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1. Resumen
1.1. Resumen

En las dltimas décadas se ha incrementado vertiginosamente el uso de plaguicidas, principalmente como
consecuencia de la siembra directa de cultivos resistentes. Estos poluentes alcanzan los cuerpos de agua
por diferentes vias, siendo una de las principales la escorrentia por lluvias. El ingreso de plaguicidas en
los ambientes acuaticos es variable y depende de diversos factores, como las precipitaciones, los periodos
de maxima aplicacion y los productos aplicados en las diferentes etapas o estados fenoldgicos de los
cultivos (pre y post emergencia de los cultivos). En los ambientes acudticos, los plaguicidas convergen
conformando complejas mezclas, en las que pueden interactuar, incrementando (sinergia) o disminuyendo
(antagonismo) su toxicidad sobre organismos no-blanco. El zooplancton es una comunidad muy sensible
a los cambios en el ambiente, por su reducida talla y su corto tiempo generacional, posibilitando ademds
el trabajo a diferentes escalas de andlisis. Esta comunidad interviene en la transferencia de materia y
energia desde los organismos autétrofos hacia niveles tréficos superiores y contribuye al ciclado de

nutrientes, desempefiando un rol clave en los ecosistemas acudticos continentales.

El objetivo de la presente tesis fue analizar los efectos de los plaguicidas sobre el zooplancton: por
exposicion directa a concentraciones conocidas en ensayos toxicoldgicos, y difusa: por exposicidon en
sistemas acudticos naturales a la presencia de plaguicidas provenientes de actividades agricolas. Estos
estudios se realizaron a distintas escalas de andlisis. Por un lado, el efecto del glifosato y la cipermetrina
aislados y en mezcla se evalud tanto en ensayos monoespecificos de toxicidad letal sobre Ceriodaphnia
dubia, como en mesocosmos donde se analizaron los efectos sobre pardmetros comunitarios del
zooplancton. Por otro lado, en campo se analiz6 la escorrentia de plaguicidas y nutrientes por lluvias, y
su efecto sobre la comunidad del zooplancton en sistemas acudticos de la regién central de la Provincia

de Santa Fe.

En ensayos monoespecificos de laboratorio la toxicidad aguda de una mezcla equitéxica de glifosato y
cipermetrina en C. dubia fue 3 y 4 veces mayor que la toxicidad aislada de cada plaguicida,
respectivamente. Es decir, el glifosato y la cipermetrina interactuaron de forma sinérgica sobre la
toxicidad letal de C. dubia. Se destaca la relevancia de este resultado, dado que numerosos estudios han
concluido que sdlo el 5% de las mezclas muestran un efecto sinérgico dos veces mayor que el efecto

hipotético aditivo.

En mesocosmos, ambos plaguicidas también interactuaron presentando un efecto sinérgico negativo en
las densidades de Cladocera y Copepoda. No se encontraron interacciones entre plaguicidas para Rotifera,
por lo tanto, el efecto de la mezcla se consideré como aditivo para este grupo. Los resultados obtenidos
indicaron que la interaccidon entre el glifosato y la cipermetrina puede depender de los grupos de
organismos estudiados, siendo esta informacién de gran interés para las agencias de regulacién ambiental

cuando se definen los organismos no-blanco a ser utilizados para los estudios de toxicidad.
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En estudios de campo, las concentraciones de plaguicidas en los arroyos monitoreados presentaron un
incremento generalizado luego del evento de lluvia, viéndose ademas afectada la calidad del agua en
términos de aumento de amonio, fosforo reactivo soluble (FRS), demanda biolégica de oxigeno (DBO) y
turbidez. Se observ6 una mayor incidencia del estado fenoldgico de los cultivos que de la intensidad de
las precipitaciones en el tipo de plaguicidas y las concentraciones de nutrientes detectados, siendo critica
la etapa de pre-emergencia. En esta etapa el amonio, el FRS, la DBO y la turbidez fueron
significativamente superiores, ademds de la concentraciéon de plaguicidas pre-emergentes como el
metolacloro, con respecto a los muestreos de post-emergencia. Las concentraciones de los plaguicidas
detectados en agua de escorrentia dependieron principalmente de su solubilidad, la pendiente lateral de

los arroyos y el porcentaje de vegetacion riberefia lefiosa.

La escorrentia por lluvias en zonas agricolas, y la consecuente deriva de plaguicidas y nutrientes, afectaron
significativamente a la comunidad del zooplancton, principalmente disminuyendo su equitatividad por
incremento de la dominancia de grupos aparentemente tolerantes. Si bien el caudal fue uno de los factores
determinantes de la densidad de los diferentes componentes de la comunidad (Cladocera, Copepoda y
Rotifera), la densidad de los claddceros se vio afectada ademds por una serie de factores naturales
(conductividad y precipitaciones) y antrépicos (turbidez, DBO y FRS) relacionados con los eventos de

precipitacion y las diferentes practicas realizadas en cada etapa fenoldgica de los cultivos.

La comunidad del zooplancton, a pesar de haber sido afectada por variables fisicas como el caudal,
respondid con una sensibilidad diferencial a las perturbaciones ambientales vinculadas a las actividades

agricolas.

Estos resultados constituyen un aporte significativo al estudio de los efectos de las mezclas de plaguicidas,
escasamente estudiadas, y manifiestan la relevancia de realizar monitoreos ambientales de calidad del
agua y comunidades bioldgicas considerando los factores que inciden en la dindmica de los ambientes de

aguas superficiales y en la deriva de plaguicidas y nutrientes hacia los mismos.
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1.2. Abstract

The amount of pesticides applied has drastically increased in the last decades, mainly as consequence of
the no-till direct seeding of resistant crops. These pollutants reach the water bodies through different ways,
being the runoff caused by precipitations, one of the main sources of diffuse drift. The pesticide input on
freshwater environments is variable and depends on several factors such as precipitations, the periods of
maximum application, and the products applied in the different stages or phenological states of the crops
(pre and post emergence of the crops). In freshwater environments, pesticides converge conforming
complex mixtures, in which they can interact, increasing (synergy) or decreasing (antagonism) their
toxicity to non-target organisms. The zooplankton is a community very sensitive to environmental
changes, due to its small size and short generational time, making it useful for testing at different scales
of study. This community participate in the transfer of matter and energy from autotrophic organisms to
higher trophic levels and contributes to the nutrient cycling, playing a key role in continental aquatic

ecosystems.

The aim of the present thesis was to analyse the effects on zooplankton: by direct exposition to known
concentrations in toxicological bioassays, and diffuse: by exposition in natural systems to the presence of
pesticides derived from agricultural practices. These studies were made in different analysis scales. On
the one hand, the effect of glyphosate and cypermethrin isolated and in mixture was evaluated both in
monospecific lethal toxicity tests on Ceriodaphnia dubia, and in mesocosms where the effect on
community parameters of zooplankton was evaluated. On the other hand, in the field the runoff of
pesticides and nutrients due to rainfall was analysed, as well as its effect on the zooplankton community

in aquatic systems of the central region of Santa Fe Province.

In laboratory monospecific bioassays, the acute toxicity of the equitoxic mixture of glyphosate and
cypermethrin in C. dubia was 3 and 4 times higher than the isolated toxicity of each pesticide, respectively.
This means that, glyphosate and cypermethrin interacted synergistically on the lethal toxicity of C. dubia.
The relevance of this result is highlighted since numerous studies have concluded that only 5% of the

mixtures show a synergistic effect more than twofold greater than the hypothetic additive effect.

In the mesocosms, both pesticides also interacted presenting a synergic negative effect over Cladocera
and Copepoda densities. No interactions between pesticides were found for Rotifera, therefore, the effect
of the mixture was considered additive in this case. These results indicated that the interaction between
glyphosate and cypermethrin may depend on the groups of organisms studied, being this information of
great interest for the environmental regulatory agencies when defining non-target organisms to be used

for toxicity studies.

In field studies, the pesticides concentrations on the monitored streams presented a generalized increase
after the rain event, the quality of the water also being affected in terms of increases in ammonium, soluble
reactive phosphorus (SRP), biological oxygen demand (BOD), and turbidity. The incidence of the

phenological state of the cultures was greater than the precipitation intensity in the pesticides type and the
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nutrients concentrations detected, and the pre-emergency stage was a critical period. On these stages, the
ammonium, SRP, BOD, and turbidity were significantly higher, also in addition to the concentration of
pre-emerging pesticides such as metolachlor, with respect to the post-emergence samplings. The
concentrations of the pesticides detected on runoff water depended mostly on their solubility, the lateral

slope of the streams, and the percentage of woody riparian vegetation cover.

The runoff by precipitations in agricultural areas, and the consequent drift of pesticides and nutrients,
affected significantly the zooplankton community, mainly decreasing its equitability. Although the flow
was one of the determining factors of the density of the different components of the community
(Cladocera, Copepoda and Rotifera), the cladocerans density was also affected by several natural
(conductivity and precipitations) and anthropic factors (turbidity, BOD and SRP) related to the

precipitation events and the different practices carried out in each phenological stage of the crops.

Although the zooplankton community was affected by physical variables such as flow due to its mobility,

it showed to be sensitive to environmental disturbances linked to agricultural activities.

These results constitute a significant contribution to the study of the effects of pesticide mixtures, still
poorly studied. Also, the obtained results show the relevance of conducting environmental monitoring of
water quality and biological communities considering factors that affect the dynamics of surface water

environments and the drift of pesticides and nutrients towards them.
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2. Introduccion

Los ecosistemas acudticos continentales son de gran importancia ya que contribuyen a la diversidad
bioldgica y aportan invaluables recursos y servicios ecosistémicos a la sociedad. Sin embargo, la
intervencion antropogénica sobre los mismos se ha intensificado en las ultimas décadas. El aporte de
plaguicidas por actividades agricolas es una de las principales causas de la actual disminucién en la calidad
del agua y de la desaparicion selectiva de las especies menos tolerantes [1]. Los plaguicidas pueden
alcanzar los cuerpos de agua por vias difusas, debido a la escorrentia superficial y a la lixiviacién
producidas por lluvias, la volatilizacién en el momento de aplicacién, la revolatilizacién desde los suelos,
y los compuestos arrastrados desde la atmdsfera por las precipitaciones, o por vias directas debido a la
limpieza de maquinaria agricola en los arroyos, la acumulacién de envases con residuos de plaguicidas
en los campos o porque las pulverizaciones se realizan directamente sobre la superficie del agua [2—6].
Esta variedad de sucesos hace que la entrada de plaguicidas y fertilizantes en los cuerpos de agua sea
intermitente e irregular, segin los periodos de maxima aplicacidn, los deferentes compuestos utilizados
en cada etapa de los cultivos, los volimenes utilizados, y diversos factores ambientales, provocando que
las concentraciones de plaguicidas en los ambientes sean muy variables. La deriva difusa, generada por
fuentes no puntuales, es actualmente la principal causa de polucién del agua en paises con alta produccién
agricola, siendo su principal fuente el agua de escorrentia con fitosanitarios procedentes de los

agroecosistemas [7].

En las dltimas décadas, Argentina ha atravesado un proceso de expansion agricola hacia dreas ambiental-
mente mas frigiles y de intensificacién en las dreas tradicionalmente agricolas [8]. La simplificacién de
los sistemas agricolas y el uso creciente de agroquimicos, constituyen problemas que acompafian a estos

procesos [9].

No obstante, la informacién referida al impacto ambiental por pérdidas de fitosanitarios desde
agroecosistemas, y particularmente a su transporte hacia cursos de agua, es escasa, siendo incipiente el
conocimiento de sus efectos sobre las comunidades acudticas y el ecosistema en su conjunto [10, 11]. Por
tal motivo, es necesario analizar los diferentes factores que determinan la dindmica de la deriva de los
plaguicidas y sus efectos en los ecosistemas, considerando que la sensibilidad de cada especie varia segtin
sus caracteristicas bioecoldgicas y que la conversion de los ecosistemas nativos en agroecosistemas

aumenta el riesgo ecoldgico para sus poblaciones.

El zooplancton desempefia un rol clave en los ecosistemas acudticos continentales, ya que interviene en
la transferencia de materia y energia desde los organismos autétrofos hacia niveles tréficos superiores y
contribuye al ciclado de nutrientes [11, 12]. Ademads, es una de las comunidades mas sensibles a
perturbaciones antrépicas debido a que son especies pequeiias, con alta tasa reproductiva y gran capacidad
de dispersion, por lo que responden rapidamente a los cambios en el ambiente. Las alteraciones detectadas

en el zooplancton pueden, a su vez, afectar a otros niveles tréficos mediante mecanismos fop down y
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bottom up, por lo que sus respuestas a las alteraciones ambientales pueden repercutir en todo el ecosistema

e informar sobre la magnitud del impacto causado sobre el mismo [13, 14].

La mayoria de los estudios de efectos de los plaguicidas sobre el zooplancton estidn restringidos a
bioensayos de laboratorio con pocas especies, muchas no nativas de la regién (por ejemplo, Daphnia
magna) y a plaguicidas aislados [15-17]. Por esta razon, varios estudios destacan la necesidad de
considerar los efectos sobre las interacciones inter e intraespecificas y los factores ambientales, asi como
el efecto de las mezclas de plaguicidas, cuando se analizan sus impactos en las comunidades acuaticas

[18].

Los ensayos de mesocosmos se han sugerido para reducir la brecha entre los estudios a campo y los
experimentos de laboratorio, usualmente monoespecificos [19]. Esta metodologia se ha empleado para
analizar tanto procesos ecoldgicos como ecotoxicoldgicos. En este ultimo caso, demostraron ser
herramientas valiosas para entender cdmo los poluentes (incluyendo los plaguicidas) afectan a los
ecosistemas ya que permiten medir tiempos de exposicidn, efectos crénicos, interacciones depredador-
presa y cambios en la dindmica poblacional y comunitaria [20—23]. Los mesocosmos son considerados
una herramienta experimental a escala intermedia entre los experimentos de laboratorio y las complejas
condiciones del campo, incorporando mayor reproducibilidad experimental respecto a estudios a campo,

y mayor relevancia ecoldgica respecto a ensayos a menor escala [24—26].

En este marco, en la presente tesis se diseflaron estudios complementarios a diferentes escalas:
microcosmos, mesocosmos y campo, para para aportar al conocimiento de los posibles efectos de

plaguicidas de amplio uso en las practicas agricolas sobre la comunidad zooplancténica.
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2.1. Objetivos
2.1.1. Objetivo General

Analizar los efectos de la exposicion directa y difusa a plaguicidas sobre el zooplancton a distintas

escalas de analisis.

2.1.2. Objetivos Especificos

- Evaluar el efecto de la polucion por glifosato, cipermetrina y su mezcla sobre el zooplancton a

escala monoespecifica (Ceriodaphnia dubia) y comunitaria.

- Evaluar el efecto de la escorrentia por lluvias sobre la deriva de plaguicidas y nutrientes de zonas

agricolas a arroyos de la regién central de la provincia de Santa Fe.

- Evaluar el efecto de las precipitaciones y el ingreso de plaguicidas y nutrientes de zonas agricolas

sobre la comunidad zooplanctdnica en arroyos de la region central de la provincia de Santa Fe.

2.2. Hipétesis

- Formulados de glifosato y cipermetrina aislados y en mezcla aumentan la mortalidad de
Ceriodaphnia dubia, y disminuyen la densidad, riqueza y diversidad de la comunidad

zooplancténica.

- La mezcla tiene un efecto sinérgico (es decir, su efecto serd mayor al de los dos plaguicidas

aislados) sobre la mortalidad de C. dubia y los pardmetros de la comunidad mencionados.

- Cladéceros y copépodos son menos tolerantes que rotiferos en los tratamientos con los

formulados aislados y en mezcla.

- La escorrentia por precipitaciones disminuye la calidad del agua de arroyos de la regién central
de la Provincia de Santa Fe, arrastrando plaguicidas y nutrientes de los campos cultivados

aledafos.

-Mayores concentraciones de plaguicidas en campo se correlacionan con una menor riqueza,

equitatividad y diversidad de organismos zooplancténicos.
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3. Capitulo 1: Sinergia entre dos formulaciones de glifosato y cipermetrina en el

zooplancton: evidencias a escala monoespecifica y comunitaria

3.1. Introduccion

El aumento y la intensificacién de las practicas agricolas para aumentar los rindes econémicos y satisfacer
las demandas que generan las crecientes desigualdades sociales y el desperdicio de alimentos y recursos
[27, 28], implican el uso de grandes cantidades de plaguicidas asociados a la produccién de cultivos
genéticamente modificados [9, 29]. Los agroquimicos pueden alcanzar los cuerpos de agua por deriva,
potencialmente afectando a organismos no-blanco [30, 31]. Su peligrosidad reside en el hecho de que
constituyen complejas mezclas en los ambientes acudticos, ya sea porque son aplicados en mezcla, o
porque los plaguicidas provenientes de diferentes practicas convergen en los ambientes [32—34]. Cuando
conforman mezclas, estos poluentes pueden interactuar sinérgicamente, cuando el efecto de la mezcla es
superior a la suma de los efectos individuales; o antagénicamente, cuando el efecto de la mezcla es inferior
a la suma de los efectos individuales. Por otro lado, si los poluentes no interactian, el efecto de la mezcla
es aditivo, siendo igual a la suma de los efectos aislados [35, 36]. Por su parte, Piggott y col. [37]
plantearon que la identificacion del tipo de interaccién puede ser dificultosa cuando las direcciones de los
efectos de cada poluente aislado son opuestas. En este sentido, establecieron que en estos casos la
interaccion se considera sinérgica cuando el efecto de la mezcla es mds negativo que el efecto individual
del poluente que afecté negativamente a la variable de interés. Si bien las regulaciones ambientales
actuales consideran que los test de toxicidad deben incluir bioensayos con mezclas debido a su
representatividad, ain hay poca informacién acerca de los efectos de mezclas de plaguicidas en especies

y comunidades no-blanco [38—40].

El glifosato [N-(fosfonometil)glicina], un herbicida post-emergente de amplio espectro, es el herbicida
mas ampliamente empleado en el mundo para control de malezas [41, 42]. Su amplio uso, y por tanto su
gran ubiquidad en los cuerpos de agua, hacen que este compuesto se comporte como un poluente
pseudopersistente [43, 44]. La cipermetrina [3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato de
1-ciano-1-(3-fenoxibencil)metilo], un piretroide no sisteméatico, es un insecticida ampliamente usado en
el mundo [45]. Por tanto, es muy probable que ambos plaguicidas, glifosato y cipermetrina, coocurran en

los cuerpos de agua [44, 46—49].

La toxicidad individual del glifosato y la cipermetrina en organismos no-blanco ha sido ampliamente
documentada [15, 41, 45, 50, 51]. Sin embargo, pocos estudios se han enfocado en analizar los efectos de
esta mezcla, con algunas controversias. Por ejemplo, se ha reportado una interaccién sinérgica en la
toxicidad aguda en renacuajos de Rhinella arenarum [52], mientras que también se reportd una interaccion
antagdnica en la misma mezcla en la toxicidad aguda de peces Cnesterodon decemmaculatus [53]. Estos

hallazgos demuestran que las interacciones entre plaguicidas pueden ser diferentes entre los organismos
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test considerados, lo que hace necesario estudiar diferentes organismos no-blanco, para alcanzar una

mayor comprensién de cémo los plaguicidas pueden interactuar y afectar a la biota.

Los impactos de los plaguicidas son frecuentemente estudiados en bioensayos monoespecificos, que
proveen informacion valiosa y comparable [ej. 54, 55]. Sin embargo, estos estudios deben ser
complementados con estudios de toxicidad con ensambles de especies, ya que ha sido demostrado que los
efectos de los plaguicidas pueden diferir entre diferentes niveles de organizacion biolégica, dado que las
interacciones interespecificas y los factores ambientales pueden jugar un rol importante [38, 56-58]. En
este sentido, la comunidad zooplancténica permite trabajar facilmente a diferentes niveles de organizacién
bioldgica, ya que estos organismos poseen cuerpos de talla pequefia y tiempos generacionales cortos,

respondiendo rdpidamente a los cambios ambientales con alta sensibilidad [13, 59, 60].

3.2. Objetivo del capitulo

El objetivo de este estudio fue analizar la interaccién en mezcla entre formulados de glifosato y
cipermetrina en su toxicidad aguda sobre el clad6écero Ceriodaphnia dubia, Richard (1894) [61], y sus

efectos sobre un ensamble zooplancténico en una exposicion prolongada.

Ambas escalas experimentales fueron desarrolladas de manera complementaria para alcanzar una mejor

comprension de los efectos individuales y en mezcla del glifosato y la cipermetrina sobre el zooplancton.

3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Seleccion de formulados de plaguicidas

Dos formulaciones comerciales fueron empleadas: glifosato (Gli): Atanor II® 43.8% p/v sal monopotésica
(Atanor S.C.A., Argentina) y cipermetrina (Cip): Xiper 25® 25% p/v (40-50 cis) mezcla de isémeros cis-
trans de alfaciano-3-fenoxibencil 2,2 dimetil-3 (2,2 diclorovinil) ciclopropano carboxilato (UPL
Argentina S.A.). Las concentraciones de glifosato se reportan en equivalentes dcidos (e.a.) por litro, dado
que la formulacién Atanor II® presenta el glifosato como sal monopotésica de modo de aumentar la

solubilidad en agua [62].

3.3.2. Disefio experimental
3.3.2.1. Ensayo de toxicidad aguda

La toxicidad aguda de las formulaciones de Gli y Cip aislados y en mezcla fueron evaluadas para C. dubia
siguiendo el protocolo propuesto por APHA [54]. Los organismos de C. dubia fueron colectados en una
reserva natural ubicada en la planicie de inundacién del Parand medio (31°38'15.1"S 60°4023.3"0), y

progresivamente adaptadas a las condiciones de cultivo en laboratorio.
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Un cultivo stock de C. dubia fue mantenido en un medio reconstituido (APHA, [54]: 120 mg L' SOsMg
y CaSO4 2H,0, 192 mg L' NaHCOs;, 8 mg L' KCl), en una incubadora a 22 + 1 °C, con un régimen de
16:8 luz:oscuridad, el medio de cultivo fue cambiado semanalmente y los organismos fueron alimentados

3 veces a la semana con un cultivo de la microalga Scenedesmus obliquus.

La concentracién que causa el 50% de la mortalidad en 24 h (CL50) fue estimada para cada plaguicida
exponiendo neonatos de C. dubia (<24 h) a 5 concentraciones de cada plaguicida aislado con sus
respectivos controles (sin plaguicidas) (Tabla 1). En base a las CL50 obtenidas para cada plaguicida (Gli:
8,37 mg L'y Cip: 0,16 pug L"), se realizé una mezcla equitixica siguiendo a Marking [36] y se testearon
5 concentraciones (Tabla 1). Se realizaron 4 réplicas (cada una con 5 neonatos) por tratamiento en vasos
de precipitado de 50 mL. El oxigeno disuelto (OD) y el pH fueron medidos al principio y al final del
experimento. Sus valores variaron entre 6 - 8 mg L' para OD y 7.5 — 8.15 para pH, encontrandose entre

los limites establecidos por APHA [54].

Para preparar las concentraciones finales mencionadas en la tabla 1, 3 soluciones stock fueron preparadas
(Gli: 2580 mg L, Cip: 13.6 mg L' y la mezcla equitdxica: 13683 mg L' Gli mas 13.6 mg L' Cip) en
agua destilada. Una submuestra de cada una se conservd en oscuridad a -4°C para su determinacién
analitica. La Cip fue analizada usando un equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC,
SHIMADZU Prominence® 20-A Series) con fase invertida, una columna RP18 y un detector de matriz de
diodos (SHIMADZU Prominence® Serie 20-A), siguiendo el método EPA 1660 [63]. LD: 0.03 mg L™,
LC: 0.1 mg L. El Gli fue analizado usando un equipo HPLC con un detector de conductividad (HPLC,
Waters®). Se empled una columna Ion Pack AG22 4 x 250 mm, una columna Ion PackAS22 4 x 240 mm
y un supresor de regeneracién de iones (todos Dionex). Una mezcla de hidréxido de sodio (4 mM) y
carbonato de sodio (9 mM) se utilizé como fase mévil. El método de cromatografia iénica con deteccién

de conductividad fue adaptado de Zhu y col. [64]. LD: 2.52 mg L', LC: 8.42 mg L'\

Tabla 1 Concentraciones de exposicion de las formulaciones de glifosato (mg L) y cipermetrina (ug L) utilizadas

en forma aislada o en mezcla en el test de toxicidad aguda en Ceriodaphnia dubia

Aislados Mezcla
Gli (mg L") Cip (ugL'h Gli (mg L™ Cip (ugL'™h
Cl 4,7 0,04 0,7 0,01
C2 7,0 0,09 1.4 0,02
C3 10,5 0,17 2,7 0,04
Cc4 15,7 0,34 5,5 0,08
C5 23,6 0,68 10,9 0,15

Gli: glifosato; Cip: cipermetrina; C1-5: concentraciones
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3.3.2.2. Experimento de mesocosmos

Se realiz6 un experimento de mesocosmos de 30 L en laboratorio (Figura 1) exponiendo un ensamble de
zooplancton a las formulaciones de glifosato y cipermetrina aisladas y en mezcla. Se realizaron 3 réplicas
por tratamiento (12 mesocosmos en total): control (Ctrl), glifosato (Gli), cipermetrina (Cip) y una mezcla
de ambos plaguicidas usando las mismas concentraciones que en los tratamientos individuales (Mix). Las
concentraciones de exposicién fueron: Gli: 6,4 mg L' (% 1,9), Cip: 0,01 mg L' (x 0,002) y Mix: 6,9 mg
L' (£ 1,9) de glifosato mds 0,01 mg L' (x 0,001) de cipermetrina.

Figura 1 Experimento de mesocosmos (30 L) con un ensamble de zooplancton bajo condiciones controladas de
laboratorio expuesto a formulados de glifosato y cipermetrina aislados y en mezcla, y un control (sin plaguicidas),

todos triplicados.

Las concentraciones de plaguicidas fueron seleccionadas en base al test de toxicidad aguda con C. dubia

previamente descripto, un estudio previo realizado por el grupo [26] y referencias bibliogréficas [65, 66].

El ensamble de zooplancton fue colectado en lagunas del valle de inundacién del rio Parand medio con
una red de 20 pm, para ademds asegurar la coleccién de microalgas como fuente de alimento. El mismo
fue aclimatado por 4 dias a las condiciones de laboratorio. Estas condiciones fueron: 25°C, fotoperiodo
natural (12 h luz, aproximadamente) y aireacién permanente. El ensamble de zooplancton fue inoculado
en cada tanque plastico y dejado en las mismas condiciones de laboratorio por 1 dia para su estabilizacion.

Luego, los plaguicidas fueron cuidadosamente colocados por goteo en los tanques correspondientes.
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El experimento tuvo una duracién de 7 dias en las mismas condiciones de laboratorio. Se realizaron 3

muestreos en los dias 1 (2 h después de la adicién de los plaguicidas), 4y 7.

En cada tiempo de muestreo se midieron las siguientes variables ambientales: pH, temperatura (°C),
conductividad (uS cm™) y OD (mg L") mediante sensores portables Hanna. El f6sforo reactivo soluble
(FRS), amonio, nitritos y nitratos fueron analizados siguiendo a APHA [54]. Las concentraciones de
glifosato y cipermetrina también fueron analizadas en cada tiempo de muestreo. El glifosato fue analizado
mediante un cromatégrafo SHIMADZU Prominence 20A Series equipado con un detector de
fluorescencia (SHIMADZU RF-10AxL; SHIMADZU Corporation, Kyoto, Japan) y una columna
(Phenomenex Luna NH2 Part No. 00G-4378-Y0). LD: 2 ug L'!, LC: 6 ug L'". La cipermetrina fue medida
mediante matriz de dispersion en fase solida (MSPD) validada por Valenzuela-Quintanar y col. [67] con
modificaciones. Un cromatégrafo de gases (Agilent 6890) fue empleado con un detector de captura de
micro electrones (micro-ECD) y una columna Chrompack Capillay CP-Sil 5 CB (15m, 0.53 mm, 1.5 pm).
LD:2ugL!',LC: 6 ug L'\

En cada tiempo de muestreo se tomaron muestras cuantitativas de zooplancton: se homogeneizd
suavemente la columna de agua, se tomaron 300 mL mediante un recipiente de vidrio (el cual fue lavado
entre tratamientos) y se filtré la muestra de agua a través de una malla de 45 pm, las mismas fueron fijadas
con formaldehido 4% y coloreadas con eritrosina. Los individuos fueron identificados mediante claves
taxondmicas [68—71] en cdmara de 1 mL Sedgewick Rafter bajo microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E-

200). Se cuantificaron las muestras completas para cada mesocosmos y tiempo de muestreo.

3.3.3. Andlisis de datos
3.3.3.1. Ensayo de toxicidad aguda

Se realizaron andlisis Probit para obtener los valores de las 24h CL50 [72] para cada plaguicida aislado y
su mezcla. Luego, se calculé la interaccién (sinergismo, antagonismo o aditivismo) entre ambos

plaguicidas siguiendo la férmula propuesta por Marking [36]:

CL50GliMix | CL50CipMix

(1) UTmix = - -
CL50Gli CL50Cip

Donde: UTmix = unidades téxicas totales de la mezcla (UTmix > 1 antagonismo, UTmix = 1
aditivismo, UTmix < 1 sinergia).
Gli = glifosato
Cip = cipermetrina

Mix = mezcla
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3.3.3.2. Experimento de mesocosmos

Se realiz6 una transformacion logaritmica a los datos de densidad de zooplancton para ajustar la
distribucién normal de los mismos. Las diferencias en la densidad de zooplancton (Cladocera, Copepoda
y Rotifera) entre tratamientos se analizaron con andlisis de varianza (ANOVA) de un factor:

“tratamiento”, con 4 niveles: Ctrl, Gli, Cip y Mix.

Las interacciones entre plaguicidas se analizaron con ANOVA de dos factores independientes: glifosato
y cipermetrina, los niveles de ambos factores fueron presencia y ausencia de cada plaguicida. En este
caso, la variable dependiente fue la densidad absoluta de cada grupo de la comunidad (Claddcera,
Copépoda y Rotifera). En aquellos casos en los que se encontré una interaccidn estadisticamente
significativa entre glifosato y cipermetrina, el tipo de interaccion fue determinado comparando el efecto
aditivo esperado de la mezcla (Exp, Férmula 2) con el observado (Obs Férmula 3) [37]. Si el efecto
observado fue menor que el efecto aditivo esperado de la mezcla, los plaguicidas interactuaron
antagénicamente. Si los efectos observado y esperado fueron iguales y/o los plaguicidas no interactuaron,
su efecto combinado fue aditivo. Si el efecto observado fue mayor que el efecto aditivo esperado de la

mezcla, los plaguicidas interactuaron sinérgicamente.

(2) Exp = (Gli — Ctrl) + (Cip — Ctrl)
(3) Obs = Mix — Ctrl

Donde: Gli = densidad de organismos en el tratamiento con glifosato
Ctrl = densidad de organismos en el tratamiento control
Cip = densidad de organismos en el tratamiento con cipermetrina

Mix = densidad de organismos en el tratamiento con la mezcla

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa IBM SPSS Statistics (v.23.0).

3.4. Resultados
3.4.1. Ensayo de toxicidad aguda

Las CL50 24h obtenidas para cada plaguicida y su mezcla en C. dubia se muestran en la Tabla 2, y las
curvas de dosis respuesta se muestran en la Figura 2. Como puede evidenciarse, la toxicidad en mezcla
de ambas formulaciones de plaguicidas fue 3 y 4 veces mayor que su toxicidad aislada, para glifosato y
cipermetrina, respectivamente. El valor de las unidades toxicas totales de la mezcla equitéxica (UTmix)
fue 0,53. Al ser dicho valor menor que 1, se considera que hubo una interaccion sinérgica entre ambos

plaguicidas.
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Tabla 2 CL50 24h para Ceriodaphnia dubia de los formulados de glifosato (mg L") cipermetrina (ug L) aislados

y en mezcla. Entre paréntesis, intervalo de confianza

Aislados En mezcla
Glifosato (mg L 8,37 (5,84-11,99) 2,54 (1,24 -5,21)
Cipermetrina (ug L) 0,16 (0,06 - 0,44) 0,04 (0,02-0,07)
100 , @ Glifosato 100 , b- Cipermetrina

80 ; 80 ',’
3 60 f" 60 /
'% ’I d”
T 40 9 40 |y
Tg o
G 20 ——Gli 20 | ——Cip
= |~ ~-e--Gli Mix | -~ e=-Cip Mix

0 0
0 2 4 8 0 0,1 0,2 0,3

Concentracion (Log pg L)

Figura 2 Curvas de dosis respuesta para la toxicidad aguda en Ceriodaphnia dubia de: a. glifosato: Gli: glifosato

aislado, Gli mix: glifosato en mezcla; y b. cipermetrina: Cip: cipermetrina aislada, Cip mix: cipermetrina en mezcla

3.4.2. Experimento de mesocosmos

Las variables ambientales se mantuvieron constantes durante el periodo experimental: OD (7,17 — 7,81
mg L), conductividad (233 — 246 uS cm™) y pH (6,8 — 8) y no variaron significativamente entre
tratamientos (ANOVA, p = 0,668, 0,397 y 0,461 respectivamente).

En lo que respecta a los nutrientes, el amonio (0,008 — 0,5 mg L") y los nitratos (0,32 — 1,36 mg L") no
variaron significativamente entre tratamientos (ANOVA, p=0,367 y 0,932, respectivamente). Los nitritos
y los fosfatos se encontraron por debajo de los niveles de deteccién (0,002 mg L' y 0,1 mg L7,

respectivamente).

Las tasas de degradacion para el glifosato fueron 0,096 y 0,076 mg L dia™ cuando se encontraba solo o
en mezcla, respectivamente. Las tasas de degradacion para la cipermetrina fueron 5.10% y 9.10* mg L

dia! cuando se encontraba sola o en mezcla, respectivamente.

Al principio del experimento, el ensamble de zooplancton estuvo compuesto por: 72% Rotifera, 22%

Copepoda y 6% Cladocera. Los taxa de Rotifera mds representativos fueron: Bdelloidea (57%) y Lecane
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hamata (11%); para Copepoda, Cyclopoida (45%) y Calanoida (41%); y para Cladocera, Simocephalus

vetulus (71%) y Coronatella monocantha (7%).

La densidad de Cladocera disminuy6 significativamente en Cip y Mix con respecto a Ctrl y Gli en el dia

4 (ANOVA, p=0,003, F=10,9). En el dia 7, no se observaron Cladocera en Cip y Mix.

La densidad de Copepoda disminuy6 significativamente en Cip y Mix con respecto a Ctrl y Gli en los

dias 4y 7 (ANOVA, p < 0,001, F=48,83 y p < 0,001, F = 26,25, respectivamente).

La densidad de Rotifera no vari6 significativamente ni entre tratamientos ni en el tiempo (ANOVA, p >

0,05).

Se observé una interaccion significativa entre el efecto de ambos plaguicidas en la densidad de Cladocera
en el dia 4 (ANOVA, p < 0,001 F = 66,76) (Figura 3a.). En este caso, el valor esperado aditivo de la
mezcla (Exp = -0,84 ind L'10) fue menor que el valor observado de la mezcla (Obs = -1,36 ind L™'1o,) en
términos absolutos (Figura 4a). Esto indica que las formulaciones de glifosato y cipermetrina tienen un
efecto sinérgico negativo en la densidad de Cladocera. Si bien los efectos individuales de cada plaguicida
fueron opuestos (es decir, el glifosato aumentd la densidad de Cladocera y la cipermetrina la disminuyd),
se registré una mayor disminucién de la densidad de Cladocera en Mix (-1,36 ind L'10¢) que en Cip (-

1,19 ind L)

Se observé una interaccion significativa entre el efecto de ambos plaguicidas en la densidad de Copepoda
en el dia 7 (ANOVA, p < 0,001 F = 26,25) (Figura 3b.). Al igual que para Cladocera, el valor esperado
aditivo de la mezcla (Exp = -3,19 ind L'1,,) fue menor que el valor observado de la mezcla (Obs = -3,84
ind L'1o) en términos absolutos (Figura 4b). Esto indica que las formulaciones de glifosato y cipermetrina
tienen un efecto sinérgico negativo en la densidad de Copepoda. Al igual que para Cladocera, si bien los
efectos individuales de cada plaguicida fueron opuestos (es decir, el glifosato aumenté la densidad de
Copepoda y la cipermetrina la disminuyd), se registré una mayor disminucion de la densidad de Copepoda

en Mix (-3,84 ind L'!1,,,) que en Cip (-3,62 ind L 1o0).

No se observaron interacciones entre los efectos de los plaguicidas sobre la densidad de Rotifera

(ANOVA, p > 0,05), por lo que el efecto de la mezcla fue considerado aditivo en este caso (Figura 4c).
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Figura 3 Grificos de perfiles para la densidad de: a. Cladocera y b. Copepoda, en los dias 4 y 7 respectivamente. 0

indica ausencia del plaguicida y 1, presencia
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Figura 4 Efectos medios esperados (Exp: (Gli-Ctrl)+(Cip-Ctrl)) y observados (Obs: Mix-Ctrl) en la densidad de: a.
Cladocera, b. Copepoda y ¢. Rotifera (Log Ind. L!) y desviacién estdndar. 0 indica ausencia de diferencias entre
Ctrl y los tratamientos con plaguicidas, valores positivos indican mayor densidad en tratamientos respecto al Ctrl, y
valores negativos indican menor densidad en tratamientos respecto al Ctrl. *Interaccion significativa entre

plaguicidas
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3.5. Discusion
3.5.1. Ensayo de toxicidad aguda

Las CL50 de los plaguicidas aislados obtenidas para C. dubia estan en congruencia con los reportadas en
la bibliografia. Con respecto al formulado de glifosato (Atanor II), la CL50 24h obtenida (8,37 mg L") se
encuentra entre los valores medios registrados para C. dubia: 6 y 5,7 mg L' (Roundup 24 y 48h, [73]),
4,84 mg L' (Roundup Ultramax 48h, [17]); y 14,49 mg L' (Eskoba 48h, [74]). Sin embargo, algunos
valores extremos reportados variaron entre 0,02 mg L' (Roundup 48h, [75]) 415 y 707 mg L' (Rondeo
24 y 48h, [73]). Esta amplia variacion en la toxicidad de diferentes formulados de glifosato demuestra
que su toxicidad puede depender mas del surfactante que del ingrediente activo [17, 76]. Con respecto al
formulado de cipermetrina (Xiper 25), la CL50 24h obtenida (0,157 pg L") fue similar a los valores
reportados para C. dubia: 0,23 ug L' (Pestanal 48h, [77]) y 0,89 ug L' (ingrediente activo 96h, [78]). En
este trabajo se observa que C. dubia es mucho mas sensible a la cipermetrina (insecticida) que al glifosato
(herbicida). En concordancia, numerosos estudios han demostrado que los artrépodos acudticos poseen

una alta sensibilidad a los piretroides, siendo la CL50 48 h para la mayoria de ellos, menor a 1 pg L' [79].

En el presente estudio, la toxicidad letal de la mezcla de glifosato y cipermetrina en C. dubia sugiere una
interaccion sinérgica negativa entre ambas formulaciones de plaguicidas, ya que UTmix (0,53) fue < 1
[36]. Brodeur y col. [52] reportaron el mismo efecto de interaccién sinérgica exponiendo renacuajos
(Rhinella arenarum) a mezclas de dos pares de formulaciones de glifosato y cipermetrina en tests de
toxicidad. Sin embargo, Brodeur y col. [53] también reportaron un efecto de interaccién antagénica
exponiendo peces (Cnesterodon decemmaculatus) a mezclas del mismo par de formulaciones de

plaguicidas.

Los resultados obtenidos en este capitulo, asi como los relevados en la bibliografia consultada, indican
que la interaccién entre el glifosato y la cipermetrina depende de los grupos de organismos bajo estudio,
siendo esta informacién de gran interés para agencias de regulacién ambiental cuando se definen los

organismos no-blanco a ser utilizados para los estudios de toxicidad.

Numerosos estudios han concluido que sélo el 5% de las mezclas muestran un efecto sinérgico dos veces
mayor que el efecto hipotético aditivo [39, 80, 81]. En este sentido, el efecto sinérgico hallado en el
presente estudio es de gran interés ya que la toxicidad de ambas formulaciones de plaguicidas en mezcla
fue 3 y 4 veces mayor que sus toxicidades aisladas, para glifosato y cipermetrina, respectivamente.
Asimismo, estos resultados ponen de manifiesto la relevancia de analizar efectos de mezclas de
plaguicidas, debido a que, de no ser consideradas las posibles interacciones, se podrian estar subestimando

los efectos sobre las poblaciones en condiciones naturales.
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3.5.2. Experimento de mesocosmos

Los microcrustaceos, especialmente los claddceros, son conocidos por ser particularmente sensibles a los
insecticidas [82-84]. En concordancia, en este estudio, tanto Cladocera como Copepoda mostraron una
alta sensibilidad en los tratamientos con cipermetrina (Cip y Mix). En cambio, la densidad de Rotifera
aument6 en los tratamientos con plaguicidas, como fue reportado en estudios previos [20, 85, 86]. Los
rotiferos podrian haberse beneficiado por la disminucién de la densidad de microcrustaceos, ya que los
primeros son menos competitivos por recursos tréficos [13]. Por otra parte, los rotiferos poseen ciclos de
vida mas cortos que los microcrustidceos y un metabolismo mdas rapido [87, 88], lo que puede implicar
una detoxificacién mas rapida, todo esto contribuyendo a una mas rdpida tasa de recuperacién cuando se
enfrentan a disturbios ambientales. Ademads, la gran variabilidad de rasgos funcionales de los rotiferos
comparada con los microcrustdceos, hacen a los primeros mds exitosos y dominantes en un amplio rango

de condiciones ambientales [89, 90].

Al igual que en el ensayo de toxicidad aguda con C. dubia, se observé una interaccidn sinérgica negativa
entre las formulaciones de glifosato y cipermetrina para las densidades de Cadocera y Copepoda en el
ensayo de mesocosmos. Si bien en ambos casos el efecto de los plaguicidas individuales fue opuesto,
siendo negativo para cipermetrina y positivo para glifosato, el efecto combinado fue sinérgicamente
negativo. En este sentido, Crain y col. [91] asumieron que la sinergia ocurre cuando el efecto de la mezcla
es mds negativo que la suma aditiva de los efectos individuales opuestos. Sin embargo, esta suposicién
puede sobreestimar la sinergia cuando el efecto de la mezcla es menos negativo que el efecto individual
negativo [37]. En el presente estudio, el efecto negativo de la mezcla en las densidades de Cladocera y
Copepoda fue superior al efecto negativo individual de la formulacién de cipermetrina. Esto indicaria que

hubo una interaccion sinérgica negativa entre las formulaciones de glifosato y cipermetrina.

Los surfactantes, solventes o emulsionantes de las formulaciones de plaguicidas también pueden interferir
en las interacciones entre plaguicidas. En este sentido, Brodeur y col. [52] reportaron diferencias en la
magnitud del sinergismo entre dos pares diferentes de formulaciones de glifosato y cipermetrina. Por su
parte, Reno y col. [92] reportaron que cuatro formulaciones comerciales de glifosato afectaron de manera
diferente la tasa de crecimiento poblacional (Ro) de D. magna y C. dubia. Esta informacién es de gran
importancia ambiental ya que las formulaciones comerciales son mezclas en si mismas (principio activo

+ coadyuvantes), dificultando predecir la magnitud de sus interacciones y efectos.

En el presente estudio se encontraron interacciones sinérgicas entre formulaciones de glifosato y
cipermetrina tanto en el test monoespecifico de toxicidad aguda (C. dubia) como en el experimento de
mesocosmos con un ensamble de zooplancton. Se sugiere continuar analizando efectos de mezclas de
plaguicidas, particularmente abarcando escalas complementarias de andlisis y diferentes organismos de

prueba para obtener informacion ecotoxicolégica con mayor relevancia ecolégica.
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En este sentido, se considera de gran importancia el desarrollo de estudios de campo, que permiten
registrar concentraciones reales de las complejas mezclas de plaguicidas que convergen en los cuerpos de
agua y su posible efecto en comunidades bioldgicas clave, tales como el zooplancton. Asimismo, permiten
evaluar la incidencia de factores tales como las precipitaciones en la deriva de plaguicidas y nutrientes
hacia arroyos donde estas comunidades habitan. Estos aspectos serdn desarrollados en los siguientes

capitulos.
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4. Capitulo 2: Incidencia de las precipitaciones en la deriva de plaguicidas y nutrientes

hacia arroyos en la region central de la provincia de Santa Fe

4.1. Introduccion

En las dltimas décadas se ha producido una diversificacién y un aumento de las cantidades de plaguicidas
aplicados, particularmente relacionados al cultivo de semillas transgénicas, como consecuencia de la
intensificacion de las practicas agricolas [93], en Argentina, este proceso se ha dado principalmente en
las zonas mas fértiles, como la regién pampeana [8]. Los plaguicidas pueden alcanzar los cuerpos de agua
por deriva, ya sea por lixiviacidn, volatilizacién o escorrentia [2]. Se considera que la escorrentia por
lluvias es una de las principales vias de ingreso de los agroquimicos a los cuerpos de agua superficiales

[7], causando deterioro ambiental de los sistemas acudaticos [1].

En el contexto de cambio climdtico que atravesamos, se prevé que la intensificacién de los eventos
meteoroldgicos en la regién pampeana, principalmente en las estaciones de primavera y verano, produzca
un incremento de los plaguicidas y nutrientes en los ambientes acudticos, al coincidir con el periodo de

maximas aplicaciones de agroquimicos de la regién [94, 95].

Son numerosos los factores que pueden incidir en la dindmica del ingreso de plaguicidas y nutrientes en
cuerpos de agua dulce. Entre ellos se destaca la frecuencia e intensidad de los eventos de precipitacion y
su proximidad al momento de aplicacién de los agroquimicos [96]. Otro factor de gran incidencia es el
estado fenoldgico de los cultivos, ya que en cada etapa (pre-emergencia: barbecho quimico y siembra,
post-emergencia: crecimiento vegetativo, floracién y llenado de granos) se aplican compuestos diferentes,
segtin los momentos de fertilizacion y si los plaguicidas son pre- y/o post-emergentes segiin sus funciones
y potencialidad de afectar al cultivo. En consecuencia, se estdn implementando diversos tipos de barreras
o de zonas buffer con vegetacion y/o zanjas para aletargar la escorrentia de agua de lluvia y mitigar el
ingreso de agroquimicos (plaguicidas y fertilizantes) en los cuerpos de agua [97, 98]. Sin embargo, la
mayoria de estos estudios atn se encuentran bajo experimentacion, siendo escasas las investigaciones a
escala de campo sin control de la aplicacién de los agroquimicos, las precipitaciones, y el destino de la
escorrentia. Si bien los estudios con control de variables [ej. 31, 96, 99] aportan gran informacién respecto
al destino de los agroquimicos, es importante evaluar qué sucede en condiciones sin manipulacién. Se han
realizado numerosos estudios de monitoreos de plaguicidas tanto en Argentina como en otros paises [ej.
33, 48, 100-105], sin embargo, los mismos rara vez consideran los eventos de lluvia. Por lo tanto, las

concentraciones maximas de plaguicidas en los ambientes podrian estar siendo subestimadas [96].
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4.2. Objetivo del capitulo

El objetivo de este capitulo fue analizar cémo eventos de precipitaciones y el estado fenoldgico de los
cultivos pueden influir en la calidad de agua (medida en funcién de las concentraciones de plaguicidas y
nutrientes) de 3 arroyos de la region central de la provincia de Santa Fe. Con este proposito, se realizaron
cinco campaiias de muestreo antes y después de eventos de lluvia de diferente intensidad durante dos
etapas fenologicas de los cultivos de soja para: 1) analizar los efectos de las precipitaciones (de aqui en
mas, “evento” de precipitacion) en las concentraciones de plaguicidas y nutrientes del agua de los arroyos,
2) analizar el efecto del estado fenoldgico de los cultivos en la calidad del agua de los arroyos, y 3) analizar
las principales variables (caracteristicas tanto propias de los plaguicidas como del ambiente) que

determinan el nimero y porcentaje de plaguicidas en agua de escorrentia.

Esperamos que el evento de precipitaciones produzca un aumento en las concentraciones de plaguicidas
y nutrientes en el agua de los arroyos. El estado fenoldgico de los cultivos puede incidir en esta dindmica,
siendo determinantes los diferentes agroquimicos (plaguicidas y fertilizantes) aplicados en las diferentes
etapas fenoldgicas de los cultivos. Variables como la pendiente lateral, el drea de la subcuenca, el caudal
de escorrentia y el porcentaje de vegetacion riberefia lefiosa también pueden ser factores determinantes

de la deriva de plaguicidas por escorrentia.

4.3. Materiales y Métodos
4.3.1. Area de estudio

El drea de estudio se ubica en el centro de la provincia de Santa Fe (Figura 5a.), en la regién Pampeana,
la llanura mds fértil de la Argentina [106]. El tipo de suelo es Molisol (gran grupo Argiudol, subgrupo
tipico y dcuico), con textura superficial franco limosa y textura subsuperficial arcillo limosa [107]. Posee
un clima templado con mayor frecuencia de precipitaciones abundantes durante la primavera y el verano
[95] y un promedio anual de precipitaciones de 1100 mm [106]. En el 4rea de estudio la agricultura es la
principal actividad humana, predominando en gran medida el cultivo de soja (aprox. 40% de la superficie
de suelo), seguido por el maiz (10%) y en menor medida, trigo y girasol (Direccién Nacional de

Estimaciones Agricolas [108]).

Se seleccionaron tres sitios de muestreo en tres arroyos de segundo y tercer orden con subcuencas
independientes: S1 (31°36'23,4" S, 61°9'34,6" O), S2 (31°34'53,2" S, 61°16'34,2" O) y S3 (31°31'13,7"
S, 61°15'55,8" O) (Figura 5a.). Los mismos fueron seleccionados dentro de un radio de 7 km de modo de

asegurarnos de que sean igualmente afectados por eventos de lluvia considerables.
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Figura 5 a. Area de estudio. Sudamérica, Argentina, provincia de Santa Fe y los tres sitios de muestreo (S1, S2'y
S3) con sus correspondientes subcuencas de drenaje. b. Linea del tiempo de las campafias de muestreo realizadas en
los tres sitios mostrando el disefio del estudio en relacién a tres eventos de precipitaciones con diferente intensidad
(especificada en el dibujo en forma de nube) y dos estados fenolégicos diferentes del cultivo de soja (color de la
linea del tiempo). Se realizaron 5 muestreos: 2 muestreos en periodos inter lluvias: 1 dia antes del primer evento de
lluvia (InterPre) y 7 dias después del evento (InterPos7), y 3 muestreos post lluvia: 1 dia después de cada evento de

precipitacion (Postl, Post2 y Post3)

4.3.2. Diseiio de estudio

El disefio del estudio se resume en la Figura 5b. Se realizaron 5 muestreos durante primavera y verano
(noviembre 2018 — marzo 2019) en relacién a 3 eventos de lluvia de diferente intensidad y dos estados
fenoldgicos diferentes de cultivo de soja. Durante la pre-emergencia de los cultivos se realizaron 2
muestreos en periodos inter lluvias: 1 dia antes del primer evento de lluvia (InterPre, 22-Nov) y 7 dias
después del evento (InterPos7, 30-Nov), y 1 muestreo post lluvia luego de dicho evento (Postl, 23-Nov).
Durante la post-emergencia de los cultivos se realizaron dos muestreos “post lluvia” luego de dos eventos

de Iluvia diferentes (Post2, 26-Feb y Post3, 6-Mar).

En cada muestreo se midi6 in situ la conductividad (us cm™), el OD (%), el pH y la temperatura (°C)

(medidor portétil multipardmetro Hanna). Simultdneamente, se tomaron muestras de agua de los arroyos
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(500 mL) para el andlisis de nutrientes (amonio, nitratos, nitritos y FRS), color (PtCo), turbidez (FTU),
DBO (mg L") y clorofila a (ug L") siguiendo a APHA, [54].

En cada muestreo se tomaron muestras de agua de los arroyos en botellas de vidrio color caramelo de 1 L.
para el andlisis de plaguicidas. El agua de escorrentia (E1, E2 y E3) para el analisis de plaguicidas fue
colectada luego de los eventos de lluvia (Postl, Post2 y Post3), mediante botellas de 1 L que fueron
previamente enterradas al ras del suelo, cada una cubierta con un techo para evitar el ingreso directo de
agua de lluvia. Se colocaron 9 botellas por sitio en la ribera de los arroyos y se tomo un pool de las mismas
por cada sitio y muestreo. Se tomaron muestras de sedimento (contenedores plasticos de 500 mL) en cada

tiempo de muestreo y sitio para el andlisis de plaguicidas.

4.3.3. Variables geomorfolégicas e hidrologicas

La intensidad de precipitaciones (mm s') se estimé con informacién del SIGA-INTA (Sistema de
Informacién y Gestion Agrometeoroldgica-INTA [109]) y los registros de precipitaciones de las

localidades aledarias [110].

El caudal de los arroyos fue estimado en cada punto de muestreo midiendo el ancho y la profundidad en
varios puntos de una seccioén de cada arroyo y determinando la velocidad a través de un objeto flotante.
Se aplicé un factor de conversién de 0,85 para calcular la velocidad media y luego multiplicarla por el

area de la seccion, siguiendo a Bain y Stevenson [111].

El caudal de escorrentia fue estimado a través del método del Servicio de Conservacion del Suelo (SCS)

[112] del siguiente modo:

(P—0.2D)2 A10*

(4) Q — _P+0.8D '1000

t

Donde Q = caudal estimado de escorrentia (m* s™!)
P = precipitaciones (mm)

A = area de la cuenca (Ha)

t = tiempo de precipitacion (s)

D = diferencia maxima potencial entre lluvia y escorrentia (mm), calculada del siguiente modo:

donde CN = nimero de curva, que depende del tipo de suelo, el uso de la tierra y cobertura del suelo.
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El tiempo de concentracién, definido como el tiempo requerido para que el agua ubicada en el punto mds
remoto de la cuenca llegue al final de la misma [113], fue estimado siguiendo el método del SCS [112]
del siguiente modo:

1000 0.7
_ 708 (ex—2)
(6) TC - L 4407 (Sg)O.S

donde: Tc = tiempo de concentracién (h)

L = longitud del curso mas largo (m)

Sg = pendiente promedio de la cuenca (m/m)
CN = ndmero de curva.

La cobertura de vegetacion riberefia fue estimada por observacion directa y expresada como el porcentaje
de vegetacién lefiosa (arbustos + drboles) y herbdcea. Las pendientes lateral y longitudinal fueron

calculadas para cada arroyo mediante cartas topogrificas 1:50.000 (Instituto Geografico Militar, [114]).

4.3.4. Andlisis de plaguicidas

Los plaguicidas en agua y sedimento fueron analizados mediante extraccion QUEChERS (sigla en inglés
para répida, facil, barata, efectiva, robusta y segura -Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe-) y
determinados por cromatografia liquida y gaseosa acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS+GC-
MS/MS), y derivatizaciéon con Fluorenilmetilossicarbonil cloruro (FMOC-CI), limpieza por EFS
(Extraccion en Fase Soélida) y determinacién por LC-MS/MS para glifosato, glufosinato y el acido
aminometilfosfénico (AMPA). LC: 0,1 ug L' y LD: 0,03 ug L™ con excepcién de glifosato, glufosinato
y AMPA, LC: 0,6 pg L'!, LD: 0,18 ug L.

Los plaguicidas fueron agrupados segin su solubilidad del siguiente modo: muy alta: > 100 (MAltSolub),
alta 10 — 100 (AltSolub), media 1 — 10 (MedSolub), baja 0,1 — 1 (BajSolub) y muy baja <0,1 mg L"!
(MBajSolub) [115]. Ademads, los plaguicidas fueron agrupados en relacién a su afinidad por el suelo del
siguiente modo: movible: 1 —2 (Mov), moderadamente movible: 2 —3 (ModMov) y ligeramente movible:

3 —4 Log Koc (LigMov) [115] (Anexo II).

4.3.5. Andlisis de datos

Se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) para observar la distribucién de las campafias de
muestreo respecto a la calidad del agua de los arroyos en relaciéon al efecto de las precipitaciones, su
intensidad y el estado fenoldgico de los cultivos. Las variables explicativas a incorporar se seleccionaron

en vistas de evitar la colinealidad entre las mismas y excluyendo aquellas con menor poder explicativo.
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Para analizar la significancia de los efectos del evento de lluvia en la calidad del agua de los arroyos se
realiz6 un andlisis multivariado de la varianza (MANOV A) de un factor con 3 niveles (InterPre, Postl1 e
InterPos7), con las variables de interés seleccionadas en el andlisis anterior. Adicionalmente, para cada
variable en particular (nutrientes, turbidez, DBO, clorofila a, pH, conductividad y OD), se realizaron
analisis de la varianza de medidas repetidas (MRANOVA) para analizar la significancia de su variacion
en el tiempo luego del evento de lluvia. Se aplicé el test a posteriori de Tukey para analizar las diferencias

entre los muestreos (p < 0,05).

Para analizar la significancia de los efectos del estado fenolégico de los cultivos en la calidad del agua de
los arroyos en los muestreos post lluvia (Postl, Post2 y Post3) se realizé un MANOVA de un factor con
2 niveles (pre-emergencia y post-emergecia), con la intensidad de las precipitaciones como covariable y
con las variables de interés seleccionadas en el andlisis anterior. Se realizaron andlisis de la varianza
(ANOVA) de un factor para analizar la significancia de las diferencias de las variables de interés
(nutrientes, turbidez, DBO, clorofila a, pH, conductividad y OD) entre los muestreos post lluvia (Postl1,
Post2 y Post3). Se aplic6 el test a posteriori de Tukey para analizar las diferencias entre los muestreos (p

<0,05).

Para analizar especificamente cudles variables determinan el nimero y porcentaje de los plaguicidas
(variables respuesta) detectados en el agua de escorrentia, se realizaron modelos lineales generalizados
(MLG) con ajuste de Poisson. Para este andlisis se consideraron una serie inicial de variables propias de
los plaguicidas (solubilidad y movilidad) y ambientales (pendiente lateral, drea de la subcuenca,
porcentaje de vegetacion riberefia lefiosa, intensidad de la precipitacién y caudal estimado de escorrentia)
como potenciales predictores. A partir de dichas variables, se testearon numerosos modelos con una, dos
o tres variables combinadas. Los diferentes modelos fueron comparados en base al criterio de informacién
Akaike (CIA), su significancia estadistica y el porcentaje de explicacién [116]. También se calculé la
diferencia entre el valor mas bajo de AIC y el AIC de todos los demds modelos (AAIC) para establecer

un orden de los modelos potenciales [116].

Los andlisis fueron realizados utilizando los programas RStudio (v.1.2.5042) (paquetes vegan y

FactoMineR) y CANOCO (v.5.0).

4.4. Resultados

En la Tabla 3 se puede observar un resumen de las variables ambientales, geomorfoldgicas e hidrolégicas
para cada sitio. El S3 posee una subcuenca de drenaje considerablemente mas grande, un mayor caudal
de escorrentia y menor caudal del arroyo en el punto de muestreo, el S1 presenté6 menor OD y menor
pendiente longitudinal. La cobertura de vegetacion lefiosa de las riberas fue mayor en el S2 (95%) y menor

en el S3 (10%).
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En el sedimento de los arroyos se detectaron diferentes plaguicidas: bifentrin, atrazina, metolacloro y
glifosato y su producto de degradacién: AMPA, con tendencias variables entre sitios (Ver Anexo I). Las
concentraciones maximas detectadas correspondieron a los plaguicidas ligeramente mdviles: glifosato: 4

pug Kg''y AMPA: 10 ug Kg', los otros plaguicidas se encontraron por debajo del LC (10 ug Kg™).

Tabla 3 Rangos y valores de variables ambientales, geomorfolégicas e hidrolégicas para los 3 sitios de muestreo

S1 S2 S3
Amonio (ug L") 32,4 - 307 0-1743 0 - 2084
Nitritos (ug L) 11,4 - 105,4 3-553 6,4 - 59,0
Nitratos (ug L) 84 - 1954 0 - 800 80 - 602
FRS (ug LY 923,6 - 1791,4 9514 - 2070 10114 - 2168,6
Variables Clorofila a (ug L") 0-12 0-94 24 - 11,5
ambientales  |DBO (ug L) 8,2 - 43,1 6,3 - 46,3 6,7 - 45,9
Turbidez (FTU) 28 - 90 7-98 33 - 128
Conductividad (us cm™) 235 - 614 519 - 1837 341 - 887
Oxigeno disuelto (%) 41,4 - 64,2 72,1 - 81,5 62,8 - 73,8
pH 6,9 -79 72 -78 7,7 - 8,4
Orden 2° 3° 3°
Caudal (m?s™) 35-12 29-96 1,1 - 3.8
Area de la subcuenca (ha) 279 19,2 57,2
Variables |pediente longitudinal (%) 0,04 0,11 0,10
geomorfoldgicas )
e hidrolégicas Pendiente lateral (%) 0,20 0,33 0,17
Tiempo de concentracién (h) 113,1 74,4 107,3
Caudal estimado de escorrentia (m?>s™) | 0,28 - 0,46 0,19 - 0,32 0,57 - 0,95
Vegetacion riberefia lefiosa (%) 40 95 10

S1, S2 y S3:sitios 1, 2 y 3; FRS: fésforo reactivo soluble; DBO: demanda bioldgica de oxigeno

El primer componente (CP1) del ACP de la calidad del agua de los arroyos en los diferentes muestreos
realizados, represent6 el 29,5% de la inercia total y el segundo componente (CP2), el 21,9% (Figura 6a.).
En el ordenamiento de los muestreos (Figura 6b.) no se observé una distincién entre sitios (S1, S2 'y S3),
diferencidndose principalmente las diferentes campafias de muestreo. Los muestreos realizados en
periodos inter lluvia en relacion al primer evento de precipitacion (InterPre e InterPos7) se diferenciaron
del muestreo posterior a dicho evento (Postl). A su vez, estos muestreos realizados durante la pre-
emergencia de los cultivos de soja se diferenciaron de los muestreos realizados durante la post-emergencia
de los mismos (Post2 y Post3). Estas diferencias serdn analizadas en detalle en los siguientes apartados,

considerando ademads la posible incidencia de la intensidad de las precipitaciones.



36

Muestreo

B InterPre

InterPos? Pre-emergencia
M Post1 (1tmmir)
W Post2

222mmh) .
* Post-emergencia
W Post3 (138 mmh)

Turb Amonio

0,5 ConcPlag

FRS

Cond

- 0,5 0 0,5 1
CP1(29,5%)

Figura 6 ACP de la calidad del agua de los 3 arroyos (S1, S2 y S3) en los muestreos realizados en los periodos inter
lluvias: InterPre e InterPos7, y post lluvias: Postl, Post2 y Post3 (intensidad de precipitaciones entre paréntesis)
(elipses con guiones), tanto en pre-emergencia de cultivos, como en post-emergencia (elipses coloreados). a. Circulo
de correlacion. b. Distribucién de los muestreos y sitios. Escorr: caudal de escorrentia probable, ConcPlag:
concentracion total de plaguicidas, Turb: turbidez. Cond: conductividad, FRS: fésforo reactivo soluble, DBO:

demanda biol6gica de oxigeno

4.4.1. Evento de precipitacion: efecto en la calidad del agua de los arroyos

El evento de precipitacion afectd significativamente la calidad del agua de los arroyos. En el periodo pre-
emergencia, la calidad del agua del muestreo post lluvia (Postl) fue significativamente diferente del
muestreo pre lluvia (InterPre) y del muestreo 7 dias después del evento (InterPos7) (MANOVA p < 0,001
F = 297,8). Entre estos dos ultimos muestreos inter lluvia no hubo diferencias estadisticamente

significativas (Figura 6b.).

Entre las variables indicativas de la calidad del agua, se puede destacar que la concentracién de amonio
aumentd significativamente el dia después de la lluvia y disminuy6 7 dias después (MRANOVA p =
0,016). El FRS disminuy¢ significativamente el dia después de la lluvia y tendi6 a continuar decreciendo
7 dias después (MRANOVA p = 0,003). Las concentraciones de nitritos y nitratos no fueron afectadas
significativamente por el evento de lluvia y mostraron diferentes patrones entre sitios (MRANOVA p =

0,69 y 0,74 respectivamente) (Tabla 4).

La turbidez aument6 significativamente y la DBO tendi6 a aumentar el dia después del evento de lluvia,
ambas disminuyeron significativamente 7 dias después (MRANOVA p = 0,006 y 0,007 respectivamente).
La clorofila a disminuyd y el pH aumenté significativamente el dia después de la lluvia y ambos tendieron
a disminuir 7 dias después (MRANOVA p = 0,005 y 0,03 respectivamente). La conductividad y el OD

disminuyeron en todos los sitios el dia después de la lluvia (Tabla 4).
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Tabla 4 Promedio y desviacion estdndar de las variables ambientales en los muestreos realizados en relacién al

primer evento de precipitaciones

Amonio Nitritos Nitratos FRS Clorofila a

(ngL™h (ugL™h (ugL™h (ngL™ (gL
InterPre 95,3 + 835 42,1 + 10,0 614,3 + 1843 1997,5 + 186,5 10,4 + 2,1
Post1 215,8 = 72,0 31,5 £ 39 648,9 + 1118 1348,1 + 782 50 = 04
InterPos7 24,8 + 215 50,5 + 446 848,9 + 7706 1244,8 + 25,1 32 + 04

DBO Turbidez Conductividad Oxigeno

(ugLh (FTU) (us cm) disuelto (%) pH
InterPre 40,4 + 56 26,3 + 186 821,3 + 1835 66,5 + 14,7 7,3 + 04
Post1 45,1 = 18 97,3 + 24,0 512,0 + 3490 599 + 173 7,8 £ 04
InterPos7 31,1 = 26 559 = 173 964,0 = 7584 68,3 = 47 7,7 £ 06

InterPre: muestreo 1 dia antes de la lluvia; Postl: muestreo 1 dia después; InterPos7: muestreo 7 dias

después. Tipografia negrita: diferencias significativas (p < 0,05)

La concentracién de la mayoria de los plaguicidas en agua de los arroyos aumenté el dia después de la
lluvia y disminuy6é 7 dias después en todos los sitios. S6lo la atrazina mostré un patrén diferente
disminuyendo después del evento de lluvia (Figura 7). El aumento observado en las concentraciones de
plaguicidas luego del evento de lluvia se debi principalmente a plaguicidas con MAltSolub (+310%)
seguidos por plaguicidas con MedSolub (+280). Siete dias después ambos plaguicidas MAltSolub y
MedSolub decrecieron en proporciones similares (-86% y -87%, respectivamente). Sin embargo, la
concentracion relativa (% de la concentracién total de plaguicidas) de plaguicidas MAltSolub fue mayor
(Befl: 74%, Aftl: 92% y Aft7: 75%) que plaguicidas MedSolub (Befl: 1,3%, Aftl: 1,5% y Aft7: 1,1%)
(Figura 7). Con respecto a la movilidad en el suelo (Log Koc), el incremento en las concentraciones de
los plaguicidas luego del evento de lluvia se debi6 principalmente a pesticidas Mov (+622%), seguidos
por pesticidas ModMov (+374%) y en ultimo lugar, pesticidas LigMov (+68%). Siete dias después los
pesticidas Mov no fueron detectados (-100%), los ModMov decrecieron en un -85% y los LigMov, en un
-69%. Sin embargo, la concentracidn relativa de los plaguicidas Mov fue menor (Befl: 4%, Aftl: 10% y
Aft7: 0%) que la de plaguicidas ModMov (Befl: 46%, Aftl: 65% y Aft7: 55%) y LigMov (Befl: 50%,
Aftl: 25% y Aft7: 45%) (Figura 7).
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Figura 7 Concentracion de plaguicidas (ug L") en el agua de los 3 arroyos (S1, S2 y S3) 1 dia antes (InterPre) y 1
(Postl) y 7 dias (InterPos7) después del evento de precipitacion. Solubilidad: Muy alta: > 100 (MAltSolub), Alta:
10 — 100 (AltSolub), Media: 1 — 10 mg L' (MedSolub). Movilidad: Movible: 1 —2 (Mov), Moderadamente movible:
2 — 3 (ModMov), Ligeramente movible: 3 — 4 Log Koc (LigMov). 2,4-D: 4cido 2,4-diclorofenoxiacético, AMPA:

acido aminometilfosfénico

4.4.2. Estado fenolégico: efectos en el agua de los arroyos

Se observaron diferencias significativas en la calidad del agua de los arroyos en relacién al estado
fenolégico de la soja, el principal cultivo desarrollado en la regién, dado que Postl fue realizado durante
la pre-emergencia y Post2 y Post3, durante la post-emergencia (MANOVA p < 0,001 F =4719,6) (Figura
6). En efecto, el muestreo realizado en pre-emergencia se caracterizo por tener mayor FRS, amonio, DBO,

turbidez (ANOVA p = 0,007, 0,001, <0,001 y 0,07, respectivamente) (Tabla 5) plaguicidas con
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MAItSolub y ModMov, en particular metolacloro y s-metolacloro, herbicidas pre-emergentes aplicados

en el barbecho quimico.

Tabla 5 Promedios y desviaciones estdndar de las variables ambientales 1 dia después de 3 eventos de

Iluvia diferentes

Amonio Nitritos Nitratos FRS Clorofila a

(ugL™ (ugL™ (ugL™ (ngL™ (ugL™
Postl 215,8 = 72,0 31,5 =+ 39 6489 + 1118 1348,1 =+ 782 54 = 10
Post 2 42,8 + 43,1 53,5 + 379 755,6 * 9764 1035,5 + 897 84 = 18
Post 3 25,6 + 249 76 + 39 100,8 =+ 873 1031,9 + 50,6 45 £ 13

DBO Turbidez Conductividad Oxigeno disuelto

(gL (FTU) (us em™) (%) pH
Post1 451 =+ 18 97,3 £ 240 512,0 + 3490 59,9 + 173 7,8 + 04
Post 2 10,7 + 1.1 67,7 + 274 698,0 =+ 2018 71,9 £ 69 7,7 = 00
Post 3 7,1 £ 10 454 + 11,8 3750 + 1304 64,5 + 16,6 7,8 + 01

Postl, Post2 y Post3: muestreos 1 dia después de 3 eventos de precipitaciones. Tipografia negrita:

diferencias significativas (p < 0,05)

4.4.3. Agua de escorrentia

Los MLG candidatos para el nimero y porcentaje de los plaguicidas detectados en agua de escorrentia
mostraron que el drea de la subcuenca, la solubilidad y el porcentaje de vegetacidn riberefia lefiosa
resultaron ser los principales predictores. Todos los modelos testeados con dichas variables fueron

estadisticamente significativos (Tablas 6 y 7).

A partir de los resultados obtenidos de las comparaciones entre los MLG, en la Tabla 8. se describen los
modelos finales para el nimero y porcentaje de los plaguicidas que incluyen las tres variables
mencionadas. En ambos modelos, el drea de la subcuenca y la solubilidad se correlacionaron
positivamente con las variables respuestas (a mayor drea y solubilidad, mayor nimero y porcentaje de los
plaguicidas detectados en agua). Contrariamente, la cobertura de vegetacion riberefia lefiosa (arboles més
arbustos) se correlacioné negativamente, indicando que dicho factor actuaria como barrera, limitando el

nimero y porcentaje de los plaguicidas que escurre hacia el cuerpo de agua.
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Tabla 6 Estadisticos de los MLG candidatos para describir el nimero de plaguicidas detectados en agua de

escorrentia

Modelos candidatos

Variable respuesta: niimero de plaguicidas

Predictores individuales
AreaCuenc (ha)
SolubALTA (ug L 1)
LefiosaRib (%)

Movible (ug L 1)
Escorr (m? s

PendLat (%)

IntPrecip (mm h!)
Precip (mm)

Predictores combinados
SolubALTA +LeinosaRib
AreaCuenc+LenosaRib
AreaCuenc+SolubALTA
AreaCuenc+SolubALTA+LefiosaRib

Otros predictores combinados (modelos alternativos)
SolubALTA+IntPrecip

PendLat+LenosaRib

PendLat+AreaCuenc

AreaCuenc+IntPrecip
SolubALTA+IntPrecip+LeiosaRib
PendLat+AreaCuenc+Precip

2

B LW W W NS NS TR (O (ST S I\ \S I N9

A bW W W W

CIA

44,75
46,37
46,9
48,11
49,1
49,92

54,82
55,29

48,34
49,08
50,35
59,12

47,82
49,08
49,08
49,14
49,98
59,74

ACIA

1,62
2,15
3,36
4,35
5,17

10,07
10,54

0,74
2,01
10,78

1,26
1,26
1,32
2,16
11,92

0,004
0,009
0,01
0,02
0,03
0,04

0,54
0,65

0,008
0,01
0,01
0,02

0,006
0,01
0,01
0,01

0,002
0,03

%

65,6
58,9
56,1
50,1
44,1

39

732
70,8
66,4
71,9

74,6
70,8

65
70,6
89,8
69,9

K: niimero de pardmetros estimados; CIA: Criterio de informacion de Akaike; ACIA: diferencia entre el valor mds

bajo de CIA y CIA de todos los demds modelos; p: valor de significancia estadistica; %: porcentaje de explicacién

de cada modelo; AreaCuenc: drea de la subcuenca; SolubALTA: plaguicidas MAltSolub+AltSolub; LefiosaRib:

cobertura riberefia lefiosa; Movible: plaguicidas Mov; Escorr: caudal de escorrentia probable; PendLat: pendiente

lateral; IntPrecip: intensidad de precipitaciones; Precip: precipitaciones. Tipografia negrita: modelos/variables

seleccionadas en relacién al CIA, significancia estadistica y porcentaje de explicacion.
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Tabla 7 Estadisticos de los MLG candidatos para describir el porcentaje de plaguicidas detectados en agua de

escorrentia

Modelos candidatos

Variable respuesta: porcentaje de plaguicidas

K
Predictores individuales
AreaCuenc (ha)
SolubALTA (ug L 1)
LefiosaRib (%)
Movible (ug L 1)
Escorr (m? s
PendLat (%)
IntPrecip (mm h')
Precip (mm)

[N (ST (S I NS N (O (ST S I \S ) ]

Predictores combinados
SolubALTA+LeinosaRib
AreaCuenc+LenosaRib
AreaCuenc+SolubALTA
AreaCuenc+SolubALTA+LefiosaRib

B~ W W W

Otros predictores combinados (modelos alternativos)

LefiosaRib+PendLat 3
LefnosaRib+IntPrecip 3
SolubALTA +IntPrecip+PendLat 4

ClA

75,62
77,26
77,83
78,97
80,01
80,78

85,67
86,15

79,2
79,95
81,22
89,99

79,95
81,91
82,71

ACIA

1,64
2,21
3,35
4,39
5,16

10,05
10,53

0,75
2,02
10,79

1,96
2,76

0,004
0,009
0,01
0,02
0,03
0,04

0,54
0,65

0,008
0,01
0,02
0,02

0,01
0,03
0,003

%

65,6
58,9
56,1
50,1
44,1

39

732
70,8
66,4
71,9

70,8
59,5
87,5

K: ndmero de pardmetros estimados; CIA: Criterio de informacién de Akaike; ACIA: diferencia entre el valor més

bajo de CIA y CIA de todos los demds modelos; p: valor de significancia estadistica; %: porcentaje de explicacion

de cada modelo; AreaCuenc: area de la subcuenca; SolubALTA: plaguicidas MAIltSolub+AltSolub; LefiosaRib:

cobertura riberefia lefiosa; Movible: plaguicidas Mov; Escorr: caudal de escorrentia probable; PendLat: pendiente

lateral; IntPrecip: intensidad de precipitaciones; Precip: precipitaciones. Tipografia negrita: modelos/variables

seleccionadas en relacidn al CIA, significancia estadistica y porcentaje de explicacion.

Tabla 8 Modelos finales indicando las variables con mayor poder explicativo del nimero y porcentaje de plaguicidas

detectados en agua de escorrentia

Modelos finales

b
Niimero de plaguicidas
AreaCuenc (ha) 0,1
SolubALTA (ug L) 0,03
LefiosaRib (%) -0,01
% plaguicidas
AreaCuenc (ha) 0,03
SolubALTA (ug L") 0,1

LefiosaRib (%) -0,01

SE T
0,03 3,07
0,01 3,52

0,003  -3,6
0,01 3,52
0,03 3,07

0,003  -3,6

p(T)

<0,02
<0,01
<0,01

<0,01
<0,02
<0,01
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B: pendiente de la relacion; SE error estandar; T: estadistico del modelo; p(T): valor de significancia de la variable;
AreaCuenc: drea de la subcuenca; SolubALTA: plaguicidas MAItSolub+AltSolub; LefiosaRib: cobertura riberefia

lefiosa

4.5. Discusién
4.5.1. Evento de precipitacion: efecto en la calidad del agua de los arroyos

El evento de precipitacién tuvo un efecto sustancial sobre la calidad del agua de los arroyos. El aumento
observado luego del evento de lluvia del amonio y la turbidez puede deberse a un ingreso de materia
orgdnica (MO) aléctona, y particulas de suelo arrastrando los nutrientes asociados a ellas [117].
Numerosos estudios han descripto la escorrentia de MO por precipitaciones en relacion a diferentes usos
de la tierra. Lee y col. [118] reportaron que las contribuciones de MO aldctona de zonas rurales e
industriales aumenté durante la estacion lluviosa en un lago en Corea. También, Shang y col. [119]
reportaron que las cuencas con la mayor proporcién de uso de la tierra agricola presentaron una mayor
proporcién de deriva de suelo y MO en los Estados Unidos. El evento de precipitacién también provocd
un aumento de DBO, la misma tendencia fue hallada por Almada y col. [120], quienes argumentaron que
esto pudo deberse al incremento del consumo de oxigeno para la descomposiciéon de la MO aléctona

arrastrada por las precipitaciones.

La concentracién de la mayoria de los plaguicidas en agua de los arroyos aumentd en todos los sitios el
dia después de la lluvia, y disminuy6 luego de 7 dias. Estos resultados muestran una clara relacién entre
las concentraciones de plaguicidas en los arroyos y las precipitaciones. Lefrancq y col. [96] hallaron una
tendencia similar en un monitoreo de alta frecuencia de plaguicidas en relacién a precipitaciones en
Francia. Ellos reportaron que las concentraciones de plaguicidas aumentaron luego de todos los eventos
de lluvia, concluyendo que una exportacién significativa de plaguicidas puede ocurrir luego de un tnico
evento de lluvia. Esta informacién debe ser considerada para el disefio de monitoreo de plaguicidas, ya
que estos ambientes son sistemas altamente dindmicos, y si las precipitaciones y los periodos de mixima
aplicaciéon no son considerados, las concentraciones ambientales de los plaguicidas pueden ser

subestimadas, y con ello, el riesgo ambiental de estos compuestos [96, 121].

La concentracion de atrazina en el agua de los arroyos, a diferencia del resto de los plaguicidas, decrecid
luego del evento de lluvia, sugiriendo que ya estaba presente en el ambiente y pudo haber sido diluida por
las precipitaciones. La atrazina es un herbicida frecuentemente detectado en aguas superficiales [122,
123]. En Argentina, numerosos autores la registraron con gran frecuencia en aguas superficiales: Regaldo
y col. [100] la detectaron en el 94% de las muestras de rio tomadas en una regién (Cuenca Colastiné-
Corralito) cercana a nuestra area de estudio, donde la hemos detectado en el 100% de las muestras de agua

de arroyos, al igual que Gagneten y col. [124] en un la cuenca del arroyo Estacas (Entre Rios), mientras
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que De Gerénimo y col. [125], la detectaron en mds del 80% de las muestras en sub-cuencas de la
provincia de Buenos Aires, siendo el plaguicida con mayor frecuencia de deteccién en diferentes cuencas
hidrogréaficas argentinas. Esto puede deberse a su amplio uso a nivel nacional y global [126]. En Argentina
es el segundo plaguicida mas utilizado [127] principalmente en el cultivo de maiz, el segundo cultivo en
importancia de la regién (10% de la superficie de tierra, Direccién Nacional de Estimaciones Agricolas,
INTA Rafaela, [108]). La deteccion frecuente de atrazina puede deberse también a su relativamente alta
solubilidad, lenta hidr6lisis y relativamente alta persistencia en suelos (vida media en suelo: 146 dias)
[128]. Ademds, su aplicacion por largos periodos de tiempo puede causar su acumulacion en los suelos y
puede persistir por varios afios, constituyendo una amenaza para el ambienta a largo plazo [129]. Si bien
la atrazina estd prohibida en la Unién Europea y en varios paises [130], en Argentina es uno de los

herbicidas mas utilizados [131].

El aumento observado en las concentraciones de plaguicidas luego del evento de lluvia se debid
principalmente a plaguicidas MAItSolub, como el glifosato, AMPA, motolacloro y s-metolacloro, y
plaguicidas Mov, como el dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), imazetapir y haloxifop. La afinidad por
el suelo (Log Koc) y la solubilidad son las propiedades de los plaguicidas que afectan en mayor medida
su potencial de deriva por escorrentia, como fue reportado por numerosos autores [3, 132—134]. Sin
embargo, hay algunas contradicciones en estos patrones. El glifosato y el AMPA fueron detectados en 93
y 100% de las muestras de arroyos, respectivamente, a pesar de ser LigMov. La alta solubilidad y el
amplio uso del glifosato podrian incrementar su riesgo para poluir aguas superficiales, siendo uno de los
plaguicidas mds frecuentemente detectados en los ambientes acudticos superficiales [41, 44, 49, 101, 135].
Ademds, Sasal y col. [31] reportaron que la fertilizacién con fésforo resulté en un aumento de la deriva
de glifosato por escorrentia. Borggaard y Gimsing [136] concluyeron que la estructura del suelo, su
composicién mineral, su pH y las precipitaciones son los principales factores que pueden afectar la

afinidad por el suelo del glifosato.

4.5.2. Estado fenolégico: efectos en el agua de los arroyos

El estado fenolégico de los cultivos tuvo una gran incidencia influencia en la calidad del agua de los
arroyos. El muestreo posterior al evento de lluvia realizado en la etapa de pre-emergencia de la soja,
mostré concentraciones de amonio y FRS significativamente mayores a los muestreos realizados en post-
emergencia. Esto puede deberse a las fertilizaciones con fosfato diaménico (FDA) que se realizan en la
zona, previas o durante la siembra, tal como lo recomienda INTA-Rafaela en suelos deficientes de
nutrientes, los cuales se ubican principalmente en esta area centro este de la provincia de Santa Fe [137].
El fertilizante FDA ha sido descripto como facilmente movible en agua de escorrentia [138], ademas, su
potencialidad para deriva por escorrentia ha sido reportada por ser mucho mayor que el superfosfato
simple tanto en estudios de laboratorio [139] como de campo [140]. La movilizacién de P en agua de

escorrentia desde cuencas agricolas ha sido ampliamente reportada [117, 138], en efecto, la escorrentia



44

superficial ha sido reconocida como la principal via de deriva del P desde suelos agricolas [141]. En estos
estudios se ha puesto particular atencién a los eventos de escorrentia cercanos a la aplicacion de los

fertilizantes, siendo estas altas pérdidas de P llamadas movilizaciones incidentales [138].

El aumento observado en los nutrientes, DBO y turbidez en el muestreo realizado durante la pre-
emergencia se puede relacionar con una mayor erosion del suelo y una mayor deriva de MO debido al
suelo desprotegido en comparacion con la etapa de crecimiento de los cultivos. En el contexto de cambio
climatico, se pronostica un aumento de la frecuencia e intensidad de los eventos de precipitaciones durante
las estaciones de primavera y verano en la region pampeana [95]. En este escenario, el riesgo de erosién
de suelos desprotegidos podria aumentar considerablemente, como ha sido reportado en otras regiones de
Noruega [142]. Por otro lado, Michael y col. [143] simularon el efecto esperado del incremento de la
intensidad de las precipitaciones mediante un modelo matematico y reportaron que podria incrementar la
erosion del suelo bajo los usos de suelo desarrollados actualmente. Ademas, se espera que este incremento
de la erosién y la consecuente deriva de MO y nutrientes contribuya a la eutrofizacién de los cuerpos de

agua superficiales, aumentando el riesgo de desarrollo de floraciones algales [144].

El muestreo previo a la emergencia presentd concentraciones mds altas de metolacloro y s-metolacloro,
herbicidas pre-emergentes usualmente aplicados en el barbecho quimico [137]. A pesar de que el
metolacloro posee una movilidad moderada en suelo, ha sido sefialado como uno de los plaguicidas mas
frecuentes detectados en cuerpos de agua superficiales por numerosos autores [122, 145, 146], en el
presente estudio fue detectado en el 93% de las muestras de agua de los arroyos, lo que puede deberse a

su amplio uso y muy elevada solubilidad [147].

4.5.3. Agua de escorrentia

Las principales propiedades de los plaguicidas que influyen en su potencial de deriva por lluvias son la
movilidad y la solubilidad, tal como ya ha sido sefialado previamente. Sin embargo, la solubilidad tuvo
mayor incidencia en los plaguicidas detectados en el agua de escorrentia en el presente trabajo. Chen y
col. [3] sefialaron que la tasa de escorrentia de plaguicidas con mayor solubilidad tiende a ser mayor. Sin
embargo, Nakano y col. [148] reportaron que la escorrentia de plaguicidas dependié mds de su movilidad
que de su solubilidad, habiendo detectado concentraciones altas del herbicida daimuron, el cual posee una
baja solubilidad pero una movilidad moderada. En un meta-anélisis, Elias y col. [134] sefialaron que los
plaguicidas con alta solubilidad tienden a presentarse en concentraciones altas en el agua de escorrentia,
mientras que los plaguicidas con alta afinidad por el suelo, tienden a estar presentes en menores
concentraciones, pero con mayor persistencia en el tiempo. En este sentido, Willis y McDowell [149]
establecieron que a mayor persistencia, los plaguicidas se encuentran disponibles para ser arrastrados por
la escorrentia por un mayor tiempo. En el presente trabajo, este parece haber sido el caso del insecticida
mirex, el cual si bien su aplicacidon fue prohibida en la Argentina en 2005 (Ley 26.011, [150]), es un

compuesto persistente con una vida media de entre 1 y 10 afios [128].
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Las variables ambientales que presentaron mayor poder de explicacién del porcentaje y nimero de
plaguicidas en agua de escorrentia fueron el drea de la subcuenca y la cobertura de vegetacion riberefia
lefiosa. El drea de la subcuenca de recepcién es un pardmetro usualmente considerado para el modelado
de la deriva potencial de plaguicidas hacia aguas superficiales [ej. 132, 151]. Esta variable también ha
sido ampliamente utilizada para evaluar el ingreso en aguas superficiales de carbono, nitrégeno y fésforo
provenientes de zonas agricolas [ej. 119, 142, 144, 152, 153]. En general se considera que, a mayor
superficie de la subcuenca de recepcién, mayor es el pool de estos compuestos potencialmente arrastrado

y mayor es la cantidad de fuentes puntuales de los mismos [119, 144].

Las franjas buffer de vegetacioén han sido recientemente evaluadas y utilizadas para mitigar la polucién
de aguas superficiales por escorrentia de nutrientes y plaguicidas provenientes de zonas agricolas [154].
Estas zonas buffer no s6lo proveen hébitat para vida silvestre, pudiendo alojar depredadores benéficos de
plagas y polinizadores [155, 156], sino que ademds la vegetacion puede retener los sdlidos suspendidos
que arrastra el agua de escorrentia, y con ello, los plaguicidas y nutrientes adsorbidos en los mismos [157].
Ademids, la vegetacion incrementa la capacidad de infiltracion y retencion del agua de escorrentia, debido
a la relativamente alta porosidad de la zona de raices. Alli, los plaguicidas y nutrientes se pueden sorber
en las particulas del suelo o en la MO, ser transformadas por los microorganismos, secuestrados por las
plantas o percolarse en horizontes mas profundos del suelo [154]. El tipo de vegetacién de las franjas
buffer es uno de los principales factores que determinan su eficiencia [154]. En nuestro trabajo, la
cobertura lefiosa de riberas se correlacioné negativamente con el nimero y porcentaje de plaguicidas
detectados en el agua de escorrentia, habiendo actuado como un drea buffer con mayor eficiencia que las
zonas de cobertura herbicea. En concordancia, Lowrance y col. [158] reportaron que las zonas buffer de
bosques riberefios pueden incrementar ain més la eficiencia de retencién de una franja de herbdceas. La
eficacia de estas tltimas puede ser limitada en gran medida por factores como su ancho y cobertura [159].
Por su parte, los drboles aumentan la capacidad de infiltracion y retencién de la zona buffer [160], siendo
el transporte lento del agua de escorrentia a través de estas zonas, de suma importancia para garantizar los

procesos biogeoquimicos que permiten mitigar la deriva de plaguicidas y nutrientes [161].

Son numerosos los factores que inciden en la deriva por escorrentia de plaguicidas y nutrientes. Los
eventos de precipitacion son determinantes de las concentraciones de los mismos en el agua de los arroyos,
siendo ademds de gran importancia el estado fenoldgico de los cultivos en relacién a los productos
aplicados en cada etapa y el grado de desproteccion del suelo. Factores como la solubilidad y movilidad
de los plaguicidas, el drea de la subcuenca de recepcidn y el tipo de cobertura de vegetacion riberefia son
determinantes de la deriva de plaguicidas por escorrentia. Todos estos factores deben ser tenidos en cuenta
tanto en el disefio de monitoreos ambientales de modo de evitar desestimar las concentraciones
ambientales de estos compuestos, como en el disefio de medidas de mitigacién de la deriva por escorrentia

de agroquimicos.
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5. Capitulo 3: Efecto del ingreso de plaguicidas y nutrientes por precipitaciones en zonas
agricolas sobre la comunidad zooplancténica en arroyos de la region central de la provincia

de Santa Fe

5.1. Introduccion

El zooplancton cumple un rol fundamental en los ambientes dulceacuicolas contribuyendo al ciclado de
carbono y nitrégeno, ya que actiia como un eslabdn intermediario de las redes tréficas, alimentdndose de
microalgas, bacterias y materia organica (MO) en suspension, y siendo alimento de macroinvertebrados,
peces pequeiios o juveniles y aves [12, 162]. La comunidad del zooplancton posee una alta sensibilidad y
responde de forma rapida a las perturbaciones ambientales tanto naturales como antrépicas, por ser
especies pequeilas, con ciclos de vida cortos, alta tasa reproductiva y gran capacidad de dispersion [60].
Incluso, algunos estudios sugieren que los organismos zooplancténicos son indicadores mds sensibles de
cambio que las variables ambientales, ya que responden a diferentes variables fisicoquimicas y bioldgicas,

brindando una diagnosis del estado general del ecosistema [162—164].

Existe un reconocimiento creciente de la importancia de los eventos climéticos extremos como una de las
facetas mas importantes del cambio climatico [165]. En la regién pampeana se prevé una intensificacion
de las precipitaciones principalmente durante los periodos de maximas aplicaciones de agroquimicos
(primavera y verano) [95], contribuyendo a la deriva de los mismos hacia los cuerpos de agua, tal como
se ha observado en el capitulo 2 de la presente tesis. El estudio de la sensibilidad del zooplancton a eventos
climaticos extremos es importante, ya que las influencias del clima pueden alterar las interacciones

ecoldgicas entre los niveles tréficos [165].

Los efectos de la escorrentia de plaguicidas provenientes de zonas agricolas han sido estudiados sobre
distintos organismos con diferentes niveles de control de variables, como la aplicacién de plaguicidas y/o
las precipitaciones [105, 166—170]. Los estudios de este tipo sobre el zooplancton son escasos, siendo en
su mayoria monoespecificos, empleando el clad6cero Daphnia magna [171-173] y considerando rara vez
la deriva de nutrientes asociada. Tal como se ha observado en el capitulo 2, existe una relacién entre el
uso de la tierra en zonas agricolas y las variables fisico-quimicas de los ambientes dulceacuicolas. A su
vez, como ya se ha mencionado, estas variables pueden condicionar la comunidad del zooplancton. Esta
relacidén indirecta entre el uso de la tierra y la comunidad zooplancténica ha sido sugerida por Dodson y
Lillie [174] y Dodson y col. [175, 176], quienes observaron que el uso de la tierra por actividades agricolas
se relacioné con menor riqueza y diversidad de zooplancton, siendo ésta una comunidad apropiada para

el estudio de los efectos del uso de la tierra.

En este contexto, es importante realizar estudios a campo en zonas agricolas teniendo en cuenta las
precipitaciones, la diversidad de variables ambientales que pueden condicionar, y cdmo éstas pueden

afectar a la comunidad del zooplancton. Siendo numerosos los factores que pueden incidir sobre la
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dinamica de esta comunidad, resulta relevante analizar los efectos de estos eventos de deriva sobre el

zooplancton.

5.2. Objetivo del capitulo

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el efecto de las precipitaciones, el estado fenoldgico de los
cultivos, y la consecuente deriva de plaguicidas y nutrientes sobre la comunidad zooplancténica en 3

arroyos de la region central de la provincia de Santa Fe.

Se espera que el ingreso por escorrentia de plaguicidas y nutrientes afecte negativamente a los atributos
de la comunidad y, en particular, a los cladéceros disminuyendo su abundancia. Ademads, la composicién
de la comunidad podria verse condicionada tanto por factores naturales como antrépicos, pudiendo verse
beneficiados los organismos mds tolerantes a la eutrofizacion durante las etapas de aplicacién de

fertilizantes y mayor desproteccion del suelo (pre-emergencia de los cultivos).

5.3. Materiales y Métodos
5.3.1. Diserio de estudio

Se realizaron muestreos de la comunidad zooplancténica en relacién a eventos de precipitacién en 3
arroyos de la region central de la provincia de Santa Fe (disefio de estudio descripto en el capitulo 2). En
cada tiempo de muestreo se tomaron muestras cuantitativas de zooplancton por triplicado filtrando 20 L
mediante un muestreador tipo Schindler-Patalas con una red de 40 um (Figura 8). Las mismas se fijaron

con formol 10% y se colorearon con eritrosina en campo.

Las muestras fueron cuantificadas mediante la identificacién taxondémica de los individuos empleando
claves taxondmicas especificas [68—71] en cdmara Sedgewick Rafter de 1 mL bajo microscopio 6ptico
(Nikon Eclipse E-200). Se cuantificaron 3 alicuotas por muestra las cuales luego fueron promediadas, en
los casos en que no se alcanzd el total de 100 individuos del mismo taxén en las 3 alicuotas, se cuantificé

la muestra completa.
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Figura 8 Muestreo de la comunidad zooplancténica mediante una trampa tipo Schindler-Patalas (20 L) con una red

de 40 um

5.3.1. Andlisis de datos

Con los datos de densidad del zooplancton, se calculd la riqueza (S: n° de especies), diversidad de especies
(H) [177] y equitatividad (J) [178] de cada muestra siguiendo las siguientes férmulas:

(7) H=—X{1pilogzpi

8)J=

H
log, S

Donde:
H: diversidad de especies
S: nimero de especies

pi: proporcién de individuos de la especie i respecto al total de individuos: %

ni: nimero de individuos de la especie i
N: niimero total de individuos de todas las especies
J: equitatividad

Se realizaron modelos de regresiones multiples para los diferentes atributos (riqueza, diversidad y
equitatividad) y densidad (Ind L") de los componentes (Cladocera, Copepoda y Rotifera) de la comunidad
del zooplancton, para determinar qué variables ambientales ejercieron una mayor influencia en la

dindmica y estructura de la comunidad zooplancténica. Las variables explicativas a utilizar en cada
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modelo fueron preseleccionadas en relacion a la significancia (p < 0,05, |r| > 0,4) de sus correlaciones
simples (Spearman) con cada variable respuesta. La construccién de cada modelo se realizé con un
procedimiento de seleccion backward, y la seleccion de cada modelo final se realizé en funcién de su

significancia global.

La densidad de los taxa fue agrupada en familias excepto por los copépodos (agrupados segtin su orden)
y los rotiferos Bdelloidea. Se realiz6 un andlisis de coordenadas principales (ACoP, datos con
transformacién de Hellinger) para observar la distribucion de las familias de organismos en relacion a los
eventos de lluvia y el estado fenolégico de los cultivos. Posteriormente se realizaron dos analisis de
varianza multivariados permutacionales (PERMANOVA) para describir las variaciones en la
composicion de la comunidad entre los diferentes muestreos segin el evento de precipitacion
(PERMANOVA 1: InterPre vs. Postl) y el estado fenoldgico (PERMANOVA 2: pre-emergencia -Post1-
vs. post-emergencia -Post2 y Post3-), teniendo en cuenta el posible efecto de la intensidad de las

precipitaciones.

Los andlisis fueron realizados utilizando los programas RStudio (v.1.2.5042) (paquetes vegan y

FactoMineR) y PAST (v.3.0).

5.4. Resultados
El listado de taxa detectados en cada muestreo y sitio se puede observar en el Anexo III.

La riqueza present6 correlaciones significativas negativas con la conductividad y el FRS (Tabla 9). La
diversidad presenté una correlacién significativa negativa con la DBO (Tabla 9). La equitatividad
present6 correlaciones significativas negativas con la turbidez, la DBO y la concentracién total de

plaguicidas en agua. (Tabla 9).

La densidad de Cladocera presentd correlaciones significativas positivas con la turbidez, el caudal y las
precipitaciones, y negativas con la DBO, la conductividad y el FRS (Tabla 9). Las densidades de

Copepoda y Rotifera se correlacionaron positiva y significativamente con el caudal (Tabla 9).
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Tabla 9 Modelos finales de regresiones multiples que describen las variables ambientales que determinan los
diferentes atributos (riqueza, diversidad y equitatividad) y densidad (Ind L") de los componentes (Cladocera,
Copepoda y Rotifera) de la comunidad del zooplancton. Para cada atributo o componente de la comunidad a la

izquierda se muestran los estadisticos del modelo, y a la derecha los de las variables independientes dentro del

modelo

Riqueza Coef. p R Cladocera Coef. p R
R? aj.: 0,38 Turb 0,05 0,15 0,15 R? aj.: 0,47 Turb 0,04 0,003 0,05
F:721  pH 1,73 052 0,11 F:562 DBO 0,1 0,001 0,01
p: 0,00021 Cond -0,004 0,03 0,14 p: 0,0002 Cond -0,001 0,02 0,16
FRS 20,01 0,001 0,32 FRS -0,004 0,004 0,04
Caudal 0,26 0,02 0,11
Precip 0,1 0,0002 0,16
ConcPlag 0,1 0,12 0,15
Diversidad (H) Coef. p R Copepoda Coef. p R
R? aj.: 0,42 DBO -0,01 0,004 0,46 R? aj.: 0,24 DBO -0,24 04 0,14
F: 8,47 pH 0,02 0,78 0,004 F: 3,12 Cond -0,01 0,15 0,11
p: 0,0001  Color 0,0002 0,61 0,26 p: 0,01 FRS -0,01 0,6 0,15
FRS -0,0001 042 0,14 Caudal 2,64 0,03 0,26
Precip 0,07 0,68 0,12
ConcPlag 0,16 0,88 0,03
Equitatividad Coef. p R Rotifera Coef. p R
R? aj.: 0,54 Turb -0,001 0,0005 0,46 R?3aj.: 0,3 Cond -0,02 0,26 0,14
F: 10,58 DBO 0,001 0,04 0,22 F:545  Caudal 542 0,03 025
p: 0,000003 Color 0,00001 0,84 0,13 p: 0,001  Precip 0,24 0,48 0,24
Amonio |-0,000002 0,98 0,31 ConcPlag 2,29 0,31 0,16

ConcPlag -0,003 0,05 0,16

Turb: turbidez (FTU); Cond: conductividad (us cm™); FRS: fésforo reactivo soluble (ug L'); DBO: demanda
bioldgica de oxigeno (ug L"); Color (PtCo); Amonio (ug L'); ConcPlag: concentracién total de plaguicidas (ug L');

Caudal (m®s™"); Precip: precipitaciones (mm). Tipografia negrita: correlaciones significativas (p < 0,05)

5.4.1. Evento de precipitacion: efecto en la comunidad del zooplancton

La composicién de la comunidad del zooplancton se diferencié de forma marginalmente significativa
entre el muestreo previo al primer evento de lluvia (InterPre) y el muestreo posterior a dicho evento
(Postl) (PERMANOVA, F =2,61 p = 0,06). Postl se caracteriz6 por una densidad mayor de Bdelloidea,
Lepadellidae, Notommatidae, Asplanchnidae (Rotifera), nauplios de Harpaticoida (Copepoda), Moinidae,
Chydoridae y Sididae (Cladocera). Mientras que InterPre presenté mayor densidad de Synchaetidae,
Hexarthridae, Dicranophoridae, Mytilinidae (Rotifera) y Calanoida (nauplios y adultos, Copepoda)
(Figura 9).
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5.4.2. Estado fenologico: efectos en la comunidad del zooplancton

La composicién de la comunidad del zooplancton se diferencié significativamente entre el muestreo
realizado durante la pre-emergencia de los cultivos (Postl) y los muestreos realizados durante la post-
emergencia (Post2 y Post3) (PERMANOVA, F = 2,71 p = 0,05). El muestreo realizado durante la pre-
emergencia de los cultivos se caracteriz6 por una densidad mayor de Bdelloidea, Lepadellidae,
Notommatidae, Asplanchnidae (Rotifera), nauplios de Harpaticoida (Copepoda), Moinidae, Chydoridae
y Sididae (Cladocera). Mientras que los muestreos realizados durante la post-emergencia se caracterizaron
por una mayor densidad de Cyclopioda (nauplios y adultos) (Copepoda), Lecanidae, Testudinellidae,
Trichocercidae, Brachionidae, Trochosphaeridae, Euchlanidae (Rotifera), Macrothricidae, Daphnidae e

Ilyocryptidae (Cladocera) (Figura 9).
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Figura 9 ACoP de las familias de zooplancton observadas en los 3 arroyos (S1, S2 y S3) en los muestreos realizados
durante la pre-emergencia de los cultivos: InterPre (previo al primer evento de lluvia) y Postl (posterior al primer
evento de lluvia), y durante la post-emergencia: Post2 y Post3 (posteriores a dos eventos de lluvia diferentes). Las

escalas inferior e izquierda son para los muestreos y sitios, y las escalas superior y derecha son para las familias
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5.5. Discusion

El caudal se correlacioné positivamente con la densidad de los tres componentes de la comunidad del
zooplancton: Cladocera, Copepoda y Rotifera. Esto puede deberse al arrastre o deriva de organismos
plancténicos provenientes de regiones superiores (reservas, charcas, lagunas, dreas de inundacién) de los
arroyos que podrian haber sido arrastrados aguas abajo, pudiendo este proceso verse incrementado por el
efecto de las precipitaciones [179]. Esta correlacién positiva entre caudal y abundancia de zooplancton
asociada a la deriva de organismos ha sido observada por numerosos autores [179—187]. Los mismos han
argumentado que el zooplancton dificilmente puede moverse en contra de los movimientos de agua en los
arroyos [186, 188]. Por lo tanto, los factores fisicos como el caudal han sido propuestos como las
principales variables ambientales condicionantes de la comunidad zooplancténica en este tipo de

ambientes [184, 189].

Por el contrario, otros autores han reportado una relacién opuesta de la densidad de zooplancton con el
caudal, debido a un posible efecto de dilucién [ej. 190, 191]. Sin embargo, estos estudios refieren
principalmente a periodos estacionales de aguas altas y bajas, en los que la magnitud de las variaciones

de caudal suele ser mayor y suelen intervenir numerosas variables hidroclimdticas.

Si bien el caudal fue la variable con mayor incidencia sobre la densidad de Cladocera, este grupo se vio
afectado ademds por una serie de factores como la conductividad, el FRS, la turbidez y la DBO, los cuales
no afectaron significativamente a copépodos y rotiferos. Esto puede deberse a la sensibilidad de los
cladéceros en comparacién con los otros componentes de la comunidad. Estas diferencias en sensibilidad
se deben principalmente a que los rotiferos poseen una alta diversidad de rasgos funcionales con una
amplia selectividad alimentaria y ciclos de vida mds cortos, presentado una alta tasa de renovacién [87,

89, 192]. Esta sensibilidad diferencial fue descripta ademads en el primer capitulo de la presente tesis.

La conductividad se correlacioné negativamente tanto con la densidad de Cladocera como con la riqueza
de taxa. El efecto negativo de la conductividad en la comunidad del zooplancton ha sido reportado por
numerosos autores [193-197]. Por su parte, Williams [198] reporté que las variaciones de la
conductividad pueden regular la estructura de la comunidad del zooplancton, pudiendo afectar su riqueza
y diversidad. Soto y De Los Rios [199] observaron una mayor diversidad de especies y, en particular, una
menor abundancia de cladéceros daphnidos a mayores conductividades. Ademds, Frau y col. [200]
reportaron que la conductividad fue una de las principales variables condicionantes la estructura del
zooplancton, presentando una correlacién negativa con casi todos los grupos de zooplancton con
excepcion de ciertos grupos de Rotifera (Brachionidae, Bdelloidea) y Copepoda (nauplii). Como
consecuencia del cambio climdtico y la intensificacién de los usos de la tierra (eventos de precipitacién
mas intensos con mayor erosiéon del suelo segin su cobertura), se pronostica un aumento de la
conductividad de los cuerpos de agua superficiales, pudiendo verse afectadas las comunidades acudticas

[196].
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La densidad de cladéceros también se vio afectada negativamente por el FRS y la DBO, variables que a
su vez afectaron negativamente a los atributos de riqueza, diversidad y equitatividad del zooplancton.
Vigiak y col. [201] reportaron que en regiones antropizadas una elevada DBO suele tener origen
antropico, reduciendo la disponibilidad de oxigeno y degradando las comunidades acudticas. Ademas,
como se observo en el capitulo 2 de la presente tesis, las actividades agricolas desarrolladas en el area
podrian relacionarse con los incrementos en el FRS y la DBO, contribuyendo a la eutrofizacién del
ambiente. La eutrofizacién afecta en gran medida a los ambientes produciendo entre otras alteraciones,
cambios en lariqueza y composicion de los ensambles biolégicos, contribuyendo el deterioro del ambiente
[202]. Por su parte, Jafari y col. [203] reportaron una disminucién de la diversidad, equitatividad y riqueza
del zooplancton en relacién a un mayor nivel de eutrofizaciéon. Por otro lado, Langley y col. [204]
encontraron una correlaciéon negativa entre los fosfatos y la riqueza de rotiferos en lagos urbanos. En un
estudio paleolimnolégico, Albert y col. [205] reportaron que la composicidon y la diversidad de los
cladéceros fue afectada negativamente por la concentracién de fésforo, en relacion a la intensidad de las

actividades agricolas.

Por otro lado, la turbidez afect6 positivamente a la densidad de Cladocera. Resultados similares fueron
reportados por varios autores [206-208], quienes sugirieron que la disminucién en la transparencia del
agua podria proteger a los claddceros de los peces depredadores visuales, pudiendo reducir la distancia
de reaccion de estos predadores y, por tanto, su eficiencia de depredacion selectiva por tamafio [209-211].
Sin embargo, en el presente estudio no se analizé la comunidad de peces, por lo que estas conclusiones

son hipotéticas.

Por el contrario, la turbidez afect6 negativamente a la equitatividad de la comunidad del zooplancton. En
concordancia, Dejen y col. [212] hallaron una correlacién negativa entre la turbidez y la abundancia del
zooplancton, tal como fue reportado por otros autores [213, 214]. La turbidez puede afectar las tasas de
filtracién del zooplancton, y como consecuencia, sus tasas de desarrollo [215, 216]. Ademds, los
sedimentos suspendidos pueden reducir la densidad de los taxa de zooplancton mds sensibles, como las
especies filtradoras cuya tnica seleccién de alimento es el rango de tamafio. En estos casos, el sedimento
inorgdnico es ingerido indistintamente, siendo pobre en aporte nutricional [162, 217] y pudiendo acarrear
téxicos como los plaguicidas [101, 218, 219]. Por lo tanto, los patrones de competencia interespecifica

pueden ser alterados, pudiendo resultar en una disminucion de la equitatividad de la comunidad [220].

En concordancia, la equitatividad de la comunidad del zooplancton también se correlaciond
negativamente con la concentracion total de plaguicidas. Esta mezcla de poluentes podria haber afectado
a las especies mas sensibles, favoreciendo la dominancia de aquellas mas tolerantes y disminuyendo la
equitatividad de la comunidad. La comunidad del zooplancton se caracteriza por presentar una
sensibilidad diferencial a diferentes factores ambientales y poluentes tanto entre los principales grupos
(Cladocera, Copepoda y Rotifera) como entre las especies de cada grupo [15, 221-223]. Esta marcada

sensibilidad diferencial se debe principalmente a la amplia diversidad de rasgos funcionales e historias de
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vida que abarca el zooplancton y los diferentes grupos que lo componen [90, 224, 225], lo que podria
haber condicionado una respuesta diferencial a los diferentes plaguicidas detectados en el ambiente

reflejada en una disminucién de la equitatividad.

5.5.1. Evento de precipitacion: efecto en la comunidad del zooplancton

El evento de precipitacién tuvo un efecto significativo sobre la composiciéon de la comunidad del
zooplancton, principalmente se observé un aumento generalizado de la densidad de organismos.
Resultados similares fueron reportados por Campbell [179], quien los atribuyé al arrastre o deriva de

organismos desde aguas arriba, tal como fue discutido previamente.

El muestreo posterior al evento de lluvia (Postl) se caracterizé por mayor densidad de Rotifera,
principalmente de la clase Bdelloidea. Resultados similares fueron reportados por Frau y col. [200], siendo
los bdelideos uno de los grupos dominantes del zooplancton en arroyos vinculados a polucién agricola.
Ademais, José De Paggi y col. [226] reportaron que los bdeloideos fueron los rotiferos mas abundantes
luego de eventos de lluvia en una cuenca que recibe escorrentia de aguas pluviales urbanas. Los
bdeloideos son tolerantes a un amplio rango de condiciones ambientales [227, 228], pudiendo
desarrollarse en ambientes con cambios severos de las caracteristicas abidticas, tales como el nivel del
agua [229], siendo la partenogénesis obligada y la anhidrobiosis [228] responsables de su gran
adaptabilidad. Si bien los métodos de alimentacién difieren dentro de este grupo, los bdeloideos son en
su mayoria benténicos y micréfagos [87]. Varios autores reportaron que los organismos benténicos
pueden ser arrastrados por los aumentos bruscos en el caudal junto con los sedimentos removidos [e;j.
181, 191]. Por otro lado, en estas condiciones de mayor turbidez, donde el detritus suele ser un recurso
tréfico importante, se verian beneficiados los rotiferos micréfagos detritivoros, como ser los bdeloideos

[217].

En el muestreo previo a las precipitaciones (IntPrel) no se observaron Cladocera, el dia después del evento
de lluvia diferentes familias de los mismos fueron observadas (Moinidae, Chydoridae y Sididae). Esto
puede deberse a los efectos positivos del caudal y la turbidez descriptos previamente sobre estos
organismos, siendo susceptibles de ser arrastrados desde aguas arriba por aumentos del caudal, tal como

fue reportado por Nielsen y col. [185] y Czerniawski [187].

En el muestreo previo a las precipitaciones (IntPrel) se observé una mayor densidad de copépodos
calanoideos (nauplios y adultos), la cual disminuy6 luego del evento de precipitacién (Postl). Resultados
similares fueron reportados por Shuman [230], quien registr6 reducciones en la abundancia de copépodos
calanoideos durante periodos de tormentas. El aumento en la cantidad de turbidez, MO y nutrientes luego
del evento de precipitaciones podria haber incidido. Algunos autores han sefialado que la eutrofizacién
podria favorecer a los cladéceros por sobre los copépodos calanoideos, posiblemente a causa de los

cambios en la cantidad o calidad de los recursos tréficos, dado que los copépodos calanoideos poseen
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tasas de alimentacidn insignificantes de bacterias y picoplancton en comparacién con los cladéceros [162,

231, 232].

5.5.2. Estado fenolégico: efectos en la comunidad del zooplancton

El estado fenolégico de los cultivos, y los compuestos arrastrados por el agua de escorrentia en cada etapa
incidieron sobre la composicién de la comunidad zooplancténica. El muestreo realizado durante la pre-
emergencia se caracterizé principalmente por una mayor abundancia de Bdelloidea y Cladocera, los
cuales, como de discuti6 en el apartado anterior, podrian haberse beneficiado por una mayor turbidez y
MO, habiendo sido descriptas las posibles relaciones entre estas variables y la pre-emergencia de los

cultivos en el capitulo 2 de la presente Tesis.

Durante la pre-emergencia de los cultivos, caracterizada por una mayor turbidez, MO, DBO y nutrientes
en los arroyos, las familias que denotaron una mayor densidad fueron Moinidae, Chydoridae y Sididae
(Diaphanosoma brevirreme), mientras que los muestreos de post-emergencia se caracterizaron por las

familias Macrothricidae, Daphnidae e Ilyocryptidae.

Resultados similares fueron reportados por Shuman [230], quien observé que las poblaciones de
Diaphanosoma y Moina aumentaron luego de un evento de lluvia relacionandose con el incremento de la
turbidez, en concordancia con lo reportado por Threlkeld [233] y Brandorff y de Andrade [234]. Ademis,

el género Moina ha sido descripto por habitar ambientes eutrdficos [235, 236].

Por su parte, Dodson y col. [175], reportaron que Chydorus brevilabris fue la especie mds asociada con
el uso de la tierra para agricultura. Los chidéridos se alimentan mediante el raspado del perifiton o del
sustrato [225] y son cladéceros tolerantes con preferencia por ambientes eutréficos [205, 237], siendo
m4s exitosos en ambientes con elevada productividad. En cambio, los ddphnidos son generalmente mas
exitosos en ambientes con menor productividad y mayor calidad de alimento [225]. En concordancia,
Shuman [230] reporté que las poblaciones de Daphnidae tuvieron una menor densidad durante los
periodos con mayor turbidez y con declinacién de la calidad del agua, en sintonia con lo reportado por
Threlkeld [233]. Ademas, Kirk [238] reporté que una alta concentracién de sélidos suspendidos puede

disminuir considerablemente las tasas de filtraciéon de Daphnia spp.

Sin embargo, las familias Macrothricidae e Ilyocryptidae que demostraron una tendencia a mayor
densidad en los muestreos de post-emergencia, también son consideradas tolerantes a las condiciones de
mayor turbidez y eutrofia, siendo organismos benténicos que se alimentan por raspado de la superficie de

los sedimentos [239, 240], por lo que su relacién con estos muestreos no seria muy clara.

Por otro lado, los copépodos Cyclopoida fueron mas abundantes en los muestreos de post-emergencia,
caracterizados por una menor turbidez y carga de nutrientes. Resultados similares fueron reportados por
Shuman [230], quien report6 que las abundancias de los Cyclopoida fueron menores durante los periodos

de mayor turbidez luego de precipitaciones, en concordancia con Hanks [241]. Los copépodos Cyclopoida



56

son depredadores raptoriales y cazan activamente sus presas con una elevada selectividad [225, 242], por
lo que un aumento de la turbidez podria haber interferido en su busqueda por alimento. Sin embargo, las

causas de esta relacion observada siguen siendo inciertas.

El ingreso de agua de escorrentia por precipitaciones en regiones agricolas afect6 considerablemente a la
composicion y atributos de la comunidad del zooplancton, siendo el caudal el principal factor que incidié
sobre los diferentes componentes de la comunidad. Sin embargo, los cladceros mostraron ser sensibles
a una serie de factores naturales y antrépicos relacionados con las actividades agricolas y los estados
fenolégicos de los cultivos segtin los productos aplicados y el estado de desproteccién del suelo. La
concentracion total de plaguicidas se relacioné negativamente con la equitatividad de la comunidad,

pudiendo haber afectado a los componentes mas sensibles de la comunidad.
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6. Conclusiones Generales

El zooplancton se encuentra expuesto a complejas mezclas de plaguicidas que llegan a los cuerpos de
agua superficiales por diferentes vias. En estas mezclas los plaguicidas pueden interactuar de diferentes
formas, habiéndose observado interacciones sinérgicas entre formulaciones de glifosato y cipermetrina
tanto a nivel individual como comunitario en el zooplancton, siendo los microcrusticeos los componentes

mas sensibles de la comunidad.

La escorrentia por lluvias es una de las principales vias de deriva de estas mezclas de plaguicidas, siendo
determinante de las concentraciones de dichos compuestos en los cuerpos de agua superficiales. El ingreso
de plaguicidas y nutrientes en estos ambientes es dindmico y depende de diferentes factores como el
estado fenoldgico de los cultivos, en relacion a los compuestos aplicados y a la cobertura del suelo, la
solubilidad y movilidad de los plaguicidas, el drea de la subcuenca de recepcion y el tipo de cobertura

vegetal de ribera.

El ingreso de estas complejas mezclas de plaguicidas y nutrientes afecté considerablemente a la
comunidad del zooplancton, principalmente disminuyendo su equitatividad. El caudal de los arroyos fue
determinante para los diferentes componentes de la comunidad, viéndose los claddceros afectados ademas
por una serie de factores naturales y antrépicos relacionados con las actividades agricolas y las practicas

realizadas segun el estado fenoldgico de los cultivos.

Finalmente, dada la evidente exposicion y sensibilidad del zooplancton a los impactos de las actividades
agricolas en los cuerpos de agua, y en particular a los plaguicidas, resulta indispensable aplicar medidas
de mitigacién de estos eventos de deriva y monitorear estos compuestos teniendo en consideracién los

diferentes factores intervinientes en la dindmica de los agroquimicos en el ambiente.
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Anexo II: Clasificacién de los plaguicidas detectados segin su solubilidad (mg L) y su movilidad (Log

Koc) [126] acorde a la FAO [113]

Solubilidad | Movilidad

Solubilidad
AMPA .~ Muyalta
2,4-D I Alta
Glifosato Media
Metalaxil . Baja
Metsulfuron metilo . Muy baja
Imazetapyr
Metribuzin
Imidacloprid Movilidad
Metolacloro . Movible
S-metolacloro . Moderadamente movible
Cyproconazole Ligeramente movible
Diazinon . Dificilmente movible
Tebuconazole . Inmovible
Atrazina
Epoxiconazole
Azoxistrobin
Haloxifop
Bifentrin

Mirex




79

Anexo III: Listado de taxa detectados en todos los sitios (S1, S2 y S3) y tiempos de muestreo: 1 dia antes
del primer evento de lluvia (InterPre), 1 dia después (Post1), 7 dias después (InterPos7), y 1 dia después

de otros dos eventos de lluvia (Post2 y Post3)

InterPre Postl InterPos7 Post2 Post3
S1 S2 S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3
. Ceriodaphnia dubia X
Daphniidae . :
Ceriodaphnia cornuta X X X X
Moinodaphnia macleayi X X X
Moina micrura X X X X X X X X X X
Moinidae Moina reticulata X X X X X
Moina micrura macho X X X X
Neonato Moina sp. X
Sididae Diaphanosoma brevirreme X X X X X X
Chydorus pubescens X
. Coronatella monocantha X X X
Chydoridae
Ephemeroporus sp. X
Oxyurella cursia X
Macrothrix goeldi X X X X X
Macrothricidae |Macrothrix elegans X X X
Neonato Macrothrix sp. X X X
Ilyocryptidae  |llyocryptus spinifer X
Adulto X X X X X X X X X X X X X X
Cyclopoida Copepodito X X /X X X X X X X X X X X X
Nauplio X X X X X X X X X X X X X X
Adulto X X X X
Calanoida Copepodito X X X X X X X X X X X X X X
Nauplio X X |X X X X X X X X X X X
Adulto X X X
Harpacticoida |Copepodito X X X X X X X X X X
Nauplio X X X X X X X X X X X X
Asplanchnidae |Asplanchna sp. X X X X X X X X X X X X X X
Bdelloidea Bdelloidea X X X X X X X X X X X X X X
Anuraeopsis sp. X X X X X X
Keratella americana X X X X X
Keratella cochlearis X X X X X X
Keratella tropica X X X X X X X X X X X X X
Plationus patulus X X | X X X X X X X X X X X
Lo Platyias quadricornis X X X X X X X X X X X
Brachionidae
Brachionus angularis X X X X X X X X X X X X X X
Brachionus bidentata X X X X X X X X X X X X X X
Brachionus quadridentatus | x  x X X X X X X X X X X X X
Brachionus rubens X X X X X X X X X X X X X
Brachionus dimidiatus X X X
Brachionus budapestinensis X X X X X X
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Contunuacion Anexo 111

Brachionidae

Notommatidae

Dicranophoridae

Euchlanidae

Trochosphaeridae

Hexarthridae

Lecanidae

Lepadellidae

Mytilinidae

Synchaetidae
Testudinellidae

Trichocercidae

Brachionus calyciflorus
Brachionus caudatus
Brachionus mirabilis
Cephalodella sp.
Dicranophorus sp.
Dicranophorus forcipatus
Euchlanis sp.
Euchlanis dilatata
Beauchampiella eudactylota
Filinia terminalis
Hexarthra sp.

Lecane signifera
Lecane elsa

Lecane bulla

Lecane closterocerca
Lecane hamata
Lecane inopinata
Lecane piriformis
Lecane aculeata
Lecane aspasia
Lecane stichaea
Lecane flexilis
Lecane leontina
Lecane ludwigii
Lecane papuana
Lecane quadridentata
Lecane subtilis
Lecane luna

Lecane decipiens
Lecane lunaris
Lepadella rhomboides
Lepadella ovalis
Lepadella patella
Colurella uncinata
Lophocaris salpina
Mpytilina acantophora
Mpytilina bisulcata
Mpytilina ventralis
Polyarthra sp.
Testudinella patina

Trichocerca sp.

InterPre Postl InterPos7 Post2 Post3
S1 S2 S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X
X X X X X X X X X X X | X X X
X X X X X X X X X
X X
X X X
X X X X X
X X X X
X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X | X X X
X X X X X X X X X X | X X X
X X X
X X X X X X X X X X X X X
X
X X X X
X X X X X
X X X X
X X
X X X
X X X X X X X X X | X X X
X X
X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X
X X
X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X | X X X
X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X x
X X X X X X X X X X X X
X
X X X X
X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X




