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RESUMEN

La calidad de los ecosistemas dulceacuicolas estd determinada por las
condiciones del agua y también por la integridad de los ecosistemas de ribera, debido a
la gran conectividad que existe entre estos ambientes. Los disturbios que el hombre
produce en las riberas pueden conducir a la degradacion de estos ecosistemas y a la
pérdida de los servicios que estos brindan. En las ultimas décadas, actividades como la
produccion de pasturas y hortalizas, asi como el desarrollo de la ganaderia con formatos
intensivos y semi-intensivos (engorde de ganado en confinamiento), asociadas a rios y
arroyos de piedemonte, se han convertido en practicas muy difundidas en el noroeste del
Chubut. Los efectos que estas actividades producen sobre los cursos de agua son
materia de interés mundial. Entre ellos se incluyen cambios en las condiciones
fisicoquimicas del agua, enriquecimiento en nutrientes y la llegada al agua de
compuestos como metales, farmacos y pesticidas. Estas alteraciones deterioran el
recurso hidrico y perjudican a la biota que alli se desarrolla. Muchos organismos
acuaticos poseen mecanismos que les permiten habitar ambientes contaminados. El
sistema de resistencia a multiples xenobidticos (MXR), asociado a la expresion de un
conjunto de proteinas de membrana (entre ellas la P-glicoproteina o P-gp), constituye
uno de estos mecanismos. Este actia como una primera linea de defensa, transportando
al exterior de las cé€lulas las sustancias que puedan resultar toxicas para el organismo.
Como este sistema puede ser modulado por numerosos compuestos, se lo ha propuesto
como un posible biomarcador en el testeo ecotoxicologico.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la influencia de distintas
practicas agropecuarias sobre los cursos de agua, utilizando ensambles de
macroinvertebrados bentonicos como biomonitores, en distintos niveles de organizacion
biologica. Se evalu6 la integridad ecoldgica de los arroyos teniendo en cuenta las
caracteristicas fisicoquimicas del agua, los efectos de estas actividades sobre los
ensambles de macroinvertebrados, y también la actividad del sistema de detoxificacion
MXR como biomarcador en organismos presentes en los sitios de muestreo. Ademas, se
exploro la respuesta de este sistema in vitro para el testeo de contaminantes acuaticos
asociados a estas practicas productivas.

Para esto, se seleccionaron tres arroyos, denominados Ruca, Enna e Ingram,
ubicados en un area de transicion en la zona de piedemonte (NO, Chubut, Argentina).

Se ubicaron tres sitios de muestreo en el arroyo Ruca (R1, R2, R3) y cuatro en los
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arroyos Enna (E1, E2, E3, E4) e Ingram (I1, 12, 13, 14). Los sitios numerados como 1
(R1, E1, I1) fueron definidos como sitios de referencia ya que no estuvieron asociados a
las practicas intensivas o semi-intensivas evaluadas, y presentaron las mejores
condiciones de cada sistema. En los 11 sitios, se determinaron bimensualmente las
caracteristicas fisicoquimicas del agua, (entre julio 2015 — abril 2016). Se tomaron
muestras de agua para estudios bacteriologicos en los muestreos de agosto y noviembre
2015. Se realizaron andlisis de pigmentos fotosintéticos para estimar la biomasa de
perifiton presente (en tres oportunidades en agosto y noviembre 2015 y abril 2016). Se
registré la riqueza de especies y la cobertura porcentual de macroéfitas en cada sitio. Para
evaluar los cambios producidos por las actividades agropecuarias en las condiciones de
los arroyos y sus riberas se utilizaron dos indices adaptados para ambientes de la
cordillera patagonica: el indice de calidad de habitat (ICH) o medida de heterogeneidad
ambiental y el indice de calidad de ribera (QBRp) que evalua la complejidad y los
atributos de la vegetacion de la ribera. Se utilizaron macroinvertebrados como
bioindicadores de la calidad del agua en dos niveles de organizacion: a nivel
bioquimico, mediante el uso del sistema MXR, y a nivel de comunidad biologica,
evaluando las caracteristicas de los ensambles de macroinvertebrados bentonicos. Se
utilizaron moluscos de las especies Chilina dombeiana y Physa acuta para evaluar la
actividad del sistema MXR mediante ensayos de bioacumulacion del sustrato
fluorescente rodamina B (RB) en presencia y ausencia de un inhibidor especifico de la
P-gp (verapamilo). Se evalu6é también la capacidad del Glifosato y la Ivermectina de
inducir el sistema MXR en ambas especies. Para esto, los organismos fueron separados
en grupos y expuestos a concentraciones crecientes de Glifosato (formulado comercial y
principio activo) e Ivermectina durante periodos de 4 dias y 10 dias. Posteriormente, se
realizaron los ensayos de bioacumulacion de RB para evaluar la presencia de cambios
en la actividad MXR.

Se realizaron muestreos cuantitativos de la comunidad de macroinvertebrados
benténicos en dos momentos contrastantes con respecto a las condiciones hidrologicas:
aguas altas (agosto 2015) y aguas bajas (octubre-noviembre 2015). Estos muestreos se
realizaron en 9 de los 11 sitios antes mencionados, debido a que los sitios E3 y E4 se
localizaron en una zona de humedales conectados (datos no comparables) por lo que no
se monitore6 el bentos. En cada visita se colectaron seis muestras de

macroinvertebrados con red Surber, tres en correderas y tres en pozones en segmentos
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de arroyo de 50 a 100 m. El material fue fijado in situ y posteriormente separado,
identificado hasta el menor nivel taxondmico posible, y contabilizado en el laboratorio.
Se calcul6 la riqueza taxondmica, la densidad total de individuos, la densidad relativa de
cada grupo faunistico y diversidad (H”). Ademas se analiz6 la estructura trofica (grupos
funcionales). Finalmente se efectuo una evaluacion y seleccion de diferentes métricas de
macroinvertebrados en relacion a su respuesta frente a los disturbios registrados.

Se realizd un andlisis de componentes principales (ACP) para examinar la
variacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de los sitios estudiados (11
sitios). Para evaluar si existieron diferencias ambientales entre los sitios se realizaron
analisis no paramétricos (ANOVA Kruskal-Wallis). Para identificar diferencias en la
actividad MXR entre los organismos de los distintos sitios de estudio, y en los
organismos expuestos a Glifosato e Ivermectina, se realizaron analisis de la varianza
(ANOVA) vy test t de Student. Se examin6 la relacion entre las asociaciones de los
ensambles de macroinvertebrados o métricos seleccionados y las variables ambientales,
mediante un andlisis de correspondencias candnicas (ACC) y correlaciones no
paramétricas de Spearman. Finalmente se analizd la capacidad predictora de las
variables ambientales sobre los métricos basados en los ensambles de
macroinvertebrados utilizando modelos lineales generalizados de efectos mixtos.

Las caracteristicas ambientales registradas mostraron que los sitios afectados por
actividades agropecuarias presentaron una degradacion moderada de la calidad del agua.
Los sitios asociados a ganaderia intensiva y semi-intensiva exhibieron un aumento en
las concentraciones de nutrientes (NH,"), conductividad eléctrica, TSS y una
disminucion en el oxigeno disuelto. Asimismo, se registrd, un aumento en el nimero de
E. coli y en la concentracion de clorofila a epilitica, lo que en conjunto podria estar
indicando un proceso de eutrofizacion de estos ambientes. Si bien los disturbios
observados fueron moderados, los ensambles de macroinvertebrados bentonicos
respondieron en forma significativa a los mismos.

La actividad MXR evaluada en moluscos presentes en los sitios de estudio
resultd poco sensible a los disturbios registrados. Sin embargo, este biomarcador mostrd
una respuesta diferencial al ser evaluado en organismos provenientes de sitios mas
disturbados, como aquellos afectados por desechos urbanos. Ademds se pudo
comprobar que sustancias como el Glifosato y la Ivermectina, utilizadas en las practicas

agropecuarias de la region, son capaces de inducir in vitro la actividad de este sistema.
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Es por esto que de incrementarse el nivel de disturbio o de aumentar el ingreso de estas
sustancias en los ambientes acuaticos, este biomarcador podria resultar ttil para generar
alertas tempranas de cambios que podrian resultar riesgosos para la biota del lugar.

La comunidad de macroinvertebrados bentdnicos mostré una alta riqueza
taxondmica (111 taxones), distribuida en cinco Phyla. Los sitios asociados a actividades
ganaderas intensivas mostraron una disminucion del namero de especies de los grupos
sensibles como Plecoptera y un aumento de los tolerantes como Annelida y Diptera. Se
observd un aumento de la contribucion del grupo colectores-recolectores, asi como una
disminucion del grupo raspadores en sitios con alteracion de zonas de riberas por la
presencia de ganado. Esto podria estar asociado al empobrecimiento en la calidad y
cantidad de alimento, asi como a una mayor deposicion de sedimentos finos en el lecho
de los arroyos. Los ensambles de macroinvertebrados respondieron consistentemente a
los disturbios evaluados.

Los atributos de los ensambles se correlacionaron con los factores ambientales
antes mencionados, que reflejaron procesos de degradacion. Métricas como riqueza de
EPT y el nimero de familias de insectos mostraron una asociacion lineal con respecto a
la concentraciéon de amonio en los sitios de estudio sugiriendo efectos toxicos de esta
forma de nitrégeno. Estas métricas, basadas en datos cualitativos (de célculo répido),
proporcionan informacion ttil sobre las condiciones ecoldgicas predominantes en los
arroyos estudiados.

Los cambios producidos por las actividades agropecuarias que se desarrollan en
cuencas del noroeste del Chubut afectan la calidad del agua de los arroyos. Los
disturbios resultaron moderados en comparacion a otros (ej. urbanizacion), anticipando
la importancia de generar estrategias de monitoreo y mitigacion tendientes a proteger la
integridad de los ecosistemas y de los servicios que estos brindan. La informacién aqui
generada, podria contribuir a minimizar los dafos ambientales. El trabajo en conjunto
con los productores y los responsables de gestion es vital para generar estrategias para la

conservacion de los recursos acuaticos de Patagonia.
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ABSTRACT

The quality of freshwater ecosystems is determined by water conditions and also
by the integrity of riverbank ecosystems, due to the great connectivity that exists
between these environments. The man-made disturbance of riverbanks can lead to the
degradation of these ecosystems and the loss of the services they provide. In recent
decades, activities such as pasture and crop production, as well as livestock breeding
using intensive and semi- intensive methods (confined animal production systems),
have become widespread in the northwest of Chubut province, where they are
associated with the rivers and streams of the piedmont. The effects that these activities
have on water courses are of global concern. These include changes in water
physicochemical conditions nutrient enrichment and the introduction of compounds
such as metals, drugs and pesticides into the water. These alterations deteriorate the
water resource and damage the biota that develops there. Many aquatic organisms have
mechanisms that allow them to inhabit contaminated environments. The multiple
xenobiotic resistance system (MXR), associated with the expression of a set of
membrane proteins (including P-glycoprotein or P- gp), constitutes one of these
mechanisms. This acts as a first line of defence, expelling from the cells substances that
can be toxic to the organism. As this system can be modulated by numerous
compounds, it has been proposed as a possible biomarker of ecotoxicological testing.

The present work aims to evaluate the influence of different agricultural practices
on water courses, using benthic macroinvertebrate as biomonitors, at different levels of
biological organization. The ecological integrity of streams was assessed taking into
account physicochemical water features, the effects of these activities on
macroinvertebrates assemblages, and the activity of the detoxification system MXR as a
biomarker in organisms present in the sample sites. In addition, the response of this
mechanism in an in vitro system for testing aquatic pollutants associated with these
production practices was explored.

Three streams, namely Ruca, Enna and Ingram, located in a transition area in the
piedmont area (NW, Chubut, Argentina) were selected. Three sampling sites were
located at Ruca stream (R1, R2, R3), four at Enna stream (E1, E2, E3, E4) and four at
Ingram stream (I1, 12, 13, 14). The sites numbered as 1 (R1, E1, and I1) were designated
as reference sites because they were not associated with the intensive and semi-

intensive practices being tested and therefore showed the best condition of each system.
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At thell sites, water physicochemical features were determined bimonthly, (between
July 2015 and April 2016). Water samples for bacteriological studies were taken twice,
once during August and once during November 2015. Pigment analysis was performed
in order to estimate periphyton biomass. Measurements were taken in August,
November (2015) and April (2016). Species richness and percentage coverage of
macrophytes were recorded at each site. For the evaluation of possible disturbance
produced by agricultural activities on in-stream conditions and on the riparian corridors,
two indexes commonly used for streams in the Patagonian mountain area were utilized:
the habitat quality index (ICH) or measure of environmental heterogeneity and Riparian
Quality Index (QBRp), which assesses the complexity and attributes of riverbank
vegetation. Benthic macroinvertebrates were used as bioindicators of water quality at
two biological organizational level: at the biochemical level, through the use of MXR
system, and at biological community level, evaluating benthic macroinvertebrate
assembly characteristics. The mollusc species Chilina dombeiana and Physa acuta were
used to assess the activity of the MXR system by bioaccumulation thodamine B (RB)
assay, in presence and absence of a specific P-gp inhibitor (verapamil). The ability of
Glyphosate and Ivermectin to induce the MXR system in both species was also
evaluated. For this, snails were separated into groups and exposed to increasing
concentrations of glyphosate (commercial formula and active ingredient) and ivermectin
for periods of 4 days and 10 days. Subsequently, RB bioaccumulation assays were
performed to assess the presence of changes in MXR activity.

Benthic macroinvertebrate community quantitative sampling was carried out
during two contrasting hydrological periods: high (August 2015) and low (October-
November 2015) water. Samples were taken from 9 of the 11 sites mentioned above,
because sites E3 and E4 were located in a connected wetlands area (non-comparable
data) so benthos was not assessed. Samples were taken with a Surber sampler (0.09m2;
250pum pore size) from riffles (n=3) and pools (n=3) during each visit at each site, in
stream segments of 50 to 100 m. Samples were fixed in situ and sorted in the laboratory,
where macroinvertebrate taxa were counted and identified to the lowest possible
taxonomic level. Total richness, total density, relative density of each faunal group and
diversity (H’) were calculated. In addition, trophic structure (functional feeding groups)
was analysed. Finally, an evaluation and selection of different macroinvertebrate

metrics was made in relation to their response to the recorded disturbances.
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A principal component analysis (PCA) was performed to examine the variation of
physical, chemical and biological features of 11 studied sites. To assess if there were
environmental differences between sites, non-parametric analyses were performed
(ANOVA Kruskal-Wallis). To identify differences in MXR activity between the
organisms of the different study sites, and among the organisms exposed to different
concentrations of Glyphosate and Ivermectin, analysis of variance (ANOVA) and
Student's t-test were performed. The relationship between associations of
macroinvertebrate assemblages or selected metrics and environmental variables was
examined using a canonical correspondence analysis (CCA) and Spearman
nonparametric correlations. Finally, effects of environmental predictors on invertebrate
community metrics were analysed using generalized linear mixed-effects models.

Registered environmental variables showed that sites affected by agricultural
activities presented moderate water quality degradation. Sites associated with intensive
and semi-intensive livestock breeding management showed an increase in nutrient
concentration (NH4+), electrical conductivity and TSS, and a decrease in the level of
dissolved oxygen. Moreover, there was an increase in the number of E. coli and in the
concentration of epilithic chlorophyll a, which together could be indicative of the
eutrophication of these environments. Although the observed disturbances were
moderate, the benthic macroinvertebrate assemblies responded significantly to them.

The MXR activity evaluated in the molluscs present in the study sites was not
found to be significantly sensitive to the disturbances recorded. However, this
biomarker showed a differential response when evaluated in organisms from more
disturbed sites, such as those affected by urban waste. In addition, it was found that
substances such as Glyphosate and Ivermectin, which are used in agricultural practices
in the region, are able to induce in vitro activity of this system. This is why, if the level
of disturbance increases or the level of these substances entering aquatic environments
increases, this biomarker could be useful for generating early warnings of changes that
could be dangerous for the biota of the site.

The benthic macroinvertebrate community showed a high taxonomic richness
(111 taxa), distributed in 5 Phyla. Sites associated with intensive livestock breeding
showed a decrease in the number of species of sensitive groups such as Plecoptera and
an increase in tolerant taxa such as Annelida and Diptera. An increase in the

contribution of the collector gatherers group was observed, as well as a decrease in
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scraper grazer groups in sites with alteration of riverbank areas due to the presence of
cattle. This could be associated with impoverishment in the quality and quantity of food,
as well as a greater deposition of fine sediments in the stream bed. The
macroinvertebrate assemblies consistently responded to the disturbances evaluated.

Assembly attributes were correlated with the aforementioned environmental
factors, which reflected degradation processes. Metrics such as EPT richness and
number of insect families showed a linear association with ammonia concentration in
the study sites, indicating the toxic nature of this form of nitrogen. These metrics, based
on qualitative data (quick calculation), provide useful information about the
predominant ecological conditions in the studied streams.

The changes produced by the agricultural activities that take place in watersheds
in the northwest of Chubut province affect stream water quality. Registered
disturbances were moderate compared to other land use types (e.g. urbanization), and
the present study highlights the importance of generating monitoring and mitigation
strategies aimed to protect the integrity of the ecosystems and the services they provide.
The information generated here could contribute to minimizing environmental damage.
Cooperation between producers and land managers is vital in order to generate future

strategies for the conservation of water resources in Patagonia.
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1. INTRODUCCION

1.1. Calidad de agua y usos de la tierra

Desde el origen a la desembocadura, los ecosistemas fluviales presentan
condiciones ambientales en cambio continuo que dependen de diversos factores, como
las caracteristicas del cauce, el tipo de suelo, el clima, las variaciones estacionales del
caudal, la vegetacion riberefia, los aportes de nutrientes desde la vegetacion y por
infiltracion desde los suelos circundantes, entre otros (Vanotte et al. 1980; Allan 1995).
Dado que existen relaciones estrechas entre los ecosistemas acudticos y terrestres, hay
una fuerte preocupacion a nivel mundial acerca de la integridad ecoldgica de rios y
arroyos por cambios en el uso de la tierra. Este fendmeno, que incluye la urbanizacion,
la agricultura, la conversion de grandes areas boscosas en pasturas, la deforestacion, la
actividad minera, entre otras, representa una amenaza real para la biodiversidad y la
conservacion de los ecosistemas loticos (Allan y Castillo 2007; Miserendino et al.
2011). Estas actividades que se desarrollan en las margenes de los cursos de agua
pueden modifican la estructura del cauce, disminuir o eliminar la vegetacion riberea,
aumentar la impermeabilidad del suelo, asi como también generar un aporte de
nutrientes, sedimentos e incluso diversas sustancias toxicas. Estas ultimas pueden llegar
al cuerpo de agua no solo por descarga directa sino también por escorrentia e
infiltracion. Ademads, las practicas de uso del suelo también pueden resultar en un
aumento de la escorrentia superficial, con el consecuente incremento del caudal de los
rios en periodos de lluvias, afectando la condicion y diversidad de hébitats dentro de los
arroyos. Muchas veces la pérdida de la vegetacion de ribera reduce el sombreo,
modificando los patrones térmicos de los sistemas acuaticos (Moore y Richardson 2003;

Richardson y Danehy 2007; Richardson y Sato 2015).

1.2. Desarrollo agropecuario en Argentina y en la region patagonica

Historicamente, las producciones agricolas y ganaderas han sido actividades clave
para la economia argentina, lo que ha llevado a un desarrollo y transformacion de las
mismas de manera sostenida en las Ultimas décadas. La tecnologia de produccién de
cultivos ha cambiado significativamente, reemplazando los sistemas de labranza

tradicional por las técnicas de siembra directa, la incorporacion del uso de agroquimicos
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y la implementacién de cultivos transgénicos. Por su parte, la produccion de carne que
era sustentada principalmente con pasturas naturales en modalidades extensivas,
mayormente en la region pampeana, se ha ido intensificando con el desarrollo de
sistemas de confinamiento y el corrimiento de estas actividades hacia zonas marginales
(Oesterheld 2008; Rizzo et al. 2012). Esta situacion se ha extendido a areas extra
pampeanas, incluyendo territorios no usados tradicionalmente para la produccion
ganadera como es el caso de la Patagonia. Historicamente, esta ultima fue una region de
produccion ovina y caprina, desarrollandose estas actividades en las zonas aridas y
semiaridas de la estepa, asociadas a los grandes valles de los principales rios de la
region o a mallines y vegas que se encuentran distribuidos en el area. Sin embargo, en
los ltimos afios los valles precordilleranos han comenzado a concentrar actividades de
cria y engorde de ganado bovino con diferentes escalas y modalidades de produccion
(Iglesias et al. 2015). A pesar de que un bajo porcentaje de la produccion de carne
vacuna de Argentina (2% del inventario nacional de produccion de carnes) se desarrolla
en la ecorregion patagoénica (Arelovich et al. 2011), existe una fuerte preocupacion

sobre como esta actividad podria afectar la sustentabilidad de los ecosistemas.

1.3. Actividades productivas en cuencas del noroeste de Chubut y calidad

del agua.

La zona del noroeste de Chubut tiene como una de sus principales actividades
productivas a la ganaderia, tanto bovina como ovina. El engorde de animales en forma
intensiva o semi-intensiva asociado al cultivo de pasturas y forrajeras constituye una
estrategia de produccion valida y muestran un crecimiento sostenido en los Gltimos afios
(Bobadilla y Lexow 2012). En esta region, el desarrollo de pasturas y la cria de ganado
se llevan a cabo en areas en donde el acceso al agua se encuentra asegurado. Es por esta
razén que dichas actividades se encuentran asociadas a cursos de agua, como surgentes,
arroyos y rios. Entre estos, los arroyos de piedemonte pueden ser particularmente
vulnerables a la presencia de ganado porque usualmente son de pequefio tamafio y los
animales no siempre pueden ser excluidos, especialmente en areas donde esto significa
inversiones importantes en alambrados e infraestructura (ej. dispositivos para el

aprovisionamiento de agua) (Middleton 2013; Epele y Miserendino 2015) o las
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legislaciones sobre manejo y proteccion son dificiles de cumplir (Nerbone y Vondradek

2001; Bossio et al. 2010).

1.3.1.  Actividades de engorde de animales intensivas y semi-intensivas

En los ultimos afios en la region patagonica se han implementado diferentes
modalidades de cria de animales. Como la demanda y la rentabilidad han aumentado,
los productores han invertido en infraestructura para el acopio y la provision de
alimento (pequefios silos para granos, fardos, silo-bolsas, etc.) y los sistemas de
produccion de ganado en confinamiento estdn creciendo indudablemente (Iglesias et al.
2015). Esta tecnologia puede encontrarse acoplada a un sistema pastoril constituyendo
un modelo de produccidon “semi-intensivo” en el que aparecen las figuras de la
suplementacion estratégica, los corrales de recria y el encierre de terminacion para la
etapa final de crecimiento y desarrollo. De este modo el engorde a corral es una
herramienta de intensificaciéon temporal inserta en un planteo pastoril (Pordomingo
2004). Los corrales de engorde constituyen un recurso importante en nuestra region para
desestacionalizar el proceso e incrementar la eficiencia en la produccion de carne. Estas
actividades comprenden el mantenimiento de un gran numero de animales en
superficies reducidas que estdn dispuestas generalmente en la inmediatez de un
ambiente acudtico, muchas veces arroyos o rios a los cuales el ganado tiene acceso

directo y que utiliza como fuente de agua (Fig.1).
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Figura 1. Corrales de engorde. Animales con acceso sin restricciones al curso de agua (Arroyo
Ingram, sitio de muestreo 14) (Fotografia tomada en Noviembre de 2015, Horak, C.).

El impacto de estas practicas, especialmente las de engorde en confinamiento,
sobre la calidad de agua y la integridad ecologica de los ecosistemas acuaticos ha sido
bien documentado en otras regiones del mundo (Dodds y Oakes 2006; Hughes et al.
2016; Scanes 2018). Este incluye modificaciones fisicas derivadas del pisoteo, como el
aumento del riesgo de erosion (Malan et al. 2018), cambios en la morfologia del canal y
en la composicion del sustrato, la estabilidad del lecho y la hidrologia (Scrimgeour y
Kendal 2003) y el aumento de los sedimentos en suspension (Hughes et al. 2016).

La introduccion de excretas (heces y orina) en los arroyos aumenta los niveles de
nutrientes como el nitrogeno (nitratos y amonio) y el fosforo (fosfatos) lo que puede
conducir a procesos de eutrofizacion, generando graves problemas en areas que
naturalmente presentan bajas concentraciones de estos compuestos (Scanes 2018).
Ademéds, se han detectado también posibles efectos toxicos producidos por algunas
formas de amonio que en algunos casos pueden tener consecuencias sobre la biota
(invertebrados acudticos, peces) (Miserendino et al. 2016). Asimismo, sustancias
relacionadas con la salud animal (drogas de uso veterinario) que alcanzan las aguas
superficiales a través de los desechos del ganado pueden producir un impacto
ecotoxicologico (Mesa et al. 2018). La presencia de patdogenos en el agua también esta

asociada a este tipo de modalidad productiva (Poma et al. 2012). Se han documentado
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niveles altos de bacterias fecales aguas abajo de los terrenos de cria, pudiendo alcanzar
los cuerpos de agua por deposicion directa o por escorrentia (Collins y Rutherford 2004;
Vondracek et al. 2005; Xue et al. 2018). El incremento de coliformes fecales y materia
organica trae como consecuencia el descenso de las concentraciones de oxigeno disuelto
(Rizzo et al. 2012).

La presencia de ganado en las zonas de ribera afecta de manera significativa el
desarrollo de la vegetacion mediante el pisoteo y el forrajeo. Los animales pueden
alterar la biomasa de la vegetacion riberefia y ademas modificar la cobertura vegetal de
los autotrofos (plantas acuaticas) dentro del arroyo (Muenz et al. 2006), degradando e
incluso reduciendo la diversidad de habitats de los organismos que habitan los
ecosistemas acuaticos entre otras, por deposicion de sedimentos y remocion del lecho

(Declerck et al. 2006).

1.3.2.  Cultivo de pasturas y forrajes

Como se menciond anteriormente, el engorde de animales para produccién de
carne en sistemas pastoriles con suplementacion estratégica es una practica comun en
esta region. El cultivo de pasturas y forrajes garantizan la disponibilidad de alimento
para los animales, reduciendo parcialmente el costo que resulta de la compra y
transporte de granos. Un informe reciente indica que los principales cultivos
desarrollados en el noroeste de la provincia del Chubut son de alfalfa pura y pasturas
mixtas, destinadas tanto a la preparacion de reservas como a pastoreo directo. En cuanto
a cultivos anuales destinados a forraje, se siembran principalmente cebada y avena
(Bobadilla y Lexow 2012).

La implementacion de areas de cultivo muchas veces implica la eliminacion de
parches de bosques remanentes y de bosques de ribera. Esta modificacion afecta
directamente las caracteristicas de los sistemas hidricos ya que aumenta la llegada de
sedimentos y nutrientes a los cauces, y genera inestabilidad de las margenes, por lo que
los procesos de erosion se ven favorecidos. Asimismo, la remocion de los bosques de
ribera resulta en la eliminacion del sombreo sobre el curso de agua, lo que genera un
aumento de la temperatura, pudiendo alterar incluso los regimenes térmicos (Quinn et
al. 1997; Rutherford et al. 1997) y modificar la produccion de autétrofos (Scarsbrock y
Halliday 1999; Jones et al. 2001; Rivolzi et al. 2011).
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Dado que en muchos casos se aprovecha el agua de los cursos para alimentar
sistemas de riego, la implementacion de la agricultura también esta acompafiada muchas
veces de la canalizacion, el dragado y el encauce de los rios y arroyos o incluso
derivaciones para suministro, produciendo en muchos casos la desconexion de algunos
pequeiios cursos de agua del sistema principal. Todas estas actividades resultan en la
disminuciéon en la variedad de ambientes disponibles para la biota lo que puede
determinar una reduccion en la riqueza y diversidad de especies presentes.

Si bien en la provincia del Chubut cerca del 80% de la produccion horticola se
realiza en el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCh) (Albertoli et al. 2016), la actividad
se estd afianzando también en la region cordillerana. En esta zona, se destacan
principalmente las producciones de zanahoria, frutillas y ardandanos. Las mismas son
realizadas a pequefia escala (trabajo familiar), con un uso no regulado de agroquimicos

(pesticidas y fertilizantes), escaso uso de tecnologias y de técnicas post-cosecha.

14. Influencia del uso de la tierra sobre la integridad ecologica de rios y

arroyos en Patagonia: antecedentes.

El desarrollo econdmico de nuestra region esta intimamente relacionado a los
ecosistemas de agua dulce, siendo el agua un recurso utilizado para el consumo, el
riego, la generacion de energia eléctrica, asi como con fines recreativos y turisticos.
Distintas actividades humanas estan modificado el paisaje de la region y han sido
abordadas en diferentes estudios (Miserendino 2004; Miserendino et al. 2008, 2010). En
este sentido, un trabajo que evalu6 la calidad de las riberas de rios del noroeste del
Chubut sometidos a distintos usos de la tierra indicd6 que las urbanizaciones y el
desarrollo de pasturas para sostener la ganaderia fueron las actividades que generaron
consecuencias mas severas sobre el corredor riberefio. Este tipo de transformaciones de
los bosques de ribera tienen como consecuencia la pérdida de la cobertura vegetal, la
disminucion de los aportes de materia organica particulada, asi como la modificacion de
las cuencas de drenaje (Kutschker et al. 2009; Masi y Miserendino 2009). Sitios
ubicados en territorios convertidos a pasturas para el mantenimiento de ganado en
condiciones extensivas mostraron aumentos en la conductividad eléctrica, la

temperatura del agua y las concentraciones de s6lidos en suspension, sin embargo no
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evidenciaron un enriquecimiento en nutrientes ni modificaron significativamente los

valores de clorofila perifitica (Brand y Miserendino 2015).

1.5. Biomonitoreo

Dado que existen numerosos cambios en el uso de la tierra que afectan de manera
directa a los rios y arroyos, resulta de gran importancia encontrar metodologias que
permitan evaluar el estado de dichos sistemas y monitorear los cambios que alli ocurren
a lo largo del espacio y el tiempo (Barbour et al. 1999, 2006). Si bien afios atras era
habitual que la calidad de los cursos de agua fuera evaluada utilizando principalmente
parametros fisicos, quimicos y bacterioldgicos, resulta importante destacar que éstos
solo reflejan las condiciones del agua en el momento del muestreo, y no integran las
numerosas interacciones que ocurren en estos ambientes, y entre éstos y la biota a lo
largo del tiempo. La necesidad de ampliar la escala temporal en los abordajes ha llevado
a la implementacion del uso de organismos que habitan estos ambientes como
biomonitores (Garcia et al. 2009; Gémez et al. 2012; Mauad et al. 2015; Brand y
Miserendino 2015).

El biomonitoreo, en los diferentes niveles de organizacion bioldgica, puede
aportar alertas tempranas de cambios que puedan resultar en un riesgo para especies
individuales (incluidos los seres humanos), poblaciones, comunidades o ecosistemas
(Burger 2006). Estos aportan datos cuantitativos que pueden ser obtenidos de distintas
fuentes que involucran sistemas bidticos y abidticos, en diferentes escalas espaciales y
temporales.

El biomonitoreo implica el uso de variables bioldgicas para evaluar un ambiente
determinado mediante diferentes bioindicadores, entre los que se encuentran los
biomarcadores (Gerhard 1996). De esta manera, el biomonitoreo permite identificar y
seguir cambios en el ambiente, proporcionando informacioén sobre su estado actual y
sobre eventos ocurridos en el pasado. Puede ser utilizado para detectar cambios en la
calidad del agua, en el habitat dentro del curso de agua, modificaciones que se producen
en el resto de la cuenca e incluso la aparicion de sustancias toxicas (Chapman 1996;
Reece y Richardson 2000; Fent 2004; Cortelezzi et al. 2013). En este sentido, Los
bioindicadores han sido utilizados para identificar efectos de la exposicion a diferentes

disturbios evaluados en niveles altos de organizacion como por ejemplo, organismos,
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poblacion, comunidad, ecosistema. Los biomarcadores, por su parte, han sido definidos
como “variaciones inducidas por xenobidticos’ evaluadas a nivel subcelular que se
manifiestan como respuestas bioquimicas, celulares o fisioldgicas en un determinado
sistema o muestra bioldgica” (Peakall 1994). Estos pardmetros pueden ser evaluados
tanto en poblaciones naturales provenientes de habitats contaminados, como en
organismos expuestos experimentalmente a contaminantes. Estos indicadores sefalan la
respuesta de los organismos a la exposicion de sustancias toxicas. Las variaciones de un
biomarcador contribuyen proporcionando informacion acerca del estrés al que estan
sometidos diferentes organismos y sobre sus posibles repercusiones a nivel de la
poblacion (Hyne y Maher 2003).

De esta manera, los biomarcadores reflejan caracteristicas del estado de salud de
los organismos en niveles de organizacion bioldgica mas bajos, que responden
relativamente rapido al estrés, presentando una alta relevancia toxicologica (Fig. 2). Sin
embargo, las condiciones controladas de laboratorio, en las cuales se realizan los
estudios con biomarcadores, raramente reflejan las condiciones naturales, por lo que si
bien son muy utiles para determinar los efectos producidos por algunos contaminantes,
poseen un realismo ecoldgico limitado. Los bioindicadores que reflejan las condiciones
de salud en niveles de organizacion mas altos, si bien responden mas lentamente al
estrés y presentan una menor relevancia toxicologica tienen una alta relevancia
ecologica, dado que reflejan la respuesta de los organismos a multiples disturbios
presentes y pasados (Adams et al. 1989; Yeom y Adams 2007).

La combinacion de ambas estrategias ha demostrado ser 1util para abordar el
cumplimiento de normas ambientales, siendo utilizados en los procesos de evaluacion
de riesgos ecotoxicologicos (Power y Adams 1997; Adams y Greeley 2000). Sin
embargo, si bien se pueden reconocer muchos bioindicadores en los ecosistemas
acuaticos no todos reunen las condiciones para ser considerados biomonitores. Para ello
se requiere que estos puedan proveer informacion de cardcter cuantitativo sobre la
calidad del ambiente. Es por ellos que es preciso conocer las caracteristicas de los

distintos bioindicadores asi como sus respuestas a diferentes tipos de disturbios.

En general, se considera xenobidtico a todo compuesto quimico, natural o antrépico, presente en un sistema
bioldgico pero ajeno al mismo. De este modo, un compuesto que es normal en un organismo, puede ser un
xenobidtico para otro.
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Para el desarrollo del presente trabajo se propone la utilizacion de biomarcadores
(actividad del sistema de detoxificacion MXR) y bioindicadores (caracteristicas de las

comunidades bentdnicas) para la evaluacion de la calidad del ambiente.
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Figura 2. La respuesta biologica a un disturbio varia de manera continua generando un gradiente
en relacion al tiempo de respuesta y la relavancia toxicologica y ecoldgica, segin el nivel de
organizacion bioldgico analizado. (Figura basada en el esquema propuesto por Adams et al.
1989).

1.5.1. Mecanismos de detoxificacion en organismos acudticos: sistema de

resistencia a multiples xenobiodticos (MXR) como biomarcador de exposicion.

Los organismos acudticos poseen mecanismos o estrategias que permiten su
desarrollo aun en ambientes contaminados. La presencia de condiciones adversas, a
menudo resulta en la induccion de diferentes sistemas de defensa o detoxificacion
celular que incluyen sistemas de biotransformacion de fase I y II, metalotioneinas,
proteinas de estrés o choque térmico (heat shock proteins o hsp), entre otros. El sistema
de resistencia a multiples xenobidticos, reconocido por sus siglas en ingles MXR
(multixenobiotic resistance), constituye uno de estos mecanismos de proteccion celular

contra diferentes sustancias xenobidticas siendo andlogo al fenotipo de resistencia a
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multiples drogas (MDR) observado en tumores humanos (Kurelec 1992). Los fenotipos
de MDR/MXR se asocian a la sobre-expresion en las membranas celulares de proteinas
que pertenecen a la familia ABC (ATP-binding cassette) (Fig.3). Si bien la P-
glicoproteina (P-gp o ABCBI1) es el miembro mejor caracterizado de esta familia,
existen cada vez mas evidencias basadas en enfoques funcionales y/o moleculares que
demuestran la presencia de otros transportadores ABC en el genoma de diferentes
especies acuaticas (Luckenbach et al. 2014; Luedeking et al. 2005; Sauerborn et al.
2010). Estudios recientes destacan el papel de las proteinas de multidroga resistencia,
reconocidas por sus siglas en inglés, MRPs (ABCC) y las proteinas asociadas a la
resistencia en el cancer de mamas, BCRP (ABCG2), en el proceso general de
detoxificacion celular y la cooperacion con la via de biotransformacion, que
proporcionan a los organismos acuaticos fenotipos de resistencia a diferentes

compuestos quimicos presentes en ambientes contaminados (Ferreira et al., 2014).

o Compuesto xenobibtico
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Figura 3. Existen diferentes proteinas de membrana formando parte del sistema de
detoxificacion MXR, una de estas es la P-gp.
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Si bien se han propuesto varios mecanismos para explicar el funcionamiento de P-
gp (y proteinas ABC relacionadas), el mas aceptado la propone como una bomba
dependiente de ATP que reconoce como extranos a una gran variedad de compuestos no

relacionados estructuralmente y los transporta fuera de la célula (Fig.4).
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CELULAR Compuesto CELULAR
Transporte
Figura 4. Esquema del mecanismo de Multixenobidtico Resistencia (MXR). Los compuestos
xenobioticos llegan al sitio de accidon por los vasos sanguineos, ingresan a la célula por difusion
y posteriormente son expulsados de la misma por la P-gp (A). La presencia de xenobidticos en
el medio induce la expresion de P-gp, aumentando el proceso de expulsion, impidiendo su
acumulacion intracelular.

Asi, con el desarrollo del fenotipo de MDR, la sobre-expresion de P-gp (u otra
proteina ABC) disminuye la acumulacién intracelular de drogas quimioterapicas
reduciendo su eficacia (Loo y Clarke 2005; Assef et al. 2009). En forma similar, el
mecanismo de MXR evita la acumulacién intracelular de sustancias perjudiciales para
los organismos acuaticos (Kurelec 1992).

Hasta hace un tiempo se creia que el sistema MXR estaba presente en todos los
organismos vivientes, como una parte constitutiva del sistema de defensa (Kurulec
1992). Sin embargo, existen especies donde la actividad o expresion de P-gp después de
haber sido expuestos a inhibidores especificos no ha podido ser demostrada (Damaré et
al. 2009; Assef et al. 2014a). Las sustancias que actian como inhibidores se unen al
sitio activo de la P-gp y bloquean la actividad transportadora de la proteina,
favoreciendo la acumulacion de agentes xenobidticos en el interior celular. Esta

caracteristica, junto con la posibilidad de emplear sustratos fluorescentes, permite

28



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

identificar la actividad de MXR vy utilizarla en ensayos in vitro (Yusa y Tsurou 1989;

Miiller et al. 1996) (Fig. 5).
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Figura 5. Inhibicion del sistema MXR por la presencia de un bloqueante de la P-gp. Cuando la
P-gp estd inhibida, los xenobidticos se acumulan en el interior celular.

La actividad de MXR y la expresion de P-gp han sido demostradas en varias
especies acuaticas incluyendo peces, esponjas de mar, ostras y moluscos (Bard 2000).
La baja especificidad de sustrato lo convierte en un mecanismo de primera linea de
defensa frente a xenobidticos que protege a las células contra la acumulacion de estos
compuestos y de metabolitos endogenos toxicos (Kurelec 1997; Zaja et al. 2008). La
exposicion cronica de organismos acuaticos a diferentes xenobidticos sustratos de estos
transportadores, ya sea en el ambiente natural o en el laboratorio, induce la actividad
MXR, por aumento en la expresion de P-gp y/o otras proteinas de transporte ,
explicando al menos en parte, la resistencia simultinea a diferentes compuestos
quimicos presentes en aguas contaminadas (Kurelec 1997; Eufemia y Epel 1998; Smital
et al. 2000; Zaja et al. 2008). Ademas, cuando los organismos provenientes de sitios
contaminados son llevados a ambientes limpios, se ha observado una desinduccion del
sistema MXR (Smital ef al. 2003; Pain y Parant, 2007, Assef et al. 2014b). De este
modo, como la actividad de MXR en diferentes especies acudticas es proporcional al
nivel de contaminacioén del ambiente se lo utiliza como un biomarcador de exposicion
(Minier y Moore 1996). Este sistema ha sido incluido en planes piloto de monitoreo
ambiental (Minier et al. 2006) y en programas de monitoreo a gran escala como el de

OSPAR, Oslo and Paris Convention (ICES 2010). Sin embargo, no todas la especies
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acuaticas expresan el sistema MXR como un indicador sensible de la exposicion a

contaminantes (Damar¢ et al. 2009; Hamdoun et al. 2002; Assef et al. 2014a).

1.5.2.  Macroinvertebrados bentdnicos: bioindicadores de calidad de agua y

degradacion ambiental.

Los macroinvertebrados bentdnicos son invertebrados de talla superior a 1 mm
que habitan los sustratos sumergidos de los medios acuaticos. Comprenden
principalmente artrépodos (insectos, aracnidos y crustaceos) en sus distintos estadios de
vida. Como biomonitores, estos organismos presentan muchas ventajas en comparacion
con otros grupos de organismos: son ubicuos y diversos, presentan diferentes habitos
alimentarios, son sedentarios y tienen ciclos de vida variados (Barbour et al. 1999,
2006). Los macroinvertebrados bentdnicos son utilizados en la evaluacion de calidad de
agua desde hace décadas por ser buenos indicadores del estado sanitario de los
ecosistemas acudticos (Merritt y Cummins 2007; Allan y Castillo 2007). El uso de
bioindicadores a nivel de comunidad, mediante el estudio de ensambles de
macroinvertebrados, requiere la transformacion de los datos (presencia o abundancia de
los diferentes taxa) en alguna expresion sintética de los mismos. A partir de estos
métricos primarios se pueden derivar otros como combinacién de los primeros dando
como resultado los indices multimétricos (Prat et al. 2009). Se han confeccionado
distintos indices que combinan riqueza taxonémica y ocasionalmente la abundancia o
abundancia relativa de macroinvertebrados, con la tolerancia conocida de cada taxo6n a
un determinado nivel de disturbio o contaminacion (Rosenberg y Resh 1993; Chessman
1995; Barbour et al. 1999). Estos indices se basan en el conocimiento taxondémico
detallado de la comunidad de macroinvertebrados de cada region, son relativamente
faciles de aplicar y presentan una gran sensibilidad ante las alteraciones del medio
(Winterbourn 1981; Sutherland et al. 2012; Tonkin 2014).

En Argentina, se han utilizado ensambles de macroinvertebrados como
bioindicadores de calidad de agua en diferentes estudios (Gualdoni y Corigliano 1991;
Gualdoni et al. 1994; Dominguez y Fernandez 1998; Corigliano 1999; Marchese y
Ezcurra de Drago 1999; Miserendino y Pizzolon 1999; Rodriguez-Capitulo et al. 2001;
Bauer et al. 2002; Pavé y Marchese 2005; Garcia et al. 2009, Gémez et al. 2012,
Cortelezzi et al. 2013; Epele y Miserendino 2015; Macchi et al. 2018). En la region
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chilena andina también se han adaptado indices (Figueroa et al. 2003) y recientemente
Fierro et al. (2018) han elaborado un indice multimétrico considerando mayormente las
realidades regionales de la zona central. Para la zona andino patagénica han sido
adaptados dos indices de calidad de agua: el Indice Andino Patagénico (IAP) que
considera unidades sistematicas a nivel género (Miserendino y Pizzolon 1999) y el
Monitoreo Bidtico de Arroyos Patagénicos (BMPS, por sus siglas en inglés Biotic
Monitoring Patagonian Streams index) que se basa principalmente en familias de
invertebrados acuaticos (Miserendino y Pizzolon 1999; Miserendino et al. 2008, 2011,
2012).

Varios trabajos en Patagonia también indican que los organismos que forman
parte de los ecosistemas fluviales son particularmente vulnerables a cambios en las
practicas de uso del suelo. La riqueza de especies, los indices EPT (Ephemeroptera,
Plecoptera, Trichoptera) y BMPS reflejan que una buena calidad de agua se
correlaciona positivamente con superficies riberefias cubiertas por bosques y
negativamente con aquellas areas afectadas por urbanizaciones y pasturas evidenciando
la respuesta de las comunidades de invertebrados acuaticos a las practicas de uso del
suelo (Miserendino et al. 2011; Brand et al. 2012; Brand y Miserendino 2015; Mauad et
al. 2015). También algunos atributos estructurales y funcionales eemunitarios han
permitido evidenciar el deterioro ambiental relacionado a las modificaciones en el
ingreso de la materia orgédnica o detrito, los cambios en el sombreo y por ende de la
temperatura, la calidad del habitat, y la salud del ecosistema riberefio. Generalmente las
métricas relacionadas a los grupos funcionales alimentarios han evidenciado el impacto
del uso de la tierra en cuencas de la cordillera patagénica. Entre otras, se han detectado
disminuciones significativas en la riqueza de los desmenuzadores o fragmentadores de
hojarasca en relacion a sitios de referencia e incrementos de la abundancia de colectores
recolectores por aumento del material particulado fino (Miserendino y Masi 2009;

Brand y Miserendino 2015).

1.6. Contaminantes de ecosistemas acuaticos asociados a la actividad

agropecuaria.

El desarrollo de las practicas agropecuarias frecuentemente se asocia a la
aplicacion de diferentes sustancias a los suelos, como distintos tipos de pesticidas

(insecticidas, herbicidas y fungicidas) y fertilizantes, con el fin de mejorar el
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rendimiento y aumentar la productividad, como asi también la utilizacién de distintos
farmacos en los animales (antibidticos, antiparasitarios, promotores de crecimiento,
entre otros). Diferentes estudios alrededor del mundo analizaron las concentraciones de
pesticidas aplicados en los campos que alcanzan los cursos de agua préximos por
escurrimiento o lixiviacion y sus efectos sobre la biodiversidad de organismos acuaticos
(Liess et al. 2005; Schéfer et al. 2007; Rasmussen et al. 2012; Potter et al. 2014), o
midieron las concentraciones de drogas de uso veterinario que alcanzan dichos
ambientes (Boxall et al. 2004; Khan et al. 2008). La problematica de estas nuevas
practicas agropecuarias en Argentina ha sido advertida y se visualiza como uno de los
temas emergentes por distintos organismos técnicos y de control (Oesterheld 2008). Sin
embargo, son escasos los estudios de esta indole realizados en el pais y en particular,
ninguno ha sido conducido hasta la fecha en nuestra provincia (Di Marzio et al. 2010;

Mugni et al. 2012; Loewy et al. 2011; Macchi et al. 2018; Solis et al. 2018).

Medicamentos de uso veterinario

Muchos compuestos farmacéuticos son utilizados actualmente para tratar
enfermedades, proteger la salud de los animales e incluso como promotores del
crecimiento. Antibidticos, antiparasitarios y antifungicos asi como tranquilizantes,
drogas antiinflamatorias, entre otras, son aplicadas al ganado con el fin de mejorar su
crecimiento a un menor costo y acelerar la llegada de éste al mercado (Boxall et al.
2003). Si bien muchos de estos compuestos son metabolizados por los animales y/o
degradados por microorganismos o por la luz solar, los productos de estas
transformaciones pueden poseer una toxicidad similar a los compuestos originales
(Halling-Sorensen et al. 2002).

El uso veterinario de antibioticos estda mundialmente difundido, tanto para tratar y
prevenir enfermedades, como para promover el crecimiento de los animales. Estos
farmacos son en general muy estables, puesto que de ello depende su mayor efectividad
(Bialk-Bielinska et al. 2012) y son mayormente hidrosolubles, pudiendo llegar a los
cursos de agua, resultando toxicos para algas e invertebrados, afectando su desarrollo e
inhibiendo su reproduccion (De Liguoro et al. 2010; Dalla Bona et al. 2014). Ademas,
el ganado suele recibir también diferentes dosis de drogas antiparasitarias, con el fin de

eliminar organismos dafiinos como insectos, nematodos y distintos tipos de dcaros que
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infectan a los animales y se alimentan de ellos. Si bien estos compuestos no son
completamente solubles en agua, tienen la capacidad de permanecer asociados a los
sedimentos presentes en rios y arroyos, afectando a los organismos bentdnicos

(Sanderson et al. 2007; Mesa et al. 2018).

Sustancias asociadas a la produccion de especies forrajeras y pasturas

La presencia de pesticidas en las aguas superficiales es en parte consecuencia del
aumento del uso de productos quimicos con el fin de mejorar la productividad agricola.
En las ultimas décadas, los volumenes de agroquimicos utilizados en nuestro pais han
aumentado drasticamente y con ello, su distribucion en el ambiente. Distintos trabajos
encuentran residuos de herbicidas e insecticidas en el suelo y en los cursos de agua
proximos a los puntos de aplicacion (Peruzzo et al. 2008; Mugni et al. 2012;
Miglioranza et al. 2013). Algunos autores incluso encuentran insecticidas en el agua, en
concentraciones superiores a las recomendadas (Jerentz et al. 2005).

Distintos trabajos de la region sojera de nuestro pais abordan los efectos toxicos
de diversos pesticidas sobre organismos “no blanco” como Hyallella curvispina,
Macrobrachium borelli, Hydra attenuata, Daphnia magna, Zilchiopsis collastinensis y
Cnesterodon decemmaculatus en ensayos in vitro (Jergentz et al. 2004; Mugni et al.
2011, 2013; Demetrio, 2012; Negro et al. 2014; Paracampo et al. 2015). En la region del
valle del noroeste del Chubut, herbicidas como glifosato, acido 2-4 diclorofenoxiacético
(2-4 B), acido 2,4-diclorofenoxibutirico (2-4 DB), metsulfuron metil y aminopyralid, se
encuentran entre los mas utilizados para combatir el desarrollo de hierbas no deseables

en los diferentes cultivos (datos aportados por la oficina de extension rural del INTA).

Como puede verse, son muchas las sustancias que potencialmente podrian estar
ingresando en los suelos en los que se desarrollan estas actividades productivas
intensivas y semi-intensivas y que podrian alcanzar las aguas superficiales, e incluso las
aguas subterraneas, haciendo necesario conocer el posible efecto de estas actividades en

los ecosistemas acuaticos.
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1.6.1. Contaminantes de ecosistemas acuaticos asociados a la actividad

agropecuaria y su relacion con el sistema MXR.

Aunque los agroquimicos se encuentran entre los contaminantes ambientales mas
ubicuos e importantes en todo el mundo, son escasos los trabajos que han estudiado su
relacion con el sistema de defensa MXR en especies acuaticas. Eufemia y Epel (1998,
2000) reportaron una induccion de la actividad de MXR, medido como eflujo del
sustrato fluorescente rodamina B (RB), en el bivalvo Mytilus californianus después de
periodos de incubacion de 72 hs a distintas concentraciones de los pesticidas Chlorthal y
Pentachlorophenol. En ambos estudios encuentran un aumento significativo tanto de la
acumulacion del sustrato fluorescente como de la expresion de la P-glicoproteina
asociada a este mecanismo de transporte. De la misma manera, Tutundjian y Minier
(2007) documentan una respuesta similar en mejillones Dreissena polymorpha
expuestos por periodos de 48 h al pesticida Dacthal.

Un trabajo reciente realizado por dos Santos y Martinez (2014) en el bivalvo
Corbicula fluminea reporta un efecto sinérgico entre los herbicidas Atrazina y Roundup
(glifosato), sobre la actividad del sistema MXR, que se ve incrementado por
exposiciones de 96 h a estos compuestos. Estos estudios demuestran que la exposicion
prolongada a concentraciones relativamente pequefias de algunos pesticidas puede
inducir la respuesta del MXR (actividad de MXR y expresion de P-gp), avalando el uso
de este sistema como biomarcador de exposicion a este tipo de compuestos.

Por otro lado, también existen estudios que sefialan que exposiciones agudas (1-2
h) a altas concentraciones de estas mismas sustancias pueden provocar un bloqueo de
este mecanismo de transporte, dando lugar a la acumulacion intracelular de otros
compuestos toxicos presentes en el ambiente. Esto ha sido demostrado mayormente en
modelos celulares humanos que sobre-expresan P-gp (Bain y LeBlanc 1996,
Georgantzopoulou et al. 2014, Piv¢evi¢ y Zaja 2006), y también en organismos no

blanco (Galgani et al. 1996; Smital et al. 2004).

MXR en organismos acudticos de Patagonia

Si bien el sistema de transporte MXR emerge como un mecanismo general de defensa

contra xenobioticos, no representa un indicador sensible de la exposicion a
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contaminantes en todas las especies acuaticas estudiadas. Hasta el momento la mayor
parte de los estudios sobre este mecanismo provienen de Europa y América del Norte y
son escasas las especies en las que ya se ha identificado el mecanismo MXR y que se
encuentran en ecosistemas acudticos de nuestra region, haciendo necesaria la
caracterizacion del sistema en especies locales (Epel et al. 2008, Hamdoun et al. 2002,
Damaré et al. 2009, Strum et al. 2001, Valton et al. 2013). Algunos trabajos han
abordado el mecanismo de MXR en peces de agua dulce de Patagonia. Investigaciones
recientes reportaron la participacion de proteinas Abcc en la eliminacién de
microcistina-LR, una toxina producida por cianobacterias, en Odontesthes hatcheri
(pejerrey patagdénico) y Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris) (Bieczynski et al. 2014,
2016). Por su parte, se ha visto también que insecticidas como el benzoato de
emamectin, presenta un efecto regulatorio sobre la expresion de P-gp y MRP1 (Abccl)
en tejidos de trucha arcoiris.

En trabajos previos describimos la actividad del sistema MXR asociada a la
expresion de P-gp en el molusco exotico de agua dulce Physa acuta y en especies de
hirudineos patagénicos: Helobdella michaelseni, Helobdella simplex y Patagoniobdella
variabilis, obtenidos de una seccidon post-urbana del Arroyo Esquel (Assef et al. 2014a 'y
b). Recientemente, también identificamos la actividad de MXR asociada a P-gp en
diferentes tejidos de cuatro especies de peces (nativas y exoticas) presentes en la region
noroeste de Chubut (Assef et al. 2018). Utilizamos enfoques moleculares y ensayos
funcionales que miden la acumulacion y/o el eflujo de un sustrato fluorescente de estas
proteinas de membrana como la RB en presencia y ausencia del inhibidor modelo de P-
gp, verapamilo. En estas especies se observd un incremento de la RB acumulada en
presencia del inhibidor en comparacion con el grupo control, indicando la actividad del
sistema MXR. Sin embargo, este mecanismo de detoxificacion no fue detectado otros
organismos estudiados como Chironomus gr. riparius y Hyalella curvispina, al menos
con las técnicas utilizadas. En P. acuta se observd también, una desinduccion del
sistema luego del mantenimiento de los organismos en agua limpia por 7 dias
(depuracion en laboratorio), avalando el papel de MXR como mecanismo de defensa en
estos moluscos (Assef et al. 2014a). Ademas, estos resultados evidencian que los
macroinvertebrados bentdnicos de agua dulce poseen diferentes niveles de actividad
MXR especie-especificos que posiblemente influyan en su distribucion natural y en su

supervivencia en ambientes contaminados.
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Estudios de expresion de proteinas utilizando anticuerpos especificos (Western
blot) realizados sobre extractos proteicos totales de P. acuta revelaron la presencia de P-
gp. En concordancia con los ensayos funcionales, observamos una disminucion de los
niveles de expresion luego de la depuracion en el laboratorio. Ademas también
identificamos por primera vez la expresion de P-gp asociada a la actividad del sistema
MXR en las tres especies de hirudineos antes mencionadas, sugiriendo su rol en la
eliminacion de sustancias toxicas (Assef et al. 2014b).

Trabajos realizados con P. acuta muestran que la actividad MXR y la expresion
de P-gp no poseen un patrén de variacion estacional, que podria observarse dado que
nuestra region posee caracteristicas climaticas marcadamente distintas a lo largo del
aflo. Sin embargo, se observd que tanto la actividad del sistema como la expresion de
dicha proteina presentan una relacion lineal moderada con la temperatura del agua del
dia de colecta, independientemente de la estacion del afio (Horak y Assef 2017). Estos
resultados son consistentes con trabajos previos que describen un aumento de la
expresion de P-gp por shock térmico, estando a veces acoplado a la actividad de la

hsp70 (Chin et al. 1990; Eufemia y Epel 2000; Vilaboa et al. 2000).

1.6.2. Contaminantes de ecosistemas acuaticos asociados a la actividad

agropecuaria y su relacion con la biodiversidad de macroinvertebrados bentonicos.

A nivel mundial, varios trabajos han evaluado los efectos producidos por la
llegada de agroquimicos a los cursos de agua. Ya sea en disefios de campo o en ensayos
de laboratorio en micro y meso cosmos, estos trabajos han encontrado que muchos
herbicidas afectan la dindmica de crecimiento de la comunidad perifitica, disminuyendo
la productividad primaria, y la tasa de degradacion de la materia organica, afectando a
toda la cadena tréfica que se desarrolla en el lugar (Villeneuve et al. 2011; Munze et al.
2017; Muturi et al. 2017). Ademas, la llegada de pesticidas y drogas de uso veterinario a
los cuerpos de agua produce un empobrecimiento de Ila comunidad de
macroinvertebrados, disminuyendo la riqueza de especies y la abundancia de las
mismas, afectando de manera particular a las especies mas sensibles (Sanderson et al.
2007; Rasmussen et al. 2012; Egler et al. 2012; Rzymski et al. 2013; Svensson et al.
2017).
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En nuestro pais, existen también observaciones de los efectos que estas sustancias
producen sobre las comunidades de macroinvertebrados acuaticos en cursos de agua que
atraviesan cultivos intensivos de granos (Jergentz et al. 2004; Marino y Ronco 2005;
Santos et al. 2010) o en terrenos inundables en donde crian ganado (Mesa et al. 2018).
Los registros existentes del abordaje de esta problematica en Patagonia han sido
basados en el estudio de agroquimicos asociados a la produccion fruticola (Venturino y
Pechen 2005; Albarifio et al. 2007; Rosenbaum et al. 2012; Macchi et al. 2018), pero
aun no existe ningun trabajo que estudie el efecto de estas sustancias en los ambientes

acuaticos de la provincia del Chubut.

1.7. Legislacion

Las politicas de gobierno con respecto a medidas de proteccion de los rios y
arroyos han sido generadas en diferentes regiones del pais, pero la implementacion de
estas regulaciones ha sido dificultosa (Garcia et al. 2015). Si bien en areas desarrolladas
(ej. Provincia de Buenos Aires) las lineas regulatorias se encuentran establecidas, los
expertos han notado que las mismas requieren revisiones, ajustes y ampliaciones
(Garcia et al. 2016). En la provincia del Chubut, la legislacién con respecto al manejo
de desechos de los sistemas de produccion agricola ha sido aprobada recientemente
(Decreto Provincial N°1540 Pcia. del Chubut 2016), aunque su implementacion atin no
se ha llevado a cabo. Este decreto establece la disposicion de los desechos y el estiércol,
el tratamiento de efluentes y el reuso de aguas residuales, entre otras actividades. Sin
embargo, la reglamentacion no considera entre otras cosas, la implementacion de
sistemas de aprovisionamiento de aguas fuera de los arroyos y la restriccion del acceso
del ganado a los cursos de agua (ej. dispositivos eléctricos) (Becerra y Antayhua 2017).

En relacion al uso de sustancias quimicas en la produccién agropecuaria, la
provincia del Chubut regula toda operacion que implique el manejo de biocidas y
agroquimicos mediante la Ley Provincial de Agroquimicos XI N° 16 (ex Ley N° 4073).
Sin embargo, ésta se encuentra en las primeras etapas de aplicacion. Esta ley ordena a
todas las sustancias registradas en tres categorias, en funcion de los riesgos que
presenten para la produccion, comercializacion, salud o medio ambiente: a) venta libre,
b) restringida o c) prohibida. La venta de agroquimicos comprendidos dentro de la

segunda categoria, que incluye a todos aquellos cuya utilizacion entraiie por su
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naturaleza, caracteristicas, prevenciones y recomendaciones de riesgo para la salud
humana, flora, fauna y medio ambiente se debe efectuar so6lo en los comercios
habilitados por la autoridad de aplicacion. Es importante destacar que a fines del 2014,
el Ministerio de Desarrollo Territorial y Sectores Productivos del Chubut, encabez6 un
encuentro interinstitucional destinado a promover la aplicacion de la Ley Provincial de
Agroquimicos. Entre las primeras acciones a ejecutarse, estaba prevista la aplicacion de
un esquema basico a partir del 2015, el cual consiste en la realizacién de dos registros
provinciales obligatorios: el REPROMA para los manipuladores de agroquimicos y el
REPROATE para los asesores técnicos.

La incipiente regulacion de las leyes que existen hasta el momento, y el grado de
desarrollo que presentan las diferentes actividades agropecuarias en la region hacen que
sea de vital importancia generar conocimiento de base sobre el posible impacto de estas
practicas sobre los ambientes acudaticos y la biota que alli se desarrolla para poder
disefiar medidas de mitigacion y proteccion para estos agroecosistemas en Patagonia

(Herrero y Gil 2008).

1.8. Justificacion

Los cambios que el hombre ha producido en los paisajes naturales a lo largo del
tiempo han tenido un fuerte impacto sobre los ecosistemas a escala mundial.
Particularmente los ecosistemas acuaticos se han visto afectados no solo por el
desarrollo de actividades realizadas directamente sobre los cursos y cuerpos de agua,
sino también por las modificaciones producidas en el entorno proximo a los mismos.

El impacto de practicas agropecuarias intensivas/semi-intensivas sobre la calidad
del agua de rios y arroyos es un tema de interés mundial. El mismo incluye cambios en
las condiciones fisicoquimicas del agua por el aumento de la materia orgénica, el
enriquecimiento de nutrientes y el incremento en las concentraciones de muchos
compuestos como metales, farmacos de uso veterinario y pesticidas, entre otros. Puede
apreciarse en estos trabajos que el uso y manejo inadecuado de los cursos de agua
provocan el deterioro no solo del recurso hidrico sino también de la vegetacion y el
suelo, con la consecuente pérdida de la diversidad bioldgica que alli se desarrolla.

En los ultimos afios, el uso de tierras para engorde de animales a corral o en

modelos semi-intensivos de suplementacion estratégica acoplados a sistemas pastoriles,
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se ha instalado como una estrategia de produccion valida y en aumento en el noroeste de
Chubut. Sin embargo, no se han conducido estudios hasta el momento que evaluen el
impacto ecoldgico de estas actividades.

Como se explicd anteriormente, los macroinvertebrados bentonicos son buenos
indicadores del estado del ambiente acuatico. Muchos organismos acuaticos poseen
mecanismos que permiten su desarrollo en ambientes contaminados, ya sea con
sustancias toxicas naturales o de origen antrépico. El sistema MXR asociado a la
expresion de (P- gp) constituye uno de estos mecanismos, actuando como una primera
linea de defensa frente a la acumulacion de sustancias toxicas. Como este sistema puede
ser modulado por numerosos compuestos quimicos de funcion y estructura quimica muy
diversa se lo ha propuesto como un biomarcador en el testeo ecotoxicoldgico.

El abordaje multidisciplinario propuesto, que incluye no solo andlisis de calidad
de agua sino también una caracterizacion ambiental integral y la utilizacion de
macroinvertebrados como bioindicadores a distintos niveles de organizacion bioldgica,
permitira recopilar informacién importante con respecto a cdémo estas actividades
afectaron y afectan a los ecosistemas acudaticos del noroeste de Chubut al mismo tiempo
que permitird delinear pautas de monitoreo, mitigaciéon y manejo sustentable de estos

récursos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

1- La degradacion de los sistemas acuaticos como producto del desarrollo de las
actividades agropecuarias intensivas y semi-intesivas genera una disminucion de la
calidad del agua y del ambiente lo que se refleja en cambios de los parametros fisico-
quimicos del agua.

2- Las especies que sobreviven en las zonas mas disturbadas y que expresan el
sistema de detoxificacion MXR, tendran niveles de actividad mas elevados en los sitios
afectados en relacion a los organismos presentes en sitios de referencia.

3- Los principales compuestos quimicos utilizados en actividades agropecuarias de
la region: glifosato e ivermectina, inducen un incremento en la manifestacion del
sistema de MXR de organismos acuaticos en ensayos in vitro.

4- Los procesos de degradacion de la calidad del agua y modificacion del hébitat
resultantes de la actividad agropecuaria resultaran en cambios los ensambles de
macroinvertebrados bentonicos: incremento de especies tolerantes y disminucion de

especies sensibles a la contaminacion.

2.2 Objetivos
2.2.1.  Objetivo General

Evaluar la influencia de las practicas agropecuarias semi-intensivas € intensivas
sobre cursos de agua de Patagonia utilizando ensambles de macroinvertebrados
bentonicos como biomonitores a distintos niveles de organizacion bioldgica.
Evaluaremos la integridad ecoldgica de arroyos que atraviesan zonas agropecuarias, los
efectos sobre laos ensambles de organismos mencionados y también la actividad del
sistema de detoxificacion MXR como biomarcador, su relacion con la distribucion de

las especies y su posible utilizacion en el testeo de contaminantes acudticos asociados.

2.2.2.  Objetivos especificos

Los objetivos especificos incluyen dos abordajes paralelos, uno a realizarse en el
campo que contempla el analisis de datos ambientales, el estudio de comunidades de

macroinvertebrados bentonicos y la valoracion de la integridad ecologica de arroyos, y
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otro que se llevara a cabo en el laboratorio. Este ultimo incluird el analisis del sistema
MXR en moluscos provenientes de las zonas bajo estudio y el testeo de diferentes
compuestos quimicos utilizados en practicas agropecuarias en Patagonia como posibles

inductores de la actividad de MXR.

e Realizar una caracterizacion ambiental mediante la determinacion de parametros
fisicoquimicos, nutrientes y utilizando métricos cuantitativos basados en

macroinvertebrados bentonicos.

e Valorar la integridad ecoldgica de los sitios analizando la calidad del hébitat y

del ecosistema de ribera.

e Identificar las especies de macroinverbrados bentonicos presentes a lo largo de
todo el curso de agua (en sitios de referencia y sometidos a explotacion agropecuaria),

que expresan el sistema MXR, como candidatos para la evaluacion de este biomarcador.

¢ Definir para las especies seleccionadas en el objetivo anterior, los parametros
optimos (tiempo de incubacion, concentracion de RB y verapamilo) par la realizacion

de los ensayos funcionales in vitro.

e Comparar la actividad del sistema MXR (ensayos funcionales in vitro) en

organismos provenientes de los distintos sitios de muestreo.

e Evaluar la capacidad inductora de la actividad del sistema MXR en las especies
de moluscos seleccionadas, por exposicion prolongada in vitro a los compuestos

quimicos mas utilizados en la region (glifosato e ivermectina).

e [dentificar asociaciones de especies de macroinvertebrados bentonicos
pertenecientes a areas sometidas a la actividad agricolo-ganadera intensiva y semi-
intensiva y comparar con los ensambles de especies de sitios de referencia presentes en

arroyos del noroeste del Chubut.

e Realizar un andlisis integral de las posibles relaciones entre las variables

ambientales y las comunidades de macroinvertebrados en los distintos sitios.

e Evaluar el efecto de las practicas de mitigacion de actividades agropecuarias en

la integridad ecoldgica de arroyos de piedemonte de Noroeste del Chubut.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

La Patagonia argentina se extiende desde el extremo sur del continente, hacia el
norte hasta los rios Colorado y Barrancas. La region se encuentra limitada al este por el
océano Atlantico y al oeste por la Cordillera de los Andes. La region representa
aproximadamente un tercio de la superficie total de la Argentina continental, desde los
36° de latitud Sur y hasta los 55°S.

El area de estudio se localizd en el noroeste de la provincia del Chubut
(Argentina), entre las latitudes 42°40° y 43°10° Sur y las longitudes 71° 30’ y 72° 40’
Oeste. Se seleccionaron tres arroyos pequefios, de primer orden, tributarios del Rio
Corintos (Sistema Percy-Futaleufll). Las subcuencas estudiadas, denominadas Ruca,
Enna e Ingram, estdn ubicadas en un area de transicion en la zona de piedemonte entre
la ciudad de Trevelin y el paraje Aldea Escolar.

Los arroyos estan localizados en la ecorregion de los Bosques patagdnicos,
subregion de bosques septentrionales, en el complejo bosques hlimedos septentrionales
(Morello et al. 2012). Esta se caracteriza por una alta tasa de precipitaciones, con un
gradiente decreciente de Oeste a Este entre los 3000 y los 800 mm.afio” y la
temperatura media anual del aire se encuentra entre los 6 y los 11°C. La mayoria de los
rios y arroyos de la cordillera se alimentan principalmente de las precipitaciones
pluviales y nivales del oeste. El régimen hidrologico de estos sistemas muestra dos
picos maximos en el afio, el primero debido a las fuertes precipitaciones invernales y el
segundo causado por el derretimiento de hielo y nieve en las montafias durante la

primavera (Coronato y del Valle 1988).

Los suelos dominantes en el drea son Molisoles e Inceptisoles, los cuales poseen
buena permeabilidad y drenaje (Panigatti 2010). La vegetacion se corresponde con la de
los bosques subantarticos caracterizados por la presencia de especies arboreas perennes,
como Austrocedrus chilensis, Nothofagus dombeyi, y Maytenus boaria, y no perennes,
Nothofagus pumilio y Nothofagus antdrctica, entre otras. El estrato arbustivo y
herbaceo estd compuesto principalmente de Chusquea culeou, Berberis buxifolia,
Fuchsia magellanica, Aristotelia chilensis, Oenothera odorata, Fragaria chiloensis y

Geranium sp, entre otras.
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3.2. Seleccion de los sitios

El presente estudio tuvo el propdsito de analizar los efectos producidos por
diferentes practicas agropecuarias que se desarrollan en tres pequefias subcuencas. Es
por esta razon que el disefio de muestreo no estuvo limitado al estudio de sitios de
referencia vs sitios disturbados, sino que se agregaron sitios de muestreo adicionales
ubicados a lo largo de los cauces. Esto tuvo la finalidad de evaluar cambios en el eje
longitudinal de cada cuenca, es decir se evaluaron también los cambios producidos a lo
largo de cada arroyo, desde el sitio de referencia, y aguas abajo hasta sitios afectados
por practicas agropecuarias (USDA 2003).

Los sitios de muestreo se localizaron como sigue: tres sitios en el arroyo Ruca
(R1, R2 y R3), cuatro en el arroyo Enna (E1, E2, E3 y E4), y cuatro en el arroyo Ingram
(I1, 12, 13 y 14) (Fig. 5). Los arroyos seleccionados no presentan tributarios en los
segmentos estudiados (i.e. R1-R3, E1-E4 y I1-14) (Fig. 6). Existe una intervencion
hidrolégica (derivacion desde un rio de mayor orden) por medio de un canal de concreto
(1 m de ancho) que transfiere agua por gravedad, desde el rio Percy al Arroyo Ingram,
entre los sitios 12 e I3. El canal fue construido con propdsitos de irrigacion y se
encuentra en actividad mayormente durante los meses secos del verano. El manejo del
canal no se encuentra supervisado, y cada productor obtiene agua a partir de este canal,
de manera autorregulada.

La tabla 1 resume el tipo de uso de la tierra que se desarrolla asociado a cada sitio
de estudio, asi como las caracteristicas de los emprendimientos ganaderos (nimero de
animales por ha y tiempo de permanencia de estos asociados al sitio), asi como las
medidas de mitigacion del impacto ganadero sobre los arroyos que pudieron ser
observadas. Entre estas se registrd la exclusion de los animales de los cursos de agua
mediante el uso de alambrados y/o cercas eléctricas, el agregado de grava y bloques
(enripiado) en el lecho de los arroyos para evitar el enterramiento de los animales, el
emplazamiento de bebederos fuera de los cursos de agua, asi como la presencia de
vegetacion forestal en las riberas.

En todos los casos, los sitios numerados como 1 (RI1, ElI e Il1) fueron
determinados sitios de referencia, ya que presentaban las mejores condiciones del
sistema, en ausencia de las practicas intensivas o semi-intensivas que fueron evaluadas.

Dado que la ganaderia extensiva es una de las actividades mas diseminadas en la region
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aun los sitios de referencia presentaron animales aunque en cargas menores a 0.5
animales por hectarea.

En el arroyo Ruca, el sitio R2 esta localizado préximo a una pequena instalacion
de cria de ganado porcino, que presenté medidas de mitigacion (presencia de lagunas de
estabilizacion que impiden la llegada de los efluentes a los cursos de agua), y los
animales no tuvieron acceso directo al curso de agua. El sitio R3 present6 un sistema de
produccion de ganado bovino en donde se desarrolla el engorde a corral de los terneros,
alimentados por pasturas (fardos), granos y alimento balanceado. Aqui, la mayor carga
ganadera (51-100 animales/ha) se present6 en el periodo comprendido entre Octubre y
Noviembre. El sistema de confinamiento incluia un segmento de arroyo (100 m) donde

los animales tenian acceso libre al curso de agua durante todo el afio.

1 I
-71°39'W -71°36'W

Rio Percy

Trevelin

-43°00'S

-43°03'S —

Figura 6. Ubicacion de los sitios de muestreo durante el estudio (Noroeste de la Provincia de
Chubut, Patagonia, Argentina). Los simbolos indican m: Sitios en el Arroyo Ruca, e: sitios en el
Arroyo Enna, A: sitios en el Arroyo Ingram. La linea punteada indica el canal de concreto que
deriva agua desde el Rio Percy, hacia los campos.
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En el arroyo Enna, el sitio de referencia E1 se ubicé en un area con no detectable
o baja carga ganadera (<0,5 animales/ha). E2 y E3 se localizaron en un area de
produccion ganadera extensiva, y algunas pequefias producciones horticolas. El sitio E4
correspondido a un area de bafiado/humedal conectado con el arroyo Enna, con una
produccion ganadera en modalidad semi-intensiva y no confinada. La alimentacion de
los animales fue en base a pastos naturales y suplementada con forraje.

En el arroyo Ingram, los sitios 12 y I3 estuvieron asociados a la cria de ganado
extensivo. El sitio 14 correspondid a un sistema de engorde de animales en
confinamiento alimentados con forraje y granos, que concentr6 la mayor carga ganadera
durante julio y noviembre (51-100 animales/ha), mientras que este nimero disminuyo
entre los meses de diciembre y abril (11-50 animales/ha).

A continuacidn se muestran fichas descriptivas de cada uno de los cursos de agua
en las que pueden apreciarse la ubicacion de cada sitio de muestreo y fotografias

ilustrativas de las actividades que se desarrollan asociadas a cada uno.
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los usos de la tierra registrados en los sitios de estudio. Se indican el tipo de uso, asi como su intensidad y frecuencia y
las medidas de mitigacién adoptadas por los propietarios en tres arroyos en el noroeste del Chubut (Patagonia, Argentina). Ribera I: Izquierda, D: Derecha

Codigo Tino d D.i.sta(rilma al Num(eiro de Periodo de uso Medidas de miticacia
Sistema de los . P0 ¢ stode Ribera Uso de la tierra dominante £2-2° ganadero cdidas de mitigacion
. sistema  referencia vacuno por observadas
sitios .
(m) hectarea
I . . . . ‘

R1 Arroyo 0 D Desarrollo silvopastoril 0,5 Julio-Noviembre  Area forestadaGanader
Exclusién del Ganado del
arroyo

Cria de ngado porcino en El sistema de confinamiento
I confinamiento - - presenta tratamiento de los
R2 Arroyo 680 (total <80 animales/ha) efluentes producidos y
sistemas de disposicion de las
R heces de los animales.
uca
D Cria seml—ln.tenswa de 1-10 Tulio-Octubre Exclusion dpl Ganado del
Ganado bovino arroyo mediante alambrados
I Ganaderia ovina extensiva Plantacion de cortinas de
(< 10 animales/ha) viento (pinos)
Sistema de cria intensiva
R3 Arroyo 943 de Ganado bovino. 51-100 Julio-Octubre .
. Deposicion de Grava en el
D Confinamiento de los .
. . lecho del arroyo (Enripiado)
animales con acceso 11-50 Octubre-Noviembre
irrestricto al arroyo
I 1 i ,
El Arroyo 0 Crl% extensiva de Ganado 0,5 Julio-Noviembre Area forestada
Enna D bovino
E2 Arroyo 1469 I Produccion de forraje - - --
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Ingram

E3

E4

I1

12

13

14

Humedal 5109
conectado

Humedal
Conectado 7862

Arroyo 0

Arroyo 3518

Arroyo 6058

Arroyo 8594

—

—

Produccion Horticola

Cria semi-intensiva de
Ganado bovino

Produccion de forraje

Cria semi-intensiva de
Ganado bovino (con
acceso de los animales al
curso de agua)

Minima intervension
antropogénica

Produccion horticola

Ganaderia ovina extensiva
(< 10 animales/ha)

Cria extensiva de Ganado
bovino

Sistema de cria intensiva
de Ganado bovino.
Confinamiento de los
animales con acceso
irrestricto al arroyo

Produccion de forraje

1-10

1-10

51-100

11-50

Julio-Octubre

Julio-Octubre

Julio-Octubre

Julio-Noviembre

Diciembre-Abril

No presenta

No presenta

Exclusion del Ganado del
arroyo mediante alambrados

Deposicion de Grava en el
lecho del arroyo (Enripiado)
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ARROYO RUCA

Latitud
43°7'4,69° S

Longitud
71° 31’ 39,67” O

Uso de la tierra
dominante
Area forestada con
desarrollo silvopastoril

Latitud
43°7" 20,31"'S

Longitud
71°31'21,64” O

Uso de la tierra
dominante
Cria de ganado porcino
Cria semi-intensiva de
ganado Bovino,
sin acceso de los animales
al curso de agua

Latitud
43°7'28,38"S
Longitud
k3 1d2 V2 al)

Uso de la tierra dominante
Cria extensiva de ganado ovino
Cria intensiva de ganado bovino

animales confinados

con acceso al curso de agua




ARROYO ENNA

Latitud 43° 5’ 33,90” S
Longitud 71° 30’ 27,14” O

Uso dej la tierra dominante
Area forestada
Cria extensiva de ganado bovino

Latitud 43°6’ 7,96"S

Longitud 71°29’ 43,03” O

Uso de la tierra dominante
Produccién forrajera y horticola




ARROYO ENNA

Latitud 43° 741,91 S
Longitud 71° 30’ 31,73” O

Uso de la tierra dominante
Cria semi-intensiva de ganado bovino
con acceso de los animales al curso de agua
Produccion forrajera

Latitud 43° 8’ 54,66” S
Longitud 71° 30’ 55,05” O

Uso de la tierra dominante
Cria semi-intensiva de ganado bovino
con acceso de los animales al curso de agua




ARROYO [INGRAM

Latitud 43° 4'40,15” S
Longitud 71° 29" 37,38” O

Uso de la tierra dominante
No presenta. Minima intervension antropogénica

Latitud 43°6’ 2,38"S

Longitud 71°29 34,60” O

Uso de la tierra dominante
Produccion horticola
Cria extensiva de ganado ovino



ARROYO INGRAM

Latitud 43° 7° 16,52” S
Longitud 71° 29’ 35,06” O

Uso de la tierra dominante
Cria extensiva de ganado bovino
sin acceso de los animales al curso de agua

Latitud 43°8’ 23,77"S

Longitud 71°29’ 33,87” O

Uso de la tierra dominante
Cria intensiva de ganado bovino
animales confinados con acceso al curso de agua
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3.3. Caracterizacion Ambiental

El estudio se realizé entre Julio de 2015 y Abril de 2016. Los sitios de muestreo
fueron  visitados  bimensualmente:  Julio, Agosto  (Invierno),  Octubre,
Noviembre/Diciembre (Primavera), Febrero (Verano) y Abril (Otofio), para registrar las
caracteristicas fisicoquimicas. Los registros diarios de temperatura media del aire y de
precipitaciones fueron obtenidos del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(campo Anexo Trevelin, INTA), el cual tiene una estacion meteorologica automatica
instalada en cercanias del area de muestreo (43°7'37.95"S, 71°33'44.36"0). Dado que el
mantenimiento de los animales en esta area ocurre principalmente entre Julio y
Noviembre, el disefio procurd examinar las condiciones previas, durante, y después del
paso del ganado por los terrenos, ademds de abarcar también los cambios en los
periodos hidrologicos, producto de las lluvias y el deshielo, de los cuales estos sistemas
son altamente dependientes. Los muestreos se desarrollaron lejos de eventos de
tormentas o lluvias intensas, para evitar los efectos que podrian ser maximizados debido
a la escorrentia superficial. Ademas, la secuencia temporal elegida tuvo el objetivo de
que los dos muestreos de macroinvertebrados fueran concurrentes con dos periodos
hidrologicos contrastantes, aguas bajas y aguas altas.

La composicion del sustrato de los arroyos se estimé en cada sitio utilizando un
cuadrado de 1m?, registrando los porcentajes de bloques, guijones, guijarros, gravas,
arena y limo/arcilla. En todos los sitios se determinaron las principales caracteristicas
fisicas y quimicas del agua. Se midio la velocidad de la corriente como la media de tres
tiradas de un flotador a lo largo de una distancia de 10 m (Gordon et al. 1994). En cada
ocasion, se realizo un perfil de profundidad con una varilla graduada, se midi6 el ancho
del lecho seco y mojado a lo largo del tramo estudiado. Dado que no existen estaciones
de aforo en ninguno de los sistemas estudiados, el caudal de los arroyos se calculd
utilizando la profundidad media, el ancho del lecho mojado y la velocidad de la
corriente (Gordon et al. 1994).

En cada muestreo se registro la temperatura del agua (°C), la conductividad
eléctrica (nSao.cm™), el total de solidos disueltos (mg.1™), el pH, el oxigeno disuelto (mg
0,.I'") y la saturacién de oxigeno (% O,) (Hach). Se colectaron muestras de agua (2 1),
debajo de la superficie, y se las mantuvo a 4 °C hasta la realizaciéon de las

determinaciones de nutrientes en el laboratorio. Los nutrientes medidos incluyeron

56



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

amonio (NH4"), nitrito mas nitratos (NO3+NO,) y fosforo reactivo soluble (SRP). Todas
las determinaciones fueron realizadas utilizando un espectrofotometro (DR600) y
basados en métodos aprobados por la USEPA y descritos en la Guia de Anadlisis de
Agua de Hach (Hach Co. 2007). El total de solidos en suspension (TSS) (+ 0,1 mg.1™)
fue estimado filtrando un volumen conocido de agua con un filtro de fibra de vidrio
(GF/F tamano de poro 0,7 um) previamente pesado, secado a 110 °C durante 4 h y
vuelto a pesar (AWWA 1998).

Para los estudios microbiologicos, realizados en agosto y noviembre, se
recolectaron muestras de agua en condiciones estériles y se colocaron en frascos de
vidrio con tapa a rosca, teniendo en cuenta los métodos estandar para el manejo de este
tipo de muestras. Los examenes bacteriologicos de las muestras de agua incluyeron la
identificacion del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de presumibles
coliformes totales, coliformes termotolerantes y Escherichia coli (UFC/100ml). El
medio de cultivo utilizado para detectar coliformes totales fue el caldo Lauril Triptosa
en la fase presuntiva y el caldo Lactosado Bilis Verde Brillante (LBVB) en la fase
confirmatoria, siguiendo los métodos de la American Water Works Association
(AWWA 1998).

Los ensambles de macrofitas se evaluaron utilizando un cuadrado de lmz, se
obtuvo la riqueza de especies y la cobertura porcentual de todas las especies. Se
incluyeron todos los grupos funcionales presentes en cada sitio: emergente (plantas
enraizadas, morfoldégicamente adaptadas para crecer en un sustrato anegado o
sumergido), hojas flotantes (plantas enraizadas en el suelo con hojas flotantes) y
sumergido (plantas con tegido fotosintético completamente suemrgido) (Cronk y
Fennessy 2001). Se registraron también la riqueza de especies de la vegetacion presente
en la ribera y en la matriz en la que se hayaba inserta el sitio. Se herborizaron las
principales especies presentes para su posterior determinacion en laboratorio usando
claves regionales (Correa 1978; 1999).

Se realizaron andlisis de pigmentos fotosintéticos para estimar la biomasa de
perifiton presente. Estas medidas se realizaron en agosto y noviembre (2015) y Abril
(2016). En cada sitio se colectaron tres muestras de epiliton en zonas de rapidos. Cada
muestra consistio en el raspado del material de un area circunscripta por un cilindro de 5

cm de diametro de la cara expuesta de tres rocas seleccionadas al azar. El contenido fue
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preservado y transportado en frio en frascos color caramelo, al laboratorio donde fueron
filtrados en filtros de fibra de vidrio (GF/F tamafio de poro 0,7 um). Todas las muestras
fueron almacenadas a -20 °C hasta que se realizaron los analisis. Se extrajo la clorofila
a de los filtros utilizando acetona al 90% y midiendo espectrofotométricamente con
correccion por feopigmentos de acuerdo a los métodos estandar (AWA 1998; Wetzel y

Likens 1991).

3.4. Indice de Calidad de Habitat e integridad del ecosistema de ribera

Para la evaluacion de los posibles disturbios producidos por el ganado tanto
dentro de los cursos de agua como en los corredores riberenos, se utilizaron dos indices
para rios de montafia patagonicos y se calcularon para cada sitio de muestreo durante el
mes de Octubre 2015. El ICH (indice de Calidad de Habitat) fue aplicado para evaluar
la calidad del habitat usando el procedimiento para evaluar arroyos de alto gradiente de
Barbour et al. (1999). Este método categoriza 10 caracteristicas del curso de agua (ej.
disponibilidad de sustrato epifaunal, presencia de depdsitos de sedimentos, frecuencia
de rapidos, estabilidad del lecho, etc.) de 0 a 20. Un resultado total de 200 puntos indica
que el arroyo se encuentra pristino en su estado natural y en la mejor condicidon posible
(rango: 150-200). Este indice evalua la habilidad del ambiente fisico del rio para
albergar flora y fauna, por lo que es también una medida de la heterogeneidad espacial
que presenta el arroyo (Castela et al. 2008).

La complejidad y los atributos de la vegetacion riberefia en un segmento de 100 m
de arroyo fue evaluado aplicando una adaptacion del indice QBR (Riparian corridor
quality index, Munné et al. 1998) para arroyos patagénicos: QBRp realizado por
Kutschker y colaboradores (2009). Este indice combina informacién de cuatro métricos
aditivos: la cobertura total (proporcion del area de ribera que se encuentra cubierta por
arboles o arbustos), estructura (proporcion de vegetacion de la ribera compuesta por
arboles o arbustos separadamente), complejidad y naturalidad de la vegetacion (nimero
de especies de arboles y arbustos, ausencia de especies introducidas y otros impactos
antropicos en la vegetacion), y grado de naturalidad del canal (ej. modificaciones del
sustrato, dragado, etc). Este indice también tiene en cuenta diferencias en la

geomorfologia del arroyo desde la cabecera hasta la zona baja del curso de agua. El
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puntaje total de QBRp va desde 0, cuando la degradacion del sitio es extrema, a 100
puntos, cuando la calidad del ambiente es excelente y el bosque riberefio nativo se
encuentra en Optimas condiciones.

La mayoria de los desarrollos intensivos y semi-intensivos que ocupan las riberas
de los arroyos seleccionados para este estudio no implementan acciones para disminuir
los posibles efectos producidos por el ganado. Sin embargo, algunas practicas de
mitigacion fueron detectadas en los sitios de muestreo. Se documentaron si las
margenes del arroyo fueron enripiadas (depdsito de gravas y guijones para compactar el
suelo), exclusion del ganado con alambrados o boyeros eléctricos, existencia de
bebederos en los desarrollos entre otras. Todas estas acciones fueron itemizadas y

descritas, al igual que los restantes usos de la tierra registrados.

3.5. Toma de muestras de macroinvertebrados

Los muestreos de organismos para evaluar la actividad del sistema MXR se
realizaron de forma manual. Donde estuvieron presentes, se colectaron moluscos de la
especie Physa acuta (exotico) y Chilina dombeiana (nativo). Individuos de la especia P.
acuta fueron colectados en los sitios E3, E4, 13 y 14, mientras que organismos de la
especie C. dombeiana fueron encontrados en los sitios El1, E2, E3, 13, y I4. Los
individuos de la especie P. acuta presentaron tallas entre 0,5 y 1 cm, mientras que las
tallas de los individuos de C. dombeiana estuvieron comprendidas entre 0,7 y 1,2 cm.
Adicionalmente, se colectaron moluscos en tramos pre-urbanos del Arroyo Esquel con
fines comparativos. Una vez colectados, los organismos fueron colocados en recipientes
con agua del sitio de colecta y llevados al laboratorio. Los ensayos de caracterizacion de
MXR se realizaron dentro de las primeras 24 h de efectuada la colecta, de manera de
evitar posibles desinducciones de este sistema mediado por proteinas durante su
mantenimiento (Smital et al. 2003; Pain y Parant 2007).

Los ensayos para evaluar la capacidad modulatoria del sistema MXR in vitro de
diferentes compuestos utilizados en las practicas agropecuarias (glifosato comercial y
principio activo, e ivermectina comercial) fueron realizados sobre moluscos de las
especies P. acuta y C. dombeiana. Dada su abundancia, los primeros fueron colectados
en un segmento post-urbano del Arroyo Esquel, mientras que los segundos fueron

muestreados en un tramo pre-urbano del mismo arroyo. En este caso, como se busca
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determinar si las sustancias antes mencionadas desencadenan un proceso de induccion
del sistema, fue necesario realizar previamente una depuracion de los organismos en
laboratorio como se explicara mas adelante.

Los muestreos cuantitativos de macroinvertebrados bentonicos se realizaron en
dos momentos contrastantes con respecto a las condiciones hidrologicas: aguas altas
(Agosto 2015) y aguas bajas (Octubre-Noviembre 2015). No se tomaron muestras del
bentos en los sitios E3 y E4 debido a que las caracteristicas del sustrato y las
condiciones hidrolégicas correspondieron mas a un humedal (mallin) y no fueron
comparables con el resto de los sitios. Se colectaron seis muestras de
macroinvertebrados en correderas (n=3) y pozones (n=3) a lo largo de segmentos de
arroyo de entre 50 y 100 m. Las muestras se tomaron en cada sitio con una red Surber,
con un area de muestreo de 0,09 m® y un tamafio de poro de malla de 250 pm. Este
protocolo fue definido en base a estudios previos realizados en el area, que incluyeron
arroyos de igual orden y similares caracteristicas del sustrato (Miserendino y Pizzolon
2001; Miserendino 2007). El material colectado fue fijado in situ con formol 4%,
rotulado y trasladado al laboratorio para su identificacion. Una vez alli, los organismos
fueron separados, conservados en alcohol 70% e identificados hasta el nivel taxonémico
mas bajo posible (género o especie) utilizando las claves disponibles para la zona

(Dominguez y Fernandez 2009; Hamada et al. 2018).

3.6. Actividad MXR

La actividad el sistema MXR de los organismos fue evaluada en el laboratorio con
diferentes propositos: a) para la caracterizacion general del sistema en el caso de la
especie Chilina dombeiana, b) para la determinacion de su nivel de actividad en funcién
de la intensidad del disturbio o, c¢) para los estudios de exposicion in vitro a diferentes
compuestos de interés. En todos los casos se utilizd el ensayo de bioacumulacion del
sustrato fluorescente Rodamina B (RB) que simula el comportamiento de un agente

xenobidtico (Smital y Kurelec 1998; Smital et al. 2003; Assef et al. 2014 a y b).
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3.6.1. Ensayo de bioacumulacion de Rodamina B (RB)

El principio de este ensayo se basa en la determinacion del nivel de RB
acumulada en el organismo luego de un tiempo de exposicion a este sustrato
fluorescente, en ausencia o presencia de un inhibidor competitivo especifico de las
proteinas transportadoras de este sistema como el verapamilo. Si un organismo expresa
este sistema de detoxificacion, es esperable que una inhibicion del mismo se acompaie
de un incremento en los niveles de acumulacion de RB en su interior.

En todos los casos, los moluscos colectados se dividieron en dos grupos y se
colocaron en recipientes (cinco ejemplares en cada uno) con 50 ml de agua sin cloro,
suplementada con 5 uM de RB (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 4 h, protegidos de la
luz. Este es el tiempo suficiente para que el sustrato atraviese las membranas celulares
por difusion pasiva y se acumule en el interior de los organismos (Assef et al. 2014a;
Parant y Pain 2001). Esta incubacion se realiz6 en ausencia (control) y en presencia de
verapamilo 30 uM (Sigma). Después del periodo de exposicion, los moluscos fueron
lavados y se aislaron los cuerpos del caparazon cuidadosamente. Luego fueron pesados
y posteriormente transferidos a tubos tipo eppendorf con 0,5 ml de agua destilada donde
se homogeneizaron durante 30 s con un homogeneizador mecanico Pro200 (Pro
Scientific Inc. USA). Los homogenatos fueron centrifugados (3000 x g, 5 min) y los
sobrenadantes conteniendo la RB en solucion fueron transferidos a tubos limpios para la

determinacion inmediata de la fluorescencia (QuantiFluor-TM, Promega) (Fig. 7).
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Figura 7. Determinacion de la actividad MXR mediante el ensayo de bioacumulacion de RB.
Esquema del proceso llevado a cabo en el laboratorio: incubacion de las muestras con la
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solucion de RB en presencia o ausencia del inhibidor (A), lavado de los especimenes (B),
extraccion de los cuerpos y pesado (C), colocacion en tubos eppendorf (D), homogenizacion
mecanica y centrifugado (E) y determinacion de la fluorescencia (F).

El protocolo antes descrito, fue definido para moluscos de la especie P. acuta
(Assef et al. 2014a), por lo que para su implementaciéon en la especie nativa C.
dombeiana debieron verificarse los tiempos de incubacion y las concentraciones de
sustrato fluorescente y de inhibidor, de manera de evitar posibles saturaciones de este
sistema de transporte (Galgani et al. 1996). En forma similar se establecid la menor
concentracion de inhibidor a utilizar capaz de lograr la mayor inhibicion posible de la
actividad de MXR.

El criterio principal para la cuantificacion del nivel de actividad MXR fue la
relacion R cuyo valor se calcul6 dividiendo la cantidad de RB acumulada en ausencia de
inhibidor (control) con la cantidad de RB acumulada en presencia del mismo. Por lo
tanto, el maximo valor de R (R= 1) se obtiene en ausencia de actividad MXR, mientras
que el minimo valor de R tiende a 0 y se corresponde con la méaxima actividad del
sistema (Smital et al. 2000) (Fig. 8). Los valores de acumulacion basales (en ausencia

de inhibidor) también brindan informacion acerca de la actividad del sistema.

Acumulacién Control
ValorR = =0-1
Acumulacion Verapamilo

Control = Verapamilo
NO HAY ACTIVIDAD MXR

Control << Verapamilo
ACTIVIDAD MXR ALTA

Figura 8. Determinacion de la actividad MXR, calculo e interpretacion del Valor R.
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3.6.2. Depuracion

Antes de realizar los bioensayos de exposicion in vitro a distintos compuestos
potencialmente toxicos, fue necesario evaluar la actividad de MXR de los organismos
seleccionados, P. acuta y C. dombeiana, luego de la desinduccion del sistema en el
laboratorio, denominado depuracion. Esto es necesario ya que el sistema podria
encontrarse inducido por la presencia de sustancias naturales o de origen antrépico
capaces de modularlo (Eufemia et al. 2002). Para ello, los organismos fueron
mantenidos por 7-10 dias en agua limpia libre de cloro, aireacion continua y
alimentacion ad libitum. El tiempo de depuracion fue establecido en base a estudios in
vitro de la biosintesis, procesamiento y vida media de P-gp (Zhang y Ling 2000) asi
como de resultados acerca del mecanismo MXR en otros organismos acuaticos. Se
asume que el nivel de MXR en estas condiciones se corresponde con el nivel basal del

sistema (Pain y Parant 2007; Assef et al. 2014a).

3.6.3. Ensayos de exposicion a compuestos toxicos in vitro.

Estos estudios evaluaron la actividad del sistema MXR mediante el ensayo de
bioacumulacion de RB antes mencionado, luego de la exposicion in vitro de los
organismos a diferentes compuestos potencialmente toxicos utilizados en las actividades
agropecuarias que se realizan en la region. Se utilizaron sustancias como el glifosato
comercial (Gleba), el principio activo del glifosato (Sigma) y la ivermectina comercial
(Bagomectina 1%). Estos compuestos son dos de los mas utilizados en la region, segun
la informacion proporcionada por miembros del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA — Estacion Experimental Agropecuaria Esquel). Los ensayos
evaluaron la existencia de un efecto inductor sobre el MXR por exposicion a diferentes
tiempos y concentraciones de los principios activos de estos agroquimicos (Tabla 2).
Las concentraciones establecidas contemplaron valores reportados en el ambiente en
otras regiones del pais, obtenidos de bibliografia. En el noroeste del Chubut no hay

estudios realizados al respecto.
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Tabla 2. Concentraciones de los compuestos quimicos utilizados para su capacidad inductora
del sistema MXR

Concentraciones utilizadas (ug.17")

Compuesto 0 0,01 0,1 1 10 100 500
Glifosato comercial (Gleba) X X X X X X
Glifosato (principio activo — Sigma) X X X X X X
Ivermectina comercial (Bagomectina) X X X X X

Los organismos ya depurados fueron expuestos durante periodos de 96 h y 240 h,
tiempo suficiente como para evidenciar una respuesta en la expresion de esta familia de
proteinas, si es que estas fueron efectivamente moduladas por estas sustancias.
Transcurrido este lapso, se realizaron los ensayos de bioacumulacion de RB (+
verapamilo) en organismos mantenidos en agua limpia (0 pgl' = Control) y los
expuestos a las diferentes concentraciones de las sustancias mencionadas. Dado que
todos los compuestos testeados son solubles en agua, no fue necesario realizar estos

experimentos en presencia de otros solventes.

3.7. Evaluacion de atributos comunitarios de los ensambles de

macroinvertebrados bentonicos y calculo de métricas

Para cada sitio y fecha se confeccionaron listas de especies. Se calculd la densidad
total de individuos por cada muestra (ind.m™) y la densidad media total para cada sitio
(media de 6 réplicas). Se estimd la riqueza y la abundancia relativa para especie
representada por sitio. Se obtuvieron datos de abundancia absoluta y abundancia relativa
de grupos funcionales. Previamente se realizd una categorizacion funcional utilizando
bibliografia pertinente (Merrit et al. 2008; Miserendino et al. 2011, Miserendino y Masi
2010). Se calcularon 34 descriptores de la comunidad de macroinvertebrados para cada
sitio y momento de muestreo. Algunos métricos fueron determinados a partir del total
de muestras de cada sitio por momento del afio (ej. medidas de riqueza), mientras que
otros fueron calculados como promedios a partir de las muestras individuales (Barbour
et al. 1999). Los métricos empleados estuvieron basados en riqueza y abundancia (15
métricos), tolerancia (4 métricos), composicion (3 métricos) y atributos funcionales (10
métricos), y se incluyeron indices utilizados cominmente para evaluar la calidad de los

rios y arroyos Patagdénicos, como el Biotic Monitoring Patagonian Streams (BMPS), y
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el indice Andino Patagonico (IAP) (Miserendino y Pizzoléon 1999; Miserendino 2007;
Miserendino et al. 2011). El BMPS se calculé sumando los puntajes correspondientes a
todas las familias de invertebrados presentes en la muestra. Estos puntajes (1-10) de
cada familia dependen del grado de sensibilidad a la contaminacion que estas presentan.
El rango potencial de este indice va desde 0, cuando el sitio se encuentra muy
perturbado (aguas muy contaminadas) a valores >150, cuando el sitio se encuentra
menos perturbado (excelente calidad del agua). El IAP es un indice que trabaja a nivel
de género/familia y calcula las respuestas de los distintos taxa al enriquecimiento
organico. El rango potencial del IAP va desde 1, en los sitios més perturbados, a 10, en

los sitios en los cuales las condiciones son mejores (Tabla 3).

Se examino el rango, el promedio, la desviacion estandar y la respuesta predicha
al disturbio de todos los métricos obtenidos. Los métricos que mostraron muchos ceros
en las matrices fueron descartados (ej. cuando los métricos evaluados estaban basados
en especies 0 rasgos que no eran comunes en los sitios evaluados). También se
descartaron métricos con poco rango de variacidon entre sitios. Aquellos métricos que
segregaron claramente los sitios (referencia vs disturbados), o que mostraron una
respuesta significativa al gradiente de disturbio, fueron elegidos para para incluirlos en

el desarrollo de modelos lineales generalizados.

Tabla 3. Clasificacion y respuesta predicha al disturbio de los métricos comunitarios utilizados
en el presente estudio.

Meétrica Respuesta predicha

Riqueza y abundancia
Riqueza total Disminuye
Riqueza de Plecoptera Disminuye
Riqueza de Ephemeroptera Disminuye
Riqueza de Trichoptera Disminuye
Riqueza de Coleoptera -
Riqueza de Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera (EPT) Disminuye
Riqueza de Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera, Coleoptera Disminuye

(EPTC)
N° familias de insectos Disminuye
Riqueza de Chironomidae Disminuye
Riqueza de Orthocladiinae Disminuye
EPT/Riqueza de Chironomidae Disminuye
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Densidad Total Aumenta
Densidad de Plecoptera Disminuye
Densidad de Ephemeroptera Disminuye
Densidad de Trichoptera Disminuye
Tolerancia
Diversidad de Shannon Disminuye
Densidad de Annelida Aumenta
Densidad de Oligochaeta Aumenta
% taxa tolerantes Aumenta
Composicion
% EPT Disminuye
% Chironomidae Aumenta
EPT/Chironomidae % -
Grupos funcionales alimenticios
Riqueza de fragmentadores Disminuye
Riqueza de raspadores Aumenta
Riqueza de Predadores Variable
Riqueza de Colectores-Filtradores -
Riqueza de Colectores-Recolectores Aumenta
% Desmenuzadores Disminuye
% raspadores Variable
% Predadores Variable
% Colectores-Filtradores Variable
% Colectores-Recolectores Aumenta

Indices bidticos
Monitoreo Bidtico de Arroyos Patagdnicos (BMPS) Disminuye
indice Andino Patagonico (IAP) -

3.8. Analisis estadistico

Para el andlisis de las caracteristicas ambientales se busc6 identificar las diferencias
en los parametros fisicos (TSS, conductividad y oxigeno disuelto) y quimicos
(concentracion de NH,4", NO,+NO5’, PRS) entre los distintos sitios de cada curso de
agua: Ruca (R1, R2, R3), Enna (E1, E2, E3, E4) e Ingram (I1, 12, 13, I4). Dado que los
supuestos del ANOVA no se cumplieron, el analisis se realiz6 mediante test no
paramétricos (Kruskal-Wallis). Para ponderar la significacion de las diferencias
halladas, se realizaron comparaciones de a pares entre las medias de los rangos de los

tratamientos (Sokal y Roholf 1987).
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Se realizo un analisis de componentes principales (ACP), sobre la base de datos
ambientales de los 11 sitios (STATISTICA 10 para windows Stat Soft Inc., 2011). Los
datos fueron previamente transformados (excepto pH) como log (x+1) y las variables
que presentaron una fuerte covariacion (Pearson, p> 0,05) fueron eliminadas del
analisis. Quedaron seleccionadas para el analisis 9 caracteristicas ambientales: cinco
fisicas (profundidad, ancho del lecho mojado, caudal, velocidad, TSS, conductividad,
oxigeno disuelto y temperatura del agua), tres quimicas (NH;", NO,+NO3", PRS) y una
biologica (clorofila @). De esta manera, se evalud la variacion de las caracteristicas
ambientales de los sitios y permitié ordenar los sitios en funcion de las mismas. El ACP
se selecciond por ser un método de ruptura o particionamiento de una matriz de
similitud, la que se representa en un set de ejes ortogonales, dado que es un modelo
lineal. Este método es muy util para detectar estructuras en las relaciones de las

variables analizadas (Ludwing y Reynolds 1988).

Para los ensayos de actividad MXR, tanto en la puesta a punto de la técnica de
bioacumulacion para las especies seleccionadas, como para los ensayos de exposicion in
vitro, los datos se expresaron como media + desviacion estandar (SD). Los valores
medios se calcularon a partir de los resultados obtenidos de al menos tres grupos
(unidades muestrales). EI nimero de especimenes de cada grupo se definié en funcion
de la talla de las especies. A modo de ejemplo, para los moluscos P. acuta, se considero
como un grupo al ensayo realizado con 5 moluscos por condicion (control, verapamilo,
droga a testear en su respectiva concentracion, etc.), se registraron datos de
bioacumulacion de RB y la actividad MXR en términos de valor R (ver metodologia
3.6.1). Para establecer si las diferencias observadas entre la acumulacion del grupo
control, y la acumulacion del grupo verapamilo (previamente sometidos ambos al
mismo tratamiento, e]j. concentracion de un toxico) se utilizo el test t de Student. Para
establecer si las diferencias observadas entre tratamientos fueron significativas, se
utilizd un andlisis de la varianza (ANOVA). Se consideraron las diferencias como

significativas cuando p< 0,05.

Para examinar las relaciones entre los ensambles de macroinvertebrados (111 taxa) y
la base de datos ambientales, se utilizo6 un Analisis de Correspondencias Canonicas

(ACC) en el software estadistico CANOCO (Ter Braak y Smilauer 1999). El ACC es
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una técnica de analisis directo de gradientes que asume un modelo unimodal para las
relaciones entre las respuestas de cada taxon al gradiente ambiental. Los ejes de
ordenamiento son combinaciones lineares de las variables ambientales (ter Braak 1986).
Previo a la seleccion de este ordenamiento se exploraron mediante diferentes técnicas si
la respuesta de los taxones era mejor interpretada con modelos lineares o unimodales
(ter Braak y Smilauer 1998 1999). Los promedios ponderados de los valores medios de
densidad de los taxones (basados en seis muestras de Surber por sitio) por sitio en
momentos de aguas altas y bajas fueron utilizados en el analisis. Todas las variables
ambientales relevantes, que podrian afectar la distribucion del bentos fueron empleadas
inicialmente en el ordenamiento. Tanto las variables correspondientes a la matriz de
datos ambientales como las densidades de los taxones correspondientes a la matriz
bidtica fueron transformadas log (x+1) antes del andlisis, con el fin de aproximar su
distribucion a la de una distribucion normal. La colinealidad de las variables fue
evaluada mediante el célculo del factor de inflacion de la varianza (VIF). Aquellas
variables con valores de VIF>10 (indicador de una fuerte correlacion) fueron excluidas
una a una del analisis, llevando a cabo el ordenamiento con las variables remanentes. La
significacion de los ejes fue provista por un test de permutacion de Monte Carlo (Ter
Braak y Smilauer 1998)

Se evalu6 respuesta de los distintos métricos basados en la comunidad calculados y
las variables ambientales mediante una matriz de correlacion no paramétrica de
Spearman. El procedimiento fue realizado utilizando el paquete corrplot (Wei y Simko
2016) en el software estadistico R version 3.2.3 (R-Development Core Team 2016). Se
utilizé un nivel de significancia de 0,05 para todas las pruebas realizadas. Esto permitio
eliminar métricos redundantes y seleccionar aquellos con respuesta consistente a
variables indicadoras de la calidad del agua.

Se analiz¢6 la capacidad predictora de las variables ambientales sobre los métricos de
la comunidad de macroinvertebrados utilizando modelos lineales generalizados de
efectos mixtos (Zuur et al. 2013). Se evaluaron seis modelos separados que incluyeron
las variables ambientales como efectos fijos. Para contemplar en los modelos la
estructura espacial y temporal de los datos, se incluyo el efecto aleatorio del factor
sistema (factor con tres clases: Ruca, Enna e Ingram) anidado dentro del factor periodo

hidrologico (factor con dos clases: Aguas altas y aguas bajas). Los modelos fueron
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aleatorios al intercepto, permitiendo modelar la variacion entre periodos hidrologicos, y
entre sistemas anidados dentro del periodo. Se utilizé una distribucién de Poisson y
funcién de enlace log para las variables respuesta: Riqueza de EPT (R EPT), nimero de
familias de insectos (FAM IN) y BMPS. Las variables respuesta densidad total de
invertebrados (DEN TOT), densidad de colectores-recolectores (DEN CR) y densidad
de taxones tolerantes (DEN TOL), por su parte, fueron modeladas mediante una
distribucion binomial negativa y funcion de enlace log. Previamente, se verifico la
colinealidad de las variables ambientales mediante un analisis de correlacion,
eliminando variables que presentaron valores mayores al umbral predeterminado (r = +
0,5). Se aplicé un abordaje automadtico, paso a paso hacia atrds (Backward) para la
seleccion de los modelos, utilizando el comando “drop”. Se calcularon los intervalos
de confianza (IC) para los pardmetros estimados, y las variables explicativas cuyos IC
incluyeron el cero fueron excluidas del modelo final. Finalmente el modelado fue
realizado utilizando el software R, version 3.5.1 (R Core team 2016), utilizando los
paquetes Ime4 (Bates et al. 2015), MASS (Venerables y Ripley 2002) y ggplot2
(Wickham 2016), a través de RStudio version 1.1.453 (RStudio Team 2016).
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacion ambiental de los sitios de estudio

Como la mayor parte de los rios y arroyos de la region, los sistemas estudiados
presentaron un régimen de descarga bimodal, coincidente con el periodo de lluvias
(invierno) y el deshielo (primavera) .Esto es el primer pico fue marcado y el segundo
fue mas leve. En términos de precipitaciones (994 mm.afio™) el periodo de estudio fue
regular y estuvo muy proximo a las medias historicas anuales para el area (Fig. 9). El
periodo de aguas bajas concurrente con las menores precipitaciones fue en el verano e
inicios del otofio. Los arroyos estudiados exhibieron un amplio rango de variacion

térmica, con una temperatura del agua entre 2,5 (E4, invierno) y 20 °C (E4, verano)

(Tabla 3).
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Figura 9. Precipitacion diaria acumulada (mm) y temperatura media de la superficie (°C) en el
area de estudio durante el periodo de muestreo (Mayo 2015 — Mayo 2016). Las flechas en la
figura indican los dias de muestreo de variables fisicoquimicas. Los asteriscos indican los
momentos de muestreos del bentos.

En précticamente todos los sitios, el tamafio de particula del sustrato fue guijon y/o
guijarro, sin embargo, una alta proporcion de arena (sintoma de sedimentacioén) fue
encontrada en los sitios semi-Iénticos (humedales) (E3 y E4). La profundidad media y el
ancho medio del lecho mojado varié considerablemente entre los sitios (Tabla 4). A

pesar de que los sitios I1 e 12 estuvieron secos durante el verano (I1 comenzando en
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Tabla 4. Variables ambientales estudiadas en sitios pertenecientes a arroyos en el Noroeste de la provincia del Chubut (Patagonia, Argentina). Los datos
presentados corresponden a valores promedio (n=6), los maximos y minimos se indican entre paréntesis.

Arroyo Ruca

Arroyo Enna

Arroyo Ingram

Cédigo R1 R2 R3 El E2 E3 E4 11 12 I3 14
Temperatura del 9,0 8,4 8,8 7,9 8,8 10,8 10,8 7,1 9,1 10,5 11,5
agua (°C) (3,5-12,9) (3,5-12,7) (3,6-12,5)  (3,9-13,3) (3,3-13,2) (4,3-16,5) (2,5-20,0) (3,5-12,0) (3,6-15,8) (5,5-13,5) (5,4-16,0)
fneho promedio 39 3.0 46 45 26 e e 22 2.9 8.3 11,8
(m) J (1,3-10,0) (1,6-4,5) (1,2-13,8) (3,2-5,5) (2,0-3,1) (0-2,6) (1-4,1) (7,0-10,3)  (7,0-22,0)
Profundidad 16,0 13,0 13,0 16,6 29.4 /e /e 19,8 16,1 23,8 18,6
(cm) (10,0-21,3) (5,5-23,0) (1,0-19,7) (11,5-23,0) (13,0-39,0) (0-23,4) (0-27,8) (16,2-27,9) (9,4-28,2)
Velocidad 0,44 0,57 0,41 0,36 0,33 /e /e 0,21 0,49 0,34 0,29
(m.s™) (0,10-0,67)  (0,10-0,97)  (0,10-0,67) (0,12-0,23) (0,12-0,57) (0-0,33) (0-0,24) (0,11-0,56) (0,20-0,41)
Caudal 0,40 0,43 0,48 0,28 0,25 /e /e 0,08 0,27 0,64 0,73
(m*.s™) (0,01-1,22)  (0,01-0,89)  (0,01-1,81) (0,06-0,44) (0,06-0,48) (0-0,10) (0-0,55) (0,21-1,27) (0,21-1,71)
Granulometria . . . ., . Granulo/ Guijarro/ .y D Guijon/
del sustrato Guijon Guijon Guijarro Guijon Guijarro Arena Arena Granulo Guijon Guijon Gt
o 6,4 5,9 6,7 7,0 6,6 6,7 7,2 6,5 6,7 6,9 6,5
P (595'793) (590'635) (578'778) (579'8’0) (675'656) (670'750) (676'852) (6’3'6>7) (6,5'6’9) (6a6'7>2) (6,1'659)
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Noviembre, e 12 iniciando en Enero), estos mostraron un caudal alto durante el invierno
y la primavera. Dado que el canal derivador estuvo activo durante los meses de verano,
los sitios 13 e I4, en la zona baja del arroyo Ingram, presentaron agua ain en la

temporada seca, entre los meses de Noviembre 2015 y Abril 2016 (0,21 m’.s™).

Los valores medios de conductividad eléctrica variaron entre 46,6 y 49,4 pS.cm™
(R1 a R3), entre 53,3 y 109.2 pS.cm™ (E1 a E4) y entre 56,5 y 198,3 uS.cm™ (Il a I4)
(Fig. 10). Las diferencias observadas fueron significativas al comparar los sitios de

referencia vs los sitios disturbados (Tabla 5).

Unidad = pS/cm
. <60
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Conductividad

Figura 10. Conductividad eléctrica promedio del agua (uS.cm™) por sitio para los arroyos Ruca,

Enna e Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina).

A lo largo del arroyo Ruca, los valores medios de oxigeno disuelto variaron entre
11,48 y 11,34 mg.I" (R1 y R3, respectivamente), en el arroyo Enna variaron entre 11,92
y 10,65 mg.'1 (E1 y E4, respectivamente) y finalmente en el arroyo Ingram oscilaron
entre 12,85 y 10,33 mg.l'1 (I1 e I4, respectivamente) (Fig. 11). El sitio I3 presentd una
declinacion del valor medio de oxigeno disuelto con respecto al resto del sistema
Ingram (8.08 mg.l"), y dicha disminucién resultd significativa. Asimismo, cuando se
analizan en conjunto, todos los sitios de referencia presentaron también mas oxigeno

disuelto que los sitios disturbados (Ref >Dist) (Tabla 5).
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Figura 11. Concentracion de oxigeno disuelto promedio (mg.1"") en los arroyos Ruca, Enna e
Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina).

Los valores de TSS no mostraron patrones particulares de variacion espacial. Sin
embargo pudo apreciarse un aumento de esta variable en los sitios aguas abajo del

arroyo Enna (E3 y E4), que presentaron caracteristicas de sistemas semi-lénticos (Fig.
12).
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Figura 12. Total de Sélidos en Suspension (mg.I") en los arroyos Ruca, Enna e Ingram
(Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina).

Con respecto a los niveles medios de NH4", NO;” + NO5 y PRS, los sitios del arroyo
Ruca no mostraron diferencias significativas entre si (Fig. 13). Los sitios del arroyo
Enna por su parte, si mostraron un aumento en las concentraciones medias de NH,"
aguas abajo, siendo los valores en E4 significativamente mayores que los registrados en
El y E2 (Tabla 5). En el caso de PRS los valores observados en E4 fueron mayores que
los de E2 (Tabla 5, Fig. 13C). Con respecto al arroyo Ingram no se observaron
diferencias significativas en los valores medios de ninguno de los nutrientes, sin
embargo se registré un valor maximo de NHy4" en el sitio 12 (230 ug.l'l) y un aumento
de los niveles medios de NO3 + NO, después de la introduccion de agua por medio de

la derivacion del Rio Percy entre el sitio 12 e I3 (Fig. 13B).

Los valores medios de clorofila a y de bacterias Escherichia coli se observan en la
Figura 14. Los arroyos Ruca e Ingram mostraron un aumento escalonado aguas abajo
en la concentracion de clorofila a y E. coli. Si bien esta tendencia no se replico en el
arroyo Enna, si pudo apreciarse un incremento en la cantidad de bacterias presentes en
el sitio E3 con respecto a los sitios previos en el mismo sistema. El conteo de E. coli

present6 valores entre 7,7 UFC en 12 (Agosto) y 700 UFC en I3, 14 (Agosto), 13, E3, R3
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(Octubre) e 14 (Noviembre), siendo estos ultimos los méaximos valores obtenidos a lo

largo del estudio.
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Figura 12. Valores medios de los principales pardmetros quimicos del agua en los sitios de
estudio en los arroyos Ruca, Enna e Ingram. A) NH,", B) NO, + NOj, C) FRS. Los codigos de
los sitios se encuentran en la Tabla 1 (metodologia). Se incluye también los valores
correspondientes al sitio del Rio Percy de donde se toma agua para el canal derivador que es
vertido entre los sitios 12 e I3. Las barras indican los desvios estandar.
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Figura 14. Tendencias en las variables Clorofila a (superior) y E. coli (inferior) promedio para

los arroyos Ruca, Enna e Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina).
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Tabla 5. Resultados de las comparaciones multiples segiin Kruskal Wallis y pruebas no
paramétricas apareadas de Mann Whitney, para las variables ambientales medidas en los sitios
estudiados en los arroyos Ruca, Enna e Ingram (Noroeste de la provincia de Chubut , Patagonia,
Argentina). Ref: Referencia, Dist: Disturbados. Solo se presentan diferencias significativas (p
<0.05). ns: no significativo.

Todos los sitios

Variable Arroyo Ruca Arroyo Enna  Arroyo Ingram (Ref vs Dist)
Conductividad ns El, E2 <E4 I1<14 Ref<Dist
TSS ns E1<E3, E4 12<13 Ref<Dist
0, ns ns 12>13 Ref>Dist
NH," ns El, E2<E4 ns ns
NO, + NOy ns ns ns ns
PRS ns E2<E4 ns ns

El analisis de componentes principales (ACP) reveldé que los datos quimicos,
fisicos y bioldgicos proveyeron una clara distincion entre los arroyos de acuerdo al
gradiente de disturbio y también revelaron la variabilidad estacional (Fig. 15 y Tabla 6).
Los dos primeros factores explicaron la mayor parte de la variacion en el conjunto de
datos (63,8%). El eje ACP1 (44,8%) resalta el gradiente de disturbio (i.e., componentes
positivas altas para TSS, NH;" y conductividad) y también los cambios en los atributos
del caudal seglin la estacion. (i.e., componentes negativas para el ancho del lecho
mojado, caudal, profundidad y velocidad) (Tabla 6). Por esto, la mayoria de los sitios de
referencia que presentaron mejores condiciones de calidad del agua estuvieron
posicionados a la izquierda del eje ACP1 y los sitios méas degradados a la derecha del
mismo. El eje ACP2 (19%) subrayé un gradiente en enriquecimiento de nutrientes y

eutrofizacion (i.e., cargas positivas para PRS y clorofila a).

78



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

o l4Ag ACP2
Clorofila a 19%
R3N
13Ag
PRS
1 E1A
E1Ag 120 TSS
JoN
Caudal R2A b L NH4
Ancho : R3A 4
dej Yelocidad 13 11Ag e onductividad
lecho —‘E;:'g;n?peratura del agua
// i2n 9 =*ERar ACP 1
i Gy E4E 44,8%
Profundidad NO2 + NO3 13A I2E e EsAg 070
] 2P RoA 30
EIN gpnR20UFEgg R
R1Ag 14E RaE?N Ri1A EZCBW
I3E ~~E1E R30
S B1F 13F B28 T4

-1.0 1.0

Figura 15. Ordenamiento de los sitios segin ACP en las variables ambientales medidas en los
arroyos Ruca (R), Enna (E) e Ingram (I) y los nimeros corresponden a los sitios de muestreo
(Noroeste de la provincia de Chubut, Patagonia, Argentina) entre julio de 2015 y abril de 2016.
Los codigos de los sitios se encuentran en la Tabla 1 y la explicacion de la varianza y los
componentes de cada variable se encuentran en la Tabla 6. (J: julio, Ag: Agosto, O: octubre, N:
Noviembre / Diciembre, E: Enero, F: Febrero y A: Abril). TSS: Total de s6lidos en suspension,
NH,4: Amonio, NO,-NO;: Nitritos + Nitratos y PRS: Foésforo reactivo soluble.
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Tabla 6. Coeficientes de correlacion de las variables ambientales en el ACP, Autovalores y
varianza explicada (ejes 1 y 2) para las variables retenidas en el ordenamiento correspondiente a
los sitios de estudio de los arroyos Ruca, Enna e Ingram (Noroeste de la provincia del Chubut,
Patagonia, Argentina).

Variable ACP1 ACP 2
Temperatura del agua 0,28 0,03
Conductividad 0,41 0,04
Oxigeno disuelto (OD) -0,06 0,10
TSS 0,81 0,27
NH4" 0,81 0,14
NO,-NO5 -0,44 -0,10
PRS 0,23 0,40
Clorofila a -0,47 0,87
Profundidad -0,69 -0,11
Velocidad -0,58 0,06
Ancho del lecho mojado -0,79 0,06
Caudal -0,58 0,14
Autovalores 0,448 0,190
Varianza explicada acumulada (%) 448 63,8
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4.2 Composicion y cobertura de la vegetacion acuatica

Se registraron un total de 14 taxones de macroéfitas (Tabla 7) y la riqueza total varid
entre 0 (R1, R3, 12) a 8 (I3) taxones por sitio. Las especies mas frecuentes fueron
Veronica anagallis-aquatica, Mimulus glabratus, Callitriche lechleri y Myriophyllum
quitense. Cuando estuvo presente M. quitense contribuyd con una alta cobertura (> a 30

%, excepto en 14) (Fig. 16).

Del total de taxones encontrados, 5 de ellos resultaron ser especies nativas, 3 de ellos
resultaron exdticas, 3 endémicas, y un taxon cosmopolita. Predominaron los taxones de

habito emergente por sobre las de habito sumergido y flotante.

Tabla 7. Inventario de macrofitas presentes en los sitios de estudio. Se detallan origen (Nat.:
Nativo, End.: Endémica, Exot.: Exotica, Cos.: Cosmopolita), habito: (Em.: Emergente, Fl.:
flotante libre, Sum.: sumergida) y formas de vida (P: Perenne, A: Anual/bianual). El muestreo
fue realizado en Septiembre/2017.

Origen  Habito Forma

de vida

Cyperaceae

Eleocharis melanomphala C.B. Clarke End. Em. P

Eleocharis pseudoalbibracteata S. Gonzéalez & Guagl. End. Em. P

Schoenoplectus californicus (C.A. Mey.) Sojak Nat. Em. P
Characeae

Nitella sp. Sum.
Haloragaceae

Myriophyllum quitense Kunth. Nat. Sum. P
Juncaceae

Juncus sp. Em. P

Juncus pallescens Lam. Nat. Em. P
Lemnaceae

Lemna gibba L. Cos. FL A
Phrymaceae

Erythranthe glabrata (Kunth) G.L. Nesom Nat. Em. A
Plantaginaceae

Callitriche lechleri (Hegelm.) Fassett. End. Sum. A

Callitriche truncata Guss. Exot. Sum. A

Veronica anagallis-aquatica L. Exot. Em. A

Veronica serpyllifolia L. Exot. Em. P
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Figura 16. Porcentaje de cobertura de macrofitas por sitio de estudio para los arroyos Ruca,
Enna e Ingram (NO de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina). La riqueza absoluta de
especies para cada sitio se encuentra indicada por los nimeros sobre las barras.

4.3 Composicion de la vegetacion ribereiia

En la vegetacion de la ribera y la matriz de los sitios de estudio se encontraron un
total de 29 taxones, 13 de ellos fueron especies herbaceas, 6 arbustivas y 10 arboreas
(Tabla 8). En todos los sitios predominaron las especies exdticas por sobre las nativas y
las salicaceas estuvieron presentes en el 100% de los sitios estudiados. Las riberas de
los sitios de referencia de los tres arroyos (R1, E1 e I1) mostraron una mayor riqueza de
especies que sus respectivos sitios aguas abajo. Los sitios E1, I1 fueron los que tuvieron
una mayor cantidad de especies con 11 y 10 taxones respectivamente. Mientras que los

sitios 14, R3 y E4 mostraron 5, 3 y 2 especies respectivamente.

82



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa a multiples agentes xenobidticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

Tabla 8. Inventario de vegetacion herbacea, arbustiva y arborea por sitio de muestreo en los Arroyos Ruca, Enna e Ingram en el Noroeste del Chubut
(Patagonia Argentina). R: Ribera, M: Matriz. Cddigo de simbolos: e vegetacion nativa, ® vegetacion exdtica. El relevamiento de vegetacion fue
realizado en el mes de Septiembre/2017.

R1 R2 R3 E1l E2 E3 E4 11 12 I3 14

R MRMRMRMMBRMRMMBRMRBRMIRMRBRMRBRM

Estrato herbdceo

Acaena magellanica (Lam.) Vahl °
Achillea millefolium L.
Poaceae spp. ° ° ° o o e o | o e o °

Verbascum thapsus L.
Mentha aquatica L. °
Juncus procerus E. Mey.
Medicago lupulina L.
Crepis capillaris (L.) Wallr.
Erodium cicutarium (L.) L’Hér. ex Aiton °
Conium maculatum L. ° e o °
Arctium minus (Hill) Bernh.
Brassica rapa L.

Estrato arbustivo
Artemisia absinthium L.
Ochetophila trinervis (Gillies ex Hook. & Arn.) Poepp. ex
Schinus patagonicus (Phil.) LM. Johnst. ex Cabrera
Berberis microphylla G. Forst.

Rosa rubiginosa L. °
Diostea juncea (Gillies & Hook.) Miers °
Cytisus scoparius (L.) Link e o o
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Continuacion

R1 R2 R3 E1l E2 E3 E4 11 12 I3 14
R MRMRMRMBRMRMMRMRMRBRMRBRMRBRM

Estrato arboreo
Salix spp. ° ° e o | o ° e o o ° e o o o o
Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic. Serm. & Bizzarri
Maytenus boaria Molina
Populus sp. ° ° ° ° °
Cupressus macrocarpa Hartw. ex Gord °
Betula pendula Roth ° ° °
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Dougl. e o ° ° °
Pinus radiata D. Don ° ° °
Pinus ponderosa Douglas ex Laws & Laws °

Pinus contorta Douglas ex Loud e o o o
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4.4 Indice de calidad de habitat (ICH) e Indice de calidad de ribera (QBRp)

Los valores del indice de calidad de héabitat (ICH) fluctuaron entre 83 (marginal) y
180 (6ptimo) puntos. Todos los sitios de referencia (R1, E1 y I1) presentaron una
valoracion Optima para la calidad de héabitat (> 150 puntos), siendo el sitio I1 el de
mejor condicion (180 puntos) (Fig. 17). Los sitios R1 y EI por su parte, presentaron
valores de ICH mas bajos, debido a una disminucion en los apartados de alteracion del
canal, estabilidad del lecho del rio, y ancho de la zona de vegetacion riberefia. La peor
situacion se observo en los sitios R3 e 14, donde las principales alteraciones fueron la
erosion de las margenes debido a la remocion de la vegetacion, un alto nivel de
incrustacion debido a la sedimentacion, y pérdida de la disponibilidad de sustrato
epifaunal. Dado que el ICH es aplicable a rios y arroyos, no fue calculado para los sitios

E3 y E4, dado que estos son mallines conectados.
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Figura 17. Indice de Calidad de Hébitat de cada sitio ubicado en los arroyos Ruca, Enna e
Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina) (Noviembre/2015). Se
indican los juicios de calidad obtenidos y las lineas de corte entre categorias.

85



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

Los valores de QBRp mostraron que los sitios ubicados rio arriba, con escasos o nulo
uso agricola, presentaron una buena calidad de sus ecosistemas de ribera, mientras que
los sitios R2, E2, E4, 12 e I3 presentaron alguna alteracion en el corredor riberefio. Los
sitios mas degradados fueron R3, E3 e 14, los cuales presentaron una fuerte alteracion
del corredor riberefio, entre otros por pérdida de la complejidad y naturalidad de la

vegetacion debido al pastoreo por presencia de ganado en el area de ribera (Fig. 18).
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B Cobertura total [@ Complejidad y naturaleza de la vegetacion

Figura 18. Condicion del ecosistema de ribera (QBRp) de cada sitio ubicado en los arroyos
Ruca, Enna e Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina)
(Noviembre/2015). Se indican los juicios de calidad obtenidos y las lineas de corte entre
categorias.
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4.5 Actividad MXR

Donde estuvieron presentes, se realizd una evaluacion del sistema MXR en
moluscos de agua dulce Chilina dombeiana (nativo) y Physa acuta (exo6tico)
provenientes de los sitios de muestreo E1, E2, E3, 13 e [4 para la primera especie

mencionada y E3, E4, I3 e 14, para la segunda.

Antes de poder realizar una valoracion de este sistema como biomarcador en los
organismos provenientes de los sitios de muestreo, fue necesario realizar una
caracterizacion del mismo y una puesta a punto de la técnica de acumulacion de sustrato
fluorescente utilizada, dado que no se conocia la actividad de este sistema en la especie
C. dombeiana. Como se explico en la metodologia, se evalud la actividad MXR como la
acumulacion del sustrato fluorescente Rodamina B, en ausencia (control) y presencia de
un inhibidor especifico de Pg-P, el verapamilo. También se utilizé el valor R, es decir,
la relacion entre la acumulacion de RB en condiciones control y en presencia de
verapamilo (acumulacion Control / acumulacion verapamilo) como un indice de dicha
actividad. Cabe recordar que valores proximos a 1 del valor R indican una baja

actividad del sistema, y valores R proximos a 0 indican una alta actividad del mismo.

4.5.1 Caracterizacion del sistema MXR en moluscos Chilina dombeiana 'y Physa
acuta.

Evaluacion de los tiempos de exposicion a RB y verapamilo

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion con el sustrato fluorescente, se
evalu6 la acumulacion de RB (5 uM) en relacion al tiempo de exposicion al mismo, en
presencia y ausencia del inhibidor. Para ello se incubaron grupos de organismos de
ambas especies, en las condiciones mencionadas durante 2, 4 y 6 h. Si bien los
resultados de estos ensayos mostraron un leve incremento de la acumulacion de RB en
condiciones control en relacion al tiempo de exposicion, ésta diferencia no fue
significativa para ninguna de las especies estudiadas (p > 0.05, n = 3) (Fig. 19). Al
analizar los valores del indice R obtenidos a partir de las acumulaciones de RB en
presencia y ausencia del inhibidor, se pudo observar que el tiempo que permiti6 detectar
la mayor actividad de MXR (menor valor del indice R) fue de 4 h (Tabla 9) en P. acuta

y entre las 4 y 6 h para Ch. dombeiana. Tampoco pudo apreciarse una diferencia
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estadisticamente significativa en los datos del indice R para ninguna de las dos especies

estudiadas.
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Figura 19. Evaluacion de la acumulacion de RB en funcion del tiempo de exposicion en C.
dombeiana (superior) y P. acuta (inferior). La acumulacion de RB fue medida en ausencia
(control) y presencia de 30 uM de verapamilo, para tres tiempos de incubacion diferentes. Las
barras representan el error estandar (n = 3).

Tabla 9. Evaluacion del valor R en funcion del tiempo de exposicion en C. dombeiana y P.
acuta. El valor R fue obtenido como la relacion entre la acumulacion de RB en ausencia y
presencia del inhibidor y fue evaluada en ambas especies para los tres tiempos de incubacion. Se
indican los valores R promedios (n = 3) y el error estandar (EE).

Chilina dombeiana Physa acuta
Tiempo (h) Valor R EE Valor R EE
2 0,62 0,12 0,61 0,11
4 0,53 0,02 0,52 0,04
6 0,53 0,00 0,66 0,19
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Ensayo de bioacumulacion de Rodamina B a distintas concentraciones

Moluscos de ambas especies fueron incubados en medios con concentraciones 1,
5y 10 uM de RB con el fin de determinar la concentracion Optima de sustrato
fluorescente a utilizar durante los ensayos subsiguientes. La figura 20 indica que el
sistema MXR fue efectivo al transportar todas las concentraciones de RB evaluadas y
que la acumulacion de RB se incrementd al aumentar la concentracion del sustrato
fluorescente en el medio para ambas especies (Fig. 20). Tanto para C. dombeiana como
para P. acuta, los organismos que fueron incubados con 5y 10 uM de RB en presencia
del inhibidor del sistema MXR (30 uM verapamilo) acumularon mas RB que aquellos
que fueron incubados solo en presencia del fluorescente (p < 0.05, C. dombeiana n=3,
P. acuta n=5). Por el contrario, utilizando RB 1 puM no se logré evidenciar una
diferencia en la acumulacion del sustrato en presencia o ausencia de verapamilo, en

ninguna de las dos especies.

Al analizar los valores R para las diferentes concentraciones de RB (Tabla 10) se
puede apreciar que no hubo diferencias significativas en la actividad de MXR obtenida
en los organismos expuestos a concentraciones de 5 y 10 uM para ninguna de las dos

especies estudiadas
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Figura 20. Evaluacion de la acumulacion de RB en funcion de la concentracion de RB en el
medio de incubacion en C. dombeiana (superior) y P. acuta (inferior) dentro de las 24 h de
colecta. La acumulacion de RB fue evaluada en condiciones control y con el inhibidor
verapamilo (30 uM), en presencia de concentraciones crecientes de RB. Se grafican los valores
promedio de acumulacion y las barras representan el error estandar (C. dombeiana n = 3, P.
acuta n = 5). El simbolo (*) indica una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto del
control.
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Tabla 10. Evaluacion del valor R en funciéon de la concentracion de RB en el medio de
incubacion en C. dombeiana y P. acuta. El valor R fue obtenido como la relacion entre la
acumulacion de RB en ausencia y presencia del inhibidor y fue evaluada para tres
concentraciones diferentes de RB. Se indican los valores R promedios (C. dombeiana n = 3, P.
acuta n = 5) y el error estandar (EE). Las letras minuscula que acompaiian los valores indican
diferencias significativas entre los grupos analizados (ANOVA, p < 0,05)

Chilina dombeiana

Physa acuta

Concentracion
Valor R ES Valor R ES
RB (M)
| 0,75a 0,05 0,71a 0,10
5 0,53b 0,05 0,400 0,03
10 0,49b 0,04 0,38b 0,05

Ensayo de bioacumulacion de RB en presencia de concentraciones crecientes del

inhibidor verapamilo

Se analiz6 la acumulacion de RB en relacion a la exposicion de los organismos C.

dombeiana y P.acuta en concentraciones crecientes del inhibidor verapamilo. Si bien el

analisis estadistico de los valores de acumulacion no indic6 una diferencia significativa

a partir de concentraciones de 10 pM de verapamilo en el medio, las figuras 20

muestran que dichos valores tendieron a estabilizarse entre las concentraciones de 30 y

50 uM del inhibidor, alcanzando el méaximo efecto para ambas especies (Fig. 21).
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Figura 21. Acumulaciéon de RB en funcion de la concentracion del inhibidor verapamilo en C.
dombeiana y P. acuta dentro de las 24 h de colecta. Los puntos indican los valores de
acumulacion promedio y las barras representan el error estandar (C. dombeiana n = 3, P. acuta
n=4).

4.5.2 Actividad MXR evaluada en organismos acuaticos presentes en los sitios de

muestreo asociados a practicas agropecuarias.

Actividad MXR de Chilina dombeiana en campo

La actividad del sistema MXR fue evaluada en moluscos de la especie Ch.
dombeiana provenientes de los sitios de muestreo E1, E2 y E3 ubicados sobre el Arroyo
Enna. Los ensayos de bioacumulacion evidenciaron una disminucion de la
concentracion intracelular de RB en condiciones control para el sitio E3 con respecto al
E2. Ademas, en todos los sitios se observo una diferencia significativa entre dicha

acumulacion y la obtenida en presencia de verapamilo (Fig. 22A). Sin embargo, al
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analizar los valores R que surgen a partir de dichos datos, se puede apreciar que no
existieron diferencias en los niveles de actividad MXR (cercanos a 0,7) entre los tres

sitios de este arroyo (Fig. 22B).
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Figura 22. Evaluacion de la acumulacion de RB (A) y valores R (B) en organismos de la especie
C. dombeiana provenientes de sitios sobre el Arroyo Enna (Noroeste de la Provincia de Chubut,
Patagonia, Argentina). Se grafican los valores promedios de cada variable y las barras indican el
error estandar (E1 n = 56, E2 n = 52, E3 n = 48). El simbolo (*) indica una diferencia
significativa (p < 0.05) con respecto al control.

Al evaluar la actividad MXR en individuos de la especie C. dombeiana
provenientes de los sitios 13 e 14, se observd una acumulacion de RB en condiciones
control similar en ambos sitios que se incremento6 en presencia del inhibidor (Fig. 23A).
Este aumento no difiri6 entre los sitios antes mencionados, tal como puede apreciarse al

analizar los valores R para ambos sitios (p > 0,05) (Fig. 23B).
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Figura 23. Evaluacion de la acumulacion de RB (A) y valores R (B) en organismos de la especie
C. dombeiana provenientes de sitios sobre el Arroyo Ingram (Noroeste de la Provincia de
Chubut, Patagonia, Argentina). Se grafican los valores promedios de cada variable y las barras
indican el error estandar (I3 n =30, 14 n = 22). El simbolo (*) indica una diferencia significativa
(p < 0.05) con respecto al control.

Actividad MXR de Physa acuta en campo

La actividad de MXR evaluada en moluscos de la especie P. acuta provenientes
de los sitios E3 y E4 del Arroyo Enna mostré que los organismos del sitio E4
presentaron una marcada disminucion de la acumulacion de RB en relacion al sitio E3.
Si bien en ambos casos se observo un aumento de la concentracion intracelular de RB
en presencia de verapamilo, solo fue significativa para los moluscos provenientes de E4.

(Fig. 24A). El valor R obtenido para E4 es levemente menor al de E3 (Fig. 24B).
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Figura 24. Evaluacion de la acumulacion de RB (A) y valores R (B) en organismos de la especie
P. acuta provenientes de sitios sobre el Arroyo Enna (Noroeste de la Provincia de Chubut,
Patagonia, Argentina). Se grafican los valores promedios de cada variable y las barras indican el
error estandar (E3 n =7, E4 n = 24). El simbolo (*) indica una diferencia significativa (p < 0.05)
con respecto del control.

Con respecto a los moluscos provenientes de los sitios 13 e 14 del Arroyo Ingram,
pudo apreciarse un patrén similar. Se observd una menor acumulacioén en condiciones
control para el sitio 14, con respecto a I3. Si bien la concentraciones en presencia de
verapamilo fueron levemente mayores en relacion al control en los organismos
provenientes del sitio 13, ésta diferencia no fue significativa (p > 0,05) mediante las
técnicas utilizadas., Si pudo observarse un aumento significativo en la acumulacion de
RB en moluscos P. acuta provenientes del sitio 14 cuando fueron incubados en

presencia de verapamilo (Fig. 25A). Los valores R para los dos casos fueron similares.
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Figura 25. Evaluacion de la acumulacion de RB (A) y valores R (B) en organismos de la especie
P. acuta provenientes de sitios sobre el Arroyo Ingram (Noroeste de la Provincia de Chubut,
Patagonia, Argentina). Se grafican los valores promedios de cada variable y las barras indican el
error estandar (I3 n = 16, 14 n = 23). El simbolo (*) indica una diferencia significativa ( p <
0.05) con respecto del control.

Actividad MXR de Physa acuta en sitios con distintos tipos de disturbio

Debido a la presencia de la especie P. acuta en sitios afectados por diferentes
tipos de practicas antropicas y su aparicion en los Ultimos afios en algunos sitios de
nuestra region que presentan escasa intervencion del hombre, se tuvo la posibilidad de
analizar la actividad de MXR en organismos presentes en sitios sometidos a diferentes
niveles de disturbio. Se compar6 dicha actividad en individuos presentes en un sitio
localizado en el Arroyo Esquel, aguas debajo de la ciudad, que recibe las descargas de

la planta de tratamiento de liquidos cloacales de la ciudad homonima (Postplanta), un
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sitio ubicado sobre el mismo arroyo, aguas arriba de la urbanizacion (Referencia) y en
los sitios E4 e 14 de los Arroyos Enna e Ingram respectivamente, que se encuentran
afectados por practicas agropecuarias. Estos ensayos mostraron que los organismos
presentes en el sitio de referencia acumularon 4 veces mas RB en condiciones control
que los presentes en los sitios afectados por practicas agropecuarias (uso rural), y 7
veces mas que los presentes en el sitio afectado por los residuos sélidos urbanos (Fig.
26). Esto indicaria una mayor capacidad de detoxificacion en los organismos del sitio
afectado por la contaminaciéon urbana, y un nivel de actividad intermedio en los
organismos de los sitios afectados por las practicas agropecuarias, con respecto al sitio
de referencia. El valor R calculado como la relacion entre la acumulacion de RB en
ausencia y presencia de verapamilo, indico que la actividad del sistema MXR debido a
la P-gp es ~25 % mayor en el sitio afectado por la urbanizacién en relacion al sitio de

referencia y a los afectados por practicas agropecuarias.
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Figura 26. Acumulacion de RB en ausencia (control) y presencia del inhibidor (verapamilo)
(superior) y valor R calculado para cada sitio (inferior) en moluscos P. acuta (Noroeste de la
Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina). Se grafican los valores promedios de cada variable
y las barras indican el error estandar. Las letras indican diferencias significativas para la
acumulacion de los controles entre los sitios (Kruskal-Wallis, p < 0.05).

4.5.3 Actividad MXR in vitro

Se evalu6 la actividad MXR en moluscos dulceacuicolas Ch. dombeiana y P.
acuta, expuestos a diferentes concentraciones de dos de los compuestos mas utilizados
en las actividades agropecuarias de la region: el herbicida glifosato, y el antiparasitario
ivermectina. En el caso del glifosato, se realizaron ensayos utilizando un compuesto
comercial y el principio activo de este compuesto. A fin de evaluar el efecto inductor
del sistema MXR producido por las drogas antes mencionadas, se realizaron

incubaciones por periodos de 96 y 240 h, y se realizaron los ensayos de acumulacion de
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RB antes descriptos. En una primera instancia se evaluaron los valores de acumulacion
de RB en condiciones control (ausencia de inhibidor), como indicador de la actividad
del mecanismo de detoxificacion MXR. Dado que estos datos no presentaron
diferencias entre los grupos expuestos a distintas concentraciones de los compuestos
analizados, se defini6 evaluar y mostrar los valores R, que son un indicador de la

fraccion de este sistema de detoxificacion que se debe a la actividad de Pg-P.

Actividad de MXR in vitro de Chilina dombeiana expuestos a glifosato

Los individuos de C. dombeiana expuestos a concentraciones de 100 y 500 pg.1”
de glifosato comercial durante periodos de 96 h mostraron un menor valor R, es decir
una mayor actividad de este sistema de detoxificacion, en relacion a los individuos
mantenidos en condiciones control, y la diferencia en relacion a estos ultimos resultd
estadisticamente significativa (p < 0,05) (Fig. 27). Por su parte, los individuos que
permanecieron en presencia de glifosato puro (principio activo) por el mismo periodo de
tiempo no mostraron diferencias significativas en relacion a los individuos control. Al
comparar los organismos expuestos a las diferentes formulaciones, se encontré una

diferencia significativa entre ambos grupos en las concentraciones de 100 y 500 pg.1™.

Los moluscos expuestos durante 240 h a las dos presentaciones de glifosato, en las
diferentes concentraciones, no mostraron una actividad del sistema MXR

significativamente distinta de los individuos control, ni entre las formulaciones (Fig.

27).
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Figura 27. Actividad de MXR en Chilina dombeiana en presencia de diferentes concentraciones
de glifosato comercial (n =4) y el principio activo (n = 3) durante periodos de 96 h (superior) y
240 h (inferior). Los (*) indican diferencias significativas con respecto al grupo control (p <
0,05). Los (e) muestran diferencias significativas entre los grupos indicados.
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Actividad de MXR in vitro de Chilina dombeiana expuestos a ivermectina

Los moluscos de la especie C. dombeiana que fueron expuestos a concentraciones
de 1 pgl' de ivermectina comercial durante periodos de 96 h mostraron una mayor
actividad de MXR en relacion a los individuos mantenidos en condiciones control (p <
0.05) (Fig 28). Las restantes concentraciones evaluadas no mostraron diferencias con
respecto a este ultimo (p > 0.05). Un resultado similar se obtuvo para los moluscos
expuestos a las mismas concentraciones por 240 h, aunque en este caso los datos no
mostraron diferencias significativas en la actividad de este sistema de detoxificacion en

relacion a los controles (Fig. 28).
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Figura 28. Actividad de MXR en Chilina dombeiana en presencia de diferentes concentraciones
de ivermectina comercial (n = 3) durante periodos de 96 h (superior) y 240 h (inferior). Los (¥*)
indican diferencias significativas con respecto al grupo control (p < 0,05).
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Actividad de MXR in vitro de Physa acuta expuestos a glifosato

Los moluscos de la especie P. acuta expuestos a concentraciones de 10 pg.l” de
glifosato comercial durante periodos de 96 h mostraron una mayor actividad del sistema
de detoxificacion analizado en relacion a los individuos del grupo control (p< 0.05)
(Fig. 29), no asi las restantes concentraciones analizadas. Por su parte, los individuos
que permanecieron en presencia del principio activo a concentraciones de 0.1 pg.1™, 1
ngl! y 100 pgl" durante el mismo periodo de tiempo también mostraron diferencias

en el nivel de actividad MXR en relacion al grupo control (p< 0.05) (Fig. 29).

Los moluscos expuestos 240 h a las dos presentaciones de glifosato en sus
diferentes concentraciones, no mostraron una actividad del sistema de detoxificacion
significativamente diferente a los de los individuos del grupo control (p > 0.05) (Fig.
29). Sin embargo, se observa la misma tendencia de induccion del sistema MXR

(disminucion del valor R) para la formulacion comercial que la observada a 96 h.
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Figura 29. Actividad de MXR en Physa acuta en presencia de diferentes concentraciones de
glifosato comercial (n = 4) y el principio activo (n = 3) durante periodos de 96 h (superior) y

240 h (inferior). Los (*) indican diferencias significativas con respecto al grupo control (p <
0,05).

Actividad de MXR in vitro de Physa acuta expuestos a ivermectina

Con respecto a los ensayos realizados con individuos de la especie P. acuta
expuestos a diferentes concentraciones de ivermectina comercial durante periodos de 96
y 240 h, se observaron diferencias significativas con respecto del control, en los
individuos expuestos a 0,1 pg.I"' de glifosato durante 96 h. La exposicion de organismos
de esta especie a este compuesto durante 240 h, mostro diferencias significativas en el

valor R de los individuos expuestos a concentraciones de 0,1 y 10 pg.1™ (Fig. 30).
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Figura 30. Actividad de MXR en Physa acuta en presencia de diferentes concentraciones de
ivermectina comercial (n = 3) durante periodos de 96 h (superior) y 240 h (inferior).

4.6 Atributos de la comunidad de macroinvertebrados bentonicos
4.6.1 Composicion taxonomica

Durante el presente estudio se registraron un total de 111 taxones de
macroinvertebrados, pertenecientes a los Phyla: Platyhelmintes (1), Nematoda (1),

Annelida (18), Mollusca (5) y Artrhopoda (86) (Tabla 11).
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Tabla 11. Densidad media (ind.m”), densidad total, y riqueza total acumulada de
macroinvertebrados por sitio para los Arroyos Ruca, Enna e Ingram (2015), Chubut, Argentina.
Se consignan los codigos utilizados en los ordenamientos multivariados y los grupos
funcionales (GF) asignados: F: fragmentador, R: raspadores, CF: colectores filtradores, CR:
colectores recolectores y P: predadores.

Arroyo Ruca Arroyo Arroyo Ingram
Enna

. GF |Cédigo. R1 R2

Platyhelminthes
Girardia sp. P Gir 1 6 9 51 157
Nematoda
Nematoda sp. P Nema 4 23 36 28 28 49 40
Annelida
Hirudinea
Helobdella sp. P Hel
Helobdella araucana P Hela 2
Helobdella simplex P Hels 1 1 1 117 29
Helobdella hyalina P Helh 2 17 6
Helobdela lineata P Hell 2 2 16 3
Helobdela michaelseni P Helm 8 2 31 4
Helobdela obscura P Helo 1
Theromyzon propinquus P Tp 2
Patagoniobdela similis P Pats 1 4 4
Oligochaeta
Phreodrilidae spp. CR  Phreo 37 94
Lumbriculus variegatus CR  Lumv 260 663 1099 317 445 66 463 2126 331
Enchytraeidae sp. CR  Enc 37 301
Chaetogaster sp. CR Chae 6
Tubificidae spp. CR Tub 202
Pristina sp. CR  Pris 413 202 42
Nais sp. CR Nais 122
Nadidae sp. CR  Naid 40 2 12 597
Naididae spl. CR  Naidl 30
Mollusca
Gasteropoda
Chilina dombeiana R Chd 17 39 30 45 62 1 83 34
Hydrobiidae sp. R Hyd 1 3 50 3 3 9
Physa acuta R Physa 3 18 65
Biomphalaria sp. R Biom 1
Bivalvia
Diplodon chilensis CF Dipl 1 3 8 6 3 10
Arthropoda
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Crustacea
Hyalella curvispina CR Hyal 9 15 4 4 22 109 5692 1753
Ostracoda CF Ostr 207 1
Arachnida
Hydracarina sp. R Hydra 1 34 81 7 7 6
Insecta
Plecoptera
Udamocercia arumifera F Ua 2 1
Limnoperla jaffueli R Lj 11 29 12 32 213 7 2 19
Aubertoperla illiesi R Ai 498 687 905 228 140 262 19 3 6
Antarctoperla michaelseni F Am 12 6
Notoperlopsis femina R Nf
Pelurgoperla personata CR Pp 13 2 6 6
Potamoperla myrmidon R Pmyr
Ephemeroptera
Meridialaris diguillina R Mdig 13 2 1 1 5 8
Meridialaris laminata R Mlam 65 29 38 1 521
Meridialaris chiloeensis R Mchi 59 83 168 18 81 3 14
Penaphlebia chilensis CR Pchi 14 6 27 29 33 19
Nousia delicata CR  Noud 2 92 18 10 29 3
Nousia bella CR  Noub 37 13 10 21 6
Nousia minor CR  Noum 113 56 133 1
Metamonius anceps R Met 1
Andesiops torrens R Atorr 1 20 1 2 1 1
Andesiops ardua R Aard 94 29 17 98 105 4 6 72
Trichoptera
Hudsonema flaminii F Hud 3 35 8 5 51 5 6
Brachysetodes sp. F Brac 19 44 29 72 182 1 1
Parasericostoma ovale F Pova 2 11 104 6 155 1195
Verger spl F Verl 20 142 5 70 17
Verger sp2 F Ver2 33
Monocosmoecus sp. F Mon 1 1
Rheochorema sp. P Rheo 1 4
Rheochorema tenuispinum P Rheot 1
Rheochorema lobuliferum P Rheol 3 8 10
Neopsilochorema tricarinatum P Netri 1
Neoatopsyche unispina P Neuni 13 28 8 15 17 5 53 10
Neoatopsyche brevispina P Nebre 2 1 31
Schajovskoya neuquenensis P Scha 1 9
Cailloma pumida P Cai 4 12 3 1
Polycentropus sp. P Poly 28
Metrichia neotropicalis R Mene 1
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Oxyethira bidentata CR Oxy 3 1 4 2 8

Austrotinodes sp. P Aus 15

Smicridea annulicornis CF Smi 6 15 20 1 6
Coleoptera

Scirtidae spp. CF Scir 1

Austrolimnius nicteleoides R Anic 28 52 28 34 182 2

Austrolimneus elatus R Aela 2

Neoelmis argentinensis R Neo

Luchoelmis cekalovici R Lucho 1

Lancetes sp. P Lanc 3 16 1
Diptera

Dasyoma sp. P Da 2 5 2 7 29

Dixidae spp CF Di 2 42 1

Tipula sp. F Tip 1 2

Hexatoma sp. P Hex 1

Molophilus sp. F Mol 1 1 2

Gigantodax sp. CF Gig 3057 274 52 1788 324 389 800 169 167

Tabanidae spp. P Tab 1

Empididae sp. P Emp 2

Empididae spl P Empl 3 7 3 1 2 4 1 19

Ceratopogonidae spl P Cerl 6 127 31 3 9 1

Ceratopogonidae sp2 P Cer2 1

Thaumaleidae spp. P Thau 1 1 22 1 5

Cryptochironomus sp. CR Cryp 15 178

Diamesini sp. CR  Diam 65 6 3 1 4 2 121

Heptagyni sp. CR Hep 5 6 6 30 35 22 67

Lopescladius sp. CR Lope 5 49 8 11 87 56 22

Eukiefferiella sp. CR Euk 5 5 115

Orthocladius sp. CR Orth 2 6 33 185

Orthocladius spl CR )| 72

Orthocladius sp2 CR 02 62 2901 6 81 715 192 1933 1287 6665

Parametriocnemus sp. CR Para 5 1007 30 539 1423 1892

Parapsectrocladius sp. CR  Parap 317 2888 1010 30 448 153

Thienemanniella sp. CR Thien 104 108 6 6 1 1 11 76

Parochlus sp. CR Paro 30 88 27 2 50

Podonomus sp. CR  Podo 2 2 1

Parachironomus sp. CR  Parach 190

Polypedilum sp. CR  Pobp 19 2 42 6

Pseudosmittia sp. CR Pseu 1 418

Pseudochironomus sp. CR  Pseudc 33 155

Rheotanytarsus sp. CR Rheo 25 42 14 716 356 74 75 284

Tanytarsus sp. CR Tany 12 37 3 216
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Tanypodinae sp. P Tany2 8 1 19 5 22 6 3

Tanypodinae spl P Tany3 2 7 115 22 346

Tanypodinae sp2 P Tany4 5 66 54 363 813 2 40 246

Sciomyzidae sp. P Scio 159 9

Muscidae spp. P Mus 1 1

Ephydridae spp. R Eph 2
Odonata

Aeshna sp. P Ae 1

Cyanallagma interruptum sp. P Coe 2
Hemiptera

Sigara sp. P Sig 1 50 1
Megaloptera

Ilyobius chilensis P Iy 6 3 3 1 13
Densidad media (ind.m) 4963 9053 4448 4334 4443 2149 5435 9156 16275
Riqueza total 52 67 57 47 41 24 37 51 57

Los Diptera presentaron la mayor riqueza de taxondmica con un total de 37
taxones, seguidos por los Trichoptera con 19 y los Ephemeroptera con 10 taxones.
Dentro de los primeros, la familia mejor representada fue Chironomidae (23 taxones),
para los Trichoptera la famila Hydrobiosidae (8 taxones) y para los Ephemeroptera la

familia Leptophlebiidae (7 taxones).

Los sitios que presentaron una menor riqueza taxondmica fueron I1 e 12, con 24 y
37 taxones respectivamente. Los sitios que presentaron una mayor riqueza fueron R2,
R3 e 14 con 67 el primero y 57 taxones los segundos. (Tabla 11). Al analizar la riqueza
promedio de taxones por sitio en el arroyo Ruca se puede apreciar que esta aumenta
desde el sitio R1 y hacia los sitios R2 y R3 (Fig. 31). En el arroyo Enna disminuye del
sitio E1 al sitio E2. Finalmente en el arroyo Ingram se aprecié un incremento de esta

variable desde I1 a 14.
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Figura 31. Riqueza taxonomica promedio por sitio de estudio para los Arroyos Ruca, Enna e
Ingram (n=2) (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina). Las barras
representan el desvio estandar.

4.6.2 Densidad de macroinvertebrados

La densidad media de macroinvertebrados bentdnicos, evaluada en los 9 sitios
mencionados, estuvo comprendida entre 2149 ind.m™ (I1) y 16275 ind.m™ (I4) (Tabla
11). Analizando la densidad media obtenida de los sitios de muestreo en los distintos
periodos hidrologicos evaluados, se pudo observar que en todos los sitios la densidad
media aumento en el periodo de aguas bajas, correspondiente con los meses de octubre-

Noviembre 2015 (Fig. 32).
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Figura 32. Valores medios y desvios estandar (n = 6) por sitio de la densidad de
macroinvertebrados bentdnicos. Aguas altas (Agosto 2015), Aguas bajas (Octubre-Noviembre
2015) (Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina).

Los dipteros, representados en todos los sitios en ambos momentos de muestreo,
mostraron una densidad media que super6 el 60 % del total de ind.m™ en los sitios R1,
R2, El, E2, 11, 12 e 14, con densidades medias que variaron entre 1347 ind.m> Iy
10818 ind.m™ (I4). Para todos los casos, excepto en los sitios R1 y El, la familia
Chironomidae representd mas del 80% del total de dipteros presentes en los distintos
sitios. Al analizar la variacion de éste grupo entre los periodos de aguas altas y aguas
bajas (Fig. 33) puede apreciarse que su densidad aument6 en los periodos de aguas
bajas, sugiriendo un desmejoramiento de las condiciones ecolodgicas.

Los Annelida por su parte, estuvieron representados en todos los sitios,
contribuyendo con entre un 5% (R1, I1) y un 28% (R3) de la abundancia relativa de
individuos en los sitios. Entre los Annelida, la especie que aparecid con mayor
frecuencia fue Lumbriculus variegatus representando el 70 % y el 88 % de Annelida en
los sitios R3 e I3, respectivamente. Puede observarse también que en el arroyo Ruca, la
densidad media de este grupo se increment6 de R1 a R3, probablemente en respuesta al
empobrecimiento de la calidad del agua. Excepto en el sitio I1, este grupo disminuyo su
contribucion relativa en abundancia en los periodos de aguas bajas (Fig. 33).

Los Crustacea estuvieron representados en todos los arroyos en bajas densidades,

excepto en el arroyo Ingram, en el cual llegd a conformar el 50% de la comunidad de
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macroinvertebrados (I3) (Tabla 11). En este arroyo, se observdo un aumento de este
grupo en el periodo de aguas bajas en la mayoria de los sitios (Fig. 33), probablemente
en respuesta un incremento de la cobertura de macréfitas (mayormente Myriophyllum
quitense), que monopolizo el sitio durante la época de primavera y verano.

Si bien los plecopteros se registraron en todos los sitios, las mayores densidades
medias se observaron en los sitios 11, R3 y R1 donde alcanzaron 22, 16 y 10 % de la
densidad media de cada sitio, respectivamente. Cabe destacar que se observaron
disminuciones importantes de este grupo en todos los sitios de los arroyos Ruca y Enna
en el periodo de aguas bajas hasta practicamente desaparecer de estos sistemas. En
cuanto al arroyo Ingram este grupo solo estuvo representado en el sitio 11 e 12, y en
ambos casos, su densidad fue mayor en el periodo de aguas altas que en el de aguas
bajas (Fig. 33).

Analizando los porcentajes correspondientes a la abundancia del grupo EPT, se
puede apreciar una disminucién del mismo en los sitios E1 (54%) al E2 (32%) en el
periodo de aguas altas. Este patron fue atin mas marcado en el arroyo Ingram, el cual
mostrdo una fuerte reduccion en el porcentaje de EPT de I1 a 12 (53% a 1.5%,

respectivamente).
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Figura 33. Contribucion relativa (porcentajes) de los principales grupos faunisticos de
macroinvertebrados bentonicos en los sitios estudiados durante los periodos de aguas altas (A:
Agosto 2015) y bajas (B: Octubre-Noviembre 2015) (NO de la Provincia de Chubut, Patagonia,
Argentina).
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4.6.3 Estructura tréfica por sitio

La estructura trofica a partir de la asignacion de grupos funcionales a los 111
taxones de macroinvertebrados bentonicos, mostré que el grupo predadores (41
taxones), el grupo colectores-recolectores (28 taxones) y el grupo raspadores (25
taxones) fueron los mejor representados. Le siguieron los fragmentadores (11 taxones) y
colectores-filtradores (6 taxones). En términos de abundancia relativa, el grupo de
colectores-recolectores represento el 68 % de la densidad total de individuos analizada,
seguido por el grupo colector-filtrador que contribuy6 con 12 %. La abundancia relativa
del primer grupo vario entre el periodo de aguas altas (55 %) y el periodo de aguas altas
(73 %), no asi la del segundo grupo que permaneci6 relativamente constante con bajos

valores (9 a 13 %).

La elevada abundancia de colectores recolectores se atribuyd fundamentalmente a
la presencia de quirondmidos Parametriocnemus sp. y Orthocladius sp2., oligoquetos
Lumbriculus variegatus 'y anfipodos Hyalella curvispina. Estos cuatro taxones

representaron mas del 50% de la abundancia total de este grupo funcional.

Al analizar la abundancia relativa de los distintos grupos funcionales alimentarios,
se pudo observar un notable incremento del grupo colector recolector en todos los sitios,
con excepcion de los sitios R1 y El, y una disminucion de los organismos
fragmentadores, al comparar los periodos de aguas altas y bajas. Esta diferencia se
acentud en los sitios que evidenciaban un empobrecimiento de la vegetacion de ribera
(Fig.34). Asimismo, pudo apreciarse una reduccion en el porcentaje de organismos
raspadores entre el periodo de aguas altas y el de aguas bajas, en los sitios que
registraron mayores indices de sedimentacién y erosion. Los grupos colectores-
filtradores, presentes en los sitios R1, El, Il e 12, disminuyeron también su
representatividad en los sitios aguas abajo en estos arroyos, en ambos periodos

hidrolégicos.

113



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobidticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

100+
B Col-Recolector
Col-Filtrador
M Predador
W Raspador
A

(4]
‘:D
Rio Percy

B Fragmentador

ALIMENTICIOS (%)

GRUPOS FUNCIONALES
"

Figura 34. Contribucion relativa (porcentajes) de los principales grupos funcionales alimentarios
de macroinvertebrados bentonicos en los sitios estudiados durante los periodos de aguas altas
(A: Agosto 2015) y bajas (B: Octubre-Noviembre 2015) (Noroeste de la Provincia de Chubut,
Patagonia, Argentina).
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4.6.4 Analisis de métricas: macroinvertebrados y respuesta al uso de la tierra.

Se calcularon y evaluaron 34 descriptores de la comunidad de macroinvertebrados
para cada sitio y momento de muestreo. Los métricos empleados estuvieron basados en
riqueza y abundancia (15 métricos), tolerancia (4 métricos), composicion (3 métricos) y
atributos funcionales (10 métricos), y se incluyeron también el indice BMPS y el IAP

(ver metodologia Tabla 3).

De los métricos de riqueza y abundancia evaluados, 10 de ellos mostraron la
respuesta esperada al disturbio, mientras que uno de ellos, la riqueza de Coleoptera fue
excluida del andlisis por presentar una gran cantidad de ceros en la matriz (Tabla 12).
En lo que respecta a los métricos de tolerancia 3 de ellos aumentaron, segun la respuesta
esperada, mientras que uno de ellos, la diversidad de Shannon no mostré6 un patrén
consistente. Entre los métricos de composicion, el % EPT disminuyd y el %
Chironomidae aumenté de acuerdo a lo predicho, mientras que la relacion %
EPT/Chironomidae fue excluida del analisis por presentar un rango muy estrecho de

variabilidad entre sitios.

De los métricos de grupos funcionales alimentarios evaluados, 7 de ellos
exhibieron la respuesta esperada, mientras que uno de ellos, la riqueza de colectores
filtradores fue eliminada por no presentar practicamente variacion debido a una baja
representacion (2-4). El indice biotico IAP, fue descartado dado que no permitid
discriminar diferentes condiciones ambientales entre sitios variando los valores entre 9
y 10. Por otra parte el indice BMPS no siguio la respuesta esperada al disturbio, no se

pudo apreciar una disminucion del indice al aumentar el nivel de disturbio.
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Tabla 12. Clasificacion y respuesta esperada al disturbio de las métricas de macroinvertebrados
bentonicos evaluadas en el estudio. Se indican el Rango, el promedio y la desviacion estandar.
El simbolo (*) indica que la respuesta del métrico se correspondid con la respuesta esperada. El
simbolo (-) indica que la métrica fue excluida por una pobre representatividad en el pool de
sitios, bajo rango de variacion, o por la presencia de gran proporcion de ceros en la matriz.

Métrica Rango Promedio Respuesta

(DE)
Riqueza y abundancia

Riqueza total 16-50 33.8(9.1) Disminuye*
Riqueza de Plecoptera 0-5 2.3(1.2) Disminuye *
Riqueza de Ephemeroptera 0-6 43 (1.7) Disminuye *
Riqueza de Trichoptera 1-11 4.9 (2.5) Disminuye *
Riqueza de Coleoptera 0-3 1.0 (0.8) -
Riqueza de Ephemeroptera, Plecoptera, 4-21 11.6 (4.3) Disminuye *
Trichoptera (EPT)
Riqueza de Ephemeroptera, Plecoptera, 5-24 12.6 (4.8) Disminuye *
Trichoptera, Coleoptera (EPTC)
N° familias de insectos 6-18 12.6 (3.0) Disminuye *
Riqueza de Chironomidae 6-12 8.6 (1.8) Disminuye
Riqueza de Orthocladiinae 2-6 3.8(1.1) Disminuye
EPT/Riqueza de Chironomidae 0.6-2 1.3 (0.4) Disminuye *
Densidad Total 1430-23747 7015 (6299) Aumenta*
Densidad de Plecoptera 0-1814 347 (513) Disminuye *
Densidad de Ephemeroptera 0-1160 248 (284) Disminuye
Densidad de Trichoptera 13-2201 286 (504) Disminuye
Tolerancia
Diversidad de Shannon 1.3-2.5 1.9 (0.3) Disminuye
Densidad de Annelida 33-2634 907 (806) Aumenta*
Densidad de Oligochaeta 33-2381 878 (757) Aumenta*
% taxa tolerantes 451-17543 4280 (4798) Aumenta*
Composicion
% EPT 0.7-65 23.2 (22.7) Disminuye *
% Chironomidae 2-79 37.3(26.7) Aumenta*
% EPT/Chironomidae 0-27.6 34(7.2) -
Grupos funcionales alimenticios
Riqueza de fragmentadores 2-6 3.7 (1.3) Disminuye *
Riqueza de raspadores 1-14 8.8(3.2) Variable*
Riqueza de Predadores 4-16 9.6 (4.0) Variable*
Riqueza de Colectores-Filtradores 2-4 2.6 (0.6) -
Riqueza de Colectores-Recolectores 5-14 9.4 (2.6) Aumenta*
% Fragmentadores 4-2172 556 (613) Disminuye *
% raspadores 18-1268 397 (308) Variable*
% Predadores 20-1828 434 (509) Variable
% Colectores-Filtradores 35-5812 818 (1499) Variable
% Colectores-Recolectores 276-19800 4816 (5967) Aumenta*

Indices bioticos
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Monitoreo Biotico de Arroyos 43-139 100.7 (25.3) Disminuye
Patagonicos (BMPS)
indice Andino Patagonico (IAP) 9-10 9.8 (0.3) -

De las métricas de riqueza y abundancia expuestas en la Tabla 12, se puede apreciar
que la riqueza total disminuy6 en particular en el periodo de aguas bajas desde el sitio
R1 al R3, y desde el sitio E1 al sitio E2. En cuanto a la riqueza de Plecoptera el patron
se repitio en los tres sistemas también en el periodo de aguas bajas. Con respecto a la
densidad total, ésta aumentd en el periodo de aguas altas en los arroyos Ruca y Enna, y

lo mismo ocurrié pero en ambos periodos hidrologicos en el arroyo Ingram.

La métrica de composicion % EPT mostr6 una disminucion de sus valores a lo largo
de cada curso de agua estudiado, en el periodo de aguas bajas. Ademads este indice
también disminuy6 en todos los sitios al compararlo entre los dos periodos hidrologicos,
siendo menor durante aguas bajas. Algo similar ocurrié con el métrico % de
fragmentadores, que presenta una disminucidon intra sitio entre los dos periodos

hidrolégicos.

La métrica de tolerancia densidad de Annelida, por su parte, aumentd en todos los
cursos de agua desde los sitios de referencia ubicados en las cabeceras, hacia los sitios
mas afectados por practicas agropecuarias, aguas abajo en ambos periodos hidrologicos.
Esto no ocurri6 con el indice de diversidad de Shannon (H”)(Tabla 13). Esta métrica no
mostrd patrones consistentes de acuerdo a lo esperado en los tres arroyos tanto en el
periodo de aguas altas como en el de aguas bajas. Por otra parte se observaron valores
muy bajos del indice BMPS en los sitios I1 e 12 lo que podria deberse a que estos sitios

se secan y permanecen desconectados del cauce durante varios meses.
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Tabla 13. Variacion de métricas seleccionadas en los sitios de estudio en los dos periodos
hidrolégicos analizados: aguas altas (A: Agosto 2015) y bajas (B: Octubre-Noviembre 2015)
(Noroeste de la Provincia de Chubut, Patagonia, Argentina)

Riqueza y abundancia Composicion Tolerancia Trofico [PHTIHES

g 'q'c; 5 §’\ = :';%rf\ %

& 2 iE = << 5

K A A £
R1 A 31 2 1813,00 53,27 366,30 1,85 43,88 99
B 40 4 8101,15 11,81 212,75 1,34 3,13 105
R2 A 37 3 2504,90 64,92 368,15 1,85 52,51 108
B 50 4 15602,90 4,26 1788,95 1,81 1,58 121
R3 A 36 2 3635,25 58,93 124320 1,76 50,95 108
B 36 1 7233,50 8,52 1855,55 2,09 3,91 111
El A 37 3 1439,30 53,73 201,65 2,50 36,11 139
B 33 5 7222,40 10,27 434,75 1,81 1,69 126
0 A 31 3 1825,95 32,02 325,60 2,38 15,41 108
B 32 3 7054,05 10,91 569,80 2,49 6,92 97
1 A 16 2 1430,05 52,91 33,30 1,84 30,54 46
B 18 2 2863,80 19,19 185,00 1,96 15,25 43
D A 21 2 4060,75 1,59 614,20 1,42 1,14 68
B 27 1 6808,00 0,71 349,65 1,76 0,05 90
3 A 35 1 3668,55 4,79 2177,45 1,69 2,17 106
B 39 2 18463,00 3,49 2634,40 1,61 2,09 112
u A 42 2 8793,05 16,96 1285,75 2,41 3,16 106
B 47 0 23746,60 9,65 1687,20 1,79 9,14 119
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4.7 Influencia de las condiciones ambientales sobre la comunidad de

macroinvertebrados
4.7.1 Analisis de Correspondencias Canonicas

El andlisis de Correspondencias Canonicas (ACC) basado en los datos de
abundancia de macroinvertebrados (111 taxones) presentes en los 9 sitios de muestreo con
diferentes niveles de disturbio se presentan en la figura 35A y los resultados (primeros dos
ejes) se resumen en la tabla 14. Las correlaciones especies-ambiente fueron: 0,99 y 0,94
para el primer y segundo eje respectivamente, indicando una fuerte relacion entre las
variables ambientales seleccionadas. El test de Monte Carlo fue significativo para todos
los ejes considerados. Los factores ambientales con mayor valor predictivo fueron las
variables fisicoquimicas: conductividad, oxigeno disuelto, velocidad, concentracion de
NH,;" y de FRS y las bioldgicas: clorofila a y carga bacteriana. El ordenamiento explico
42,7 % de la varianza de la relacion entre especies y ambiente (ejes 1 y 2 del ACC (B)).
Estos primeros dos ejes reflejaron la distribucion de especies y sitios con respecto a un
gradiente de disturbio. La conductividad, carga bacteriana y concentracién de clorofila a
(cargas negativas) y el oxigeno disuelto y la velocidad (cargas positivas) presentaron las

correlaciones mas fuertes con el eje 1.

Los niveles de amonio y PRS estuvieron correlacionados positivamente con el eje
ACC2. Los sitios menos disturbados (referencias: R1 y EIl), que presentaron buena
oxigenacion y tuvieron velocidades altas de la corriente estuvieron localizados en el
extremo positivo del eje 1, mientras que aquellos sitios con bajos contenidos de oxigeno y
altos valores de conductividad, presencia de bacterias y clorofila a (I3, 14) fueron
posicionados en el extremo negativo del ACC1 (Fig 34A). Los sitios que presentaron
concentraciones altas de amonio y PRS (I2, R3) se ubicaron en el lado positivo del eje

ACC2.

La ubicacion de los ensambles de macroinvertebrados a lo largo de los mismos
gradientes se muestra en el biplot de la Fig. 35B. Metamonius anceps, Antarctoperla
michaelseni, Monocosmoecus sp., Udamocercia arumifera, Rheochorema sp., Nousia
bella (especies del grupo EPT) alcanzaron su densidad maxima o fueron encontrados en
gran cantidad en los sitios bien oxigenados y de aguas con buen caudal. La mayoria de las

especies que fueron comunes en los sitios que presentaron alta conductividad, alta carga
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bacteriana y niveles altos de clorofila a fueron indicadores de degradacion o taxa
tolerantes como Tubificidae, Biompahalaria sp., Pseudochironomus sp., Parachironomus
sp. y Ephydridae sp., y se ubicaron en el ordenamiento en el cuadrante inferior izquierdo.
Otros taxones asociados a altas concentraciones de nutrientes (PRS y amonio) fueron

Orthocladius sp1, Ostracoda sp., Thaumaleidae sp., y Nadidae, que fueron agrupados en el

cuadrante superior izquierdo.
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Figura 35. A) Diagrama de ordenamiento

segun el analisis de correspondencias canonicas

(ACC) de los sitios de estudio en los arroyos Ruca, Enna e Ingram y las variables ambientales.
El andlisis fue realizado en base a los datos de abundancia (111 taxones) de macroinvertebrados.

Los codigos de los sitios se encuentran en la
B: Periodo de aguas bajas (Octubre Novi

Tabla 1.A: Periodo de aguas altas (Agosto 2015),
embre 2015). B) Ordenamiento de los taxa de
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macroinvertebrados de acuerdo a los dos primeros ejes del ACC. Los cddigos de las especies se
indican en la Tabla 11.

Tabla 14. Resultados del analisis de correspondencias canodnicas entre las variables ambientales
y la abundancia de especies de macroinvertebrados bentonicos provenientes de los sitios de
estudio (Noroeste de la provincia de Chubut, Patagonia Argentina). Los resultados del test de
Monte Carlo se detallan en las tltimas filas de la tabla.

Variable Eje
ACC1 ACC2
Conductividad -0,81 -0,06
Oxigeno disuelto 0,61 -0,09
Total de s6lidos en suspension -0,29 0,14
Amonio -0,08 0,53
Foésforo reactivo soluble -0,32 0,55
Clorofila a -0,51 -0,29
Bacterias -0,63 -0,30
Velocidad 0,36 0,19
Autovalores 0,29 0,24
Correlaciones especie ambiente 0,99 0,94

Porcentaje acumulado de la varianza
de especies 13,8 25,3

de la relacion especie-ambiente 23,3 42,7

Test de significacion de los ejes canonicos
Primer eje canonico: F=1.44, p<0.0002
Todos los ejes canonicos:  F=1.62, p<0.0001

4.7.2 Analisis de correlacion

Se realizé un analisis de correlacion de Spearman para evaluar la correlacion de los
valores de las métricas en respuesta a variables ambientales relacionadas con la calidad
del agua como el amonio, la conductividad eléctrica, la bacteriologia, entre otras. Se
obtuvieron varias relaciones esperadas y significativas (Fig. 36). Se identificaron
numerosas correlaciones significativas entre ciertas medidas de riqueza y el amonio, lo

que sugiri6 efectos toxicos del mismo sobre grupos de especies sensibles.
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Figura 36. Matriz de correlacion de métricos de macroinvertebrados bentonicos y variables
ambientales relacionadas con la calidad del agua. Los circulos azules y rojos representan
relaciones positivas y negativas, respectivamente. El tamafio de los circulos indica la magnitud
de la correlacion, y cuando estan presentes significa que la correlacion es significativa p < 0.05.

4.7.3 Modelos lineales generalizados

De acuerdo con los modelos que mostraron mejor ajuste, las métricas Riqueza de
EPT y Numero de familias de insectos estuvieron relacionadas negativamente con la
concentracion de amonio presente en el curso de agua (Fig. 37, Tabla 15). Para las
métricas Densidad de Colectores recolectores y Densidad de organismos Tolerantes, los
mejores modelos incluyeron una lista de predictores ambientales mayormente
relacionados con altos niveles de disturbio. Por lo tanto, una mayor densidad de estos
grupos fue encontrada en sitios con valores altos de conductividad eléctrica, total de
solidos en suspension, altas concentraciones de nitritos + nitratos y clorofila @ (Tabla

15).
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Figura 37. Curvas de respuesta para los modelos A) Riqueza de EPT y B) Numero de familias
de insectos en relacion a la concentracion de amonio. Los valores ajustados (linea solida negra)
se obtuvieron por medio de modelos lineales generalizados de efectos mixtos y se presenta el
intervalo de confianza asociado del 95 % (area sombreada). Los puntos negros indican los
valores observados.

Tabla 15. Resultados de los modelos lineales generalizados de efectos mixtos. Los MLGM
resultaron del efecto de los predictores ambientales sobre las métricas comunitarias de
macroinvertebrados acuaticos. Se muestran en la tabla las variables explicativas, los parametros

estimados (B) (+ error estandar) y los intervalos de confianza (IC).

IC IC
Modelo Variables explicatorias BXEE z value p value . . ]
inferior  superior
Riqueza de Intercepto 2,4+0,07 33,8 2¢70 2,3 2,6
EPT Amonio -0.3+0.09 -3,05 0,002 -0,4 -0,1
N° de Fam Intercepto 2,5+0,07 37,6 2e7'° 2,4 2,6
de Insectos Amonio -0,2+0,08 -1,9 0,04 -0,3 -0,001
Intercepto 4,610,1 54,9 2¢7'¢ 4.5 4.8
BMPS Nitrato + Nitrito 0,2+0,03 6,04 1,5¢” 0,1 0,2
Clorofila a 0,2+0,03 5.4 6,9¢”® 0,1 0,2
S— Intercepto 8,610,2 39,3 2¢7° 8,1 9
‘*T“s: la Conductividad 0,8+0,2 43 1,66 0,4 11
ota
Nitrato + Nitrito 0,2+0,1 2,6 0,01 0,06 0,4
Intercepto 7,940,3 30,1 2¢7° 73 8,4
Densidad  Conductividad 0,5+0,2 3,4 0,0007 0,2 0,9
de Total de s6lidos en 04201 31 0,002 0,1 0,6
Colectores suspension
recolectores Nitrato + Nitrito 0,5+0,1 3,8 0,0001 0,2 0,7
Clorofila a 0,3+0,1 2,9 0,003 0,1 0,6
Densidad  Intercepto 7,9+0,2 36,8 2¢71¢ 7,5 8,3
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de Conductividad 07402 37 0.0002 0.3 1.1
Tolerantes Total oli
otal de solidos en 0.540.1 4 5,567 0.3 0.8
SuspenSIOn
Nitrato + Nitrito 0.340.1 23 0.02 0.04 0.5
Clorofila a 0.340.1 2.4 0.02 0.05 0.5

A continuacion se muestran fichas de resimenes con la informacién mas destacada de
cada uno de los sitios estudiados. Dichas fichas incluyen imagenes representativas de
los sitios, una imagen satelital de cada uno de los mismos, asi como los indices ICH,
QBRp, la vegetacion predominante y los taxa de macroinvertebrados dominantes.

125



ARROYO RUCA - Sitio R1

Vegetacion dominante

Condicién del habitat

200 l )
< Macrdéfitas
& i Ausentes
Optima
0 Ribera y matriz
Poacea sp.
Calidad de la ribera Salix spp.
bl 100 ’ Pinus ponderosa

77

QBRp Buena I
0

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

Aubertoperla
illiesi

Nousia minor

Gigantodax sp.




ARROYO RUCA - Sitio R2

Vegetacion dominante

Condicion del habitat
200

Macroéfitas
< = ICH Erythranthe glabrata 2%
I SM@@@@M@ 117 Veronica anagallis-aquatica 2%
0 Ribera y matriz
Poacea sp.
Calidad de la ribera Rosa rubiginosa
I 100 _ Salix spp. |
QBRp  Afterada
65 I
0
Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios
Aubertoperla
illiesi
Lumbriculus
bariegatus

Chironomidae




ARROYO RUCA - Sitio R3

Vegetacion dominante

p_— Condicion del habitat
Macrdfitas
Ausentes
0 li ' 4 Ribera y matriz
. . Salix spp.
Calidad de la rrbera_ Pinus contorta
Pinus radiata

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

- Lumbriculus
bariegatus

Chiron_pmidae

(R




ARROYO ENNA - Sitio E1

Vegetaciéon dominante

Macrdfitas

Myriophyllum quitense 70%
Veronica anagallis-aquatica 20%
Juncus pallescens 15%
Callitriche lechleri 10%
Ranunculus flagelliformis 10%

Ribera y matriz
Acaena magellanica
Ochetophila trinervis
Schinus patagonicus
Berberis microphylla

Salix spp.

Taxones de
Macroinvertebrados

L s mayoritarios
Condicion del habitat

B Op tima Aubertoperla

illiesi

Chironomidae

Calidad de la ribera Gigantodax sp.

>l100

SEne Buena g
80 W

0




ARROYO ENNA - Sitio E2

Vegetacion dominante

Macrofitas

Myriophyllum quitense 30%
Veronica anagallis-aquatica 3%

Ribera y matriz
Poaceae spp.
Verbascum thapsus
Conium maculatum
Arctium minus
Brassica rapa

Salix spp.

Taxones de

Macroinvertebrados
mayoritarios
Condicién del habitat
200 .
< Ot ICH ' '

I puma 133 Lumbriculus @

0 variegatus : %
Chironomidae '}
LS
Calidad de la ribera Gigantodax sp.

100
i

QBRp Buena
69 I
0




ARROYO INGRAM - Sitio I1

Vegetacion dominante

Macrdfitas
Veronica serpyllifolia 2%

Ribera y matriz
Acaena magellanica
Ochetophila trinervis
Schinus patagonicus
Berberis microphylla

Austrocedrus chilensis

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

e Condicion del habitat
illiesi
Gigantodax sp. Op tima
Verger spp.
Limnoperla jaffueli
Chironomidae Calidad de la ribera

>l100

QBRp Buena
87,5 I
0




ARROYO INGRAM - Sitio 2

Vegetacion dominante

Macrdfitas
Ausentes

Ribera y matriz
Poaceae spp.
Rosa rubiginosa
Salix spp.

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

Gigantodax sp.

Lumbriculus
variegatus

Chironomidae

Condicion del habitat

- ICH
I4 Sub6ptima 4o
0
Calidad de la ribera

l100

QBRp Alterada >
57 I

0




Vegetacion dominante

Macrdéfitas

Myriophyllum quitense 60%
Erythranthe glabrata 10%
Veronica anagallis-aquatica 10%

Ribera y matriz
Poaceae spp.
Mentha aquatica
Rosa rubiginosa
Salix spp.

Betula pendula

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

Hyalella
curvispina

Lumbriculus
variegatus

Chironomidae

ARROYO INGRAM - Sitio 3

144

Calidad de la ribera

.100
QBRp  Afterada o
60 I
0




ARROYO INGRAM - Sitio 4

Vegetacion dominante

Macrdéfitas

Veronica anagallis-aquatica 5%
Myriophyllum quitense 3%
Callitriche lechleri 3%

Ribera y matriz
Conium maculatum
Ochetophila trinervis
Berberis microphylla
Rosa rubiginosa
Saliix spp.

Taxones de
Macroinvertebrados
mayoritarios

Condicion del habitat

200
0
I< Marginal

Hyalella
curvispina

Parasericostoma

ovale 0

Calidad de la ribera

Chironomidae

.100

Fuertemente »
alterada I i




DISCUSION

P T
ey P
e
¥ 5.5:- s

‘-
o

ik
o],




Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

5. DISCUSION

Durante el presente trabajo de tesis se evaluo la calidad del agua y el estado
ecologico de diferentes arroyos de piedemonte cordillerano, sometidos a distintas
practicas agropecuarias. Para esto se utilizaron tres enfoques diferentes: 1) una
caracterizacion ambiental que incluy6 la determinacion de parametros fisicoquimicos
del agua y la evaluacion de los atributos de la vegetacion del lecho, de la ribera y el
entorno o zona buffer, asi como su estado de conservacion y el nivel de intervencion.
Asimismo se realizé una evaluacion de los sitios utilizando macroinvertebrados para 2)
valorar el nivel de contaminacion de los sitios utilizando el sistema de defensa MXR de
especies seleccionadas como biomarcadores de calidad de agua y finalmente 3)
investigar la respuesta biodtica de la comunidad a los estresores ambientales derivados
del uso agropecuario examinando: las relaciones especie ambiente y diferentes métricas.
Ademas, se realizaron ensayos in vitro para determinar la respuesta del sistema MXR
ante la exposicion a algunas de las sustancias mas utilizadas en las diversas practicas
agropecuarias de la region bajo estudio, que podrian alcanzar los cursos de agua, como
el herbicida glifosato, y el antiparasitario ivermectina. De esta manera se busco hacer
una evaluacién integral de la calidad del agua de estos arroyos que en algunos sectores
son utilizados por los pobladores como suministro hidrico para sus producciones

agricolas, horticolas y principalmente ganaderas.

Caracteristicas ambientales de arroyos de piedemonte en relacion al uso

agropecuario

A partir de la caracterizacion fisicoquimica del agua realizada, el presente estudio
mostrd que la produccion de animales en confinamiento tanto de manera intensiva como
semi-intesiva resulté en un efecto bajo a moderado sobre la conductividad, la
concentracion de oxigeno disuelto y los niveles de nutrientes de los sitios afectados. El
cambio reflejado en la primer variable podria deberse al incremento en la concentracion
de iones disueltos producto de la incorporacion de sustancias por escorrentia, por la
erosion y el transporte de materiales desde el area circundante y/o por el aporte de
excretas del ganado. Algo similar fue registrado en Nueva Zelanda, en sitios asociados

al desarrollo de pasturas y cria de ganado (Shilla y Shilla 2004). En el presente trabajo,
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los sitios mas perturbados resultaron E4 e 14, los cuales mostraron incrementos

superiores al 200 % en la conductividad del agua respecto a los sitios de referencia.

Como se esperaba, para arroyos templados frios en el area (Brand y Miserendino
2015), la mayoria de los sitios estuvieron bien oxigenados, aunque un descenso en la
concentracion de oxigeno fue evidente en los sitios aguas abajo en los sistemas Ingram
(30 a 50%) y Enna (60%) en verano. Esto pudo deberse al incremento en la materia
organica y en la actividad bacteriana de los sitios (Sanches et al. 2007; Scanes 2018), asi
como al incremento de la temperatura del agua, que disminuye la cantidad de oxigeno
disuelto. Si bien este aumento de temperatura no fue estadisticamente significativo, si
pudo apreciarse un incremento gradual en el valor promedio de este pardmetro de
E1>E4 e 11>14. Este resultado fue congruente con lo encontrado por Shilla y Shilla
(2004) en el que asociaron una disminucién del oxigeno disuelto no solo al incremento
de actividad bacteriana sino también al aumento de la temperatura de los cursos de
agua, como consecuencia de la diminucion del sombreo por pérdida de la vegetacion de

ribera.

Si bien en el sitio R3, que estuvo asociado a un sistema de produccion de animales
en forma intensiva, no se apreciaron cambios significativos en los valores medios de
conductividad y de oxigeno disuelto, si se observo un incremento marcado del TSS (seis
veces mayor que el sitio de referencia correspondiente) durante los meses de verano.
Esto también pudo observarse en los sitios E3 y E4 cuyo uso de la tierra fue la
produccion de pasturas y la cria de ganado bovino en modalidad semi-intensiva. Se han
documentado aumentos en la concentracion de s6lidos en suspension, incrementos en la
sedimentacion y en la turbidez en arroyos asociados a actividades ganaderas, que
podrian deberse a procesos de erosidon y transporte incrementados por el pisoteo
producido por los animales. Ademas, los procesos de labranza de la tierra que producen
movimientos de suelos, también contribuyen a aumentar la cantidad de sedimentos finos
que alcanzan los cursos de agua (Davies-Colley et al. 2004; Declerck et al. 2006; Niyogi
et al. 2007; O’Sullivan et al. 2019).

Los niveles de nutrientes aqui observados fueron marcadamente altos en
comparacion con aquellos reportados para el manejo ganadero extensivo en arroyos de

piedemonte de la region patagénica (Miserendino et al. 2011), pero similares a los

137



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

documentados para ganaderia intensiva en areas de humedales (Kutschker et al. 2014;
Epele y Miserendino 2015). En relacion a las concentraciones de amonio, si bien los
valores medios de este nutriente solo mostraron diferencias significativas entre el sitio
E4 con respecto a su sitio de referencia, si se encontraron valores extremos que
ocurrieron en sitios con presencia de ganado en las margenes de los arroyos o en los
meses con mayores cargas ganaderas, en coincidencia con lo observado por otros
autores (Garcia et al. 2015). También, Riley y colaboradores (2003) observaron
incrementos de amonio en arroyos sujetos a pastoreo (Nueva Zelanda), asociados al
aumento de la carga ganadera, que podrian deberse tanto al aumento de excretas de los
animales en el curso de agua y sus riberas, como a los procesos de degradacion de las
mismas dentro del ambiente acuatico (Kato et al. 2009; De los Santos et al. 2018).
Ademas, pudo apreciarse un aumento en la concentracion de este nutriente en el sitio 12,
que si bien no se encuentra asociado a la produccion de ganado, presenta desarrollos
horticolas en sus proximidades. A pesar de que la escala de estos emprendimientos es
pequena (familiar), es frecuente el uso de fertilizantes nitrogenados que pueden alcanzar

los cuerpos de agua por escorrentia e infiltracion.

Las concentraciones medias de NO3;+NO,, por su parte, no mostraron cambios
significativos a lo largo de los tres arroyos estudiados aunque los valores encontrados
fueron mayores a los registrados en arroyos de similares caracteristicas afectados por
ganaderia extensiva (Brand y Miserendino 2015). EI PRS también presentd valores
medios superiores a los encontrados en arroyos similares utilizados para pasturas en
modalidades extensivas (Miserendino et al. 2011). Esto pudo observarse en particular en
el sitio E4, en el cual si bien la carga ganadera no fue particularmente alta (modalidad
semi-intensiva), presentd coberturas de macréfitas menores al sitio de referencia del
curso de agua respectivo. El aporte de PRS producido por la deposicion directa de
excretas en el cuerpo de agua, asi como la llegada del mismo por escorrentia e
infiltracion, sumado a la escasez de plantas acuaticas que contribuyan con la retencion
de este nutriente, podrian ser responsables, en parte, de este fendmeno (Schwarte et al.
2011). Dinamicas de nutrientes similares fueron encontradas por Mesa y colaboradores
(2015) en ambientes de humedales en la seccion media del rio Parand asociadas a
sistemas de pastoreo rotativos. Estos autores ademas, destacan que el manejo rotativo de

los animales podria ayudar a minimizar el incremento de este y otros nutrientes en el
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agua, colaborando con el mantenimiento de la integridad ecoldgica de los cuerpos de

agua.

Los resultados muestran que el ganado puede afectar la distribucion de los
nutrientes cuando tiene acceso sin restricciones a los cursos de agua (Miller et al.
2010b; McKergow et al. 2012; Bond et al. 2014; Mesa et al. 2016). Esto se debe a que
tienden a depositar mayor cantidad de excretas en los arroyos o en areas de descanso
(usualmente mas sombreadas) proximas a los mismos. Esto ha sido demostrado en
trabajos que evaluaron los efectos de la exclusion de los animales de los cursos de agua
(Davies-Colley et al. 2004; Miller et al. 2010a). Si bien el presente disefio intentd
evaluar los efectos de diferentes modalidades de produccion ganadera, como asi
también de los cultivos forrajeros y horticolas, sobre la calidad de arroyos asociados a
estas practicas, no contemplo otras fuentes de disturbio que podrian contribuir a explicar
los patrones observados en los niveles de nutrientes. En este sentido, otros fenémenos
asociados los cambios en el uso de la tierra, como el aumento de la escorrentia
superficial (Guzha et al. 2018), la alteracion de los procesos de infiltracion por cambios
en las propiedades fisicas del suelo (Frolla et al. 2018), asi como los procesos de
degradacion de la materia organica aportada por las excretas (Mesa et al. 2015),
deberian ser considerados para poder comprender mejor los cambios que se

documentaron en los niveles de nutrientes.

La producciéon de biomasa epilitica registrada (clorofila @), mostré aumentos en
los sitios asociados a sistemas de produccion de animales en confinamiento. Esto pudo
deberse al enriquecimiento en nutrientes producido por la orina y la materia fecal de los
animales, combinados con una alta exposicion solar (sitios con dosel abierto) y una baja
profundidad de los cauces. Estas caracteristicas que presentaron los sitios resulté en un
aumento de productores primarios (Niyogi et al. 2007; Miserendino et al. 2016). Sin
embargo, el pardmetro clorofila a, no siempre es util para discriminar el efecto del
pastoreo sobre los cursos de agua. Esto podria deberse a que el desarrollo de los
microorganismos que crecen sobre las rocas se ve afectado no solo por los cambios en
los nutrientes y la cantidad de luz solar que alcanza el lecho del rio, sino también por el
efecto erosivo que producen los solidos en suspension que llegan al curso de agua y que
se ven incrementados por la accion del pisoteo del ganado (Scrimgeour y Kendall 2003;

Masi y Miserendino 2009; Cortelezzi et al. 2013).
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La cantidad de bacterias coliformes presentes, por su parte varid
significativamente entre los sitios de estudio. La presencia de E. coli en el agua es un
fuerte indicador de una reciente contaminacion por aguas residuales o contaminacion
con residuos de animales. Ademas, la presencia de E. coli puede ser indicativo de la
contaminacion con otras bacterias, virus o protozoos que pueden causar diferentes
enfermedades (Rock y Rivera 2014). El conteo de E. coli mostré que la calidad del agua
disminuy¢ tanto en los sitios que presentaron actividad ganadera semi-intensiva (I3, E3)
como en los sistemas de cria de ganado en confinamiento (R3, 14). Durante el periodo
de aguas altas, el conteo de estas bacterias aument6 10 veces entre el sitio I1 y el sitio
14, y 4 veces entre el sitio R1 y el R3. En el periodo de aguas bajas, por su parte, el sitio
R3 present6 43 veces mas E.coli que el sitio de referencia correspondiente a ese arroyo.
Esto es similar a lo encontrado por Vidon y colaboradores (2008) y Davies-Colley y
colaboradores (2004). En este ultimo trabajo, los autores llegaron a registrar picos de
hasta 50.000 UFC/100ml durante los momentos en los que los animales cruzan los

cursos de agua.

Con respecto a las medidas de proteccion de aguas superficiales, los sitios con
sistemas de cria de animales en confinamiento excedieron los valores criticos
recomendados para E. coli (200 CFU/100ml) atn en el periodo de aguas altas
(DPN°1540/2006 Pcia. de Chubut 2016; EPA 2012). Cabe destacar que el sitio I3 suele
ser utilizado como espacio de recreacion, dado que se encuentra proximo a caminos
vecinales en una zona rural poco poblada. Este sitio super6 la concentracion
recomendada de E. coli durante el periodo de aguas bajas, por lo que el acceso de

personas a este curso de agua podria haber presentado un riesgo para la salud.

El valor guia indicado para E. coli fue sobrepasado incluso en lugares que
presentaban alambrados, que excluian al ganado del curso de agua, lo cual
probablemente pudo haber estado asociado a la escorrentia superficial desde las areas
circundantes (Collins y Rutherford 2004). Si bien existen numerosos trabajos que
evaluan los cambios en las concentraciones de bacterias coliformes fecales antes y
después de la exclusion del ganado de los arroyos, con resultados muy variados
(Muirhead 2019), varios autores coinciden en que el uso de alambrados se presenta

como una opcidon de mitigacion util no solo para reducir la contaminacion fecal de los
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cursos de agua, sino también para mejorar el estado ecologico de las riberas (Line 2003;

Miller et al. 2010a; Bragina et al. 2017).

El analisis de componentes principales (ACP) integrando todas las variables
ambientales registradas en las tres cuencas estudiadas discrimind los sitios en base a un
marcado gradiente de disturbio. Las variables ambientales retenidas estuvieron
fuertemente relacionadas con parametros de calidad del agua asociados a procesos de
degradacion como el TSS, la concentracion de amonio y la conductividad (Shilla y

Shilla 2011; Scanes 2018).

Las actividades antropicas como el cultivo de pasturas, la cria de ganado, o los
aprovechamientos forestales generan alteraciones en la hidrologia y la comunidad de
plantas de un ambiente acudtico determinado (Miserendino et al. 2010; Kutschker et al.
2014). En el caso particular de los ambientes l6ticos, tanto el deterioro de las
condiciones fisicas y quimicas de los arroyos, como los cambios en la vegetacion de la
ribera, pueden resultar en modificaciones de la comunidad de macroéfitas (Rosso y
Fernandez Cirelli 2003; Cortelezzi et al. 2013). En el presente estudio se pudo apreciar
una disminucion en la riqueza absoluta y el porcentaje de cobertura de macrofitas en los
sitios afectados por sistemas de produccién ganadera intensiva y semi-intensiva (R3, 14
y E3) en comparacion a los sitios no intervenidos en los mismos sistemas (R2, I3 y E1).
Los sitios de referencia R1 e Il por su parte, mostraron valores de estos pardmetros
menores a los sitios afectados por practicas agropecuarias antes mencionados. Esto
podria deberse a la accion del sombreo producido por la vegetacion de ribera presente
en los sitios y a la baja concentraciéon de nutrientes. Miserendino et al. (2010)
documentaron similares patrones en riqueza y cobertura de macréfitas en arroyos de

areas forestadas por pinos y bosques sin manejo forestal en la region.

Como se esperaba, se documentaron cambios consistentes en relacion a la
composicion de la vegetacion de ribera. Se pudo apreciar una disminucién en la riqueza
de especies en los sitios mas disturbados (R3, E4 e 14) en contraste con los sitios de
referencia. El ganado por forrajeo y pisoteo puede producir una disminucién importante
del numero de especies tanto herbaceas como arbustivas en las margenes de los arroyos.
Diferentes trabajos que han evaluado el efecto de la exclusion de los animales de

ambientes fluviales registraron mejoras en la salud de la ribera, aumentos en los
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porcentajes de cobertura vegetal y disminucion del porcentaje de suelo desnudo, y estas
caracteristicas ayudaron a prevenir la degradacion de los rios y arroyos estudiados

(Miller et al. 2010a, 2011, Herbst et al. 2012).

Los diferentes resultados obtenidos en relacion a la caracterizacion ambiental de
los sitios mostraron cambios en distintos parametros fisico-quimicos (ej. conductividad,
TSS, NH4") y bioldgicos (clorofila a, E. coli) asociados al desarrollo de actividades
agropecuarias intensivas y semi-intensivas. Estos cambios, en consecuencia, produjeron
una degradacion moderada de la calidad del agua y el ambiente, en concordancia con la

hipdtesis propuesta.

Integridad de los ecosistemas acudticos estudiados

Como se esperaba, los valores maximos tanto del Indice de Calidad de Ribera
como también el de Condicion del habitat, correspondieron a los sitios de referencia. Si
bien algunos de ellos mostraron una degradacion incipiente, fue la mejor condicion
posible dentro de los sistemas estudiados resultando similar a lo descripto en estudios
realizados en cuencas cercanas (Miserendino et al. 2016). Ademas, la peor situacion en
términos de integridad ecoldgica fue identificada en arroyos que presentaban sistemas

de cria de ganado en confinamiento.

Se han asociado efectos negativos en la calidad del habitat de los arroyos con el
uso de la tierra destinado al pastoreo (Miserendino et al. 2011). Los disturbios mas
comunes en el hdbitat estuvieron relacionados con los procesos de erosion y el pisoteo
del ganado que resultaron en un alto grado de incrustacion, deposicion de sedimentos
finos y pérdida de la sinuosidad del canal lo que es similar a lo reportado por otros
autores (Magner et al. 2008; Scanes 2018; O’Sullivan et al. 2019). Estos fendmenos,
condujeron a la alteracion de la secuencia de rapidos y pozones, a la monopolizacion del
sustrato (por una especie de macroéfita) y a la homogeneizacion de los cursos de agua,
reduciendo asi la disponibilidad de sustrato epifaunal y la heterogeneidad y complejidad
de los ambientes, en coincidencia con lo registrado por Sutherland et al. (2012) y Brand

y Miserendino (2015).
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Las nuevas modalidades de cria de ganado en confinamiento estan produciendo
impactos significativos y negativos en los corredores riberefios y en las condiciones del
habitat dentro de los arroyos (Scrimgeour y Kendall 2003; Ranganath et al. 2009; Rosso
y Fernandez Cirelli 2013). Durante el presente estudio, la mayoria de los juicios de
calidad del indice QBRp aplicado a los sistemas de cria en confinamiento indicaron una
fuerte alteracion del ecosistema riberefio. Como se esperaba, las mejores condiciones
fueron encontradas en los sitios de referencia (Kutschker et al. 2009; Mesa et al. 2014).
Sin embargo, en este trabajo se identificaron algunas alteraciones incluso en sitios de
muestreo de localizacion intermedia (debajo de sitios de referencia), evidenciando otros
tipos de disturbios derivados de la cria de ganado extensiva (Vidon et al. 2008; Kaucner
et al. 2013). Aparentemente, incluso con cargas ganaderas bajas, los animales siguen
alimentandose de pastos y estratos herbaceos en el corredor riberefio, mostrando cierta
preferencia por estas areas (Ranganath et al. 2009). Como aqui se documenta, el uso de
suministros de agua o sistemas de abrevadero fuera del arroyo no es una practica
utilizada comunmente, ni tampoco la exclusion de los animales de los cursos de agua
con boyeros eléctricos o alambrados (Malan et al. 2018; Miller et al. 2018). Como dato
significativo, la existencia de alambrados en R2 e I3 fue efectiva mejorando las
condiciones de los ecosistemas riberefios en los cuales el criterio de juicio resultd en

valores mas altos (mejor calidad) que los sitios sin exclusion.

Las caracteristicas estructurales de los arroyos y sus riberas condicionan el
desarrollo de las comunidades que alli se desarrollan. La heterogeneidad del habitat,
posibilita la coexistencia de un mayor nimero de organismos, incrementando la
biodiversidad. En ambientes acuaticos, la biodiversidad presente puede mejorar el
funcionamiento del ecosistema (Cardinale et al. 2002; Giller et al. 2004), beneficiando
no solo a las comunidades que alli se desarrollan, sino también mejorando la calidad del
agua del cual el ser humano hace uso. Es por esto que los indices que valoran la calidad
de los ambientes acuaticos, pueden ser considerados como una herramienta util para
generar alertas tempranas en dareas donde se desarrollan diferentes actividades
antropicas y esto ha sido demostrado en diversos trabajos alrededor del mundo (Arnaiz

etal. 2010; D* Ambrosio et al. 2014; O’Sullivand et al. 2019; Taniwaki et al. 2019).
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Actividad MXR y puesta a punto de la técnica de bioacumulacion en moluscos Chilina
dombeiana y Physa acuta.

El mecanismo de multixenobidtico resistencia (MXR) que involucra la actividad
de proteinas de la familia ABC, entre ellas la P-glicoproteina (P-gp), ha sido
considerado como una defensa bioldgica de muchos organismos acuaticos frente a
sustancias toxicas presentes en el ecosistema (Kurelec 1997; Epel et al. 2008). Existen
registros recientes que demuestran la funcionalidad de este mecanismo en especies de
organismos de Patagonia como el molusco dulceacuicola exdtico Physa acuta, en tres
especies de hirudineos: Helobdella michaelseni, Helobdella simplex y Patagoniobdella
variabilis (Assef et al. 2014 a y b) y en diferentes tejidos de cuatro especies de peces
(nativas y exoticas) presentes en el noroeste de Chubut (Assef et al. 2019). Para poder
obtener evidencias de que este sistema se expresa y es funcional en los moluscos
existentes en los sitios seleccionados para este estudio, fue necesario realizar pruebas de
funcionalidad utilizando el sustrato fluorescente Rodamina B (RB) y un inhibidor
especifico de P-gp (verapamilo), y asi poner a punto la técnica de bioacumulacion
utilizada. Al evaluar diferentes tiempos de exposicion a la RB (5 uM) en las especies
Physa acuta y Chilina dombeiana se aprecié un leve incremento en la acumulacion de
RB en los individuos del grupo control de ambas especies al aumentar el tiempo de
exposicion. En todos los casos la bioacumulacion del sustrato se incrementd en
presencia de verapamilo. Sin embargo, los valores R obtenidos indicaron que el tiempo
que permitid detectar la mayor actividad MXR (reflejado como un menor indice R) fue
de 4 hen P. acuta y entre 4 y 6 h en C. dombeiana. Se defini6 asi utilizar el tiempo de
exposicion de 4 h para los ensayos de bioacumulacion que se realizaron, ya que es el

menor tiempo que permite detectar el maximo nivel de actividad.

Dado que se ha observado que este sistema de transporte de membrana se satura
en algunas especies a altas concentraciones de fluorescente (Toomey y Epel 1993), se
realizaron ensayos a diferentes concentraciones de RB en la solucion de incubacion. Los
resultados mostraron que, en ambas especies, los organismos acumularon RB en forma
proporcional a la concentracion utilizada. En presencia de verapamilo, los moluscos
incubados en concentraciones de 5 y 10 uM de RB acumularon mas fluorescente que
los que fueron incubados en a 1 uM. Al analizar los valores R obtenidos para cada

concentracion se pudo apreciar que los resultados no mostraron diferencias
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significativas en la actividad MXR alcanzada entre los organismos expuestos a
concentraciones de 5 y 10 uM de RB en ninguna de las dos especies estudiadas. Por

esto se definid utilizar la concentracion de 5 uM de RB en los ensayos subsiguientes.

Finalmente se evalu¢ la acumulacion de RB en relacion a la presencia de
diferentes concentraciones de verapamilo en el medio de incubacion, en organismos de
ambas especies. En ambos casos los valores de acumulacion de RB tendieron a
estabilizarse entre las concentraciones de 30 y 50 uM del inhibidor, alcanzando asi su
efecto maximo. Debido a esto, se selecciond la concentracion de 30 uM de verapamilo

como la concentracion de inhibidor a utilizar en los restantes experimentos.

Actividad MXR evaluada en los organismos presentes en los sitios de estudio

El sistema MXR expresado en organismos acuaticos proporciona una primera
linea de defensa contra los xenobidticos, sustancias de origen natural o antropico
potencialmente dafiinas (Kurelec 1992). Dado que ese sistema puede ser inducido en
respuesta a la exposicion a compuestos toxicos, y esos niveles son proporcionales a las
concentraciones de los mismos, puede ser utilizado como un indicador del estado de
salud del organismo (Minier et al. 1999). Ademas, estudios que midieron el nivel de
expresion de proteinas de membrana que intervienen en este sistema de defensa en
bivalvos, recolectados en sitios afectados por contaminacidon orgédnica, mostraron una
correlacion entre la cantidad de proteinas y el nivel de contaminacion de los sitios de
estudio (Minier y Moore 1996; Minier et al. 2006). Es por esto que este sistema de
defensa tiene el potencial para ser utilizado como un biomarcador util en el diagnostico

ambiental.

Con el fin de evaluar la potencialidad del sistema MXR como biomarcador de
calidad de agua en cuencas de piedemonte bajo uso agropecuario, se realizaron ensayos
de bioacumulaciéon de RB en moluscos de la especie C. dombeiana presentes en los
sitios E1, E2 y E3, 13 e 14, y de la especie P. acuta encontrados en los sitios E3, E4, I3 e
I4. Como se mostro anteriormente, los sitios presentaron diferentes niveles de disturbio
producidos por las distintas actividades antropicas que se desarrollaban asociadas a cada

uno. Al analizar los resultados obtenidos, resultd de interés observar tanto la
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acumulacion de fluorescente en condiciones control, la cual determina el nivel de
detoxificacion general de los organismos (independientemente de las proteinas
involucradas) (Dos Santos y Martinez 2014), como el indice R, que nos indica la

fraccion de la actividad MXR que depende en particular de P-gp (Smital et al. 2000).

Los ensayos de bioacumulacion realizados en C. dombeiana provenientes de los
sitios ubicados en el arroyo Enna mostraron una disminucion en la acumulacion de RB
entre el sitio E2 y E3, que indica una mayor capacidad de detoxificacion de los
organismos existentes en E3. Esto podria estar asociado a un incremento en la
concentracion de compuestos toxicos de este ultimo sitio, relacionado con la actividad
ganadera semi-intensiva que alli se desarrollaba. Este aumento observado en la
funcionalidad del sistema de detoxificacion MXR, sin embargo, no estaria mediado por
P-gp, ya que los valores R entre ambos sitios fueron similares. Los resultados obtenidos
de los sitios ubicados sobre el arroyo Ingram, por su parte, no mostraron diferencias en
el nivel de detoxificacion de RB, ni en el indice R. Esto se encuentra en concordancia
con la escasa variabilidad que se registro entre los parametros fisicoquimicos de estos
dos sitios y la presencia en ambos de actividad ganadera con distintos niveles de

intensidad/acceso de los animales al curso de agua.

Los niveles de acumulacion de RB evaluada en moluscos de la especie P. acuta
provenientes de los sitios ubicados en el arroyo Enna mostraron una clara disminucion
en la concentracion de fluorescente entre los sitios E3 y E4. Se observé un aumento leve
pero significativo en la bioacumulacion en presencia del inhibidor de P-gp para los
moluscos colectados en E4, que no se vio reflejado en el valor R. El aumento de la
capacidad de detoxificacion general observada podria estar asociado a un aumento en el
nivel de disturbio presente en el sitio E4 por el desarrollo de ganaderia en modalidades
semi-intensivas. El acceso irrestricto del ganado al ambiente acudtico que estos
moluscos habitan, es una via de ingreso de sustancias, que podrian actuar como
sustratos de este mecanismo de detoxificacion produciendo asi su induccion (Halley et
al. 1989; Sanderson et al. 2007; Mesa et al. 2018). Ademas, este sitio se ubico en un
ambiente semiléntico, cuyas condiciones hidroldgicas, podrian contribuir a que estas
sustancias se depositen y permanezcan asociadas al sedimento y permanezcan en el

sistema durante mas tiempo, aumentando el nivel de exposicidon de estos organismos.
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Con respecto al nivel de funcionalidad del sistema de detoxificacion estudiado,
registrado en individuos de la especie P. acuta provenientes de los sitios ubicados en el
arroyo Ingram, los resultados mostraron una leve disminucion en la acumulacion de RB
en condiciones control, entre el sitio I3 e 14. Sin embargo, los valores R de ambos sitios
no difirieron significativamente, por lo que esta diferencia en la capacidad de
detoxificacion no se deberia a un aumento de la actividad de P-gp y podria estar
asociada al aumento del disturbio producido, como en el caso anterior, por el acceso del

ganado al curso de agua.

Al comparar los valores R de los organismos C. dombeiana y P. acuta
provenientes de los mismos sitios (E3, 13 e I4), si bien no pudieron observarse
diferencias significativas entre los grupos analizados, si pudo apreciarse que en general,
C. dombeiana presenta valores R ligeramente inferiores a los de P. acuta. Esto podria
indicar que los organismos de la especie nativa presentaron una actividad MXR
levemente mayor a los organismos de la especie exdtica, es decir que los primeros
requirieron de una induccion mayor del sistema para sobrevivir en el mismo ambiente.
Esta caracteristica, sumada a la menor tolerancia que presenta C. dombeiana frente a
indicadores de eutrofizacion, podria ser responsable del modelado de la distribucion de
esta especie en areas mdas acotadas que las de P. acuta. En este sentido, los
requerimientos ecologicos mds estrictos que presenta las especies nativas en relacion a
las exdticas (Miserendino et al. 2008; 2011), resaltan la importancia del uso de las
primeras en estudios ecotoxicologicos, que permitan establecer pardmetros de
proteccion ambiental que resulten efectivos en el mantenimiento de los ecosistemas de

la region (Freitas y Rocha 2011).

Los datos obtenidos reflejaron una baja respuesta de la actividad MXR (asociada a
P-gp) a los disturbios de las cuencas bajo estudio. Debido a esto, no se pudo comprobar
de manera definitiva la segunda hipotesis del trabajo que indicaba que las especies que
sobreviven en zonas mas afectadas por disturbios agropecuarios y expresan el sistema
MXR, presentan niveles de actividad més elevados. Sin embargo, en funcioén de estos
resultados y de la escasa literatura en relacion a éste tipo de disturbio, se busco
comparar la actividad MXR de estos sitios con otros asociados al uso urbano. Dada la
presencia de moluscos de la especie P. acuta no solo en los sitios de estudio del

presente trabajo relacionados con actividades agropecuarias, sino también en zonas
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urbanas, se tuvo la posibilidad de evaluar la actividad MXR en estos organismos
sometidos a distintos tipos e intensidades de disturbios. Uno de estos sitios, localizado
en el arroyo Esquel, se encontraba aguas abajo de la ciudad de Esquel y recibia las
descargas de la planta de tratamiento de liquidos cloacales. El otro sitio, ubicado en el
mismo arroyo, aguas arriba de la urbanizacion fue considerado como referencia. Los
ensayos mostraron que los organismos presentes en el sitio de referencia acumularon 4
veces mas RB que los presentes en los sitios afectados por practicas agropecuarias, y 7
veces mas que los presentes en el sitio afectado por los residuos solidos de la
urbanizacion. Esto indicaria una mayor capacidad de detoxificacion en los organismos
del sitio afectado por la contaminacién urbana, y una capacidad de detoxificacion
intermedia en los organismos de los sitios afectados por las practicas agropecuarias, con
respecto al sitio de referencia. Ademas, el valor R calculado para cada uno de los sitios,
indico que la actividad MXR mediada por P-gp resultdé mayor en el sitio afectado por la
urbanizacidon en relacion al sitio de referencia y a los sitios afectados por practicas
agropecuarias (25% mayor). Experimentos realizados en peces Oncorhynchus mykiss
(trucha arcoiris) presentes en arroyos urbanos de la region también mostraron aumentos
en la actividad MXR mediada por P-gp en sitios post-urbanizacion (Assef et al. 2019),
lo que pareciera indicar que sustancias de origen antropico que llegan a este curso de

agua, podrian ser las responsables de esta modificacion en el sistema MXR.

En el mismo sentido distintos trabajos han registrado aumentos tanto en los
niveles de proteinas de membrana asociados al sistema de detoxificacion MXR, como
en la actividad de este mecanismo en diferentes organismos acuaticos presentes en sitios
contaminados. Mejillones marinos Mytilus edulis provenientes de sitios altamente
contaminados con PAH, PCB y DDT mostraron expresiones altas de P-gp en branquias
y tejidos del manto, evidenciando el sitio mas contaminado, el mayor nivel de expresion
de proteinas (Minier et al. 1993). Resultados similares fueron obtenidos por Minier y
Moore (1996) al comparar organismos provenientes de sitios contaminados y no
contaminados en el sur de Inglaterra. Estudios que evaluaron la actividad de este
sistema de detoxificacion en Mytilus galloprovincialis utilizando ensayos de
acumulacion detectaron un incremento en la actividad del sistema asociado a un

incremento en el nivel de contaminacion de los sitios (Kurelec et al. 1996 a).
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Otros estudios, sin embargo, han encontrado que la actividad MXR evaluada en
Crassostrea virginica y Crassostrea gigas, no presenta relacion con el nivel de
contaminacion de los sitios (Minier et al. 1993, Minier 1994). Del mismo modo,
Damar¢ et al. (2009) demostraron que este mecanismo no seria un indicador sensible de
la exposicion a contaminantes en ciertas especies de peces de agua dulce. Esto podria
deberse a que también existen factores naturales capaces de influenciar la expresion del
fenotipo MXR. Aumentos en la temperatura del sitio de estudio (Chin et al. 1990;
Eufemia y Epel 2000; Horak y Assef 2017), asi como la presencia de diversas
sustancias producidas por bacterias o algas (Toomey et al. 1996; Eufemia et al. 2002)
son capaces de modular el sistema MXR. Esto resalta la necesidad de determinar y
caracterizar de manera integral la funcionalidad de este mecanismo de defensa
contemplando las variaciones ambientales de este tipo a las que pueden estar sujetos los
organismos en sus ambientes naturales. Otra opcion utilizada por muchos autores es la
realizacion de experimentos in-vitro (en condiciones controladas) empleando lineas

celulares (Minier et al. 1999).

Los resultados obtenidos indicarian que si bien en estos organismos el sistema
MXR presenta actividad en todos los ambientes estudiados, en el sitio afectado por la
urbanizacion, aproximadamente el 48% de esta actividad es producto de la accion de P-
gp. En los restantes sitios, en cambio, otras proteinas de la familia ABC como podria ser
ABCC y ABCG (Luckenbach y Epel 2008; Pohl et al. 2011; Ferreira et al. 2014;
Bieczinski et al. 2014) podrian estar involucradas en gran parte del proceso de
detoxificacion, tal como lo reflejan los ensayos de bioacumulacion. La informacion
obtenida sugiere que el mecanismo MXR presenta potenciales aplicaciones en la
evaluacion de sitios que presenten un impacto moderado por la presencia de
contaminantes de origen urbano (ej. efluentes urbanos no tratados, desechos domésticos
y escorrentia urbana) como ocurre frecuentemente en los ambientes de Patagonia. Cabe
destacar que la amplia distribucion de la especie P. acuta y los datos aqui presentados,
proporcionan informaciéon importante sobre el posible uso del sistema MXR como

biomarcador en el monitoreo ambiental.

149



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

Actividad MXR in vitro

Se evaluo la capacidad moduladora in vitro de la actividad del sistema MXR de
compuestos quimicos utilizados en las practicas agropecuarias que se realizan en la
region sobre las dos especies utilizadas en los ensayos a campo. Se expusieron
moluscos P. acuta y Ch. dombeiana a concentraciones crecientes del herbicida
Glifosato Gleba, el principio activo de este compuesto, y el antiparasitario Bagomectina
(contiene ivermectina 1 % como principio activo), durante periodos de 96 y 240 h, (4
dias y 10 dias, respectivamente). Estos compuestos surgieron como algunos de los mas
utilizados en la region, segin datos aportados por el INTA (E.E.A. Esquel).
Transcurridos los periodos de incubacion se realizaron ensayos de acumulacion de RB
en ausencia y presencia de verapamilo. Estos experimentos constituyeron una etapa
preliminar en la evaluacion del posible efecto inductor del sistema MXR producido por
los compuestos antes mencionados. No se evaluaron los posibles efectos de la

combinacion de estos compuestos ni sus potenciales sinergias.

El glifosato es un herbicida no selectivo de accion sistémica de amplio espectro
utilizado para el control de malezas, en tratamientos de post-emergencia al follaje. La
gran solubilidad del glifosato en agua hace que pueda ser encontrado frecuentemente en
rios, arroyos y cuerpos de agua que se encuentran proximos a las zonas de aplicacion.
Trabajos realizados en la region pampeana de nuestro pais registraron concentraciones
entre 0,1 y 0,56 mg.I" en cursos de agua en momentos no asociados a un evento de
aplicacion del compuesto en los campos. Ademas registraron también una vida media
del compuesto de entre 45 y 60 dias, con una persistencia en el ambiente de hasta 170
dias, pudiendo esta ser ain mayor en climas frios o templados frios (Peruzzo et al. 2008;

CONICET 2009).

Los individuos de C. dombeiana expuestos durante 96 h a concentraciones de 100
y 500 pgl' de glifosato comercial mostraron un menor valor R, es decir, una mayor
actividad MXR, que los individuos incubados en condiciones control. A 240 h, por su
parte se aprecid una disminucion de los valores R en practicamente todas las
concentraciones analizadas, en relacion al grupo control. Estas disminuciones en los
valores R indicarian un aumento de la actividad MXR debida a la accion de P-gp, en la

especie C. dombeiana a las concentraciones estudiadas. Cabe destacar que esta
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tendencia al aumento de la actividad es mas notoria en concentraciones inferiores al
aumentar el tiempo de exposicion. Los niveles de acumulacion control no se

modificaron para ninguna de las concentraciones, tiempos y formulaciones estudiadas.

Con respecto a los grupos de C. dombeiana expuestos a las diferentes
concentraciones del principio activo de este formulado comercial, no se observaron
diferencias entre los valores R obtenidos para las distintas concentraciones, y el del
grupo control. Esto no se vio modificado por el aumento del tiempo de exposicion de
los individuos. Al comparar los valores obtenidos para los organismos expuestos a
ambos compuestos analizados, se pudo apreciar que el glifosato comercial si produciria
un aumento de la actividad MXR, para las concentraciones de 100 y 500 pg.1™ (96 h),

mientras que el principio activo no lo hizo.

Los experimentos realizados con moluscos de la especie P. acuta expuestos a
glifosato comercial, mostraron valores R menores al control al ser incubados en
concentraciones entre 0,1 y 10 pg.I"" durante periodos de 96 h. Si bien concentraciones
mayores correspondientes a 100 y 500 pg.I"' también mostraron en promedio valores R
menores al control, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas. En
relacién a los experimentos en los cuales lo organismos fueron expuestos durante 10
dias a las distintas concentraciones de glifosato Gleba, también mostraron una
disminucién del valor R en relacion a los organismos incubados en ausencia de este
compuesto. Tendencias similares pudieron apreciarse en los resultados obtenidos de los
experimentos realizados con el principio activo del glifosato. Si bien presentan valores
R menores a los del control, con diferencias significativas en las concentraciones entre
0,1 y 100 pg.l" en los ensayos de exposicion de 96 h, y en las concentraciones de 1 y
500 pg.l" para los ensayos de 240 h, no pudieron verse diferencias entre la actividad

MXR de los organismos expuestos a los diferentes compuestos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, referidos a la actividad MXR
evaluada en moluscos nativos y exdticos, expuestos a un formulado comercial que
contiene glifosato, y el principio activo, mostraron que en diferentes concentraciones,
ambos compuestos son capaces de modular la actividad del sistema MXR en las
especies estudiadas. Los valores R inferiores a los obtenidos en condiciones control

indicarian un aumento en la cantidad de RB acumulada dentro de los organismos
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cuando la P-gp se encuentra inhibida por el verapamilo. Resultados similares han sido
hallados en ensayos de actividad MXR realizados en lineas celulares de pez zebra
(Danio rerio) en donde los autores aprecian un aumento en la acumulacion de sustrato
fluorescente en presencia del inhibidor tras la exposicion de los organismos a glifosato y
al compuesto comercial Round up (Moreira et al. 2019). Estos autores proponen que
parte del efecto modulador que produce el glifosato sobre este mecanismo de
detoxificacion se podria deber a que el compuesto presente en el herbicida, al igual que
el verapamilo, interrumpe el normal funcionamiento de las proteinas de membrana
encargadas de expulsar la RB del interior celular, aumentando asi su acumulacion

intracelular.

Numerosos trabajos han demostrado que los aditivos presentes en los formulados
comerciales de muchos pesticidas son responsables, al menos en parte, de diferentes
efectos toxicos sobre los organismos estudiados. Folmar y colaboradores (1979)
estudiaron el efecto de un formulado comercial que presentaba glifosato, su principio
activo y el surfactante de manera aislada, sobre diferentes organismos acudticos, y
encontraron que la toxicidad del surfactante era similar a la que presentaba el formulado
comercial. El principio activo, sin embargo, mostrd ser menos toxico que los dos
anteriores, y estos resultados fueron similares a los encontrados por Bringolf y
colaboradores (2007), en experimentos realizados en larvas de bivalvos. En relacién a
esto, en el presente trabajo, se registrd6 una diferencia en la actividad MXR en
organismos C. dombeiana que fueron expuestos a concentraciones de 100 y 500 pg.1”
de glifosato comercial Gleba que no fue observada en presencia del principio activo.
Estudios posteriores evaluando la accion de los coadyuvantes del compuesto comercial
utilizado son necesarios para discernir si estos son los responsables del aumento de
dicha actividad, o ésta es producto de la accion conjunta de ambas sustancias, el

glifosato y los coadyuvantes.

En la provincia de Chubut, el Decreto N° 1540 del afio 2016 define como limite
aceptable para la proteccion de la vida acuética una concentracion limite de glifosato de
0,23 mg.l”' en cursos y cuerpos de agua. Como se mostrd en el presente trabajo,
concentraciones aun menores a esta, en condiciones in vitro, pueden generar en

principio, un aumento en la actividad del sistema MXR.
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Por otra parte, tanto el presente trabajo, como la legislacion antes mencionada, no
han contemplado el estudio de los efectos del 4cido aminometilfosfonico (AMPA), uno
de los principales productos de degradacion del glifosato en el ambiente y la biota. A la
fecha, numerosos trabajos han demostrado que la persistencia de este compuesto en el
ambiente es similar, o en algunos casos superior, a la del glifosato, dependiendo por
ejemplo del tipo de suelo estudiado, alcanzando periodos de entre 5 y 27 meses
(Grunewald et al. 2001; Landry et al. 2005; Simonsen et al. 2008). Asimismo, se sabe
que el AMPA puede resultar toxico para diferentes organismos (Manas et al. 2009;
Bedano 2016; Dominguez et al. 2016; Van Bruggen et al. 2018), lo que hace necesario

el estudio del efecto de este compuesto en organismos de la region.

La ivermectina es un endo y ecto antiparasitario ampliamente utilizado en las
distintas producciones ganaderas pudiendo ser aplicado mediante inyecciones o como
bafios tdpicos. Este compuesto presenta una vida media corta en aguas superficiales de
3-5 dias (Sanderson et al. 2007) debido a que sufre procesos de fotodegradacion, y su
gran capacidad para adsorberse al suelo y a la materia orgénica hace que pueda persistir
asociado al sedimento durante varios meses (Davies et al. 1998). Sin embargo, la
contaminacion local de ecosistemas acudticos podria ocurrir por la llegada de los
efluentes de los tratamientos topicos o debido a la excrecion directa de los animales

dentro de los cuerpos y cursos de agua (Boxall et al. 2004).

Los organismos de la especie C. dombeiana que fueron expuestos a
concentraciones de 1 ug.l'1 de ivermectina comercial durante 96 h presentaron menores
valores R que el grupo control, es decir, indicaron una mayor actividad MXR. Una
tendencia similar pudo apreciarse transcurridas las 240 h de ensayo para dicha
concentracion y también para 0,01 pg.l”', aunque esta diferencia respecto del control no
resultd significativa. Con respecto a los organismos de la especie P. acuta, se pudo
observar una tendencia al aumento de la actividad de este sistema de detoxificacion en
las concentraciones entre 0,01 y 1 pg.1" (96 h), sin embargo las diferencias entre estos
grupos y el control no fueron significativas, al igual que aquellas encontradas en el
ensayo de 10 dias. Diferentes estudios realizados en ratones y en peces indican que la
ivermectina es un modulador del sistema MXR (Lankas et al. 1997; Katharios et al.
2004; Bard y Godbais 2007). Experimentos realizados en garrapatas resistentes a la

ivermectina, mostraron que en presencia de un inhibidor de la P-gp, los organismos eran
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mas sensibles a este antiparasitario, disminuyendo su concentracion letal 50, la tasa de
oviposicion de las hembras y la viabilidad de los huevos (Pohl et al. 2011). Ensayos de
actividad MXR (eflujo de fluorescente) realizados por Jordao y colaboradores (2016) en
crustaceos mostraron tasas de transporte de sustrato superiores a los de los organismos
control en individuos expuestos a concentraciones de 3 y 6 ng.I"' de ivermectina 24 h, lo
que indicaria una induccion de este sistema debido a la exposicion a este farmaco. El
aumento de actividad MXR, registrada a partir de los valores R promedio obtenidos en
el presente estudio para concentraciones entre 0,01 pgl' y 1 pgl’ (96 h) son
consistentes con los resultados registrados por Jordao y colaboradores y por Lespine et
al., (2006). En este ultimo trabajo realizado en lineas celulares humanas registran un
aumento en la acumulacion de ivermectina dentro de las células en presencia de un
inhibidor de P-gp en relacion a organismos no expuestos este inhibidor. Esto demuestra
la capacidad de esta droga para interactuar con los transportadores de este mecanismo,

reduciendo su accion detoxificadora.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados con ivermectina comercial son
consistentes con los registrados en bibliografia. Existiria un efecto modulador de este
compuesto sobre el sistema MXR, en especial sobre la actividad de la P-gp. Es
necesario realizar estudios complementarios para evaluar la accion individual de esta
droga, en ausencia de coadyuvantes, sobre la actividad MXR en C. dombeiana y P.
acuta. Es importante destacar que en Chubut no se dispondrian de valores limite para
este compuesto en ambientes acuaticos, por lo que hasta el momento no existirian
medidas de proteccion en relacion a este farmaco ampliamente utilizado en la region.
Mas experimentos evaluando la toxicidad de la ivermectina asociada a su persistencia
en los sedimentos de rios y arroyos son necesarios para proponer medidas de proteccion

para estos ecosistemas.

Los ensayos preliminares realizados en el presente trabajo sugieren que la
exposicion de moluscos C. dombeiana y P. acuta a glifosato y a ivermectina in vitro
producen una modulacion del sistema MXR. Si bien es necesario aumentar el nimero
de experimentos para mejorar la significancia de los resultados obtenidos, las mayores
actividades de este sistema de detoxificacion, reflejadas como disminuciones en los
valores R en relacion al control indicarian un efecto inductor de estos compuestos sobre

la expresion de estas proteinas de membrana, en concordancia con la tercer hipotesis
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planteada en el presente trabajo. Estos datos avalan el potencial del sistema MXR como
biomarcador de calidad del agua en cuencas bajo uso agropecuario. Es importante
realizar experimentos que evalten el efecto combinado de estos y otros compuestos de
uso habitual en la region para poder evaluar posibles efectos acumulativos y/o
sinérgicos que ya han sido registrados en otros estudios (Dos santos et al., 2014). Por
otra parte, el verapamilo utilizado en el presente trabajo, tiene la capacidad de inhibir el
mecanismo MXR cuando éste es mediado por P-gp, provocando la acumulacion de
diferentes compuestos que son sustratos de éstos transportadores, en el interior celular.
De forma andloga, los compuestos quimicos aqui analizados, u otros presentes en el
medio ambiente, ya sean de origen natural o antrdpico, también pueden inhibir este
sistema de transporte, pudiendo saturarlo y revertir asi su normal funcionamiento
(Kurelec, 1995). De esta manera, sustancias que normalmente eran expulsadas del
interior celular por medio de este mecanismo, quedan atrapadas pudiendo resultar
toxicas, ain en concentraciones en las que antes no lo eran. Estas sustancias que tienen
la capacidad de bloquear el normal funcionamiento del sistema MXR se denominan
quimiosensibilizantes y pueden alterar potencialmente la toxicidad de otros compuestos
en organismos acuaticos, modificando la resistencia natural de los organismos hacia una
sensibilidad patobiologica (Smital y Kurelec 1997; Smital et al. 2004). De este modo, la
busqueda de posibles quimiosensibilizantes en los ambientes acudticos, considerados
contaminantes emergentes, surge como una aplicacion relevante del sistema MXR,
ademas de su rol como biomarcador en la evaluacion ecotoxicologica de ambientes

acuaticos (Kurelec et al., 2000).

Efectos de las actividades agropecuarias sobre los ensambles de

macroinvertebrados

Los resultados obtenidos demuestran que la comunidad de macroinvertebrados se
vio afectada por las practicas agropecuarias, particularmente por la cria de ganado en
confinamiento. Los incrementos moderados en las concentraciones de nutrientes,
sumados al aumento de la exposicidn solar de los lechos de los arroyos como producto
de la disminucion de la vegetacion de ribera, pueden estimular la produccion primaria y

en consecuencia, aumentar la densidad de invertebrados y peces (Barbour et al. 1996;
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Niyogi et al. 2007). En los sitios de estudio evaluados, se pudo apreciar un aumento en
la densidad media de individuos muy marcada entre los sitios I1 e 14, presentando este
ultimo la mayor densidad de macroinvertebrados de los 9 sitios estudiados. Resultados
similares fueron obtenidos en relacidon a la riqueza taxondémica registrada. Los sitios
asociados a actividades ganaderas en modalidades intensivas presentaron valores de
riqueza especifica absoluta superiores a los de los sitios de referencia correspondientes
en el mismo arroyo (R3 > R1 y I4 > I1). Sin embargo, no se apreciaron diferencias
significativas en los indices de diversidad de estos sitios, y pudo observarse un
predominio de grupos tolerantes, como Annelida y Diptera, en particular en los sitios
R3 e I4 durante el periodo de aguas bajas. Esto indicaria que existe un nivel de
degradacion moderado producido por el aumento de nutrientes, el cual de incrementarse
podria resultar en la eutrofizacion de estos sitios. Este fenomeno podria conducir al
desarrollo de proliferaciones de algas que, en general, restringen la heterogeneidad

espacial para los organismos acuaticos presentes (Quinn 2000; Allan 2004).

Por otra parte, aquellas modificaciones que derivan de la presencia de ganado en
las riberas, como por ejemplo aumento de los procesos de erosion y sedimentacion,
pueden actuar como factores de estrés con efectos negativos sobre especies de
macroinvertebrados bentonicos sensibles al depdsito de particulas inorgénicas finas
como arena o limo. Entre estos efectos se han incluido: la pérdida de habitat o refugio
adecuados, el enterramiento de comunidades bioticas bajo los sedimentos, la abrasion
de estructuras anatomicas de organismos (por €j. branquias externas) (Song et al. 2009;
Velasquez y Miserendino 2003; Miserendino et al. 2012). Algunas especies sensibles o
intolerantes a la sedimentacion, resultaron eliminadas durante el periodo de aguas bajas,
en sitios ubicados en el arroyo Ruca e Ingram asociados a ganaderia intensiva (R3, 14).
Este patron fue particularmente notorio en el arroyo Ingram, en donde la riqueza y
abundancia de los grupos EPT se vio reducida hasta en un 50 % entre los sitios 11 e 14,
y donde el grupo Plecoptera resultd practicamente extirpado de la comunidad. Estos
resultados indicaron procesos de degradacion atin mayores que los identificados por
Brand y Miserendino (2015) en sitios afectados por ganaderia extensiva, en donde se
document6 una disminucion del 20 % en la riqueza EPT y una pérdida del 43 % del
ensamble de Plecoptera. De manera similar a otros trabajos, se ha encontrado que

especies de Ephemeroptera, Plecoptera y Trichoptera resultaron utiles para detectar
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modificaciones derivadas de las practicas ganaderas en diferentes modalidades
(Sutherland et al. 2012; Brand y Miserendino 2015; Goss et al. 2014). Como anticiparan
Velazquez y Miserendino (2003), en los arroyos patagdénicos los sintomas de la
sedimentacion serian rapidamente evidenciados en la estructura y composicion de las

comunidades de macroinvertebrados bentonicas.

En estos sitios afectados por practicas ganaderas se pudo apreciar también un
aumento de los taxones tolerantes a los sedimentos y a los procesos de eutrofizacion,
como Lumbriculus variegatus, Pristina sp. o Nadidae spp. Esto es similar a lo
registrado por Shilla y Shilla (2011) y Niyogi y colaboradores (2007) en ambientes
asociados al pastoreo. Asimismo, sitios afectados por practicas agricolas y desarrollos
urbanos, donde ademads el ingreso de nutrientes en los cursos de agua es significativo
(Rodriguez Capitulo et al. 2001; Miserendino et al. 2008), resulté en un aumento de la
densidad de organismos tolerantes. De esta manera, las modificaciones encontradas en
los ensambles de macroinvertebrados bentonicos de los distintos sitios, coinciden con lo
propuesto en la cuarta hipdtesis del presente trabajo: la degradacion de la calidad del
agua y las modificaciones del hébitat, producto de las actividades agropecuarias,

resultaron en cambios en la comunidad de macroinvertebrados bentonicos.

Los principales cambios registrados por los indicadores de condicion de habitat y
de la calidad del ecosistema de ribera, ayudaron a interpretar como las modificaciones
que se producen en las adyacencias de los arroyos, asociadas al uso de la tierra, pueden
modificar fuertemente sus condiciones ecologicas (Miserendino et al. 2011). Estos
resultados son especialmente relevantes dado que la estructura de la comunidad de
macroinvertebrados en rios de montafia depende en gran medida de los recursos
aloctonos provenientes de las areas boscosas de la ribera (Piscart et al. 2009; Arnaiz et
al. 2011). El presente estudio sefiald que la abundancia relativa del grupo funcional
fragmentadores disminuy6 tanto en el arroyo Enna como en el Ingram, en coincidencia
con un empobrecimiento en las condiciones riberefas (zona buffer) y del habitat en los
arroyos. Goss y colaboradores (2014) también reportaron cambios importantes y rapidos
en la abundancia de fragmentadores asociados con la modificacion de los atributos del

bosque riberefio.

157



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

La contribucion relativa del grupo colectores-recolectores aumentd en la mayoria
de los sitios impactados por practicas agropecuarias, en los cuales la zona de
amortiguacion riberefa estaba fuertemente (R3, 14) o moderadamente alterada (E2, R2).
Ademas, se aprecidé una disminucion en la abundancia relativa del grupo funcional
raspadores. Esto podria deberse al empobrecimiento en la calidad y cantidad del
alimento probablemente como consecuencia de una mayor deposicion de sedimentos
finos en el lecho de los arroyos. Esto podria interferir tanto en el acceso de los
organismos al perifiton como en la calidad de los biofilms (Peeters et al. 2006;
Sutherland et al. 2012). Los resultados obtenidos, son consistentes con los encontrados
por Brand y Miserendino (2015) en sitios asociados a ganaderia extensiva en la region
Patagonica, lo cual indicaria que independientemente del nivel de disturbio generado
por estas practicas en relacion a los cursos de agua, estas producen modificaciones

apreciables en la estructura tréfica de las comunidades de macroinvertebrados.

Las respuestas de los macroinvertebrados a los disturbios ambientales
introducidos por las practicas agropecuarias estudiadas fueron consistentes en términos
de composicion dado que se encontraron asociaciones de especies en los sitios de
referencia que fueron diferentes de los ensambles de los sitios afectados por dichas
practicas. Este tipo de respuestas comunitarias han sido documentadas en arroyos y rios
que atraviesan desarrollos agricolas y ganaderos en distintas regiones (Hodkinson y

Jackson 2005; Litvan et al. 2008; Song et al. 2009).

Los andlisis de correspondencias candnicas (ACC) generaron un ordenamiento
que indicaron por un lado, un gradiente de disturbio, asociado a la conductividad, carga
bacteriana y concentracion de clorofila a, y a la concentracion de oxigeno disuelto y la
velocidad del agua. Por otro lado, el ordenamiento también indic6 una relacioén entre el
TSS, el PRS y el NH,", variables asociadas a la presencia de ganado en los sitios de
estudio. Al relacionar este ordenamiento con los ensambles de macroinvertebrados, se
documentd que especies sensibles o intolerantes mostraron altas densidades en los sitios
bien oxigenados y con gran caudal. Las especies del grupo EPT como Metamonius
anceps, Antarctoperla michaelseni, Monocosmoecus sp., Udamocercia arumifera,
Rheochorema sp., Nousia bella mostraron preferencias por estas condiciones ecoldgicas

reforzando su rol como bioindicadores de buena calidad del agua. Esto se debe a que la
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mayoria de los que componen el grupo de especies son endémicas y que ademas tienen

requisitos ecologicos estrictos (Miserendino et al. 2008; 2011)

Por el contrario, taxones tolerantes como Tubificidae, Biompahalaria sp.,
Pseudochironomus sp., Parachironomus sp. y Ephydridae sp. mostraron preferencia por
sitios con valores altos de conductividad, altas cargas bacterianas y niveles altos de
clorofila a. Otros taxones tolerantes a altas concentraciones de nutrientes fueron
Orthocladius spl, Ostracoda sp., Thaumaleidae sp., y Nadidae. En general estos grupos
faunisticos estarian asociados a ambientes afectados por distintos tipos de disturbios
antropogénicos (Herbst et al. 2012; Rasmussen et al. 2013; Brand y Miserendino 2015),
y cursos de agua que muestran sintomas de erosion y sedimentacion (Sutherland et al.

2012; Merchéan et al. 2018).

Los patrones de distribucion de especies encontrados en este trabajo,
probablemente puedan ser explicados tanto por causas naturales como antrdpicas. Si
bien los desarrollos agropecuarios estudiados, mostraron cursos de agua ecoldgicamente
degradados (como lo indican los aumentos de conductividad y nutrientes, la
disminucion del oxigeno disuelto y un mayor recuento de bacterias E. coli) (Bragina et
al. 2017; Merchén et al. 2018), la desconexion de flujo de agua que se produce en el
arroyo Ingram (intermitencia natural) probablemente haya desmejorado las condiciones
ambientales, resultando en una comunidad benténica simplificada en términos de

especies presentes (Wooster y Debano 2018).

Tal como se esperaba, se obtuvieron varias correlaciones significativas entre
métricas de macroinvertebrados y variables ambientales relacionadas a la calidad de
agua, tales como la concentracidon de amonio, la conductividad y el nimero de bacterias
fecales. Se registro un alto numero de correlaciones negativas significativas entre las
medidas de riqueza y la concentracion de amonio en el agua. Trabajos realizados a
escala de micro y mesocosmo han demostrado que concentraciones de amonio incluidas
en el rango registrado en el presente trabajo, resultan toxicas para especies de anfipodos
y del grupo EPT (Hickey et al. 1999; Berenzen et al. 2001). En consonancia con esto,
modelos lineales generalizados construidos a partir de métricos de macroinvertebrados y
parametros de calidad del agua indicaron relaciones negativas entre la concentracion de

amonio presente en el curso de agua y la riqueza de EPT y el nimero de familias de
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insectos, y esto es similar a lo registrado por Hooda y colaboradores (2000). En este
sentido, las métricas mencionadas pueden ser utilizadas como centinelas para generar
alertas tempranas del impacto que pueden generar los cambios en el uso de la tierra. Un
aspecto importante es que ambas métricas estdn basadas en datos cualitativos, cuya
obtencion implica menos esfuerzo que el uso de métricas cuantitativas, y aun asi
resultan muy informativas acerca de las condiciones ecoldgicas predominantes en los

arroyos.

Practicas de manejo para reducir el impacto de la ganaderia

El acceso irrestricto del ganado a los cursos de agua y sus riberas no solo genera
aportes de nutrientes y diversas sustancias potencialmente toxicas a los ambientes
acuaticos, sino que también conduce a procesos de homogeneizacion de los
ecosistemas, ya sea por aumentos en los procesos de erosion y sedimentacion, por
disminucion de la vegetacion de la ribera, entre otros. Esta consecuente disminucion de
la heterogeneidad ambiental, conduce no solo a la pérdida de la biodiversidad, sino que
en conjunto, llevan a la progresiva pérdida de la resiliencia de los ecosistemas acuaticos
(Cingolani et al. 2008; Mesa et al. 2015; Hughes 2016). Es por esto que las practicas o
manejos tendientes a reducir la degradacion de los ambientes dulceacuicolas no solo
deben estar apuntadas a disminuir la llegada de sustancias al agua, sino también a
favorecer una mayor heterogeneidad ambiental, protegiendo asi la integridad ecoldgica
y la calidad de los servicios ecosistémicos que estos proveen (Wen et al. 2016; Graeber

etal. 2017).

A pesar de que muchos de los sitios estudiados no presentaron practicas de
mitigacion para proteger los cursos de agua, se pudieron identificar algunas acciones
especificas en las riberas que presentaron sistemas de cria de ganado en confinamiento
que podrian ayudar a disminuir el disturbio producido. La deposicidon intencional de
grava y ripio en areas especificas de las riberas y los arroyos (4reas mallinosas), con el
proposito de evitar las lesiones en el ganado, podrian colaborar a disminuir las tasas de
erosion, minimizando asi la turbidez y la deposicion de sedimentos (Schueler y Brown

2004). Esta accion puede limitar la pérdida potencial de suelo y el subsecuente
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transporte de particulas y materiales hacia el lecho del rio (Magner et al. 2008; Garcia et

al. 2015).

Existen otras practicas de manejo que estan siendo puestas a prueba en distintos
lugares del mundo con buenos resultados. Muchos autores coinciden en que aquellas
estrategias que disminuyen el tiempo de permanencia de los animales en el curso de
agua y sus riberas, son beneficiosas para reducir el nivel de disturbio generado (Hughes
2016; Malan et al. 2018). En este sentido, si bien la implementacion de sistemas de
aprovisionamiento de agua, fuera de las riberas, reduce el nimero de visitas de los
animales a los cursos de agua, esto no resulta suficiente para producir cambios
significativos en los procesos de erosion y sedimentacion (Line 2003; Miller et al.
2010). Es por esto que diversos autores sugieren la implementacion conjunta de estos
dispositivos con sistemas que permitan excluir a los animales de las riberas
(alambrados, cercas eléctrificadas) (Hughes 2016). Los resultados del presente trabajo
mostraron que la integridad de la ribera fue mejor en aquellos sitios en los cuales el
ganado se encontr6 excluido, en consonancia el indice QBRp mostré valores mas altos,
sugiriendo un buen nivel de conservacion. Puede apreciarse que en el corto plazo, la
ausencia de ganado en las riberas conduce a una recuperacion paulatina de la vegetacion
(Miller et al. 2010 a y b; Oles et al. 2017; Odadi et al. 2017), incrementando la
capacidad de las mismas de retener no solo sedimentos (Hicks 1992; Boothroyd et al.
2004), sino también los nutrientes y las bacterias generalmente asociadas a esta

actividad (Schwarte et al. 2011; Wilcock et al. 2013).

Con respecto a la recuperacion de la vegetacion de las riberas distintos estudios
han abordado el efecto de diferentes técnicas de restauracion en espacios que han sido
sometidos a actividad ganadera durante largos periodos de tiempo. Si bien estos
estudios no han encontrado cambios significativos en las propiedades del suelo durante
el periodo de estudio (8-10 afos), si registraron una disminucion importante del
porcentaje de suelo desnudo y un incremento en la cobertura y ancho de la vegetacion
riberena (Hale et al. 2018). Ademas, el desarrollo de estrategias de restauracion activa
(ej. siembra de especies nativas o plantacion de renovales) en sitios previamente
disturbados, mostraron mejores resultados que aquellos sitios en los que solo se
aplicaron técnicas de exclusion del ganado que eliminaba el forrajeo de las riberas

(Higgisson et al. 2019). Estas mejoras en la calidad de la ribera, reflejan ademas efectos
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positivos en la calidad del agua de los arroyos asociados, en términos de disminucion de
la turbidez y los procesos de sedimentacion e incrementos del oxigeno disuelto y el
aporte de materia orgéanica (Collins et al. 2013). Si bien los efectos de los procesos de
restauracion de las riberas no son observables en el corto plazo, existe evidencia
suficiente de los multiples beneficios que produce la recuperacién de estos ambientes

(Giorgi 2014; Feld et al. 2018).

Por otra parte, una estrategia poco costosa y ambientalmente sustentable para
minimizar la llegada de contaminantes producidos por la actividad ganadera a los
cuerpos de agua es el tratamiento efluentes mediante la fitorremediacion, utilizando
plantas acuaticas (Rizzo et al. 2012). Diversos trabajos han demostrado que acciones de
este tipo son efectivas para disminuir la concentracion de compuestos nitrogenados en
los cuerpos de agua (Loe et al. 2018), y para disminuir la demanda quimica de oxigeno
de los sistemas (Mendieta-Pino et al. 2019). De esta manera, los sistemas de
fitorremediacion podrian constituir una alternativa para reducir la eutrofizacion y los
efectos toxicos producidos por los desechos, los cuales alteran a la biota acuatica

(Wilcock et al. 2013).

Debido a la alta conectividad que existe entre los cursos de agua y sus riberas,
cualquier estrategia que sea aplicada con el fin de prevenir la degradacion de estos
ambientes se vera reflejada como un incremento en la calidad de los ecosistemas
acuaticos (Hughes 2016). Es por esto que deberia fomentarse la implementacion de
practicas de manejo tendientes a proteger los ambientes de ribera que constituyen una
zona de amortiguacion muy importante para dichos ecosistemas. De esta manera se
podrian reducir los procesos de degradacion a los que se ven sometidos estos ambientes,
protegiendo su integridad, y garantizando la calidad de los servicios ecosistémicos

provistos.
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6. CONCLUSIONES

La calidad del agua de los arroyos estudiados, afectados por diferentes actividades
agropecuarias se vio empobrecida, debido al aporte de nutrientes, sedimentos y
patoégenos a los arroyos, asi como por la degradacion de la calidad del habitat y el
ecosistema riberefio. Las variables fisicas y quimicas del agua revelaron un deterioro
general en los sitios asociados a la cria de ganado en confinamiento, asi como un
aumento en las concentraciones de nutrientes, que también se produjo en los sitios
asociados a producciones horticolas. La presencia de ganado en las riberas produjo una
disminucion de la cobertura vegetal (por herbivoria) y un aumento en la concentracion
de sedimentos en los arroyos, que condujeron a una pérdida de diversidad de ambientes
disponibles para la biota acuatica. Si bien estos disturbios resultaron moderados en
relacion a aquellos registrados en sitios afectados por urbanizaciones en la region, los
macroinvertebrados bentoénicos respondieron al mismo con cambios de composicion y

estructura comunitaria.

La actividad MXR evaluada en moluscos dulceacuicolas Chilina dombeiana y
Physa acuta presentes en los sitios de estudio, mostrd una baja respuesta a los disturbios
alli registrados. Sin embargo al comparar esta actividad en organismos de la especie
Physa acuta provenientes de sitios de referencia y en un sitio afectado por desechos
urbanos (externos a los del presente trabajo), si pudo apreciarse una respuesta
diferencial, con mayor actividad en los organismos presentes en este Ultimo sitio
mencionado. Ademas se pudo comprobar que sustancias utilizadas actualmente en la
region, asociadas a la agricultura y la ganaderia, como el glifosato y la ivermectina,
producen una induccion de este sistema de detoxificacion en condiciones in vitro. Es
por esto que, de incrementarse el nivel de disturbio, o la llegada de estas u otras
sustancias a los cursos de agua, este biomarcador podria resultar de utilidad para generar

alertas tempranas de cambios que puedan resultar riesgosos para la biota del lugar.

Se encontraron también respuestas consistentes en la composicion y estructura
funcional de los ensambles de macroinvertebrados bentonicos con respecto a los usos de
la tierra evaluados. En los sitios en los que se desarrollaban actividades ganaderas
intensivas se pudo apreciar una disminuciéon del nimero de especies de los grupos de

macroinvertebrados sensibles (Plecoptera) y un aumento de los grupos mas tolerantes

164



Influencia de las practicas agropecuarias sobre cursos de agua de Patagonia: empleo de macroinvertebrados y sistema de defensa
a multiples agentes xenobioticos (MXR) como biomonitores
Lic. Cristina N. Horak | Dra. Yanina A. Assef — Dra. Nora Gémez

(Annelida y Diptera). Ademas, los atributos de los ensambles se correlacionaron con los
factores ambientales que resultaron relevantes como producto de los procesos de
degradacion (nutrientes, conductividad, sedimentacion, bacterias coliformes y clorofila
a). En el presente trabajo se encontrd que las métricas de riqueza de EPT y el nimero de
familias de insectos pueden ser usadas como centinelas en el monitoreo de los sitios
afectados por el uso agropecuario. Un aspecto relevante de estas métricas es que ambas
se basan en datos cualitativos, lo que significa que, con menos esfuerzo que el que
demanda la obtencién de métricas cuantitativas, proporcionan informacion util sobre las

condiciones ecologicas predominantes en los arroyos.

Con el fin de valorar el impacto que las actividades antropicas tienen sobre los
ecosistemas acudticos, resulta de gran importancia desarrollar metodologias que
permitan evaluar el estado de estos sistemas y seguir los cambios que alli ocurren, a lo
largo del espacio y el tiempo. El registro de las modificaciones fisico quimicas que se
producen en un sitio por el efecto de la actividad humana, brinda informacion util sobre
la calidad del agua y son los pardmetros generalmente utilizados para determinar
regulaciones o valores guia. Sin embargo, en muchos casos, modificaciones leves de
estos parametros, asi como la aparicion de sustancias dificiles de medir (ej. pesticidas,
farmacos), resultan en respuestas significativas en los organismos que habitan estos
ambientes. Es por esto que, el uso de biomonitores, a diferentes niveles de organizacion,
resulta importante para generar alertas tempranas sobre los disturbios que el hombre
genera y que pueden poner en riesgo al ecosistema evaluado, y los servicios que este

brinda.

Las evaluaciones de biomarcadores realizadas en el trabajo, mostraron que si bien
la actividlad MXR (mediada por Pg-p), no resultd sensible al nivel de disturbio
encontrado, si mostrd respuestas a la presencia in-vitro de sustancias que se utilizan en
practicas agropecuarias de la region. Esto indicaria que, de llegar estas sustancias a los
cursos de agua, o de aumentar su concentracion, este biomarcador podria resultar un
indicador util de procesos de contaminacion. La respuesta de los bioindicadores
estudiados, a nivel de comunidad (ensambles de macroinvertebrados bentonicos) indico
que los sitios investigados presentaron disturbios moderados, que derivaron de las
actividades agropecuarias que alli se desarrollan. Esto muestra que existen procesos de

degradacion en marcha que afectan la calidad del agua de los arroyos. Puede verse asi
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que las diferentes metodologias de biomonitoreo, evaluando respuestas producidas a
distintos niveles de organizacion bioldgica, contribuyen a obtener diagndsticos mas
completos sobre el estado de los ecosistemas y en consecuencia, de la integridad

ecoldgica de los mismos.

En los sitios de estudio y si bien mostraron algin nivel de efectividad, se
observaron pocas estrategias de mitigacion tendientes a proteger la calidad del agua de
los arroyos y sus riberas (enripiado, exclusion del ganado). Aunque los disturbios
producidos por las practicas agropecuarias observadas resultaron moderados, es
esperable que la continuidad de estas en el tiempo, asi como su diversificacion e
intensificacion resulten en disturbios atin mayores y dificiles de remediar. Seria
oportuno fomentar el uso de medidas de mitigaciéon y conservacion, dirigidas al
mantenimiento de la integridad de los corredores riberefios, como la exclusion del
ganado y la reforestacion de riberas. Esto disminuiria los pulsos o sintomas de
sedimentaciéon producidos por el pisoteo, amortiguaria los aportes de nutrientes y
reduciria los niveles de bacterias. Asimismo, el uso de estanques de mitigacion de
efluentes o humedales artificiales podria ser una alternativa factible para el tratamiento

de los residuos producidos por el ganado en confinamiento.

La recuperacion completa de los ecosistemas 16ticos ya afectados por practicas de
este tipo es dificultosa y poco probable. Sin embargo, existe evidencia suficiente de que
las actividades tendientes a mejorar la calidad de los ecosistemas de ribera asi como la
eliminacion del ganado de los cursos de agua ayudan a mejorar y mantener el buen
funcionamiento de los arroyos y su biodiversidad. Esto indica que el esfuerzo que se
aplique en la restauracion de las riberas producird mejoras significativas en la calidad
del agua y los servicios ecosistémicos que estos ambientes brindan, garantizando asi su
uso prolongado en el tiempo. Los ambientes dulceacuicolas en el noroeste de Patagonia
sostienen entre otras multiples actividades involucradas en el turismo y la recreacion
(observacion de aves, natacion, canotaje, pesca deportiva, etc.) las que también son
opciones validas para el dinamizar la economia regional. En consecuencia, el
mantenimiento de la calidad del agua y de la integridad de estos arroyos evitaria

potenciales conflictos con los usuarios de estos recursos naturales.
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