidad del formulado -que contiene sustancias aditivas y coadyuvantes- (Clair
et al. 2012, Contardo-Jara 2009a, Folmar et al. 1979, Tsui y Chu 2003), como también a
las diferentes respuestas de las demds comunidades en los distintos experimentos.

En los tratamientos que evaluaron la interaccién del glifosato y L. fortunei sobre las
abundancias relativas del zooplancton se observd que si bien estuvo determinado por
el efecto del mejillén, siendo dominantes los copépodos, a tiempo final se registrd un
aumento de los claddceros en relacién a una disminucién de copépodos a mayores
dosis de glifosato, habiendo en promedio 2,6 veces mas claddceros en presencia del
mejillon respecto a los tratamientos sin L. fortunei. Los cladéceros constituyen los
componentes de mayor tamafio del zooplancton, y el aumento en su abundancia
relativa posiblemente se encuentre asociada a un mayor desarrollo del metafiton que
no solo favorecid la oferta de presas de mayor tamafio para su consumo (i.e. otros
zooplancteres y protistas) que utilizaran dichas matas como proteccion, sino que
también les proveyd un refugio contra sus propios predadores (i.e. otros crustaceos e
insectos). Estos impactos estan dados tanto por las plantas acuaticas sumergidas como
por el metafiton, que afectan positiva y negativamente a las demas comunidades
acudticas y a las propiedades fisicas y quimicas del agua (Scheffer et al. 1993).

La variacidon registrada en el zooplancton estuvo también determinada por el
cambio en la abundancia de las larvas nauplii de los copépodos, que resulté mayor a
tiempo final tanto en presencia de L. fortunei (0+Lf), como para mayores
concentraciones de glifosato. A pesar de que otros trabajos indicaran que las larvas

nauplii del copépodo Cyclops vernalis son afectadas frente a la exposicion de herbicidas
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(Robertson y Bunting 1976), y que por lo general los estadios larvales tienden a ser mas
sensibles a los agentes contaminantes, en nuestro experimento las larvas nauplii no
parecieron estar negativamente afectadas por el glifosato. Al evaluar, sin embargo, el
efecto de la interacciéon sobre los copépodos registramos a tiempo final una
disminucién de las larvas nauplii a mayores dosis de herbicida, que podria ser explicada
por una mayor presion de predacion de los cladéceros (que se volvieron mas
abundantes) sobre dichas larvas.

El impacto de los agentes de cambio en los ecosistemas depende de las
caracteristicas previas de cada uno de los sistemas. Es asi que L. fortunei en escenarios
con presencia del herbicida glifosato, impactard en funcién de las caracteristicas
previas y de la historida del cuerpo de agua donde actia. Como ha sido observado por
Cataldo et al. (2012a), en ambientes con presencia previa de inéculos de algunos tipos
de cianobacterias, el impacto de L. fortunei en el ambiente favorece a grupos de
cianobacterias como Microcystis spp., formadoras de floraciones potencialmente
téxicas. En nuestro experimento partimos de un sistema sin la previa presencia de este
tipo de propagulos y, en funcion ademads de las caracteristicas morfométricas de los
dispositivos experimentales, el sistema vird hacia el desarrollo del metafiton, como
evidencia del deterioro general de la calidad del agua.

El aumento en el PT generado por el aporte del glifosato tiene consecuencias
importantes sobre el estado trdfico del sistema y las comunidades que en él habitan
puesto que el fésforo promueve la eutrofizacion de los cuerpos de agua (Vera et al.
2010, 2012). Como consecuencia se deteriora la calidad del agua, aumenta la turbidez,
disminuye el oxigeno disuelto, aumenta la clorofila-a fitoplancténica, se pierde
biodiversidad con la modificacion de la comunidad dominante y se promueve el
desarrollo de cianobacterias potencialmente toxicas (Istvanovics 2009, Quirds et al.
2002, Vera et al. 2010, 2012). En cuerpos de agua cercanos a zonas agricolas,
sometidos a recibir aporte de nutrientes debido al uso intensivo de agroquimicos como
el glifosato, la presencia de la especie invasora de mejillon de agua dulce ampliamente
distribuida en la cuenca del Plata, estaria actuando sinérgicamente con el herbicida
haciendo biodisponible el fosforo aportado por el herbicida de una manera mucho
mayor y mas rdpida, acelerando el proceso de eutrofizacién descripto por otros autores

(Quirds et al. 2002, Vera et al. 2010) para las lagunas someras de la region pampeana.
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En respuesta a las hipdtesis planteadas en el presente capitulo, observamos que:

(1) En presencia de L. fortunei la disipacion del glifosato en la columna de agua fue
mas rapida, reduciendo la vida media del herbicida en 4 veces.

(2) El efecto de la interaccion de L. fortunei y del glifosato sobre la mayoria de las
comunidades microbianas del sistema se encontré generalmente determinado
por la presencia del mejillén. Sin embargo, los agentes de cambio afectaron
sinérgicamente al bacterioplancton.

(3) El efecto en la interaccion de L. fortunei y del glifosato sobre las comunidades
microbianas y la calidad del agua dulce dependié de la concentracién de
herbicida utilizada. Mayores dosis de herbicida generaron mayor concentraciéon
de fdsforo total y disponibilidad de fosfato. A pesar de esto, el aumento en la
turbidez, el seston, la clorofila-a del fitoplancton y la abundancia del
bacterioplancton resultaron mayores a dosis baja y media de glifosato respecto
a la dosis mas alta.

(4) La interaccion de Limnoperna fortunei y del glifosato tuvo un mayor efecto en la
calidad del agua del que se observd con cada agente por separado. El deterioro
se evidencio con la aparicién del metafiton mas desarrollado en los escenarios
de interaccion, producto de la gran disponibilidad de nutrientes y las
caracteristicas del sistema.

(5) Se evidenciaron cambios temporales diversos, segun cada variable, en los

distintos escenarios.
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Los avances tecnoldgicos y cientificos alcanzados durante el dltimo milenio han
ubicado al hombre en un lugar critico de la historia. Los mecanismo de extraccion y
utilizacion de recursos naturales que se llevan a cabo en la actualidad superan
ampliamente las herramientas y los conocimientos que poseemos para predecir el
impacto a largo plazo sobre el ecosistema del cual dependemos (Twardowska 2004).
Los agentes contaminantes no operan de manera aislada en el ambiente, sino que
interactlan con las caracteristicas del sistema y con otros factores de estrés ambiental.
Para poder predecir con mayor grado de realismo el impacto de la interaccién de
factores de cambio sobre el ambiente, resulta sumamente importante evaluar el efecto
no sélo a escala especie, poblacién, y comunidad, sino también incluir estudios que
involucren al ecosistema. Asimismo, introducir conceptos ecoldgicos en estudios de
toxicidad asegura obtener conclusiones mds realistas y robustas a la hora de entender
como operan los contaminantes en ambientes naturales (Schmitt-Jansen et al. 2008), y
tomar decisiones en funcién de ellos.

En la presente tesis evaluamos, mediante experimentos en microcosmos bajo
condiciones controladas de laboratorio (Seccién 1) y de mayor volumen a la intemperie
(Seccién 1), el efecto de la interacciéon de dos agentes de cambio ambiental
introducidos por la actividad del hombre sobre ecosistemas de agua dulce. El herbicida
glifosato, presente en diversos formulados comerciales, es ampliamente utilizado en
nuestro pais desde hace casi veinte afios, debido a la introduccién de cultivos
genéticamente modificados (i.e. soja RR) y mas recientemente a la practica de siembra
directa con barbecho quimico. Los cuerpos de agua son susceptibles a recibir
contaminacién de grandes cantidades de glifosato que son dispersados sobre suelos,
afectando organismos acuaticos no blanco (Pérez et al. 2007). Se han descripto serios
problemas de eutrofizacién en ambientes lénticos como resultado del uso del
formulado comercial Roundup® (a base de glifosato) debido al aporte de fdsforo
generado por la molécula de glifosato (Vera et al. 2010). Asimismo, se observo que el
glifosato muchas veces favorece el desarrollo de cianobacterias que pueden ser tdxicas
para el ambiente, deteriorando aiin mas el sistema en cuestion (Vera et al. 2010).

Por otro lado, el mejillén dorado de agua dulce, Limnoperna fortunei, aparece casi

simultdneamente al glifosato, alcanzando las costas del Rio de la Plata hace mas de
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veinte afios debido al transporte maritimo intercontinental, convirtiéndose
rapidamente en una especie invasora de ecosistemas Iéticos y I1énticos de la regidn. Las
especies invasoras pueden interactuar fuertemente con otros agentes de estrés
ambiental, modulando su efecto y pudiendo complicar su manejo (Strayer 2010).
Limnoperna fortunei presenta una alta actividad filtradora que genera una mayor
transparencia en la columna de agua y mineraliza nutrientes, volviéndolos disponible
para su utilizacion por parte de las comunidades autdtrofas. De acuerdo a las
caracteristicas del sistema (i.e. carga de nutrientes, turbidez, etc.), como a las
comunidades autétrofas dominantes (i.e. fitoplancton, perifiton, macrdfitas, etc.), van
a verse favorecidos/perjudicados diferentes compartimentos ecoldgicos. En
experimentos previos en mesocosmos se ha registrado un aumento de cianobacterias
del género Microcystis spp. en presencia de L. fortunei (Cataldo et al. 2012a), mientras
que en otro ambiente el mejillédn favorecid el desarrollo de macréfitas sumergidas
(Cataldo et al. 2012b). En nuestro experimento en microcosmos a la intemperie, en
cambio, el mejillén estimuld el desarrollo del metafiton debido a las condiciones del
ambiente, caracterizadas por una alta carga de nutrientes, alcalinidad, alta irradiancia

luminica y la presencia de sustratos que pudieran ser colonizados por dicha comunidad.

A partir de nuestros resultados, podemos decir que Limnoperna fortunei acelera la
disipacion del glifosato disuelto en agua a una tasa de hasta 50,2 + 3,4 g por gramo de
peso seco del tejido blando de mejillones por dia, por efecto no sélo de su capacidad
filtradora sino también debido a la interaccion del herbicida con el biofilm de sus
valvas. Esta aptitud podria resultar esperanzadora en funcién de un potencial uso como
biorremediador, al menos en los cuerpos de agua colonizados por el molusco; no
obstante, generaria una aceleracién del deterioro del sistema debido al incremento en
los nutrientes como producto de la degradacion del herbicida. La interaccion de ambos
agentes provoco un efecto sinérgico en el ambiente que fue evidenciado a partir de un
aumento en el fésforo reactivo soluble, un mayor desarrollo del bacterioplancton, una
estimulacion en el desarrollo de algas filamentosas y un aumento de la turbidez del
sistema. Al igual que en otros experimentos realizados en micro y mesocosmos a escala
ecosistémica, también nosotros encontramos que el glifosato deteriora la calidad del

agua de forma significativa. En el caso de Pérez et al. (2007), corroborado por Vera et
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al. (2010) se observd un aumento en la turbidez de los mesocosmos, debido
particularmente al desarrollo de las picocianobacterias, con aguas con alto contenido
en clorofila-a y gran cantidad de fosforo total, generando sistemas de mayor grado
tréfico. En cuerpos experimentales de menor tamaio, como los microcosmos utilizados
en este experimento y también por Vera et al. (2012), el cambio se dio hacia la
aparicién y el desarrollo del metafiton. Esta comunidad puede formar matas
macroscoépicas de tamafio considerable, que desprendidas de sus sustratos, flotan y se
acumulan en zonas de aguas quietas en sistemas someros. En épocas de elevadas
temperaturas y radiacion solar se descomponen rapidamente, con el consecuente
deterioro de todo el sistema. Esta situacion se agrava sustancialmente con la presencia
de Limnoperna fortunei, quien facilita la disponibilidad de nutrientes y mejora
sustancialmente las condiciones para que se desarrollen con mas celeridad dichas algas
macroscoépicas. En cuerpos de agua someros, muy comunes en la cuenca del Plata bajo
alto impacto agricola, el efecto conjunto del glifosato y el mejillén puede tener severas
consecuencias, modificando el estado tréfico del sistema, afectando las comunidades

asociadas y deteriorando la calidad del agua.

Los estudios multidisciplinarios y a diferentes escalas permiten acercarse a la
realidad de una manera mas completa. Los sistemas naturales y la evolucién de los
agentes de impacto en un determinado ambiente tienden a ser complejos. Como se
evidencia en este trabajo, los factores de estrés ambiental interactian en los sistemas,
generando respuestas que son diferentes a las que se registran si se analizan sus
componentes por separado. Resulta entonces sumamente importante que todas las
partes involucradas en el andlisis de los impactos antropogénicos en los ambientes (i.e.
bidlogos, toxicdlogos, ingenieros ambientales) como en la utilizaciéon de los bienes y
servicios ecosistémicos (organismos publicos tomadores de decisiones y los ciudadanos
en general), tengan en cuenta la complejidad del tema. La comprensién de los efectos
interactivos de multiples agentes de cambio ambiental es un desafio de enorme
importancia ya que de ellos pueden desprenderse respuestas emergentes y novedosas.
Por esta razon y en funcion de los resultados de esta Tesis, recomendamos
fuertemente la inclusién de estudios ecolégicos a escala ecosistémica, y la interaccidn

conjunta de diferentes disciplinas que puedan aportar y producir conocimiento mas
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robusto sobre cémo generar de manera conciente e inteligente, un uso mas

sustentable de los recursos y un impacto antropogénico mas conservado.
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