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Resumen

En los dltimos afos la agricultura de secano ha aumentado enormemente en Uruguay,
pasando a dominar los cultivos de verano con la soja como principal componente. Esta
agricultura posee una tendencia al monocultivo y a la intensificacion mediante siembra
continua, dependiente de fitosanitarios. Dichos productos, seguin sus caracteristicas fisico-
guimicas, pueden encontrarse en distintos compartimentos ambientales (suelo, agua,
atmésfera y/o tejido animal), donde pueden degradarse, acumularse o experimentar
alteraciones que disminuyan o aumenten su persistencia. En el presente trabajo se pusieron
a prueba abordajes que pueden ser Utiles para mejorar la gestion ambiental, en particular
para el monitoreo de los impactos ambientales de los productos fitosanitarios, mediante la
generacion de un mapa predictivo de su destino ambiental representativo para una regiony
el empleo de un grupo altamente sensible como indicador biolégico, como son los anfibios.
Se modelé de manera exitosa el comportamiento del Glifosato en la cuenca del Arroyo de
La Virgen (microcuenca del rio Santa Lucia), generando a partir de la modelacion en SWAT
(Soil and Water Assessment Tool) un mapa de exportacion-retencion de dicho compuesto.
A partir de muestras de suelo, se detectaron en la cuenca tres productos fitosanitarios de
uso actual (Glifosato/AMPA, Cipermetrina y Clorpirifos) y cinco COPs (Clordano, Endosulfan,
Hexaclorobenceno, Mirex y DDT). Respecto a los anfibios, los andlisis sugieren que tanto
sobre adultos como sobre larvas el Clorpirifos tiene un efecto negativo en la diversidad, al
tiempo que el uso del suelo aparenta tener un efecto sobre la morfologia de las larvas,
incidiendo sobre el efecto que ciertos fitosanitarios provocan en ellas (efectos diferenciales
por uso del suelo de AMPA y Glifosato). Este es el primer trabajo para nuestro pais en
abordar esta problematica con un enfoque integral, incorporando aspectos de analisis a
escala de cuenca (con sensoramiento remoto y SIG), modelando de manera exitosa el
comportamiento de fitosanitarios mediante el SWAT (de uso incipiente en Uruguay) Yy
realizando relevamientos de campo y analisis estadisticos, que permitieron validar el modelo
generado asi como evidenciar posibles impactos de los fitosanitarios sobre un importante

grupo de vertebrados, tanto a nivel comunitario como morfoldgico.

Palabras clave: fitosanitarios, modelo SWAT, anfibios, Santa Lucia



Lista de acrénimos

ACP: Analisis de Componentes Principales
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NMDS: Escalamiento Multidimensional No Métrico (sigla en inglés)
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Introduccion

Desde el afio 2002 Uruguay ha transitado un proceso de intensificacion y expansion agricola,
consecuencia de un aumento de la demanda en el mercado internacional, cambios
tecnoldgicos y las medidas de politica econémica tomadas por Argentina (Garcia-Préchac
et al., 2010). Este proceso se baso en la expansion de la agricultura de secano, que para el
afio 2012 ocupaba 1:689.400 ha, una superficie que no alcanzaba desde 1957 (DIEA, 2012),
y estaba dominada por cultivos de verano, basicamente a expensas de la soja (Souto, 2005;
Arbeletche y Gutiérrez, 2010; Saavedra, 2010; Redo et al., 2012; Tiscornia et al., 2014). Los
principales cambios tecnoldgicos asociados a esta ‘nueva agricultura’ son: la adopcion de
siembra sin laboreo, el empleo de cultivos transgénicos, el cambio de una agricultura basada
en cultivos de invierno a una basada en cultivos de verano, la disminucién de pasturas dentro
de las rotaciones, la implementacion de sistemas de agricultura continua y el desarrollo de
sistemas agricolas en nuevas zonas de produccion, no tradicionalmente agricolas (Souto,
2005; Arbeletche y Gutiérrez, 2010; Garcia-Préchac et al., 2010; Saavedra, 2010). En
sintesis, es esta una agricultura “diferente”, con una tendencia al monocultivo e

intensificacion mediante siembra continua.

Entre 1961 y 2009, la superficie agricola mundial crecié un 12%, pero la produccién agricola
aumento un 150%, gracias al incremento significativo de los rendimientos de los principales
cultivos (FAO, 2011). En América Latina, la produccion agropecuaria aumenté mas de 50%
en el periodo de 2000 a 2012 (Acosta, 2013). A nivel de paisaje, por ejemplo, en Uruguay
entre 2000 y 2011 se transformaron aproximadamente 1 millon de hectareas de campo
natural, con un incremento de alrededor de 450.000 ha de cultivos de secano y 460.000 ha
de cultivo forestal (FAO, 2015).

El proceso de expansion de la agricultura en Uruguay ha influido positivamente en la
economia, pero también a otros niveles ha generado consecuencias importantes,
destacandose el desplazamiento de productores tradicionales, la conversion de tierras que
tradicionalmente se empleaban para otro uso y el empleo de nuevas estrategias productivas,
gue implican un aumento en el uso de agroquimicos (fertilizantes y fitosanitarios) (Arbeletche
y Gutiérrez, 2010; Terra Natero, 2016).



Los productos fitosanitarios son sustancias creadas para matar organismos que causan
dafios econémicos en la produccién agropecuaria, pero afectan también a organismos no
blanco, incluyendo al ser humano (Rios et al., 2010). Por esto, su uso inadecuado puede
deteriorar la calidad de las fuentes de agua, alterar la reproduccion y desarrollo de especies
acuaticas y terrestres, y provocar diversas afecciones en humanos y otros animales
(Gavrilescu, 2005; Mnif et al., 2011; Ortiz et al., 2011). Segun la OMS cada afio se producen
en el mundo mas de 25 millones de envenenamientos por productos fitosanitarios, en los
cuales mueren alrededor de 20 mil personas. Por su parte, la FAO advierte que, si bien el
80% de los fitosanitarios que se distribuyen en el mundo son usados en paises
desarrollados, un 99% de las intoxicaciones ocurre en naciones en vias de desarrollo o

subdesarrolladas (Mufioz Quesada, 2011).

Los suelos pueden recibir contaminantes ambientales por diferentes caminos, incluyendo la
aplicacion directa, deposicion atmosférica, derrames, erosion desde areas contaminadas
préximas y por irrigacion con aguas contaminadas, entre otros (Barra et al., 2005). Los
procesos que influencian el comportamiento de los fitosanitarios en el suelo son: la
descomposicion (quimica, fisica y microbiana), la volatilizacion, el movimiento, el consumo
por organismos Yy la adsorcion (Bailey y White, 1970; van der Werf, 1996). Este ultimo, a su
vez, depende tanto de las caracteristicas del compuesto como de las del suelo y puede ser
desde totalmente reversible a irreversible (Morell y Candela, 1998; Gevao et al., 2000). La
adsorcion controla entonces la persistencia de los fitosanitarios en el suelo, siendo el
contenido de materia organica del compartimento el factor predominante para la retencion
(van der Werf, 1996; Boivin et al., 2005). Si bien en general los plaguicidas modernos tienden
a tener poca persistencia en el ambiente (Nufiez y Maeso, 2010a), los residuos de algunos
compuestos pueden permanecer en el suelo por afios. Por ejemplo, Dimond y Owen (1996)
hallaron residuos de DDT en suelos forestales de Maine (USA) que no se fumigaban con
dicho producto desde hacia al menos 30 afios. En Uruguay, se han encontrado evidencias
de residualidad de plaguicidas fuera del sitio de aplicacion: presencia de herbicidas en agua
y sedimento donde no se aplican (Eguren et al., 2008; Hill y Clérichi, 2008; Cantou et al.,
2009; Nardo, 2011), presencia del herbicida atrazina en reservas de agua potable (Manta et
al., 2013a), presencia de insecticidas en peces del Rio Uruguay (Leites, 2009; Rios et al.,
2010; Colombo et al., 2011) y en produccion apicola, en investigaciones donde se han

utilizado apiarios como indicadores de calidad ambiental (Carrasco-Letelier et al., 2009; Rios



y et al., 2010). Sin embargo, los estudios que analizan la presencia de fitosanitarios en

diferentes matrices ambientales, en particular en suelo, contintan siendo escasos en el pais.

Para modelar la dispersion de los fitosanitarios en el ambiente a menudo se utiliza lo que se
denominan modelos ambientales. Estos son representaciones simplificadas de una cuestion
de interés ambiental, con un componente matemético y uno espacial, generalmente
integrados en un sistema de informacién geogréfico (SIG). Algunos de ellos combinan datos
de un area y un/os contaminante/s dados, para predecir su dispersion en el ambiente
(Mackay, 2001). Dichos modelos son muy utiles como herramienta ya que permiten ademas
evaluar el potencial impacto de los fitosanitarios en diferentes matrices ambientales (Bozzo
y Corujo, 2010). En particular, SWAT (Soil and Water Assessment Tool), fue desarrollado
por Arnold y colaboradores (1998) para el Servicio de Investigaciones Agricolas (ARS) del
departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA), para evaluar los efectos de
decisiones alternativas de manejos agricolas, sobre los recursos hidricos y la contaminacion
de fuentes no puntuales en cuencas hidrograficas. SWAT permite predecir el impacto de las
practicas de manejo de las cuencas sobre el agua y el suelo, en cuencas complejas con
usos del suelo y condiciones de manejo variables a través del tiempo (Holvoet et al., 2005;
Neitsch et al., 2009). Es un modelo muy popular en el estudio del impacto de las actividades
agricolas y la gestion del uso del suelo, en la salud general de las cuencas (Merwade y Rajib,
2014), empleandose incluso para modelar la provision de servicios ecosistémicos, ya que
permite tener una vision integrada de los ecosistemas en funcién de la gestion que se hace
de los recursos naturales (Francesconi et al., 2016). Es interesante emplear este modelo en
Uruguay debido a que, una vez calibrado y validado, permitiria el monitoreo de las
actividades agricolas sin los costos (en tiempo y dinero) de ir al campo y seria de ayuda en
el ordenamiento territorial, permitiendo prever que impacto podria generar el cambio del uso

del suelo en una regidén particular.

Si bien los modelos ambientales poseen los beneficios antes descriptos, necesitan ser
complementados con otro tipo de estudios que permitan generar una vision integral de lo
gue ocurre en el ambiente. Para ello se utilizan comiunmente las especies indicadoras de

calidad ambiental o susceptibles a los cambios.

Los anfibios que se reproducen en campos agricolas estdn expuestos a niveles altos de
fitosanitarios y pueden sufrir serias consecuencias a nivel poblacional (Peltzer et al., 2008).

Estos organismos dependen de cuerpos de agua para su reproduccién y desarrollo
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temprano, por lo que podrian encontrarse expuestos a fitosanitarios durante esa etapa.
Ademas, poseen una piel altamente permeable que los hace mas susceptibles que otros
vertebrados a las variaciones ambientales (Bruhl et al., 2011; Ortiz y Egea, 2013; van Meter
et al., 2014).

Segun la lista roja de especies amenazadas de UICN, los anfibios representan el grupo de
vertebrados mas amenazados, con 32% de las especies en peligro de extincion y 43% en
situacion de declive. Asimismo, el nimero de anfibios catalogado como en peligro critico se
ha duplicado desde la década de los ‘80 (Stuart et al., 2004 ), década desde la cual se registra
un declive mundial de anfibios (catalogado como una de las amenazas mas criticas a la
biodiversidad global). Los cambios en los usos del suelo han sido reportados como una de
las causas de este declive mundial (Stuart et al., 2004; Wake y Vredenburg, 2008; Brum et
al., 2013; Loyola et al., 2015; Nori et al., 2015). Si se considera la extensa superficie que se
utiliza para la agricultura, la expansion agricola representa la actividad humana que genera
las mayores pérdidas de habitat utilizable para los anfibios a nivel global (Mann et al., 2009;
Nori et al., 2013). En Uruguay, la pérdida y modificacion del habitat ha sido citada como la
principal amenaza que afecta de forma general a los anfibios (Soutullo et al., 2013). Sobre
la base de los criterios de UICN, Carreiray Maneyro (2015) reportaron para nuestro pais que
12 especies se encuentran en alguna categoria de amenaza: tres en peligro critico (CR),
ocho en peligro (EN), una vulnerable (VU) y cuatro casi amenazadas (NT), sobre un total de

46 especies nativas.

De Lange y colaboradores (2009) encontraron que, entre siete taxones de vertebrados, los
anfibios y reptiles contenian las especies mas vulnerables a nivel poblacional, en relacién a
la exposicion a fitosanitarios (DDT y Clorpirifos); mientras que Davidson y Knapp (2007)
encontraron una correlacion entre el uso intensivo de fitosanitarios y el declive de las
poblaciones de anfibios. A su vez, existen diversos estudios que demuestran la toxicidad de
varios productos empleados en la agricultura moderna sobre especies de anfibios
(Lajmanovich et al., 2009; Lescano et al., 2009; Lajmanovich et al., 2011; Huespe, 2015). Se
registraron efectos sobre la supervivencia y el desarrollo de larvas (Relyea, 2003; Relyea,
2004a; Relyea, 2005) e incluso morfologias anormales producto de mutaciones genéticas
(Blaustein y Johnson, 2003; Taylor et al., 2005; Peltzer et al., 2011; Agostini et al., 2013). Sin
embargo, la mayoria de estos trabajos son experimentos de laboratorio centrados en un

producto a la vez, impidiendo una evaluacion tanto de los efectos directos e indirectos de los
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fitosanitarios sobre los organismos inmersos en sus contextos ecolégicos naturales (Relyea,
2005; Relyea et al., 2005), como de los posibles efectos resultantes de la interaccion entre
productos (Relyea, 2009).

Los fitosanitarios, ademas de causar un dafio directo, pueden interactuar con otros
causantes de estrés. Por ejemplo, la exposicién a estos productos puede ser un importante
supresor del sistema inmune de los anfibios, facilitando asi la aparicion de enfermedades
infecciosas como la quitridiomicosis (otra de las principales causas del declive mundial),
resultando en la reduccion del fithess del adulto o directamente causando mortalidad (Bruhl
et al., 2011; Lips, 2016).

En los habitats terrestres, los anfibios se encuentran expuestos a productos quimicos cuando
se mueven a traves de campos agricolas en busca de alimento y sitios de reproduccion. Los
anfibios en el medio terrestre obtienen el agua principalmente por absorcion cutanea. Asi,
ademas de la exposicion directa, estos organismos pueden estar expuestos a la
contaminacion con fitosanitarios cuando cruzando campos agricolas estan en contacto con

el suelo o plantas que los contienen (Bruhl et al., 2011).

Una forma de determinar el impacto de los fitosanitarios sobre un sitio dado es la evaluacion
“in situ” del efecto sobre las comunidades bidticas que lo habitan. Esta es una evaluacién “a
posteriori” y nos da una indicacion de la vulnerabilidad del agroecosistema (Nufiez y Maeso,
2010b). En cultivos de verano el principal periodo de aplicacion de fitosanitarios (noviembre-
marzo) coincide con el periodo reproductivo de la mayoria de las especies de anfibios de la
region (Achaval y Olmos, 2007; Peltzer y Lajmanovich, 2007). Los charcos representan
muestras no aleatorias de una comunidad regional, de forma tal que las caracteristicas de
las comunidades de anfibios presentes en cada charco dependen tanto de su contexto
ecolégico (e.g. caracteristicas fisicas y quimicas del charco, presencia de competidores y
depredadores, disponibilidad de recursos), como del uso del suelo circundante
(principalmente por exposicion a productos fitosanitarios) (Knutson et al., 2004; Relyea et
al., 2005).

Por otra parte, considerando como bioindicador a un organismo (o parte de un organismo o
de una comunidad) que contiene informacion sobre la calidad del ambiente (Markert et al.,
2003), resulta ventajoso para el desarrollo de planes de monitoreo, identificar especies

bioindicadoras de la presencia (actual o pasada) de fitosanitarios en un sitio. Las tablas de
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presencia-ausencia permiten evidenciar especies tolerantes y sensibles a los productos en
cuestion. Si una especie resulta ser muy sensible, su ausencia de un sitio donde “deberia
estar” puede considerarse como un indicador de la presencia de dichos productos, del mismo
modo que si una especie es tolerante a un compuesto y solo se encuentra esa especie en
donde se deberia encontrar mayor diversidad, se puede tomar como alerta. Asi, siempre que
se tenga controlados los restantes determinantes ambientales que podrian afectar la
presencia de las especies en cuestién, su presencia o ausencia podrian emplearse como
indicador. El empleo de bioindicadores puede reflejar efectos de la contaminacién sobre los
componentes vivos de los ecosistemas y tiene la capacidad de evidenciar impactos
toxicologicos tanto agudos como cronicos (de corto y largo plazo), denotando las
consecuencias de diversas sustancias cuyas concentraciones varian en el tiempo y el

espacio (Maggioni et al., 2012).

Los anfibios, dado su ciclo de vida y su piel altamente permeable estan expuestos tanto a
contaminantes en el medio acuatico como en el terrestre, lo que aumenta sus posibilidades
de afectacion (Bruhl et al.,, 2011). Ademas, en su etapa larval estan fuertemente
condicionados a su entorno, ya que habitan en el medio acuatico (no pueden trasladarse de
un cuerpo de agua a otro) y sufren cambios dramaticos conforme avanza su metamorfosis.
Por estas razones, los anfibios pueden resultar una herramienta Gtil de alerta temprana, de
bajo costo, facil de muestrear y de andlisis rapido y directo (Blaustein y Johnson, 2003).
Diversos autores han citado a este grupo de vertebrados como excelentes bioindicadores de
la calidad ambiental (e.g., Brihl et al., 2013). Por ejemplo, Welsh y Ollivier (1998) evaluaron
las diferentes densidades de anfibios nativos como indicador de estrés en arroyos, tras la
introduccion accidental de sedimentos finos en el ecosistema en un parque nacional de
Estados Unidos. Estos autores encontraron que la densidad de anfibios era
significativamente menor en los sistemas contaminados y afirman que el efecto fue especie-
especifico, asociandolo a la dependencia de ciertos microhabitats afectados en mayor o
menor medida. Por otra parte, Davidson (2004) analiz6 la asociacion entre los patrones
espaciales de disminucion de cinco especies de anfibios de California (basado en mapas de
distribucion pasada y actual de las especies) y los patrones histéricos de uso de
fitosanitarios, por un periodo de 17 afios, encontrando en 4 de las 5 especies una fuerte

correlacién entre la presencia de fitosanitarios y la disminucion de la poblacion.
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Entre las nuevas regiones ocupadas por cultivos de secano en Uruguay se encuentra la
cuenca del Rio Santa Lucia, donde se prevé que la superficie con agricultura extensiva,
puede aumentar un 7,6% para 2030 (llegando a cubrir el 23,8%) aumentando principalmente
el rubro sojero (Achkar et al., 2012). A su vez, en el contexto de los reclamos por la calidad
del agua potable suministrada por OSE en el area metropolitana de Montevideo, la UdelaR
presento un informe (Manta et al., 2013b) evidenciando la escasez de informacién sobre el
uso de fitosanitarios y planteando como prioridad conocer la carga de dichos productos en
cada porcion de la cuenca. En linea con esto, el MVOTMA propuso declarar como zona
prioritaria de la cuenca al Rio Santa Lucia aguas arriba de la confluencia con el San José,
Santa Lucia Chico, Arroyo de La Virgen, Rio San José, Arroyo Canelén Grande y Arroyo
Canelon Chico, y exigir a todos los padrones rurales ubicados en dicha cuenca, el control de
la aplicacion de nutrientes y fitosanitarios (MVOTMA, 2013).

En los dltimos afios la coyuntura interna respecto a la agricultura ha cambiado. Con el
objetivo de conservar el recurso suelo, a partir del afio 2012 el MGAP puso en practica la ley
de uso y conservacion de suelos. EI marco normativo prevé que tanto el propietario como el
agricultor arrendatario son responsables del uso que se le da a la tierra (Terra Natero, 2016).
Ademas, entre las medidas anunciadas en 2013 se incluia que todos los padrones rurales
de la cuenca del rio Santa Lucia debian presentar su plan de manejo (implementacion aun
en proceso) y que debian dejarse areas de amortiguacion sin laboreo ni aplicaciones de
fitosanitarios entre predios. En relacion a esto la IC y el MVOTMA (DINAMA) establecieron
un convenio para mejorar la gestion ambiental, que incluye la formulacion de indicadores y
el disefio de estrategias conjuntas para el monitoreo y control ambiental (IC, 2016) y ambos
organismos dinamizaron el mecanismo de denuncias pudiéndose ahora denunciar a través
de los portales de ambas instituciones (mvotma.gub.uy/denuncias;
imcanelones.gub.uy/servicios/(...)/denuncia-medio-ambiente). A esta coyuntura interna se
suman la reduccion internacional de los precios de los granos y las variaciones en los costos
de produccidn y transporte hacia los puertos. Todos estos factores combinados incidieron
en una disminucion relativa en el area agricola, en zonas no tradicionales, que se acentué
en la ultima zafra. Por lo tanto, si bien se preveia que aumentara la superficie sojera, su
comportamiento es dependiente de la coyuntura internacional, con variaciones en el

mediano plazo.
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En sintesis, los fitosanitarios pueden comportarse de diferentes maneras en el interior de
una cuenca determinada, por ejemplo pueden quedar retenidos en el suelo o llegar por
escorrentia o deposicién directa a los cuerpos de agua. Los organismos que viven en, 0
asociados a, estos cuerpos de agua pueden verse afectados, tanto a nivel comunitario como
individual, por la presencia de estos productos. Por lo expuesto, el presente trabajo se
propuso el estudio del comportamiento de ciertos productos fitosanitarios en una cuenca
especifica, a través de un abordaje ecosistémico (i.e. que contempla cambios en la
estructura y funcion de los componentes bibticos y abiéticos; Likens, 1992); incorporando en
un mismo estudio un modelo ambiental de distribucidn de fitosanitarios, determinaciones en
suelo y el empleo de indicadores biolégicos (anfibios). Se busc6 aportar insumos para el
monitoreo y el ordenamiento territorial de las actividades agricolas, siendo el primer caso a
nivel nacional de un abordaje ecosistémico del problema y desarrollandose en una cuenca

estratégica para el pais como lo es la del Rio Santa Lucia.

Objetivo

Poner a prueba abordajes metodologicos para la identificacion de fuentes de contaminacion
difusa de fitosanitarios y el monitoreo de los impactos de estos en la biota, como insumo
para el monitoreo de las actividades agricolas, el ordenamiento territorial y el disefio de

estrategias productivas.

Objetivos especificos

1) Generar un mapa predictivo de fuentes de contaminacion difusa de fitosanitarios para la

cuenca del Arroyo de La Virgen (microcuenca del Rio Santa Lucia).

2) Comparar los ensambles de anfibios presentes en sitios expuestos a diferentes
concentraciones de fitosanitarios, y evaluar si existen asociaciones entre la exposicion a

dichos productos y parametros comunitarios, y atributos morfologicos de los individuos.

3) Identificar especies de anfibios con potencial para ser utilizadas como indicadoras de la

presencia de concentraciones elevadas de fitosanitarios en el ambiente.
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Métodos

Area de estudio

‘ Florida
SanJosé
INDI
>
lTUZ%-’Q 25 DEAGOSTO

AGUAS CORRIENTES &

Canelones

" Cuenca del Arroyo de La Virgen

= Rjo Santa Lucia

Figura 1. Ubicacion de la Cuenca del Arroyo de La Virgen.

El arroyo de La Virgen nace en la Cuchilla Grande Inferior y desemboca en el Rio Santa
Lucia, proximo a las localidades de 25 de Agosto e Ituzaingd. Durante parte de su recorrido
oficia de limite departamental entre los departamentos de Florida y San José. Desemboca
aproximadamente 3km lineales aguas arriba de la ciudad de Santa Luciay a menos de 10km
lineales de Aguas Corrientes (toma de agua de OSE) (Fig. 1). La longitud recta naciente-
desembocadura es aproximadamente 50km, y el recorrido es de unos 70km. El area
aproximada de la cuenca ronda las 44.600ha. Esta cuenca forma parte de la cuenca del Rio
Santa Lucia, la cual es estratégica, dado que abastece de agua a cerca del 60% de la

poblacién del pais (Montevideo y parte del area metropolitana) (DINAMA, 2009).

Segun los andlisis realizados a partir de imagenes satelitales, revision bibliografica (Baeza

et al., 2011) y salida de campo de reconocimiento, en la cuenca de estudio pueden
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reconocerse 3 regiones segun los usos del suelo: superior, préxima a las nacientes, donde
la principal cobertura es campo natural; media, que presenta agricultura y pasturas
artificiales; y baja, dominada por agricultura intensiva.

Estan citadas para la regiéon (departamentos de Florida, Canelones y principalmente San
José) 30 especies de anfibios (Achaval y Olmos, 2007), de las cuales, segun sus habitos, 16
son factibles de encontrarse en la zona (3 de ellas son de reproduccion explosiva luego de
copiosas lluvias) (ver lista completa en Anexo I). De estas 16, una (Physalaemus
fernandezae) esta catalogada como prioritaria para la conservacion en Uruguay, y como una

de las especies prioritaria para ser representadas dentro del SNAP (Soutullo et al., 2013).

Esquema general del proyecto

Un esquema general del abordaje metodoldgico del proyecto puede verse en la Figura 2,

donde se muestran las diferentes etapas del mismo y con qué acciones se corresponden.

Modelo digital de elevacion Manejo Variables climaticas
Generacion de
insumos para el Uso del suelo Fitosanitarios Tipo de suelo
modelo
Mapa predictivo de ArcGIS10.1
Modelacion contaminaciondifusa de fs ArcSWAT

Charcos representativos de usos de suelo y regiones de la cuenca

Campaiias de campo

Muestreo de suelo Muestreo de anfibios
Analisis quimicos Analisis de parametros PAST
comunitariosy morfométricos R

Validacion, analisise
interpretacion de . .

P Validacion del modelo
resultados. Posibles Respuestas a nivel

bicindicadores comunitarioy de especie

Figura 2. Esquema general del proyecto. A la izquierda: etapas del proyecto; en recuadros verdes: actividades;

en recuadros anaranjados: resultados.
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Este proyecto implico la eleccién de una herramienta de modelacion que permitiera generar
un mapa predictivo de contaminacion difusa, lo mas completo posible (integrara la mayor
parte de las condiciones ambientales posibles, i.e. hidrografia, clima, pendiente, etc.) pero
sin dejar de ser de uso sencillo y generalizado. Luego de una etapa de revision bibliogréfica,
se opto por utilizar el Soil and Water Assessment Tool (SWAT).

SWAT

Este programa incorpora ecuaciones de regresion para describir las relaciones entre sus
variables de entrada y salida. Requiere informacion especifica acerca del clima, propiedades
del suelo, topografia, vegetacion y practicas de manejo. Los procesos fisicos asociados al
movimiento del agua, movimiento de sedimentos, crecimiento de cultivos, ciclado de
nutrientes, etc. son modelados directamente por SWAT usando estos datos de entrada
(Neitsch et al., 2009; Arnold et al., 2012).

SWAT ha sido aplicado satisfactoriamente en la modelacién del transporte de productos
fitosanitarios a escala de cuenca hidrografica y ha sido recomendado para ser aplicado en
cuencas donde predomina la agricultura (Borah y Bera, 2004; Holvoet et al., 2007). El uso
de SWAT esta bien documentado y su empleo para simular el transporte de fitosanitarios se
esta incrementando (Bannwarth et al., 2014), habiendo sido aplicado satisfactoriamente para
la simulacion del comportamiento de dichos productos en regiones templadas
(Ramanarayanan et al., 2005; Larose et al., 2007; Luo y Zhang, 2009). SWAT simula el
movimiento de los fitosanitarios via escorrentia superficial (en solucién y adsorbidos a los
sedimentos transportados por la escorrentia), y dentro del perfil del suelo y hacia acuiferos
via percolacion (en solucion). Las ecuaciones empleadas para simular el movimiento de
éstos en la cuenca fueron tomadas del modelo GLEAMS (Groundwater Loading Effects of
Agricultural Management Systems) (Leonard et al., 1987). El movimiento de los fitosanitarios
esta determinado por su solubilidad, su vida media y su coeficiente de adsorcion a la materia
organica del suelo. Los fitosanitarios en el follaje de las plantas y en el suelo se degradan
exponencialmente de acuerdo con su vida media; su transporte por agua y sedimentos se
calcula para cada evento de escorrentia y su lixiviacién se estima para cada capa del suelo

cuando ocurre la percolacion (Holvoet et al., 2005; Neitsch et al., 2009).
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Para su modelacion, la cuenca de drenaje se divide en subcuencas y estas a su vez en un
namero de subunidades homogéneas (unidades de respuesta hidrolégica o HRUs, por su
sigla en inglés) que tienen propiedades Unicas de tipo y uso del suelo. La informacion de
entrada de cada subcuenca es agrupada en categorias de clima; cobertura vegetal, suelo y
manejo. La cargay el movimiento del agua de escorrentia, la carga de sedimentos, nutrientes
y fitosanitarios hacia el canal principal en cada subcuenca es simulado considerando el
efecto de los procesos que influencian su hidrologia.

SWAT, en su presentacion original, es un programa basado en codigos, que puede resultar
de dificil empleo. ArcSWAT (Winchell et al., 2007) es una extension de ArcGIS-ArcView, que

facilita su uso al ser una interface de entrada grafica para el usuario del modelo SWAT.

Procedimiento

Etapa 1: Generacion de Insumos para el Modelo

En primer lugar se realizo la delimitacion de la cuenca a partir del uso de un Modelo Digital
de Elevacion (DEM, por su sigla en inglés). EI DEM se generé a partir de la informacion de
curvas de nivel, de las cartas topograficas 1:50.000 del Servicio Geografico Militar (SGM,
1987) y del Modelo Digital de Superficie (MDS) (NASA ASTER, 2006), con una resolucién
de 90 m.

Para la elaboracion de la carta de usos del suelo se utilizé6 una imagen satelital Landsat 8
223/84, del 24 de marzo de 2014, resolucion espacial 30x30 metros, obtenida gratuitamente
del sitio web del Instituto Nacional De Pesquisas Espaciais (INPE, 2014) de Brasil y el
procesamiento se realiz6é utilizando el software ArcGIS®10 (ESRI, 2011). La correccion
geométrica de la imagen se resolvié en el proceso de georreferenciacion de imagenes en el
sistema Universal Transversal Mecartor - 21 S (UTM 21S), que constituye el sistema de
proyecciones de base del SIG elaborado. La clasificacion de usos y coberturas del suelo se
realiz6 mediante técnicas de teledeteccion, para ello se utilizé la integracion de las bandas
4 (rojo), 5 (infrarrojo cercano) y 6 (infrarrojo medio), ordenandolas como 2-3-1 (rojo, verde,
azul). En el procesamiento de las imagenes se integraron clasificaciones basadas en objetos

y regiones, como la segmentacion de imagenes, y clasificaciones automaticas basadas en
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celdas individuales, como las clasificaciones supervisadas y no supervisadas (Jensen, 2007;
Chuvieco, 2008).

La clasificacion supervisada, se realiz6 utilizando poligonos de referencia (relevados en una
primera salida de campo) para cada una de las clases de entidad. Una vez finalizada dicha
clasificacion se sistematizé los resultados, fusionando los poligonos adyacentes que tuvieran
el mismo uso de suelo y posteriormente se lo corrigié a partir de una salida de campo de
reconocimiento (octubre de 2014). Dado que la escala de la cuenca lo permite, se verificaron
la totalidad de los usos y se corrigieron los errores de clasificacion con informacion de
terreno. La leyenda de usos del suelo trabajada fue: agua, monte nativo, cultivo, forestacion,
campo natural y urbano. Dentro de ‘cultivo’ se incluyeron los predios que se encontraban
como suelo desnudo en el momento de la clasificacion y predios tanto agricolas como con

praderas implantadas, ya que ambos implican la sustitucion total de la cobertura vegetal.

A continuacion se genero la capa correspondiente a tipos de suelo, a partir de la carta de
unidades de suelos CONEAT (MGAP, 1994), realizando una equivalencia entre la
clasificacion de suelos empleada en Uruguay y la empleada por el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) (Duran et al., 1999). La equivalencia con los grupos
de suelo que se encuentran en la base de datos de SWAT se realizé segun revision de las

caracteristicas de los tipos de suelo USDA que dominan en cada grupo de suelo.

Segun los tipos de cultivos de verano detectados (principalmente soja y maiz) se
seleccionaron para su inclusién en la modelacion los fitosanitarios mas corrientemente
empleados en ellos: Glifosato (herbicida genérico no selectivo) y Clorpirifos (insecticida
organofosforado, inhibidor de la acetilcolinesterasa) (ver fichas en Anexo Il). Estos productos
debian ademas cumplir con los requisitos de poder ser detectados en muestras de suelo y
mediante los analisis que fuera capaz de realizar el Departamento Laboratorio Ambiental de
DINAMA, laboratorio al cual se remitieron las muestras. Tanto la lista de fitosanitarios
frecuentemente empleados en los cultivos de soja y maiz (Anexo Ill), como el manejo de los
cultivos que se debia asumir al momento de modelar fueron determinados a partir de
consultas a dos expertos: Ing. Agr. Msc. Julio Rodriguez Lagreca (asesor en Recursos
Naturales, Unidad de Gestion de Proyectos, MGAP) e Ing. Agr. Dr. Enrique Castiglioni
(Facultad de Agronomia, Entomologia y Agroecologia, CURE, Rocha). El Ing. Agr. Msc. Julio

Rodriguez Lagreca refiri6 ademas cuantas aplicaciones y en qué cantidad se realizan segun
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el tipo de cultivo. Se tom6 como valores promedio 2 aplicaciones de Glifosato y dos de
Clorpirifos.

Etapa 2: Modelacién

A continuacién se procedio6 a trabajar en la interface ArcSWAT. Esta requiere de ArcGIS®10
(ESRI, 2011) y del software ArcSWAT, que fue descargado de la pagina web del proyecto
(SWAT).

En primer lugar se completé el mdédulo “Delimitacion de la cuenca”, para lo cual la

informacién requerida es el DEM.

En segundo lugar, se completé el médulo “Land use/Soils/SlopeDefinition”, dénde deben
ingresarse al proyecto los datos correspondientes a usos del suelo y tipo de suelo asi como
indicar cuantas categorias de pendiente se utilizaran (pendientes que el modelo calculara a
partir del DEM). Los usos del suelo fueron ingresados segun la base de datos del modelo:
agua, 'Forest evergreen' (monte nativo), 'Agriculture land generic' (cultivo); 'Eucalyptus’
(forestacion), 'Range grases' (campo natural) y urbano. De los 4 grupos de suelo resultantes
de la equivalencia, dos se encontraban en la base de datos del programa (Charles y Palatine)
mientras que los otros dos (Tetonka y Sharpsburg) fueron ingresados manualmente. Los

datos requeridos para esto fueron extraidos de la carta de suelos CONEAT (MGAP, 1994).

A continuacién se habilita la creacion de las HRUs. Aqui el usuario tiene dos opciones:
asignar a cada subcuenca una o multiples HRUs. De optarse por la primera opcion la HRU
es determinada por el uso de suelo dominante en la subuenca, de optarse por la segunda,
debe indicarse a partir de qué porcentaje de superficie deben considerarse los usos de suelo
gue determinaran las HRUs. Se opt6 por la opcion de multiples HRUs por subcuenca,
indicando que se consideraran los usos de suelo que tuvieran una superficie por encima del
5% del total de la cuenca (i.e. no se generaron HRUs que considerasen los usos ‘agua’ o

‘forestacion’, por ocupar estos menos del 5% del area de la cuenca).

Luego se procedié a ingresar los datos de clima. En el presente estudio, se emplearon datos
obtenidos a partir del simulador CMIP3 (The downscaled global climate model simulations)
desarrollado por 'The Nature Conservancy' para el Banco Mundial (Thrasher et al., 2012;

Girvetz et al., 2013) y disponible en la web del proyecto SWAT. No se emplearon datos reales
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debido a que no se contaba con todos los datos requeridos para ingresar al modelo
(precipitacion, temperatura, radiacion solar, velocidad del viento y humedad relativa) para la
totalidad del periodo de tiempo a modelar.

Seguidamente se indicd el manejo que se hace de las subunidades de uso agricola. Las
caracteristicas quimicas y medioambientales de los ingredientes activos de cada producto,
requeridas para modelar su comportamiento ambiental, se encuentran en la base de datos
del modelo, basado en las siguientes formulaciones comerciales: Lorsba® (Clorpirifos) y
Roundup® (Glifosato). Segun los datos brindados por los fabricantes, la formulacion mas
extendida de Roundup® contiene 540 g/l y la de Lorsba® 480 g/l, por lo cual se indicé para
cada aplicacion de Glifosato el valor de 1.64 kg/ha (3| de producto comercial) y 0.48 kg/ha
(11 de producto comercial) de Clorpirifos.

Para todos los predios incluidos en la categoria ‘Cultivo’, se aplicé el mismo manejo (Tabla
1), que incluy6 dos aplicaciones de Glifosato y dos de Clorpirifos en cantidades constantes.
Se considerd un escenario donde anualmente el ciclo es: cultivo de verano (octubre-abril),

cultivando todo el suelo cultivable, y descanso el resto del afio (mayo-setiembre).

Tabla 1. Manejo indicado para las HRUs con uso del suelo ‘Cultivo’, al modelar en SWAT.

Afio Mes Operacion
10 Aplicacién de Glifosato
10 Comienzo del crecimiento
! 12 Autofertilizacion
12 Aplicacién de Clorpirifos
1 Aplicacién de Glifosato
2 2 Aplicacion de Clorpirifos
4 Cosecha

A continuacion se habilité el médulo “Crear tablas SWAT” y, finalmente, se corrié el modelo.
Para esto ultimo debe indicarse el periodo de tiempo para el cual se quiere la modelacion.
Se realizaron diversas corridas del modelo: para la cuenca entera y por subcuenca con dato

medido y para cuatro periodos de tiempo diferentes.
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Posteriormente deberian realizarse la calibracion del modelo y su consiguiente validacion, a
fin de obtener estimaciones de concentraciones que se ajusten a la realidad de la cuenca
(Neitsch et al., 2002; Bannwarth et al., 2014). Para ello se requiere de un gran nimero de
datos medidos, se debe contar con dos set de datos (uno para calibrar y otro para validar),
de preferencia que abarquen datos de todos los pardmetros a estimar y en particular de
clima para afilos humedos, medios y secos (Arnold et al., 2012). Dado que no se cont6 con
datos para realizar la calibracion del modelo y su posterior validacion, la calibracién no se
realizé, por lo cual el modelo fue validado de forma cualitativa. Por lo tanto, las
concentraciones de productos que SWAT arrojé no son consideradas como concentraciones
esperables de hallar en la cuenca. El analisis que se hace en el presente trabajo es entonces
de tendencias; o sea, que se cumpla que para aquellos casos en que el modelo predice que

habra mayores concentraciones efectivamente haya mas y viceversa.

A partir de las tablas obtenidas como output del modelo corrido para la cuenca completa, se
genero un mapa de exportacion de fitosanitarios para cada producto y se realizé un “analisis
de punto caliente”, empleando el software ArcGIS®. Este analisis, dado un conjunto de
entidades (pixeles) y un campo de analisis (area de estudio), identifica puntos calientes y
puntos frios estadisticamente significativos mediante el estadistico Gi* de Getis-Ord (Getis
y Ord, 1992). Esta herramienta funciona mediante la busqueda de cada entidad dentro del
contexto de entidades vecinas. Una entidad con un valor alto es interesante, pero para ser
un punto caliente estadisticamente significativo, dicha entidad debe tener un valor alto y
también estar rodeada por otras entidades con valores altos. La suma local para una entidad
Y SuUS vecinos se compara proporcionalmente con la suma de todas las entidades; cuando la
suma local es muy diferente de la esperada, y esa diferencia es demasiado grande como
para ser el resultado de una opcién aleatoria, se obtiene como consecuencia una puntuacion
z (estadistico Gi*) estadisticamente significativa. Para las puntuaciones z positivas que son
estadisticamente significativas, mientras mas grande es la puntuacion z, mas intenso es el
clustering de valores altos (punto caliente). Para las puntuaciones z negativas que son
estadisticamente significativas, mientras mas pequefia es la puntuacién z, mas intenso es el
clustering de valores bajos (punto frio). Por lo tanto, las puntuaciones z y los valores P
resultantes indican dénde se agrupan espacialmente las entidades con valores altos o bajos
(Winchell et al., 2013). En este trabajo, se tom6 como limite aceptable de significancia: p-
valor menor a 0,10 y se interpretd las zonas de la cuenca con alto z como zonas de alta

exportacién hacia el arroyo, con una contribucion desproporcionadamente alta de
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contaminacion difusa (i.e. fuentes de contaminacién difusa); en cambio las zonas con muy
escasa exportacion se interpretaron como potenciales sumideros de fitosanitarios, donde es

de esperar condiciones locales de alta contaminacion.

Etapa 3: Campafias de campo

Con el objetivo de obtener informacién de campo que permitiera validar cualitativamente los
resultados obtenidos a partir del modelo SWAT, se realizaron dos campafias de campo: la
primera en diciembre de 2014, donde los cultivos de verano se encontraban en una etapa
temprana de su crecimiento, y la segunda en marzo de 2015, proximo a la cosecha.

En el interior de la cuenca de estudio se determinaron sistemas lénticos de mediano tamafio
(charcos), considerando que se encontraran a una distancia tal del cauce del arroyo que
garantice que este no influye sobre su dinamica. A partir de ello, se seleccionaron para su
muestreo 11 charcos: 3 insertos en una matriz de cultivos, 5 de pradera artificial y 3 de campo
natural. En todos los casos se seleccionaron charcos en apariencia permanentes, en su
mayoria tajamares que sirven o sirvieron como abrevaderos para el ganado. De forma
genérica en los suelos de nuestro pais la materia organica se concentra en los primeros
20cm (Duran, 1998). Dado que los fitosanitarios (0 sus residuos) se adsorben a la materia
organica, es en dicha porcion del compartimento donde se espera encontrarlos. Por lo tanto,
en cada sitio de muestreo se colectd una muestra integrada de los primeros 20cm de suelo.
Estas muestras fueron tomadas con una pala y un balde y envueltas en papel de aluminio
de forma individual, etiquetadas, embolsadas y conservadas en frio hasta su ingreso al
laboratorio para su andlisis. La temperatura al momento del andlisis para las muestras
correspondientes a diciembre de 2014 no se indica en el informe del laboratorio, la

correspondiente a las muestras de marzo de 2015 fue de 5°C.

Las muestras de suelo fueron derivadas al Departamento Laboratorio Ambiental de DINAMA,
donde para cada una se realizaron dos analisis: uno que cuantifica Glifosato y AMPA
(derivatizacion con FMOC-Cly deteccién por HPLC FLD) y otro, multi-residuos, donde fueron
incluidos todos los compuestos que pueden detectarse (segun las capacidades del
laboratorio) en un mismo analisis de cromatografia gaseosa (ver lista completa de productos

en Anexo V).
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En los mismos sistemas y fechas en los que se tomaron las muestras de suelo, se llevaron

a cabo los muestreos de anfibios.
Muestreo de larvas de anuros

En cada charco se establecieron 2 transectas correspondientes a sus diametros mayor y
menor (aproximando a una elipse su forma). Sobre la transecta de mayor longitud se
determind la posicién de 5 estaciones de muestreo equidistantes entre si. Para evitar el
solapamiento de muestras, se tom6 como distancia minima entre estaciones 2m. En cada
estacion se tomaron muestras, utilizando calderines, mediante pasadas estandarizadas (tres

pasadas de ancho de hombro) (Heyer et al., 1994).

Luego de la colecta los individuos fueron sometidos a una sobredosis de anestésico
(Benzocaina) hasta su muerte (AVMA, 2007). Posteriormente los ejemplares se fijaron en
formol al 4% y fueron llevados al Museo Nacional de Historia Natural (MNHN) para su
clasificacion taxondmica (Savage y Celi, 1965; Echeverria et al., 1987; Langone, 1989; de Sa
y Lavilla, 1997; Langone y de S4&, 2005; Alcalde et al., 2006; de Cerqueira y Nomura, 2006;
Borteiro y Kolec, 2007; Kolenc et al., 2008; Laufer y Barreneche, 2008). En el laboratorio se
determind su estadio de desarrollo (siguiendo el criterio de Gosner (1960)) y se tomaron
fotografias de cada larva, de donde se obtuvieron las medidas de largo total (de la punta del
hocico a la punta de la cola), largo del cuerpo (largo hocico-cloaca) y altura del musculo de
la cola en la region final del cuerpo (Fig. 3) (Relyea, 2000; Cortés-Gomez et al., 2015),
empleando el software tpsDig2 (Rohlf, 2015).

LT

Figura 3. Fotografia de larva de Hypsiboas pulchellus en vista lateral. Se muestra como fueron tomadas las

medidas de largo total (LT), largo del cuerpo (LC) y altura del musculo de la cola (AM).
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Las medidas morfométricas fueron determinadas en las larvas que cumplieran con la
condicion de encontrarse en un estadio de desarrollo menor o igual al 40, debido que a partir
de dicho estadio las larvas comienzan a sufrir cambios morfol6gicos mas draméticos, que
podrian interferir en los resultados (Gosner, 1960). Para medir las variables morfométricas
correspondientes a los individuos del CH7, se realizé un re-muestreo al azar de 30 individuos
(excluyendo a aquellos cuyo estadio de desarrollo fuera mayor al 40) al interior de la muestra,
debido a que la misma fue muy abundante (99 individuos). La matriz empleada para la
generacion de los modelos fue de 70 individuos. Finalmente, los individuos fueron
depositados en la coleccion del MNHN.

Muestreo dirigido a adultos

Se llevé a cabo durante las primeras horas de la noche. Se emplearon 5 minutos por charco,
recorriendo con linternas su perimetro y anotando las especies que se avistaban durante
ese periodo de tiempo (Achaval y Olmos, 2007; Ziegler y Maneyro, 2008). Al terminar el
tiempo se tomo nota de las especies que estaban vocalizando (AmphibiaWeb, 2017) durante

el tiempo del muestreo visual.

En cada cuerpo de agua se tomaron ademas datos para su caracterizacion: area, perimetro,
categoria de profundidad (determinada en la parte mas profunda de la transecta; 1: nivel de
agua por debajo de 0.50 m; 2: nivel entre 0.50 y 1.00 m; 3: nivel entre 1.00 y 1.50 m; 4: nivel
por encima de 1.50 m), cobertura vegetal (en porcentaje segun estimacion visual) y uso del

suelo en el que estaba inmerso (uso que circunda al cuerpo de agua).

Etapa 4: Validacion y andlisis de resultados

Dado que SWAT calcula la concentracion de fitosanitarios retenido en suelo para la totalidad
de la cuenca, como se mencion0 anteriormente se corrieron por separado simulaciones para
cada una de las subcuencas para las que se contaba con datos de concentracién en
sedimentos obtenidos a partir de los muestreos de campo. En estas corridas se consider6 a
cada subcuenca como cuencas individuales, obteniendo asi un valor estimado de
concentracion de fitosanitarios retenido en suelo para cada una. Los valores de fitosanitarios
exportados (disueltos y adsorbidos) se obtienen como resultado para cada HRU, con

frecuencia mensual y como promedio anual.
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Para cada subcuenca con datos medidos se realiz6 una serie de cuatro corridas de un ciclo
de cultivo de verano (2010-2011, 2011-2012, 2012-2013 y 2013-2014), comenzando en
setiembre de un afo y terminando en abril del siguiente. Esto tuvo como objetivo comprender
mejor la forma de modelar de SWAT y contar con datos de cuatro ciclos diferentes para
poder promediar los valores arrojados por el modelo, ya que el periodo de modelacién no
coincide con el periodo de muestreo (en ninguno de los cuatro casos). Los datos de tipos y
usos de suelo asi como el DEM permanecieron constantes, por lo tanto el Gnico dato de

entrada que cambio entre corridas fue el clima.

Las concentraciones de fitosanitarios producto del andlisis de las muestras obtenidas en
campo, fueron contrastadas con las concentraciones estimadas por los modelos generados
para las subcuencas correspondientes con los puntos de muestreo. Para ello se realizaron
correlaciones de Spearman y regresiones lineales para cada uno de los fitosanitarios
incluidos en la modelacion, contrastando el dato concreto medido (correspondiente a marzo,
por considerar que es el que refleja el acumulado en todo el ciclo del cultivo) con el promedio
de los valores previstos por el modelo en las cuatro simulaciones realizadas, para cada
subcuenca con dato medido. De acuerdo con Pifieiro y colaboradores (2008), la regresion
se realiz6 como observado (en eje y) versus predicho (en eje x), ya que segun estos autores
al evaluar modelos la regresion predicho (en eje y) versus observado (en eje x) puede llevar

a estimaciones erroneas de pendiente e intercepto.

Por otro lado, se comparo la riqueza y abundancia de anfibios, tanto de especies (adultos y
larvas juntos) como de adultos y larvas por separado, entre sistemas mediante métodos de
clasificacion multivariados (Cluster Analysis, ACP y NMDS), realizando un analisis de tipo Q
(entre sitios) y empleando indices de asociacion apropiados, segun se tratara de datos
cuantitativos o de presencia-ausencia. Para el andlisis de presencia-ausencia del total de
especies el indice empleado fue el de Jaccard, que da mas peso a las presencias por sobre
las ausencias, mientras que para el analisis de presencia-ausencia de adultos se empleo el
indice de Ochiai, que no es sensible al numero de datos (N) ni a la cantidad de variables
(Hubdlek, 1982). Por ultimo, para el analisis correspondiente al conteo de larvas se debié
aplicar la transformacién logaritmica, debido al alto nimero de ceros de la matriz, y el indice

empleado fue el de Bray-Curtis (Anderson, 2001).
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El programa empleado, tanto para los analisis de riqgueza y abundancia de anfibios como
para la realizacion de las correlaciones y regresiones entre las concentraciones medidas y

simuladas de fitosanitarios, fue el Past® (Hammer et al., 2001).
Analisis morfométrico

Esta ampliamente documentado que las larvas de anfibios poseen plasticidad fenotipica
(Miner et al., 2005), esto es la capacidad de que un mismo genotipo produzca diferentes
fenotipos en respuesta a cambios en las condiciones ambientales (Begon et al., 2006;
Whitman y Agrawal, 2009). Existen estudios que evidencian este fendmeno en respuesta a
la presencia de productos fitosanitarios en el ambiente (Relyea et al., 2005; Relyea, 2012).
El estudio de la plasticidad fenotipica en la etapa larval es particularmente importante porque
no solo lleva al individuo a adecuarse al ambiente acuatico sino que ademas lo condiciona
en su fase terrestre (Bridges, 2002; Relyea y Hoverman, 2003). Es decir, el fenotipo inducido
llevara a cambios en, por ejemplo, la probabilidad de supervivencia del individuo como
juvenil. La forma mas comun de representar la plasticidad fenotipica es a través de una
“norma de reaccion”, esto es, a través de una funcion genotipo-especifica que relaciona el
valor de un rasgo fenotipico con el ambiente en el cual dicho valor se observa (Naya, 2010).
Existen numerosos estudios que dan cuenta de la plasticidad fenotipica en larvas de anfibios,
evidenciada a través de medidas morfométricas, como la relacion largo total- largo del
cuerpo y medidas que tienen que ver con el desarrollo de la musculatura de la cola (e.g.
Relyea y Hoverman, 2003; Relyea, 2004b; Miner et al., 2005; Buskirk, 2009; Perazza, 2013;
Carabio et al., 2017).

En este estudio, se compararon caracteristicas morfolégicas de las larvas de anuros en
funcién de las condiciones ambientales del sistema en que estaban inmersas. Para ello se
tomaron como variables de respuesta una aproximacion a la forma corporal (largo de
cuerpo/largo total) y la altura del masculo de la cola, generando modelos lineales mixtos,
donde el uso del suelo y las concentraciones de los diferentes compuestos se incluyeron
como efectos fijos, y el estadio de desarrollo como efecto aleatorio. Esto Ultimo se debe a
gue conforme avanza el desarrollo de los individuos sus caracteristicas morfométricas
cambian en funcién de ello. Si no se filtrara este efecto colocandolo como efecto aleatorio
podriamos concluir que existen efectos de determinada condicidbn ambiental sobre la altura
del musculo de la cola cuando en realidad lo que se estd observando es un efecto del

desarrollo ontolégico normal de la especie. La variable ‘forma’ se trabaj6 en transformacion
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logaritmica, ya que no presentaba distribucién normal. Para cada compuesto detectado en
al menos una muestra de suelo obtenidas en la campafa de diciembre, se realizaron
diversos modelos: incluyendo solo usos como variable explicativa, incluyendo solo al
compuesto como variable explicativa, incluyendo al compuesto + usos del suelo e incluyendo
al compuesto * usos del suelo (considerando no solo los efectos individuales del compuesto
y el uso sobre la variable de respuesta sino también el efecto combinado de ambos). Por
ultimo, también para cada compuesto se generé un modelo sin efectos aleatorios, a fin de
comprobar qué modelo presentaba el mejor ajuste. Todos los modelos fueron comparados
por el criterio de informacion de Akaike (AIC). El software empleado para estos andlisis fue
el R® (R Development Core Team, 2008).

Para la generacion de los modelos en R®, independientemente de la variable de respuesta
a evaluar, se consideraron unicamente las larvas de H. pulchellus colectadas en el muestreo
de diciembre de 2014. La eleccion de la especie se debié a que fue la Unica presente en
todos los charcos en donde se colectaron larvas y, a su vez, para evitar incluir una nueva
variable aleatoria en los modelos (i.e. la especie tiene un efecto sobre la altura del musculo
o sobre la forma, por lo cual deberia considerarse como variable aleatoria en los modelos a
fin de independizar el andlisis de su efecto). Por otro lado, se consideré Unicamente el
muestreo de diciembre de 2014 debido a que no se obtuvo un numero de larvas
representativo de todos los usos del suelo en el muestreo de marzo de 2015. De todos los
compuestos detectados Clorpirifos fue el Unico que no se consider6 en este analisis, debido

a que no fue detectado en muestras de diciembre.

Los modelos con todos los fitosanitarios y usos como variables explicativas no pudieron
realizarse, dado el bajo nimero de muestras con que se contaba (i.e. estadisticamente no

se pueden estimar todos los parametros necesarios).
Andlisis de especies indicadoras

Se utiliz6 el método INDVAL desarrollado por Dufrene y Legendre (1997) (en Legendre y
Legendre, 1998) en busca de determinar si existen en la cuenca especies indicadoras de
ciertas condiciones ambientales. Dicho método determina un valor indicador para cada
especie y la probabilidad de que sea indicadora de la condicion que se esta probando,
basado en la especificidad (exclusividad en un habitat) y en la fidelidad (frecuencia de

ocurrencia en el habitat).
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Las condiciones ambientales que fueron incluidas como determinantes (medidas en campo)
fueron: la presencia de fitosanitarios empleados en la actualidad (cada uno por separado),
la presencia de contaminantes organicos persistentes (COPSs) y el uso del suelo. En el caso
de usos del suelo, el vector correspondiente a la condicion ambiental se generé asignando
un nimero para cada uso. En cuanto a COPs se otorgd un numero del cero al cinco segun
la cantidad de COPs que se encontré en cada punto de muestreo. Finalmente, para cada
uno de los fitosanitarios hallados empleados en la actualidad, se dividié en cuartiles los
valores correspondientes a su concentracion y se adjudicaron las categorias segun: 1 si
estaba por debajo del primer cuartil, 2 si estaba entre el primer y el segundo cuartil, 3 si
estaba entre el segundo y el tercer cuartil y 4 si se encontraba por encima del tercer cuartil.
Se consideraron como especies indicadoras aquellas que presentaron un valor indicador
mayor de 70 y un p-valor menor de 0.05. El analisis fue realizado en el software R® y el
paquete estadistico empleado fue indicspecies (INDVAL con modificaciones de De Caceres,
2010).
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Resultados

Etapa 1: Generacion de Insumos para el Modelo

Usos del suelo

I ~qua
B campo
I cuttivo
Il roresta
I vonte

Tipos de suelo

I Argiaibol - Tetonka

B Argiudol - Sharpsburg

I ~rgiudol (Abriptico) - Sharpsburg
[ Hapiudert - Charles

[ Hapiudol - Palatine

I urbano
[ T
Alto Bajo
180 m 5,178 m

Figura 4. Modelo digital de elevacion (DEM), usos y tipos de suelo en la cuenca del Arroyo de La Virgen.
DEM: realizado a partir de las cartas topogréficas Servicio Geogréafico Militar, resolucién de 90 m. Usos:
segun clasificacién supervisada realizada a partir de imagen satelital de marzo de 2014. Tipos de suelo:
segun equivalencia suelos CONEAT a suelos USDA y estos Ultimos a grupos de suelos (SWAT).

En esta primera etapa se generaron el Modelo Digital de Elevacion, la clasificacion
supervisada de usos del suelo de la cuenca, y la capa de tipos de suelo en ella (resultado
de la equivalencia entre los suelos de Uruguay y los grupos de suelo considerados por el
SWAT) (Fig. 4). En esta etapa ademas se realizaron las entrevistas al Ing. Agr. Msc. Julio
Rodriguez Lagreca y al Ing. Agr. Dr. Enrique Castiglioni, que permitieron definir qué
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productos fitosanitarios modelar y qué manejo indicar para el uso del suelo ‘cultivo’ (ver Tabla
1 en Métodos).

Etapa 2: Modelacién

A partir del modelo digital de terreno de la cuenca y la informacién de usos y tipos de suelo
en ella, el modelo generd 27 subcuencas y 178 HRUs (Fig. 5), de las cuales 70 tienen como
uso del suelo ‘Cultivo’ (unas 26033 ha).

0 cultivo
- Monte
Il Campo
B urbano

Figura 5. Subcuencas, HRUs y sitios de muestreo. a. subcuencas para las que se obtuvieron
datos de concentracion de fitosanitarios en suelo y ubicacion de los puntos de muestreo; b.
HRUs segun uso del suelo (no se diferencian las HRUs individuales).

Los valores tanto de Glifosato como de Clorpirifos retenidos en suelo (Tabla 2) corresponden
al primer afio de corrida (i.e. medio ciclo de cultivo), para todos los casos, y se estim6 un

valor para cada subcuenca. Al momento de comparar las concentraciones medidas en los
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puntos de muestreo con las simuladas con SWAT, el valor simulado que se asign6 a cada
punto de muestreo se corresponde con el valor promedio estimado para la subcuenca en
gue este punto estaba localizado, independientemente del uso del suelo dominante en el

entorno del punto de muestreo.

De las serie de corridas realizadas tanto para Glifosato como para Clorpirifos (Tabla 2), se
desprende que la concentracion final de Glifosato varia considerablemente y esta variacion
esta asociada a variaciones en las condiciones climaticas, no asi la de Clorpirifos. Esta
observacion surge a partir de que entre un afio y otro lo Gnico que varia en la modelacion es
el clima. En el afio correspondiente a la simulacién 3 (2012-2013), donde se estimaron
valores retenidos de Glifosato sensiblemente menores que en las restantes tres
simulaciones, la precipitacion durante el ciclo de cultivo (01/10 al 20/04) fue la mayor de los
cuatro afos (2010-2011: 373,797mm; 2011-2012: 402,741mm; 2012-2013: 752,447mm;
2013-2014: 644,956mm). Ademas en el periodo 2012-2013 se registraron precipitaciones
importantes tanto en los dias posteriores al dia indicado en el modelo como primera
aplicacion de Glifosato, asi como en los dias posteriores a la primera aplicacion de Clorpirifos
indicada (Tabla 3).

Tabla 2. Concentraciones de fitosanitarios retenidas en suelo (Kg/hd) estimadas por SWAT para
cada subcuenca de las que se tiene dato medido, segun periodos de tiempo modelados. En todos
los casos las corridas fueron desde el 1° de setiembre de un afio al 30 de abril del siguiente. Los
valores arrojados por el modelo corresponden a lo retenido por afio, tomando siempre el primer
afo de lo modelado.

Glifosato (kg/hd) Clorpirifos (kg/ha)

Sub- 2010- 2011- 2012- 2013- 2010- 2011- 2012- 2013-
cuenca | 2011 2012 2013 2014 2011 2012 2013 2014

1 0,0062 | 0,0060 | 0,0024 | 0,0052 | 0,0019 | 0,0018 | 0,0017 | 0,0016
3 0,0184 | 0,0179 | 0,0088 | 0,0162 | 0,0054 | 0,0053 | 0,0049 | 0,0048
11 0,0233 | 0,0224 | 0,0094 | 0,0201 | 0,0070 | 0,0068 | 0,0063 | 0,0061
15 0,0370 | 0,0357 | 0,0193 | 0,0327 | 0,0110 | 0,0107 | 0,0097 | 0,0096
17 0,0381 | 0,0371 | 0,0270 | 0,0355 | 0,0111 | 0,0108 | 0,0100 | 0,0099
18 0,0355 | 0,0334 | 0,0166 | 0,0303 | 0,0102 | 0,0100 | 0,0093 | 0,0090
23 0,0297 | 0,0288 | 0,0180 | 0,0270 | 0,0087 | 0,0085 | 0,0078 | 0,0077

26 0,0315 | 0,0306 | 0,0216 | 0,0291 | 0,0092 | 0,0090 | 0,0081 | 0,0080
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Tabla 3. Precipitaciones (pp) en los 7 dias sucesivos a la aplicacion de fitosanitarios, segun datos empleados

para la modelacién. Fuente: simulador CMIP3.

2010 2011 2012 2013 2011 2012 2013 2014
pp (mm) pp (mm) pp (mm) pp (mm) pp (mm) pp (Mmm) pp (Mmm) pp (mm)
1° Aplicacion de Glifosato 2° Aplicacion de Glifosato
1 0,000 0,000 5,514 0,163 0,477 0,000 0,000 19,415
2 0,000 0,026 2,214 0,477 0,010 0,000 0,000 0,604
3 0,000 0,017 0,158 3,753 7,752 0,000 0,098 0,000
4 0,000 0,010 0,220 0,098 3,320 0,000 71,725 0,000
5 0,000 2,204 60,277 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 14,622 76,533 14,881 0,000 0,000 0,000 0,000 6,314
7 0,529 1,236 79,788 0,000 3,457 0,000 0,000 0,180
1° Aplicacion de Clorpirifos 2° Aplicacion de Clorpirifos
1 0,000 8,315 1,892 0,134 0,000 5,569 6,211 0,014
2 0,000 2,692 15,117 0,179 0,002 1,554 0,000 15,230
3 18,632 0,000 1,566 0,002 0,000 0,007 0,000 0,649
4 1,833 0,000 1,246 0,000 0,000 8,744 0,000 0,402
5 0,223 0,000 37,700 0,000 0,000 0,000 0,000 8,058
6 0,000 0,046 0,000 0,000 7,958 0,000 0,000 13,688
7 0,000 0,003 0,000 0,000 17,645 5,593 0,000 0,003

La concentracion de cada producto que es exportada hacia el canal principal, se obtiene en
SWAT para cada HRU (Fig. 6) de forma disuelta y adsorbida. Existen zonas de la cuenca
gue exportan fitosanitarios en mayores cantidades que otras. Segun el analisis de puntos
calientes (Fig. 7), existen dos regiones en la porcion media de la cuenca que podrian
representar un peligro potencial debido a la alta cantidad de fitosanitarios que exportan. En
contraste en la region baja de la cuenca existen zonas donde la exportacién hacia el canal
es minima, por lo cual, podrian estar actuando como sumideros de los compuestos,
principalmente en el caso de Clorpirifos. Las zonas en rojo y anaranjado corresponden a las
regiones de la cuenca donde se estaria exportando mayor cantidad de fitosanitarios hacia el
arroyo (puntos calientes) y las zonas en azul a zonas donde se estarian reteniendo grandes

cantidades de compuestos (zonas frias).
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Figura 6. Mapas de valores exportados totales (disuelto + adsorbido), segun corrida
01/09/2013-30/04/2014. a. Glifosato; b. Clorpirifos.
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con p-valor significativo

}Valores mas elevados

Z>0,50
0,50<Z<-0,50
Z<-0,50

. Valores mas bajos con
p-valor significativo

Figura 7. Mapa de exportacion/retencion obtenido a partir de andlisis de puntos calientes
realizados con los resultados del SWAT (correspondientes a la simulacion 01/09/2013-
30/04/2014) para los datos de fitosanitarios exportados (adsorbido + disuelto). a. Glifosato total;
b. Clorpirifos total. Se consideran significativos aquellos valores de p menores a 0,10.

Etapa 3: Campafas de campo

Las concentraciones halladas para cada punto de muestreo, por estacion, de todos los
compuestos que fueron detectados al menos en una muestra se presentan en la Tabla 4.
Algunos de los compuestos detectados en la cuenca son de uso prohibido en nuestro pais.
Tal es el caso de Clordano, Hexaclorobenceno, Mirex y DDT, prohibidos en Uruguay desde
2005, y de Endosulfan prohibido desde 2011. Los mencionados cinco compuestos estan
incluidos en el convenio de Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes

(Stockholm Convention).
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Tabla 4. Concentraciones de fitosanitarios, determinadas a partir de los andlisis de sedimento, para diciembre
de 2014 (D) y marzo de 2015 (M). Ciper.: Cipermetrina; Clor.: Clordanocis; End_al: Endosulfan alfa; End_su:
Endosulfan sulfato; Hexa.: Hexaclorobenceno; Clorpi.: Clorpirifos. o,p DDE y p,p’ DDE son metabolitos de DDT.

AMPA Ciper. Clor. | End_al | End_su | Glifosato | Hexa. Mirex prE p,p' DDE | Clorpi.

(ma/kg) | (Hg/kg) | (Hg/kg) | (uglkg) | (ugrkg) | (mglkg) | (grkg) | (W/KQ) | gy | (HOKO) | (nalkg)

D M|D M|{D M/ D M/D M|D M|D M{D M|D M|D M|D M
CH1 (0,32 069 * *| * *| * */190 0,78/0,06 0,10({0,10 *|0,50 0,10(0,10 * (0,50 0,17 | * 1,25
CH2 *% *% 40 * * * * * * * *% 0'06 * * * * * * * * * 0756
CH3 (0,28 056| * * | * *| * x| * % 102] 016| * *| * * | * *| x x| * 023
CH4 (0,25 0,30(29 * | * *| * x| * % 1006 025 * *| * * | * x| x % | (047
CH5 (0,19 03| * * | * *| * x| * % 1006 016( * *| * * | * *| x x| * 016
CH6 0,07 *% * * * * * * * * *% 0'13 * * * * * * * * * 0799
CH7 002 *% * - * - olo - * - *% *% * - * - * - * - * -
CH8 (1,01 0,06 * *|010 *| * *| * * 1081 * | * *|010 * [ * *[020 * |* 013
CHg *% *% * * 0 10 * * * * * *% 0 05 * * * * * * 0 20 * * 0 35
CHlO *% *% * * * * * * * * *% 0,09 * * * * * * 0’10 * * *
CHI11| - 011| - *| - *| - *[ -« | - 011 - *| - * | - *| - % | . 152

*por debajo del limite de deteccién (LD)
**nor debajo del limite de cuantificacién (LC)
CH11 se muestre6 Unicamente en marzo de 2015
CH7 marzo de 2015: el laboratorio perdi6 las muestras

Las caracteristicas de cada uno de los charcos muestreados pueden verse en la Tabla 5

(imagenes en Anexo V). Estos presentaron una cobertura vegetal variable (de 0% a 100%)),

gue en general fue menor en pradera artificial. Las profundidades en general estuvieron entre

0.5y 1.50 my el area promedio (exceptuando al CH10 que no puede considerarse como un

charco estandar ya que corresponde a las nacientes del arroyo, donde se muestrearon

pozones de agua entre las rocas) fue de 1292.05 m?. Dejando por fuera al CH7 (98.54 m?) y

al CH5 (474.04 m?) todos los puntos de muestreo superaron los 1000 m?, siendo el de mayor
tamafio el CH1 (2316.77 m?).
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Tabla 5. Caracteristicas de los charcos muestreados. Profundidad segln categorizacion: 1: nivel de
agua por debajo de 0.50 m; 2: nivel entre 0.50 y 1.00 m; 3: nivel entre 1.00 y 1.50 m; 4: nivel por
encima de 1.50 m. Cobertura vegetal segiin estimacion visual.

Per(l’rr:)e tro ?r;ez? Péiocl‘;g : C\?%ié}glra Uso del suelo
CH1 254,75 | 2316,77 2 80 Soja
CH2 166,78 | 1709,65 3 10 Pradera
CH3 167,02 1817,02 3 35 Maiz
CH4 145,16 1296,12 3 <5 Pradera
CH5 92,97 474,04 2 25 Pradera
CH6 158,30 | 1477,73 1 0 Pradera
CH7 42,21 98,54 2 100 Campo mejorado
CH8 141,17 1001,60 4 10 Maiz
CH9 162,61 | 1475,78 1 40 Campo natural
CH10* 12,19 7,66 - - Campo natural
CH11 135,90 | 1253,25 3 0 Pradera

*No se indican categoria de profundidad ni cobertura vegetal debido a que este punto de
muestreo corresponde a las nacientes del Arroyo de La Virgen (porcién superior de la
cuenca), donde no fue muestreado un “charco” estandar, sino pozones de agua entre las
rocas.

En cuanto a anfibios (Tabla 6), se registré un total de nueve especies correspondientes a
cuatro familias (Hylidae, Leptodactylidae, Leiuperidae y Bufonidae). Integrando los registros
de adultos y larvas, las especies mas comunes en la cuenca fueron: H. pulchellus (11/11),
P. minutus (9/11) y L. latrans (9/11). P. falcipes y R. arenarum solo se registraron en una
oportunidad (un solo punto, en una sola estacion). P. gracilis se registr6 Unicamente en
diciembre de 2014. En cuanto a larvas, se registraron unicamente de H. pulchellus (9/11), P.
minutus (5/11), P. gracilis (3/11) y L. latrans (1/11). En los puntos CH6 y CH11 (rodeados de
praderas y en las zonas media y baja de la cuenca) unicamente se registraron adultos. El
muestreo que registré mayor rigueza y abundancia de larvas en general fue el realizado en
diciembre de 2014. El CH7 (rodeado de campo natural mejorado y en la zona alta de la
cuenca) presentd el mayor niumero de larvas (244) mientras que el CH8 (inmerso en cultivo
de maiz y en la zona alta de la cuenca) fue en el que se registr6 mayor nimero de especies
en estadio larval (4). En los puntos CH2, CH4 y CH9 (rodeados de pradera los dos primeros
y campo natural el ultimo y en la regién baja, media y alta de la cuenca, respectivamente) se

registré una unica larva, en todos los casos correspondiente a la especie H. pulchellus, en
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diciembre (Tabla 7). El nimero de larvas observado fue variable espacial y temporalmente

y los estadios de desarrollo presentaron un rango amplio para todas las especies (25 a 41,

42 o 43) a excepcion de L. latrans que tuvo rangos de estadio mas bajos (25 y 26 en

diciembre y 34 en marzo). El muestreo correspondiente al mes de marzo de 2015 (verano)

se realiz6 durante un periodo de sequia.

Tabla 6. Presencia-Ausencia de especies, por charco y por temporada. Hp: Hypsiboas pulchellus; Pm:
Pseudis minuta; Sg: Scinax granulatus; Llati: Leptodactylus latinasus; Llatr: Leptodactylus latrans; Lg:
Leptodactylus gracilis; Pg: Physalaemus gracilis; Pf: Pseudopaludicola falcipes; Ra: Rhinella arenarum;

L: larvas; A: adultos (observados y/o vocalizando). S: riqueza total de especies.

Familia Hylidae Leptodactylidae | Leiuperidae | Bufonidae

Especie Hp | Pm | Sg | Llati | Llatr | Lg | Pg Pf Ra S
Diciembre 2014 | LA - - - A - - - - 5

CH1
Marzo 2015 - LA - - - - - - - 1
Diciembre 2014 | LA - - A o - - - 3

CH2
Marzo 2015 - - - = o - - - 1
Diciembre 2014 | LA A A A - - A - - 5

CH3
Marzo 2015 L - - A - - - - - 5
Diciembre 2014 | LA - A A - A - - 5

CH4
Marzo 2015 - - = A - - - - 5
Diciembre 2014 | LA LA A - A - LA - - 5

CH5
Marzo 2015 - - - A - - - - 5
Diciembre 2014 | A - A o - - - 4

CH6
Marzo 2015 - = A - - - - 3
Diciembre 2014 | LA LA A - A - LA - - 5

CH7
Marzo 2015 L LA A - A - - - A 5

Diciembre 2014 | LA A A A LA A LA A -

CH8 8
Marzo 2015 LA LA - = LA > - - - 3
Diciembre 2014 | LA A A A A A - - - 6

CH9
Marzo 2015 - - - - - - - - 1
Diciembre 2014 | LA LA A A - A A - - 6

CH10
Marzo 2015 A L - - - = 5 - - 5
CH11* | Diciembre 2014 | A - - A A - - - - 3

*No se cuenta con datos del CH11 en primavera.
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Tabla 7. Larvas muestreadas, por charco, por campafia de campo. n: nimero de larvas colectadas;
estadio: rango de estadios de desarrollo al interior de la muestra segin Gosner (1960).

H. pulchellus P. minutus L. latrans P. gracilis
Muestreo n estadio n estadio n estadio n estadio
CHA Diciembre 2014 9 25-42 0 - 0 - 0 -
Marzo 2015 0 - 3 38-42 0 - 0 -
Diciembre 2014 1 25 0 - 0 - 0 -
CH2
Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -
CH3 Diciembre 2014 2 25-42 0 - 0 - 0 -
Marzo 2015 4 32-35 0 - 0 - 0 -
Diciembre 2014 1 25 0 - 0 - 0 -
CH4
Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -
CHS Diciembre 2014 15 39-43 5 26-30 0 - 7 30-41
Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -
Diciembre 2014 0 - 0 - 0 - 0 -
CH6
Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -
CH7 Diciembre 2014 99 26-44 39 25-42 0 - 78 25-41
Marzo 2015 19 35-44 9 31-41 0 - 0 -
auE Diciembre 2014 21 25-40 0 - 5 25-26 15 25-41
Marzo 2015 16 25-41 10 25-43 1 34 0 -
Diciembre 2014 1 29 0 - 0 - 0 -
CH9
Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -
Diciembre 2014 1 35 2 37-40 0 - 0 -
CH10
Marzo 2015 0 - 1 31 0 - 0 -
CH11* Marzo 2015 0 - 0 - 0 - 0 -

*No se cuenta con datos del CH11 en primavera.

En sintesis, como resultado de las campafas de campo, a partir de las muestras de suelo,
se detectaron tres productos fitosanitarios de uso actual (Glifosato/AMPA, Cipermetrina y
Clorpirifos) y cinco COPs (Clordano, Endosulfan, Hexaclorobenceno, Mirexy DDT). Mientras
gue, respecto a anfibios, se registro la presencia de 9 especies en la cuenca, de las cuales
Unicamente 4 se encontraron tanto en estadio larval como adulto. La mayor diversidad de
anfibios se registré en diciembre y tanto la cantidad de larvas como los estadios de desarrollo

observados fueron variados entre puntos de muestreo y estaciones del afio.

Etapa 4: Validacion vy andlisis de resultados

Los puntos CH2, CH4 y CH6 se encuentran en zonas de la cuenca que resultaron ser puntos
calientes (Fig. 7). N6tese que dichos puntos no tienen un patrén aparente en cuanto a la
concentracion de Glifosato en suelo y en cuanto a la concentracién de Clorpirifos los tres

presentan valores intermedios (Tabla 4). En los puntos CH1 y CH11, proximos con los puntos
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frios (zonas con valores de z bajos pero no significativos), los valores de Glifosato en suelo
son intermedios y los valores de Clorpirifos son los mas elevados de la cuenca (Tabla 4).

La comparacion de las concentraciones de fitosanitarios en suelo simulados por SWAT y las
medidas a campo, pueden verse en la Tabla 8. De acuerdo a las correlaciones realizadas
para ambos compuestos (Fig. 8) y laregresion de valores observados de Glifosato en funcion
de valores modelados (y = 6,51E-06x - 0,033247, r2=0,41302 y p=0,032959), el ajuste del
modelo SWAT es bueno para Glifosato pero no para Clorpirifos.

Tabla 8. Valores de Glifosato y Clorpirifos promedio de las cuatro simulaciones realizadas
(2010-2011, 2011-2012, 2012-2013 y 2013-2014) y valores medidos, a partir de muestras de
sedimento correspondientes a marzo de 2015, por subcuenca.

Glifosato Clorpirifos
Sub- SWAT marzo 2015 SWAT marzo 2015
cuenca (kg/ha) (mg/kg) (kg/ha) (ng/kg)

0,00 0,13
1 0,00495 0,05 0,00174 0,35

0,09 0,00
3 0,01531 0,00 0,00512 *
11 0,01881 0,13 0,00652 0,99
15 0,03118 0,16 0,01024 0,16
17 0,03442 0,16 0,01043 0,23
18 0,02897 0.06 0,00960 0.56

0,25 0,47
23 0,02587 0,11 0,00815 1,52
26 0,02819 0,10 0,00856 1,25

*No se cuenta con el valor medido de Clorpirifos en marzo para la
subcuenca 3, por problemas en el laboratorio.

Los puntos mas alejados de la recta en la correlacion realizada para Glifosato son: CH7
(campo mejorado) y CH2 (pradera), para los que se obtuvieron concentraciones muy por
debajo de las esperadas segun la simulacion, y CH4 (pradera), para el que se obtuvo una
concentracion muy por encima de la esperada. En los dos primeros casos la diferencia puede
deberse a que el uso del suelo no es cultivo. El punto CH7 se encuentra en una subcuenca
que posee en su mayoria predios de ‘cultivo’, por lo cual el valor retenido en suelo que el
modelo arroja estd muy influenciado por esta predominancia de uso. Sin embargo, el uso
real del punto de muestreo es campo natural, por lo cual no se espera que se esté empleando

Glifosato en él, si bien podria haber arrastre desde predios vecinos. En cuanto al punto CH2,
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refiere a un punto de pradera artificial que en la modelacion fue considerado como ‘cultivo’,

asumiendo el uso de Glifosato cuando en realidad probablemente no se emplee o bien se

emplee en concentraciones muy por debajo de las usadas en cultivos de verano.

o
w
J

0,25 - & CH4

o
N
I

0,15 - CH3

o
=
1

0,05 -

Glifosato medido en suelo (mg/Kg)

0 ‘ CH8 T N CH7 T T T T 1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
Glifosato simulado en suelo (kg/ha)

16 -
G & CH11
? 1,4 -
S12 @ cH1
g
» 1 -
c < cHe
()
o 0,8 -
S
©
£ 06 1 g cra
804 - CHO CH2
B0y . & CH3
5§92 o CH8 & CH5
o CH10
0 0,002 0004 0006 0008 001 0012

Clorpirifos simulado en suelo (kg/ha)

Figura 8.Correlacién entre la media de las concentraciones obtenidas con SWAT para las
cuatro simulaciones realizadas (2010-2011, 2011-2012, 2012-2013 y 2013-2014) y las
concentraciones determinadas en suelo (muestras correspondientes a marzo de 2015). Arriba:
Glifosato; Coeficiente de correlacion (Spearman) =0.73905; p-valor=0.00936. Abajo: Clorpirifos;
Coeficiente de correlaciéon (Spearman) =0.17233; p-valor=0.63403. Anaranjado: ‘Cultivo’;
Verde: ‘Campo natural’; Amarillo: ‘Pradera’.
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En el caso del CH4, si bien se encuentra en una parte elevada, esta en una depresién del
terreno y su vegetacion periférica es escasa. Por lo tanto, podria funcionar como una trampa
de residuos de glifosato por su ubicacion puntual en un microrelieve de depresion. Ademas
aguas arriba hay un charco mas pequefio, que probablemente enlentece la velocidad del
flujo del escurrimiento superficial y aumenta la capacidad de retencion en el punto CH4.

Segun el analisis de asociacion entre sitios en funcion de la presencia/ausencia de especies,
los puntos CH8, CH9 y CH10 (que corresponden a la porcién superior de la cuenca) se
apartan de los restantes siete (Fig. 9). Se realiz6 un NMDS con los mismos datos, que apoya
la asociacién antes mencionada (Anexo VI). Considerando los bajos valores de Bootstrap de

algunos nodos del Cluster no pueden estimarse a partir de estos analisis mas asociaciones.

e} (2] S 8] < ~ n o [{e] -
T I I I I I g I I T
o (@] (@] O O (@] (@] O O o
0,96
0,90
0,84+ 53
16 a2
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2 22
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2 34
0,66

18
0,60

0,54

16

0,48 100

Figura 9. Cladograma realizado a partir de la matriz presencia-ausencia total de especies
registradas para cada charco (larvas + adultos observados + adultos vocalizando). Indice
de similitud empleado: Jaccard, ccc=0.7194, Bootstrap=1000.
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Figura 10. Cladograma realizado a partir de la matriz presencia-ausencia de adultos
(observados y/o vocalizando). Indice de similitud empleado: Ochiai, ccc=0.7179,
Bootstrap=1000.

Considerando Unicamente la presencia-ausencia de adultos (Fig. 10), los puntos de
muestreo se separan en dos grupos: CH1-CH2-CH4-CH6-CH11 y CH3-CH5-CH7-CHS8-
CH9-CH10. El primero de estos grupos se compone de los puntos con las concentraciones
mas altas de Clorpirifos en sedimento (marzo de 2015; ver tabla 4) y, a su vez, con el menor
numero de especies de anfibios (a excepcion del CH4 que cuenta con 5 especies; CH1, CH2
y CH11: 3 especies, CH6: 4 especies), siendo estas las mas comunes en la cuenca (H.
pulchellus, P. minutus, L. latrans y, en menor medida, L. latinasus). Cuatro de los puntos que
componen dicho grupo corresponden a pradera (CH2, CH4, CH6 y CH11) y uno a cultivo
(CH1). Los puntos CH1 y CH11 se encuentran en la parte baja de la cuenca, CH2 y CH4
estan enla subcuenca 18 (i.e. porcién media de la cuenca al este del curso principal), el CH6
esta en la porcion media-superior de la cuenca. El segundo grupo, por su parte, se compone
de un punto correspondiente a pradera (CH5), dos a cultivo (CH3 y CH8) y los tres de campo
natural (CH7, CH9 y CH10). CH3 y CH5 corresponden a la region oeste de la cuenca (brazo
corto del arroyo) mientras que CH7, CH8, CH9 y CH10 se encuentran en la porcién superior

de la cuenca.
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De acuerdo con el conteo de larvas (Fig. 11) los puntos CH5, CH7 y CH8 se separan del
resto. Este Cluster se ve apoyado por un ACP (Anexo VI) cuyos primeros dos componentes
explican el 96,53% de la varianza. Los puntos antes mencionados son los que poseen la
mayor diversidad de larvas (en cantidad de especies y nimero de larvas) y se corresponden
con las menores concentraciones de Clorpirifos detectadas (Tabla 4).
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Figura 11. Cladograma realizado a partir del conteo de larvas (LN(x+1) debido al alto
contenido de ceros en la matriz) del mes de diciembre de 2014. Indice de similitud
empleado: Bray-Curtis, ccc=0.9356, Bootstrap=1000.

En sintesis, en esta etapa se encontr6 que, respecto a Clorpirifos los charcos proximos a los
puntos frios apoyan el mapa de puntos calientes generado en SWAT; los charcos situados
en puntos calientes no apoyan el mapa para ninguno de los dos compuestos; y los datos de
Glifosato en los charcos proximos a los puntos frios tampoco. A su vez, los valores
modelados se ajustan a los medidos para Glifosato, pero no para Clorpirifos. Respecto a los
anfibios, los analisis sugieren que el Clorpirifos podria tener un efecto en la diversidad tanto
a nivel de adultos como de larvas (a mayores concentraciones del compuesto menores
diversidades). Ademas, referido a la composicion de especies, habria diferencias entre la

porcién superior de la cuenca (préxima a las nacientes) y el resto de la cuenca.
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Anélisis morfométrico

Las caracteristica morfométricas de las larvas, tanto ‘forma’ como ‘altura del musculo de la
cola’ (AM), fueron medidas a partir de las fotografias (Fig. 3) correspondientes a las larvas
de H. pulchellus colectadas en la campafia de campo de diciembre de 2014 (Tabla 9). No
fue considerado el segundo muestreo (marzo de 2015) para este analisis debido a que no
resultd representativo de todos los usos del suelo. En dicho muestreo respecto a H.
pulchellus se colectaron (ver Tabla 7): 4 larvas en el CH3 (cultivo), 19 en el CH7 (campo,
con resultados de fitosanitarios solo para Glifosato y AMPA), 16 en CH8 (cultivo) y 1 en CH9

(campo); no se cuenta con representacion del uso ‘pradera’.

Tabla 9. ‘Forma’ y ‘altura del musculo de la cola’ promedio y desvio estandar de las larvas de Hypsiboas
pulchellus, por charco, colectadas en Diciembre de 2014. AM: altura del muasculo de la cola; Forma: largo de
cuerpo/largo total; n: nimero de larvas medidas; Total larvas: total de larvas de la especie colectadas; n>40:

namero de larvas cuyo estadio de desarrollo era mayor del 40, segun Gosner (1960).

AM Forma
. . p . . p Total
Promedio Desvio estandar Promedio Desvio estandar n larvas n>40
CH1 0,3275 0,0965 0,3482 0,0123 8 9 1
CH2 0,0900 - 0,4528 - 1 1 0
CH3 0,2100 - 0,4116 0,0499 1 2 1
CH4 0,1800 - 0,3626 - 1 1 0
CH5 0,5857 0,0645 0,3164 0,0257 7 15 8
CH6 - - - - 0 0 -
CH7~* 0,3237 0,0835 0,3396 0,0309 30 99 21
CH8** 0,3955 0,0950 0,3616 0,0375 20 21 0
CH9 0,1500 - 0,4138 - 1 1 0
CH10 0,5500 - 0,3765 - 1 1 0

* se realizé muestreo aleatorio de 30 individuos a ser medidos (entre los 78 cuyo estadio era menor o igual a 40)

**un individuo no pudo ser medido

Cabria esperar que el uso del suelo sea un factor determinante sobre ambas variables de
respuesta (Fig. 12). Esto es mas claro para la altura del musculo de la cola (AM) pero también
es esperable para forma (al menos entre campo y cultivo). Al modelar cada variable de
respuesta con ‘usos’ como variable explicativa y estadio como aleatoria, en el caso de la
forma se obtuvo diferencias entre ‘Campo’ (p<0,0001) y ‘Cultivo’ (p=0,0162), y para AM todos
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los usos presentaron un p-valor por debajo de 0,001. Si bien estos resultados sugieren que

los usos tendrian un efecto directo sobre las variables (cuerpos més grandes/colas mas

cortas en relacion al largo total, en cultivo respecto de campo y pradera; y AM bajos en

campo natural, medios en cultivo y altos en pradera), no podemos afirmar que efectivamente

asi sea, ya que, para ello deberiamos considerar todos los factores que se cree estan

influenciando a la variable de forma conjunta.
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Figura 12. Forma (largo de cuerpo/largo total) y altura del musculo de la cola (AM) de H.

pulchellus en funcidon de los usos del suelo. Se presentan los datos con su desvio
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Tabla 10. Modelos con mejor ajuste (menor valor de AIC) realizados para logaritmo de la forma y AM como

variables de respuesta y con los diferentes fitosanitarios como variable explicativa. En todos los casos se indica

si el modelo incluye el efecto aleatorio del estadio. El p-valor se indica entre paréntesis. FS: producto

fitosanitario; NA: sin datos; n° charcos: nimero de charcos donde se detect6 el compuesto. Campo natural fue

tomado como intercepto.

Fitosanitario | Variable | Intercepto FS Cultivo | Pradera | FS*cultivo | FS*pradera | Estadio ch:rcos
-1,0684 | 0,0075 | 0,0297 | -0,0837
log(forma) |~ 5o 16) | (0.0001) | (0.1651) | (0,0177) | NA NA no
Cipermetrina 2
AM 0,2905 | -0,0059 | 0,0828 | 0,1865 i
(0,0000) | (0,0018) | (0,0001) | (0,0000)
log(forma) | 09222 | 74923 | -0,1336 | 0,0592 | 7,5185 6,3009 si
9 (0,0000) | (0,0120) | (0,0527) | (0,5256) | (0,0116) | (0,0342)
AMPA 7
Y 0,3640 | -4,2278 | -0,0478 | -0,0618 | 4,3074 4,9094 .
(0,0000) | (0,1014) | (0,4256) | (0,4469) | (0,0948) | (0,0598)
log(forma) | ~1:0684 | -5,6666 | 00198 | 02762 | 56837 NA o
9 (2e-16) | (0,0002) | (0,5651) | (0,0018) | (0,0002)
Glifosato 5
AM 0,2840 | 0,0862 | 0,0462 | 0,1353 .
(0,0000) | (0,0499) | (0,1562) | (0,0000)
log(forma) | 10639 | 04352 si
9 (0,0000) | (0,0599)
Clordano 2
0] 0,2818 | 0,3433 | 0,0745 | 0,1399 .
(0,0000) | (0,2426) | (0,0096) | (0,0000)
log(forma) | -0:9207 | -1,4987 | -0,1156 | -0,1486 i
Endosulfan (0,0000) | (0,0167) | (0,0628) | (0,0311) .
alfa
0,3855 | -1,1231 .
AM ©) ©) Si
log(foma) | (5/6000) | (08078 s
Endosulfan ©, ) | @ ) 1
sulfato AM 0,2833 | -0,0359 | 0,1166 | 0,1428 y
(0,0000) | (0,0405) | (0,0000) | (0,0000)
ootoma) | (1458 | 0z
Hexacloro- O, ) | (0,8078) .
benceno AM 0,2833 | -0,6832 | 0,1166 | 0,1428 Si
(0,0000) | (0,0405) | (0,0000) | (0,0000)
log(forma) -1,0516 | 0,0104 si
9 (0,0000) | (0,8799)
Mirex 2
0] 0,2831 | -0,1670 | 0,1327 | 0,1436 Si
(0,0000) | (0,0405) | (0,0000) | (0,0000)
log(forma) -1,0493 | -0,0822 Si
(0,0000) | (0,8078)
o.p. DDE 1
AM 0,2831 | -0,1670 | 0,1327 | 0,1436 Si
(0,0000) | (0,0405) | (0,0000) | (0,0000)
-1,0587 | 0,0601 .
log(forma) | - 4'0000) | (0.3636) e
p.p. DEE 4
A 0,2831 | -0,1670 | 0,1327 | 0,1436 Si
(0,0000) | (0,0405) | (0,0000) | (0,0000)
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Los modelos con mejor ajuste para cada fitosanitario como variable explicativa tanto de la
‘forma’ como de la AM se presentan en la Tabla 10 (en el Anexo VIl se incluyen todos los
analisis realizados, con su correspondiente AIC). A excepcion de p.p. DDE que se encontré
en cuatro puntos, los restantes compuestos persistentes se hallaron Gnicamente en uno o
dos puntos. Esto llevo a generar una matriz con un elevado nimero de ceros (Montgomery,
2008), por lo que no se consideraron los resultados obtenidos en los modelos para dichos
compuestos. Lo mismo ocurre con Cipermetrina que se hallé Unicamente en dos puntos, en

cada uno de los cuales se contaba Unicamente con una larva medida.

En cuanto a AMPA, para AM su interaccion con el uso pradera fue marginalmente
significativa (p=0,0598), sugiriendo que este producto se comportaria de manera diferente
segun el uso del suelo. Con ‘logaritmo de la forma’ se comportdé en forma similar, resultd
haber un efecto de la interaccion entre cultivo y la concentracion de AMPA y entre pradera 'y
la concentracion AMPA.

El Glifosato presentd un efecto significativo tanto sobre el ‘logaritmo de la forma’ (p=0,0002)
como sobre la AM (p=0,0499), exhibiendo en ambos modelos diferencias entre pradera y
campo natural (en pradera el mudsculo seria mas alto que en campo pero la forma seria
mayor, i.e. las colas serian mas cortas en relacion al largo total). Para la variable ‘logaritmo
de la forma’ resulté significativa la interaccion entre cultivo y la concentracion del producto
(p=0,0002).

En el grafico AM en funcién de la concentracion de Glifosato (Fig. 13), parece ser que, tanto
en ‘cultivo’ como en ‘pradera’ (si bien uno de los grupos se compone uUnicamente de un
organismo) al aumentar la dosis del fitosanitario aumentara la media de la variable de
respuesta. Sin embargo en ‘logaritmo de la forma’ en funcion de Glifosato, al aumentar la
dosis del fitosanitario en ‘cultivo’ la media de la variable de respuesta pareceria permanecer
constante (aunque con mayores desvios), mientras que en ‘pradera’ (si bien, nuevamente,
uno de los grupos se compone Unicamente de un organismo) pasaria que a mayor
concentracion de Glifosato la variable es menor. Esto indica que deberian estudiarse las
interacciones entre usos y la concentracién de los diferentes compuestos para poder decir

gué efecto puede tener un factor sobre cualquiera de las variables de respuesta en estudio.
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Figura 13. a. Altura del musculo de la cola (AM) en funcién de la concentracion de AMPA; b. AM
en funcion de la concentracién de Glifosato; c. logaritmo de la forma en funcién de la concentracién
de AMPA; d. logaritmo de la forma en funcién de la concentracién de Glifosato. Anaranjado:

‘Cultivo’; Verde: ‘Campo natural’; Amarillo: ‘Pradera artificial’.

Andlisis de especies indicadoras

Este analisis consideré de forma independiente los usos del suelo, la presencia de Glifosato,
la presencia de AMPA vy la presencia de contaminantes organicos persistentes (COPSs).
Como ya se mencionara, en todos los casos se emplearon los valores correspondientes al
primer muestreo (diciembre de 2014) debido a que fue en dicho muestreo donde se registrd
la mayor diversidad de anfibios (8 de las 9 especies registradas; Tabla 6). Si bien

Cipermetrina y Clorpirifos son de uso actual no se los incluyé en el analisis ya que
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Cipermetrina se hall6 solo para dos puntos y Clorpirifos fue detectado Unicamente en el

muestreo de marzo de 2015 (Tabla 4).

De acuerdo con el analisis de especies indicadoras llevado a cabo en R®, ninguna de las
especies presentes en la cuenca de estudio resultd ser indicadora de la presencia de
Glifosato, de AMPA o de contaminantes organicos persistentes (COPs), ni tampoco del uso
del suelo, ya que ninguna cumplié con la condicion de presentar un valor del indicador mayor

de 70 y un p-valor menor de 0.05.

Discusion

En el presente trabajo se pusieron a prueba abordajes que pueden resultar Utiles para
mejorar la gestion ambiental, en particular para el monitoreo de los impactos de los productos
fitosanitarios. Lo que se pretendi0 mostrar es que estos abordajes pueden generar
informacion util para la toma de decisiones de gestion, mas que procurar que los resultados
sean concluyentes. Se model6é de manera exitosa el comportamiento del Glifosato en la
cuenca, generando un mapa de exportacion-retencion de dicho compuesto. A partir de
muestras de suelo, se detectaron en la cuenca tres productos fitosanitarios de uso actual
(Glifosato/AMPA, Cipermetrina y Clorpirifos) y cinco COPs (Clordano, Endosulfan,
Hexaclorobenceno, Mirex y DDT). Respecto a los anfibios, los analisis sugieren que el
Clorpirifos tiene un efecto negativo en la diversidad de adultos y larvas. Ademas, habria
diferencias, en la composicion de especies entre la porcién superior (proxima a las
nacientes) y el resto de la cuenca. Finalmente, pareceria ser que el uso del suelo afecta la
morfologia de las larvas de H. pulchellus, incidiendo sobre el efecto que ciertos fitosanitarios
provocan en ellas (efectos diferenciales por uso del suelo de AMPA y Glifosato). En general,
todos los resultados del presente trabajo son una primera aproximacion que deberia ser
perfeccionada utilizando mejores datos (e.g. datos mas reales para la entrada del modelo),

calibrando el modelo y realizando muestreos mas exhaustivos).
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Modelacién en SWAT

SWAT resulté ser una herramienta util para la modelacion del comportamiento ambiental del
Glifosato, aun cuando los datos de ingreso al modelo fueron simplificados para generar una
primera aproximacion a escala de cuenca. Es decir, ésta podria ser una herramienta
ventajosa para el ordenamiento territorial y el monitoreo de la calidad ambiental, que
permitiria predecir el riesgo de exportacion o retencién de diferentes productos fitosanitarios
al interior de una cuenca determinada a partir de informacion relativamente sencilla de
colectar. Generalmente resulta dificultoso disponer de todos los datos de ingreso al modelo
con suficiente nivel de detalle (en especial los de clima), o los datos de uso de productos
fitosanitarios a nivel de predio. Sin embargo, la posibilidad de simplificar las variables de
ingreso permite identificar potenciales conflictos o las posibles consecuencias de distintas
alternativas de gestion en un plazo de tiempo razonable, y priorizar los sectores del area de

estudio en los que es necesario generar informacion de mayor resolucion.

El empleo de modelos ambientales como predictores en evaluaciones de impacto ambiental
permitiria saber a priori cuél sera el destino, o la tendencia, de cierto fitosanitario en el
ambiente, en qué compartimento es esperable encontrar cual producto y sus
concentraciones (incluyendo estimaciones de acumulacion). Permitiria ademas, estimar
como respondera el sistema ante un cambio de dosis, método de aplicacion o introduccion

de un nuevo producto.

Posibilidades de mejora de los datos de ingreso a SWAT

Los insumos proporcionados al SWAT para la modelacion fueron: el DEM; los usos del suelo,
con 6 categorias (agua, campo, cultivo, forestal, monte, urbano); los tipos de suelo, con 4
grupos de suelo; y los datos de clima obtenidos de un simulador global. EI manejo indicado
incluyé a las praderas dentro de ‘cultivo’ y asumidé un mismo manejo para todos los predios.
Ademas, solo se considerd los cultivos de verano. Estos insumos en general pueden

mejorarse en forma significativa.

El DEM podria haber sido de mejor resolucién (fue de 90m, pudiendo ser hasta de 5m), la

resolucién a emplear debiera ser la misma que la de la imagen satelital a partir de la cual se
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realiza la clasificacién de usos del suelo (30x30 en este caso). Incluso la distribucion de tipos
de suelos en la cuenca puede ser corregida, ya que en la equivalencia con los suelos de
USDA se perdi6 resolucién (se bajé de 15 unidades de suelo CONEAT a cuatro tipos de
suelos USDA).

La imagen satelital a partir de la cual se realiz0 la clasificacion es de marzo de 2014, lo que
corresponderia a los usos durante el ciclo de cultivo de verano 2013-2014. Los datos
medidos corresponden al ciclo de cultivo siguiente. Esto se debi6 a que primero se realizé la
etapa de preparacion de insumos para la modelacion y, posteriormente, las campafas de
campo. A futuro seria interesante modelar el ciclo de cultivo sobre el cuél se tienen valores

medidos.

La informacién utilizada para modelar, debe ser mejorada en forma sostenida para futuros
estudios. Se recomienda ajustar nuevas clasificaciones de tipo y usos de suelos, sistematizar
los datos de clima a partir de las estaciones a nivel local (asegurando la existencia de series
temporales de datos robustas) y ajustar los usos y aplicaciones de fitosanitarios segun las
practicas de los agricultores de la cuenca, discriminando entre los distintos tipos de cultivos
y praderas implantadas. En relacién a esto ultimo, si se diferenciara en tipos de cultivo
(incluidas las praderas) podria indicarse manejos diferenciales para cada cultivo. Idealmente
se deberia consultar a los productores o a sus planes de manejo, a fin de modelar con los

datos exactos proporcionados por ellos.

Previo a la validacion del mapa generado, deberia realizarse la calibracion del modelo a fin
de poder predecir concentraciones de exportacidn-retencion. En este sentido debe
considerarse que mayor precision conlleva mas tiempo (Neitsch et al., 2002; Bannwarth et
al., 2014). En general, para la gestién ambiental y planificacidn territorial puede ser mas Uutil
y relevante tener una herramienta que rapidamente arroje tendencias generales, que es

precisamente lo que se demostrd en este estudio que el SWAT es capaz de hacer.

Cabe destacar que el manejo del SWAT tiene sus desafios, debiendo asumir que existe una
curva de aprendizaje que se debe transitar necesariamente, antes de poder incorporarlo

rutinariamente como herramienta de apoyo a la planificacion y/o toma de decisiones.
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Fitosanitarios en suelo

Podemos afirmar que determinados productos (Glifosato, Cipermetrina, Clorpirifos,
Clordano, Endosulfan, Hexaclorobenceno y Mirex) o sus productos de degradacion (AMPA
y metabolitos de DDT) se encuentran en la cuenca de estudio y que otros tantos (ver Anexo
IV) no. Sin embargo, existe un gran nimero de compuestos que, por no estar incluidos en el
analisis multirresiduos realizado, no sabemos si estan presentes. En este trabajo se
evidencia la acumulacién potencial de dos fitosanitarios en la cuenca de estudio (Glifosato y
Clorpirifos) y la presencia de 8 compuestos diferentes (5 de ellos COPs prohibidos en nuestro
pais). Sin embargo, esto no significa que no se estén empleando en la cuenca del Arroyo de
La Virgen otros compuestos que no hayamos logrado detectar. Los expertos consultados
indicaron compuestos a analizar que no estan contemplados en el analisis multirresiduos
realizado por el laboratorio de DINAMA (2-4D, MCPA, Flumetsulam, Fluroxipyr,
Clorantraniliprol, Triflumurén, Teflubenzurén), algunos de ellos de uso incipiente en nuestro

pais.

Se ha reportado un amplio rango en la vida media y persistencia de Clorpirifos en el suelo
gue va de unos pocos dias hasta 4 afios, dependiendo de la tasa de aplicacion, el tipo de

ecosistema y factores ambientales varios (Watts, 2012).

En cuanto al Glifosato, su persistencia en suelo no es facil de predecir, ya que no se trata de
una caracteristica intrinseca del herbicida, sino que es controlada por factores propios del
herbicida, del suelo y de las condiciones ambientales, y por ello puede variar de un lugar a
otro y en un mismo lugar de un afo a otro (Kogan y Alister en INIA 2013). En el Informe
Glifosato (CONICET, 2009) se afirma que seria de hasta seis meses, sin embargo Rios y
colaboradores (2010) registraron residuos de Glifosato en suelos de Uruguay en areas en

las que no habia habido aplicaciones en los ultimos tres afos.

Sobre el comportamiento y la persistencia de fitosanitarios en suelo, no se encontraron
estudios realizados en nuestro pais. Seria interesante contar con estudios de este tipo ya
gue la persistencia y comportamiento en general de los fitosanitarios en suelo depende

mucho de la composicion de los mismos.

A nivel de normativas, en Uruguay existen decretos y resoluciones ministeriales que regulan

el uso de productos fitosanitarios en lo referido por ejemplo a las distancias de aplicacién a
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cursos de agua (Res. MGAP Febrero 2008), centros poblados (Res. MGAP Mayo 2004) y
escuelas rurales (Res. MGAP Marzo 2011), etc. Sin embargo no existe normativa a nivel
nacional que refiera a limites de concentracion de determinados productos fitosanitarios en
las diferentes matrices ambientales (mas alla de la Ley N° 16.170 de 1991, que faculta al
Poder Ejecutivo a prohibir la utilizacién, venta y exportacion de vegetales, productos o
subproductos de origen vegetal contaminados con residuos de plaguicidas en niveles
superiores a los establecidos en el Codex Alimentarius o por los requerimientos, en la

materia, del pais de destino).

Si bien, como ya se menciond, son escasos en Uruguay los estudios que incluyen
cuantificaciones de fitosanitarios en suelo, existen algunos estudios que pueden tomarse
como referencia. Por ejemplo en el litoral del pais, Rios y colaboradores (2010) encontraron
concentraciones en suelo de Glifosato, AMPA y Clorpirifos por debajo de los 0.1 mg/kg, en
sitios cultivados con soja. Este resultado difiere de lo hallado aqui, donde para cultivo de
soja (CH1) se cuantificaron 0.32 (diciembre) y 0.69 (marzo) mg/kg de AMPA y 1.25 mg/kg
de Clorpirifos; en cuanto a Glifosato si coinciden los resultados. En ambientes naturales
(campo o monte nativo) Rios y colaboradores (2010) llegaron a registrar concentraciones
entre 0.15 y 0.20 mg/kg tanto de Clorpirifos como de Glifosato. Estas determinaciones no
coinciden con las realizadas aqui para campo natural donde se hallaron menores
concentraciones de Clorpirifos pero mayores de Glifosato (Clorpirifos entre 0y 0.13 mg/kg y
Glifosato entre 0 y 0.81 mg/kg). Por su parte, Sawchik y Pérez-Bidegain (2012) también en
el litoral uruguayo, llegaron a encontrar concentraciones de Glifosato y AMPA de 3.0 mg/kg

y 1.4 mg/kg respectivamente, en chacras comerciales.

En cuanto a las consecuencias que estas concentraciones de fitosanitarios podrian
ocasionar sobre la biota, en Argentina, Casabé y colaboradores (2007) (en un estudio dénde
aplicaron Clorpirifos y Glifosato segun proporciones recomendadas para cultivos de soja,
analizando los efectos luego de 10 dias) obtuvieron efectos sobre aspectos
comportamentales de la lombriz de tierra y dafio genético con una concentracion en suelo
de Clorpirifos similar a la hallada en las muestras con concentraciones mas altas de este
estudio (CH1 y CH11). A su vez, con concentraciones no detectables de Glifosato reportan
gue se afecto la supervivencia de los descendientes y ademas que las lombrices evitaron
los suelos tratados con Glifosato. Es decir, ambos productos en las concentraciones aqui

detectadas podrian ocasionar dafio al menos a parte de la biota del suelo.
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Modelado en funcion de lo observado

El valor que SWAT proporciona para cada producto retenido en suelo refiere a cada
subcuenca. Sin embargo, en general cada subcuenca contiene mas de un uso del suelo. Es
decir, la concentracion de producto retenido en suelo por subcuenca dependera de cuanto
‘cultivo’ haya en la misma, ya que fue para el Unico uso que se indicé la adicion de
fitosanitarios, entre otros factores. Si bien cada punto de muestreo se encuentra en una
subcuenca de las modeladas en SWAT, el valor otorgado por el modelo es demasiado

general para realizar la comparacion con puntos de medicion especificos.

En cuanto a la diferencia observada en la concentracién de Glifosato y Clorpirifos retenidas
en suelo entre afios de modelacion, esta podria deberse a que el Glifosato es altamente
soluble en agua mientras que el Clorpirifos es de baja solubilidad en dicha matriz. Por lo
tanto, en el afio en que coincidieron eventos de lluvia con la aplicacion de los productos pudo
ocurrir que el Glifosato se ‘perdiera’ por escorrentia o hacia aguas subterraneas diluido en
el agua de lluvia, mientras que el Clorpirifos, por ser poco soluble en agua, permaneciera en

el sitio de aplicacion.

En relacion a los mapas de valores exportados y retenidos, ambos (para Glifosato y para
Clorpirifos) son practicamente iguales. Esto sugiere que SWAT determina la exportacion de
los productos mayormente en funcidon de las caracteristicas de la cuenca que de las
propiedades de los quimicos. Los mapas de puntos calientes sin embargo, permiten ver
claramente qué regiones de la cuenca podrian representar un problema. De cualquier
manera, en ambos casos seria bueno muestrear los sitios que aparecen en el mapa como
sitios de gran retencion (en suelo) y los sitios de gran exportacion (en agua). Los dos puntos
de muestreo mas proximos a los puntos frios (de retencion) son los que presentan los valores
mas elevados de Clorpirifos en suelo. Esto representa un apoyo al mapa, por lo que, mas
alla de que los datos reales no se correlacionen con los simulados para este compuesto,
seria altamente recomendable muestrear sedimentos en los sitios de retencion. Finalmente,
los sitios de retencién se encuentran en la zona baja de la cuenca, lo cual era esperable
debido a que por escorrentia se espera que los productos se acumulen en la parte baja de

la misma.

El empleo de Glifosato en praderas artificiales es comun, debido a que algunas leguminosas

son tolerantes al Glifosato en bajas concentraciones, generandose un efecto diferencial
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sobre gramineas y leguminosas (Terra y Garcia-Préchac, 1998; Julio Rodriguez Lagreca
com. per.). Sin embargo, se esperaba hallar menores concentraciones de Glifosato en
predios con praderas artificiales en relacion a los de uso agricola. Esta diferencia no fue
evidente, incluso la muestra con mayor concentracion de Glifosato fue tomada en un sitio de
pradera artificial. En general, las variaciones en concentracion de Glifosato entre predios

cultivados y con pradera artificial fueron similares.

Clorpirifos fue detectado en todos los sitios muestreados a excepcion de las nacientes
(CH10). Julio Rodriguez Lagreca (com. per.) refiri6 que este producto se aplica tanto en
campo natural como en pradera artificial cuando, en busca de mejorar el forraje, se siembran
especies que son atacadas por la lagarta (mariposa nocturna cuya oruga causa grandes
dafos a los cultivos) bajo ciertas condiciones (e.g. sequias). Aqui cabe recordar que el
segundo muestreo (en cuyos analisis se detectd Clorpirifos) se realizé durante una sequia

prolongada.

Finalmente, este analisis se realiz0 sobre la base de once puntos de muestreo (tres de
cultivo, tres de campo natural y cinco de pradera artificial). En la eleccion de dichos puntos
se intentd que fueran representativos de las diferentes condiciones que se dan dentro de la
cuenca (usos de suelo y regiones de la cuenca diferentes). Sin embargo, hubiese sido
interesante contar con mas puntos para cada uso del suelo y muestrear en diferentes
estaciones (al menos sumar invierno). A su vez, seria también interesante contar con otra
cuenca de similares caracteristicas (i.e. similar tamafio, tipos de suelo y pendientes), pero
con diferente intensificacion de uso del suelo, a fin realizar un estudio comparativo que
permita la validacién del modelo eliminando el ‘ruido’ que puede estar generando la llegada

de fitosanitarios de un punto a otro por escorrentia.

Anfibios como indicadores

Se registré un total de 9 especies correspondientes a cuatro familias (Hylidae,
Leptodactylidae, Leiuperidae y Bufonidae), de las cuales Unicamente 4 especies se
encontraron tanto en estadio larval como adulto (H. pulchellus, P. minutus, P. gracilis y L.
latrans). En cuanto a la composicion de especies, habria diferencias entre la porcién superior

(préxima a las nacientes) y el resto de la cuenca. En relacion directa con el uso que se hace
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de la cuenca, los andlisis sugieren que el Clorpirifos tiene un efecto negativo en la diversidad
tanto de adultos como de larvas. Mientras que el uso del suelo parece tener un efecto sobre
la morfologia de las larvas de H. pulchellus, incidiendo sobre el efecto que ciertos

fitosanitarios provocan en ellas (efectos diferenciales por uso del suelo de AMPA y Glifosato).

Composicion de especies

La cantidad de especies registrada resulta razonable, considerando que se realizaron
Unicamente dos muestreos (solo uno durante el periodo de mayor actividad de anfibios) y
teniendo en cuenta la bibliografia existente (Canavero et al., 2010; Bolzan et al., 2016). En
Argentina, Attademo y colaboradores (2005) en un estudio en regiones sojeras, reportaron
en la region de Entre Rios, la presencia de 11 especies, correspondientes a 4 familias
(Bufonidae, Leptodactylidae, Laiuperidae y Microhylidae); mientras que, Bionda y
colaboradores (2011) hallaron siete especies de cuatro familias (Bufonidae, Leiuperidae,

Cycloramphidae, and Leptodactylidae) en agroecosistemas de Cordoba.

En este estudio la mayor diversidad registrada fue de adultos y en diciembre. Dicho muestreo
fue realizado todo en una misma noche, pudiendo perderse el registro de especies que
estuvieran presentes en baja densidad y no se encontraran vocalizando. Pudo ocurrir
ademas que el factor temporal jugara en contra para el registro de ciertas especies en
determinados puntos, ya que el muestreo se comenzéd 20:30 en la parte superior de la
cuenca y se termind sobre la 1:40 en el punto mas bajo de la misma. Existen diferencias
temporales en los picos de actividad de las especies; algunas vocalizan mas temprano que
otras o lo hacen por periodos de tiempo diferentes (Boquimpani et al., 2007; Gomes y Rossa-
Feres, 2007; Bardier et al., 2014).

Potencialmente podrian haberse registrado hasta 16 especies (ver Anexo |). Como ya se
menciono, tres de ellas son de reproduccion explosiva luego de copiosas lluvias (S. berthae,
O. americanus y E. bicolor). No era esperable registrar esas especies en el presente trabajo
(al menos no como adultos) ya que ninguno de los muestreos coincidié con eventos de lluvia
abundante. Ademas, los ejemplares del género Rhinella son dificiles de ver si no se

encuentran vocalizando ya que habitan en cuevas.

La lista de especies halladas resulta por lo tanto ajustada a la zona y al esfuerzo de

muestreo, si bien seria esperable haber registrado a las especies Dendropsophus samborni,
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Scinax squalirostris y Leptodactylus mystacinus. Respecto a S. squalirostris, se encuentra
muy asociada a la vegetacion periférica, especialmente a la presencia de caraguatales,
donde se refugia en sus axilas. En general en la cuenca, este tipo de vegetacion no es muy
abundante debido al manejo intensivo practicado en ella ya sea como areas de cultivo como
de pastoreo. En cuanto a L. mystacinus, el Dr. Raul Maneyro (profesor adjunto de la Seccion
Zoologia de Vertebrados, Instituto de Ecologia y Ciencias Ambientales, Facultad de
Ciencias, UdelaR; com. per.) sefialé que suele encontrarse en simpatria con L. gracilis y L.
latinasus, siendo siempre la mas abundante L. latinasus, seguida por L. gracilis. Pudo haber
ocurrido que L. mystacinus estuviera presente en la cuenca pero no fuera detectada debido
a su baja abundancia, sumado al bajo esfuerzo de muestreo y la similitud de las
vocalizaciones de las tres especies. De todas formas, L. mystacinus es de las tres especies
la mas dificil de detectar (Bardier et al., 2014). En la misma linea, hubiera sido esperable
gue L. gracilis estuviera presente en los mismos puntos que L. latinasus. Una explicacion
posible es que el pico de actividad de esta especie corresponda a las primeras horas de la
noche, cuando fueron muestreados los puntos de la porcidén superior de la cuenca. Bardier
y colaboradores (2014) reportaron que estas tres especies no se superponen es su climax
de actividad, presentando cierta particion en el nicho acustico. En este sentido, seria
interesante realizar nuevos muestreos, considerando el factor temporal, a fin de dilucidar si

realmente L. latinasus habita Unicamente en la regidon superior de la cuenca.

Las diferencias de ocurrencia de especies observadas entre muestreos pueden atribuirse a
la variacion estacional en la actividad de las comunidades de anfibios de nuestro pais. En
un estudio realizado en el arroyo Espinas (Maldonado, Uruguay), Canavero y colaboradores
(2008) encontraron que el modelo que describe mejor el patron de actividad de los anfibios
de la region es sinusoidal, e incluye so6lo al mes como variable explicativa. Estos autores
registraron a partir de vocalizaciones un total de 10 especies, de las cuales en diciembre
registraron entre 6 y 7 (constituyendo el pico del modelo), mientras que en marzo entre 3y
5.

En linea con lo anterior, Camargo y colaboradores (2005) encontraron que P. gracilis tiene
su pico de actividad en primavera (octubre-noviembre), lo que se corresponde con los
resultados del presente estudio, ya que dicha especie fue registrada Unicamente en el

muestreo correspondiente al mes de diciembre.
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La influencia que las caracteristicas de cada charco (e.g. tamafio, profundidad, cobertura
vegetal y vegetacion periférica) podrian tener sobre las especies que lo habitan, podria estar
generando ‘ruido’ en los analisis. Existen estudios en la region (Peltzer et al., 2006) que
relacionan la presencia de ciertas especies con determinadas caracteristicas de los cuerpos
de agua. De todas formas, los patrones aqui observados no se condicen con los resultados

del mencionado estudio.

De acuerdo con nuestros resultados, la cuenca del Arroyo de La Virgen sirve como sitio de
cria a 4 especies. Sin embargo, debido al bajo esfuerzo de muestreo no podemos afirmar
gue no esté sirviendo como sitio de cria también a otras especies. L. latrans en estadio larval
se registré en un unico sitio (CH8) pero como adulto fue de las mas abundantes en la cuenca,
habiéndose registrado en 9 de los 11 sitios de muestreo. El muestreo de larvas de esta
especie no es representativo de la forma realizada en el presente estudio ya que presenta
cuidado parental, por lo cual las larvas se encuentran en cardumen y acompafnadas del
progenitor. Llama la atencion que no se hallaran larvas del género Scinax y de O.
americanus. De este Ultimo podria ser que hubiera en la cuenca pero sus larvas

metamorfosearan previo al muestreo de diciembre.

El punto con mayor diversidad de larvas fue el CH7, ubicado en la porcidn superior de la
cuenca. CH7 fue el de menor superficie muestreado, presentando 100% de cobertura
vegetal, siendo peridomiciliario (ubicado a no mas de 100 m de una vivienda) y
correspondiendo a campo natural mejorado. En los puntos CH6 y CH11 no se registraron
larvas. En el caso del CH11 esto pudo deberse a que fue muestreado solo en marzo,
campafia donde se registraron muy pocas larvas en general. El CH6 en diciembre era muy
somero (aprox. 10cm de agua) y no presentaba cobertura vegetal; en marzo estaba seco.
Es decir, el no encontrar larvas en este punto podria atribuirse a sus caracteristicas propias

y no al uso del suelo en que esta inmerso.

La diversidad (riqueza y abundancia) de anfibios de la cuenca parece acompafar el
gradiente ambiental naciente-desembocadura. No existen trabajos en nuestro pais que
aborden la diversidad de anfibios en relacidén a gradientes ambientales. Si los hay para peces
y la diversidad disminuye conforme se acerca a la desembocadura (e.g. Texeira de Mello,
2007; Stebniki et al., 2016). Seria interesante contar con estudios de este tipo para anfibios,
a fin de lograr separar los efectos causados por el gradiente ambiental de los ocasionados,

por ejemplo, por el uso de productos fitosanitarios.
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Relacidon con usos del suelo

Se han encontrado asociaciones altamente variables entre la intensidad agricola y los anuros
(Koumaris y Fahrig, 2016). Las poblaciones de estos organismos que habitan areas
agricolas estan expuestas a una mezcla de productos quimicos agricolas y estan
potencialmente en riesgo de efectos toxicol6gicos aditivos, sinérgicos o antagénicos.
Algunos estudios han reportado efectos toxicos de mezclas de productos fitosanitarios sobre
parametros como la supervivencia, el desarrollo o inmunolégicos (Mann et al., 2009).

Si bien algunos fitosanitarios tienen el potencial de afectar directamente a las poblaciones
de anfibios causando efectos letales, las concentraciones que ocurren en el ambiente rara
vez son tan altas como para llegar a ese nivel a gran escala (Mann et al., 2009). Sin embargo,
existe evidencia de diversos efectos cronicos que podrian llevar a la disminucién de las
poblaciones. Por ejemplo, la exposicion a fitosanitarios puede conducir a la supresion del
sistema inmunoldgico (e.g. Lescano et al., 2009; Brodeur, 2010; Lajmanovich et al., 2012;
Attademo et al., 2015), evitando asi que los anfibios desarrollen una respuesta normal y

adecuada contra patégenos (Mann et al., 2009; Bruhl et al., 2011).

El hecho de que ninguna especie resultara ser clara indicadora de la presencia de
fitosanitarios en el ambiente, podria deberse a que ningun producto se halle en
concentraciones que permitan ver un efecto de este tipo (i.e. baja concentracion en el
ambiente). Esto también podria atribuirse al bajo niumero de muestras obtenidas, a la
cantidad de puntos de muestreo considerados, o bien a la diversidad de factores que pueden

estar operando en conjunto en la cuenca.

Parte del patron de distribucién de especies observado en este trabajo, podria estar asociado
a que ciertas especies hayan generado tolerancias frente a ciertos productos mientras que
otras no. Al considerar el contexto agricola de diferentes poblaciones, Cothran y
colaboradores (2013) encontraron que las que se situaban mas cerca de la agricultura eran
mas resistentes al Clorpirifos que las poblaciones situadas lejos de la agricultura,
concluyendo que, si bien los fitosanitarios pueden tener una serie de efectos nocivos sobre
las especies no blanco, las poblaciones de anfibios pueden ser capaces de desarrollar
resistencia a los fitosanitarios. En esta linea, Hua y colaboradores (2013a) hallaron que a
concentraciones subletales y ecolégicamente relevantes de un insecticida comun (Carbaryl),

los anfibios pueden adquirir tolerancia adaptativa aun dentro de la misma generacion,
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afirmando que los patrones de tolerancia inducida dependen de la concentracion del
insecticida produciéndose en etapas muy tempranas del desarrollo. Por otra parte, Hua y
colaboradores (2013b) encontraron una amplia variacion en la tolerancia a los insecticidas
inhibidores de la acetilcolinesterasa y evidencia de tolerancia cruzada, concluyendo que las
poblaciones de anfibios con tolerancia a un fitosanitario pueden ser tolerantes a otros. Estos
autores afirman que la tolerancia cruzada deberia aumentar la probabilidad de que las
poblaciones de anfibios que son tolerantes a un insecticida puedan sobrevivir a exposiciones
posteriores a otros insecticidas que tengan el mismo modo de accién. Por lo cual, si en el
pasado algunas especies generaron tolerancia a cierto producto, esto puede facilitar su

tolerancia a nuevos productos cuyo modo de accién sea similar.

Por otro lado, Ortiz y Egea (2013) reportaron que especies que habitan ambientes
temporales, pueden mostrar mayor tolerancia a la contaminacion debido a una mayor
tolerancia genética a factores ambientales estresantes respecto de aquéllas que habitan
ambientes mas estables. Si bien en el presente trabajo se muestrearon cuerpos de agua
permanentes, hubo algunos que para el segundo muestreo se hallaban practicamente secos,
lo que podria indicar que en alguin momento esos charcos podrian secarse,
fundamentalmente por las condiciones de sequia y uso. Ortiz y Egea (2013) afirman ademas,
gue la exposicidon a diferentes historias de contaminacion puede hacer que determinadas
poblaciones sean mas tolerantes que otras, pudiendo darse casos de adaptacion local a la
contaminacion. En esta linea seria interesante contrastar los resultados aqui obtenidos con

los datos de usos histéricos de la cuenca.

Los resultados parecen indicar que existe una asociacion negativa entre la presencia de
Clorpirifos y los anfibios (afectando la diversidad tanto de adultos como de larvas). Sin
embargo, la mayor diversidad de anfibios se registrd en diciembre y Clorpirifos solo en
marzo, lo que sugiere la necesidad de investigar sobre los desfasajes temporales entre

aplicaciones, tasas de exportacion y de retencion y sus efectos sobre los anfibios.

Existen numerosos trabajos que reportan efectos negativos del Clorpirifos sobre anfibios
(e.g. Bernabo et al., 2011a; Bernabo et al., 2011b; Wijesinghe y Bandara, 2011; Bandara et
al.,, 2012; Attademo et al., 2015; Huespe, 2015). En la regién (Santa Fé, Argentina),
Lajmanovich y colaboradores (2015) demostraron que la exposicién de Rhinella arenarum
(especie registrada en este trabajo) por via cutanea a Clorpirifos y Glifosato indujo

neurotoxicidad, estrés oxidativo y depresion inmunoldgica (i.e. tuvieron efectos metabdlicos
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importantes). En la misma linea, se encontr6 que Clorpirifos en niveles subletales causa
alteraciones del desarrollo en la gastrula de R. arenarum (Sotomayor et al., 2015), y que a
medida que aumenta la duracién de la exposicién y el desarrollo embrionario progresa, los
valores de la concentracion letal media disminuyen y el porcentaje de embriones
malformados aumenta, a la vez que se observan detenciones de desarrollo y se registran

alteraciones morfologicas (Sotomayor et al., 2012).

En otra linea, el uso del suelo aparenta tener un efecto sobre la morfologia de las larvas de
H. pulchellus (tanto sobre la altura del musculo de la cola como sobre la forma corporal),
incidiendo sobre el efecto que ciertos fitosanitarios provocan en ellas (efectos diferenciales
por uso del suelo de AMPA y Glifosato). Las larvas de H. pulchellus por lo tanto, exhiben
diferencias en relacion a las variables morfologicas analizadas, que podrian atribuirse al
fendmeno de plasticidad fenotipica. A este respecto, deberian conducirse nuevos estudios
a fin de comprobar si efectivamente esta respuesta plastica se relaciona con la presencia de
fitosanitarios. Este aspecto es importante ya que la plasticidad fenotipica puede conducir a
la asimilacion genética que puede influir en las respuestas evolutivas de las poblaciones vy,

en el caso de los productos fitosanitarios, inducir tolerancias (Hua et al., 2015).

Como ya se mencionara, los resultados a este respecto solo son indicativos dada la cantidad
y naturaleza de los datos. Al modelar, en todos los casos, es importante considerar las
interacciones (Montgomery, 2008) entre los factores que se cree pueden estar
condicionando las variables de respuesta. En los casos donde no corrié el modelo con la
interaccién, no es confiable el resultado aunque arroje un p-valor menor a 0.05. En los casos
donde el modelo si contempla la interaccién y esta resulto ser significativa, no se puede decir
gue el fitosanitario o determinado uso tienen un efecto directo sobre la variable ya que para

ello se deberia analizar la interaccion.

El estadio de desarrollo fue incluido como variable aleatoria a la hora de modelar el efecto
sobre las variables morfolégicas. Modelar con variables aleatorias dificulta las estimaciones
(agrega numerosos parametros a estimar) (West et al., 2007). Sin embargo, sabemos que
el estadio de desarrollo condiciona la forma corporal (Carabio et al., 2017), por lo tanto es

importante incluirlo como variable aleatoria en los analisis.

En cuanto a la modelacién, no pudo emplearse una estrategia “Top-down” de construccion

del modelo debido al gran nimero de variables explicativas a incluir y el tamafio del set de
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datos. Los analisis aqui realizados respecto a la morfologia de las larvas de H. pulchellus no
consideraron los efectos combinados de los fitosanitarios, por lo tanto los mismos son
incompletos y podriamos estar pasando por alto efectos combinados. Ademas, podrian estar
ocurriendo otras interacciones que afecten a las poblaciones de anfibios: interacciones
fitosanitario-variables ambientales o fitosanitarios-otros contaminantes antropicos (Mann et
al., 2009).

En la mayoria de los estudios que reportan efectos toxicos de mezclas de compuestos es
imposible dilucidar la toxicidad contributiva de los fitosanitarios individuales, si existe una
interaccion entre los diversos productos o el modo en que interaccionan (Mann et al., 2009;
Brodeur, 2010; Sparling et al., 2014). A su vez, existen otros factores que podrian estar
interactuando, cambiando el efecto que los fitosanitarios provocan en la biota. Entre estos
factores se encuentran los fertilizantes nitrogenados, la radiacion UV, la acidez, la
temperatura y factores bidticos como la disponibilidad de alimento, la depredacion la y
competencia (Gilbert, 2001; Teplitsky et al., 2005; Relyea, 2006; Mann et al., 2009; Relyea,
2012). A este respecto, por ejemplo, Relyea (2003) reporto que en presencia de depredador
el insecticida Carbaril resultd mas toxico en cierta especie que en experimentos sin
depredador. Por lo tanto algunas de las consecuencias nocivas de los productos
fitosanitarios s6lo pueden ser evidentes cuando se combinan con otros factores de estrés,
especialmente los naturales, como la depredaciéon (Teplitsky et al., 2005). En adicion, no
debe pasarse por alto que existen diversos factores ambientales que han sido citados como
determinantes de plasticidad fenotipica sobre variables morfolégicas, por ejemplo la
presencia de depredadores, la competencia y el hidroperiodo (e.g. Laurila y Kujasalo, 1999;
Bridges, 2002; Relyea, 2002; Loman y Claesson, 2003; Relyea y Hoverman, 2003; Lind y
Johannson, 2007; Jara, 2010). Esto hace que el estudio de este fen6meno en campo sea
extremadamente complejo y deberian incluirse como variables en el estudio el mayor

nuamero de factores posibles.

Otro factor a tener en cuenta son los ingredientes “inertes” de los formulados comerciales.
En este estudio se analizé la presencia de los componentes activos de los formulados
comerciales (e). Glifosato, Clorpirifos, Cipermetrina) y, en algunos casos de los productos de
degradacion de éstos (AMPA, o.p DDE y p.p. DDE). En ningln caso (y no es comun que se
haga) se incluy6 en el analisis la deteccién de productos que forman parte del formulado

comercial. Ademas de los ingredientes activos, los fitosanitarios utilizados en la produccién
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agricola contienen a menudo varios aditivos, disolventes, vehiculos, excipientes,
estabilizantes y humectantes en la formulacién (Mann et al., 2003). Existe vasta evidencia
de que los formulados comerciales suelen ser mas toxicos que el ingrediente activo actuando
solo (e.g. Mesnage et al., 2014; Defarge et al., 2016). En muchos casos las etiquetas no
indican qué productos (fuera del compuesto activo) contiene el formulado (Brihl et al., 2013;
Mann et al., 2003). Ademas, para poder buscar indicios de estos otros compuestos en los
analisis deberian tenerse registros de qué formulados se estan empleando en la zona y qué

guimicos contienen.

En linea con lo anterior, los surfactantes (uno de los aditivos mas comunes usados para la
formulacion de fitosanitarios) son reconocidos como sustancias toxicas para la fauna
acuatica, incluidos los anfibios. El surfactante incorporado en la mayoria de los productos a
base de Glifosato (POEA) es altamente téxico. Numerosos estudios apoyan que los
formulados comerciales que contienen POEA son mucho mas toxicos que el Glifosato solo
(Mann et al., 2009).

Finalmente, existen estudios que demuestran la importancia de considerar a los formulados
comerciales por sobre los ingrediente activos. Por ejemplo, Mesnage y colaboradores (2014)
encontraron que 8 de 9 formulaciones estudiadas (3 herbicidas, 3 insecticidas y 3 fungicidas)
resultaron por encima de mil veces mas toxicas sobre células humanas que sus principios

activos.

Por lo expuesto, es necesario para Uruguay avanzar en estudios mas complejos sobre la
interaccién de las sustancias formuladas que se liberan al ambiente, entre ellas y con los

distintos componentes de los agroecosistemas.

Perspectivas

Sobre la base de los resultados obtenidos, es posible considerar que existe un importante
potencial para continuar modelando con mayor informacion de ingreso al SWAT (DEM de
mayor resolucion, clasificaciones de usos y tipos de suelo mas afinadas y datos de clima
reales), que permitird mejorar la comprension del transporte, dispersion y acumulacién de

productos fitosanitarios a escala de cuenca hidrogréfica.
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Resulta muy necesario contar con estudios sobre el comportamiento de los fitosanitarios en
suelos de Uruguay (e.g. vida media), ya que la persistencia de determinados productos en
el ambiente suele estar muy ligada a las caracteristicas del suelo (e.g. porcentaje de arcillas
totales y tipos de arcillas). Este tipo de trabajos ayudarian a entender, por ejemplo, qué
concentraciones son elevadas para nuestro pais en determinadas condiciones y durante
cuanto tiempo posterior a su aplicacién un determinado producto permanece en el sistema,

con el potencial efecto téxico que conlleva sobre la biota.

A su vez, el empleo masivo de Glifosato produce una fuerte presiéon de seleccién sobre las
malezas, lo cual ha ocasionado problemas con la aparicion de especies de malezas que
presentan tolerancia y/o resistencia al mismo; existiendo evidencia de esto en paises de la
region (INIA, 2013). Hasta el momento, las estrategias utilizadas para poder controlar estas
malezas son, para la gran mayoria de los productores, el aumento de las dosis de Glifosato
0 su combinacion con otros ingredientes activos (Carrasco et al., 2012). A esto se suma el
hecho de que el Glifosato (clasificado antiguamente como un fitosanitario de baja
peligrosidad), a partir de marzo del 2015 se clasifica como un “probable carcinégeno para
los seres humanos”, segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) de
la OMS, luego de que varios estudios mostraran que es genotoxico (IARC, 2015; GRAIN,
2016). Esto refuerza la necesidad de generar mas informacion a nivel local, incorporando

ademas evaluaciones del factor biético.

De acuerdo con lo discutido en la seccion anterior, no es sencillo demostrar la afectacion a
nivel comunitario que los fitosanitarios pueden ejercer sobre los anfibios, dado los multiples
factores que deben tenerse en cuenta al momento de conducir estudios a campo. Resulta
necesario profundizar en estudios de esta naturaleza, aumentando el nimero de muestreos

y considerando el patron de actividad temporal (horaria y estacional) de los anfibios.

Seria interesante ademas, incorporar otros factores a determinar. Sin embargo, debe tenerse
en cuenta que algunos podrian requerir de un mayor esfuerzo de muestreo y, muchas veces,
de un analisis de laboratorio posterior. Por ejemplo, Brodeur (2010) compard un indice de
condicion corporal de adultos entre sitios de cultivo y sitios sin cultivar (lo que implica la
captura y medicién de los individuos) y detect6 la presencia de un patron de alteraciones

enzimaticas especifico en adultos capturados en sitios cultivados.
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Realizar estudios de acumulacion (analisis de tejidos) en anfibios de nuestro pais constituiria
un gran avance, ya que permitiria conocer mejor la realidad de la contaminacion con
fitosanitarios en nuestros campos, y la posibilidad de contar con un indicador bioldgico de la
calidad ambiental. Existen antecedentes de estudios en nuestro pais que arrojaron
resultados que reflejan la necesidad de mas estudios al respecto. Por ejemplo, Rios y
colaboradores (2010) analizaron residuos de fitosanitarios en peces del Rio Uruguay, y
Carrasco-Letelier y colaboradores (2009) en abejas. Estos ultimos encontraron que las dosis
letales medias para el biotipo de abeja del Litoral Oeste de Uruguay a insecticidas fueron 3
veces mas sensibles al Clorpirifos y 6 veces mas sensible al Endosulfan (lo que significaria
gue aigual dosis, las abejas en Uruguay mueren antes). Esto demuestra que para analizar
la toxicidad de los fitosanitarios sobre la biota, no es suficiente con los estudios
internacionales, sino que se deberia analizar a nivel nacional. Para el caso de los anfibios,
no existen estudios en Uruguay que analicen fitosanitarios en tejido, asi como tampoco
existen andlisis de toxicidad de los productos empleados en la agricultura actual sobre las
diferentes especies que habitan nuestros campos (si bien los hay para algunas de las

especies de la region en estudios conducidos en Argentina).

En adicién, Sparling y colaboradores (2014) analizaron la presencia de residuos de
fitosanitarios en suelo, agua y larvas de anfibios, encontrando Clorpirifos en agua y
sedimento pero no en larvas, mientras que si encontraron en larvas: Mirex, DDE, Endosulfan
y Clordano, entre otros. Cada producto, debido a su naturaleza quimica y a las
caracteristicas del ambiente, se comporta diferente y es esperable encontrarlo en ciertos
compartimientos ambientales. En el presente estudio se realizaron analisis en suelo, sin
embargo podria haber compuestos que no se detectaron pero estan presentes en otra matriz
ambiental, o bien su concentracion en suelo no represente una alarma y si lo sea en otra
matriz. Por lo tanto, se recomienda la determinacion de fitosanitarios en mas de una matriz
(idealmente en agua, suelo y tejido) a la hora de realizar estudios de esta naturaleza, a fin

de lograr una visién mas completa del problema.

Ademas, en este trabajo se hallaron residuos de productos cuyo uso esta prohibido en
nuestro pais. Seria interesante investigar la presencia de estos compuestos en el ambiente,
intentando identificar si son residuos que se mantienen en el ambiente, con lo cual es

necesario un sistema permanente de monitoreo para evaluar e implementar medidas de
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mitigacion. O por el contrario si se debe al uso ilegal de estos compuestos y por tanto resulta

necesario implementar sistemas de control.

Por ultimo, este es el primer trabajo para Uruguay en abordar la problemética de los
productos fitosanitarios en el ambiente con un enfoque integral. Este tipo de enfoques
presenta dificultades potenciadas, ya que a las dificultades de cada método especifico se le
suman las de los restantes métodos empleados y la de su integracion. Esto podria verse
como una desventaja en relacion a los enfoques tradicionales. Sin embargo, son este tipo
de aproximaciones las que permiten un acercamiento real al comportamiento e impacto que

estos productos tienen sobre el ambiente.
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Anexo | — Lista de especies de anfibios citadas para la region (departamentos de San José, Florida
y Canelones). Se indica que especies seria esperable encontrar en la cuenca del Arroyo
de La Virgen, segun bibliografia y consulta a expertos (3). En negrita se resaltan las
especies que efectivamente fueron registradas.

Esperaria registrarla i
Comentarios
SI NO
Chthonerpeton indistinctum X
Argenteohyla siemersi
Dendropsophus samborni X
Hypsiboas pulchellus X
Phyllomedusa iheringii X
Pseudis minutus X
Scinax berthae X pocos registros en gral. / rep. explosiva
Scinax fuscovarius X
Scinax granulatus X
Scinax squalirostris X estrechamente asociada a caraguatas
Certophrys ornata X
Leptodactylus gracilis X
Leptodactylus latinasus X
Leptodactylus mystacinus X poco comun, baja abundancia
Leptodactylus latrans X
Limnomedusa macroglossa X
Odontophrynus americanus X rep. explosiva luego de lluvias
Physalaemus biligonigerus
Physalaemus fernandezae
Physalaemus gracilis X
Physalaemus henselii
Physalaemus riograndensis
Pleurodema bibroni
Pseudopaludicola falcipes
Rhinella arenarum X si no esta vocalizando no se ve
Rhinella granulosus X si no esta vocalizando no se ve
Melanophryniscus montevidensis
Melanophryniscus sanmartini
Elachistocleis bicolor X rep. explosiva luego de lluvias
Lithobates catesbeianus X

*Rhinella granulosus engloba R. dorbignyi y R. fernandezae

Achaval F, Olmos A (2007) Anfibios y reptiles del Uruguay. 32 Edicion corregida y aumentada. Impreso y
encuadernado en Zonalibro.
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Kolenc F, Borteiro C, Baldo D, Ferraro D, Prigioni C (2009) The tadpoles and advertisement calls of
Pleurodema bibroni Tschudi and Pleurodema kriegi (Muller), with notes on their geographic
distribution and conservation status (Amphibia, Anura, Leuperidae). Zootaxa 1969, 1-35.

Langone J (1999) Anfibios de Aguas Corrientes, departamento de Canelones, Uruguay (Amphibia).
Relevamientos de Biodiversidad 4, 1-6.

Nufez D, Maneyro R, Langone J, de Sa RO (2004) Distribucion geogréfica de la fauna de anfibios del
Uruguay. Smithsonian Herpetological Information Service 134, 36pp.
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Anexo Il — Fichas de los fitosanitarios incluidos en la modelacion.

Glifosato

Es un herbicida genérico no selectivo, actualmente el de uso méas extendido en la
agricultura (IARC, 2015). En nuestro pais se emplea Glifosato de diferentes origenes:
Roundup® (formulado original, producido por la multinacional Monsanto), formulado
nacional (laboratorio Tampa) y chinos e indios. Estos Ultimos son muy baratos y muy

malos (ambientalmente) (Rodriguez Lagreca comunicacion personal).

Roundup® contiene un surfactante denominado POEA (polioxietilamina) que facilita la
accion del Glifosato y que torna a la formulacion mucho mas toxica que el Glifosato puro.
Ademas, el principal metabolito en la degradacion del Glifosato en ambientes terrestres

es el acido aminometilfosfénico (AMPA), que también es téxico (Carrasco et al., 2012).

En la evaluacion de la adsorcion y desorcion del Glifosato se encontré que esta esta muy
asociada al contenido y el tipo de arcillas de los suelos, que se adsorbe fuertemente a
estos materiales, pero que este proceso es reversible y que el Glifosato nuevamente

puede quedar disponible en el suelo (Bustos, 2012).

A nivel mundial, existen alrededor de 400 citas de trabajos cientificos sobre la toxicidad
del Glifosato en distintos modelos animales (de laboratorio y de vida silvestre). En lo
referido a anfibios, Relyea (2005), por ejemplo, documenté que el Roundup® es letal para
las larvas, matando mas del 90% de larvas que fueron expuestas a pequefias dosis del
surfactante POEA. Sobre efectos en especies locales (Argentina), se destaca el trabajo
de Lajmanovich y colaboradores (2012) que describe malformaciones morfologicas
externas, ademas de efectos sobre el esqueleto hiobranquial (alteraciones en la
estructura cartilaginosa por disrupcion en la formacién de colageno) en renacuajos de
una especie de rana ampliamente distribuida en la Argentina expuesta a dosis sub-letales

de Glifosato.

84



Clorpirifos

Es un compuesto organofosforado que se utiliza como insecticida y acaricida, actuando
sobre los organismos por contacto, ingestion y/o inhalacién. Su principal modo de accién es
la inhibicién de la actividad de la acetilcolinesterasa, produciendo efectos neurotéxicos, ya

gue la acetilcolina, al no ser degradada, se acumula en exceso en la sinapsis.

Se ha utilizado desde 1965 tanto en zonas agricolas como no agricolas. En USA el mayor
mercado agricola de Clorpirifos es el cultivo de maiz, empleandose también en soja, arboles
frutales y hortalizas. Los usos no agricolas incluyen campos de golf, césped de jardines
particulares y parques, entre otros. También se emplea como un adulticida de mosquito, y
como cebo para cucarachas y hormigas (EPA, 2016).

Se ha reportado un amplio rango de vidas medias de Clorpirifos para persistencia en suelo,
gue va de unos pocos dias hasta 4 afios, dependiendo de la tasa de aplicacion, el tipo de

ecosistema y de factores ambientales varios (Watts, 2012).

Existen distintos formulados comerciales con sustancias coadyuvantes que acompaifian el
ingrediente activo, aumentando su solubilidad y la penetracion en la cuticula de artrépodos.
En algunos casos, el Clorpirifos formulado resultdé ser mas toxico que el ingrediente activo
(Demetrio, 2012).

Diversos estudios indican que este compuesto es toxico para peces, anfibios, ratas y seres
humanos, entre otros (Watts, 2012). Resultando muy toxico, de forma cronica y aguda, para
organismos acuaticos, sobre los cuales genera descoordinacibn motora, retraso en la
maduracion, dafio en el crecimiento y la reproduccion y malformaciones. Varios estudios han
documentado una aparente conexion entre la presencia de residuos de este compuesto y

las reducciones en las poblaciones de anfibios (Lajmanovich et al., 2015).

Bustos Lopez MC (2012) Destino ambiental del Glifosato en una zona arrocera del Tolima, Colombia. Tesis
de doctorado. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, Escuela de Posgrados.

Carrasco AE, Sanchez NE, Tamagno LE (2012) Modelo agricola e impacto socio-ambiental en la Argentina:
monocultivo y agronegocios. Comité de Medio Ambiente de la Asociacion de Universidades Grupo
Montevideo (AUGM). Serie Monogréfica Sociedad y Ambiente: Reflexiones para una nueva América
Latina. ISSN 2314-1743, Monografia N°1.
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Demetrio M (2012) Estudio de efectos biologicos de plaguicidas utilizados en cultivos de soja RR y evaluacion
de impactos adversos en ambientes acuaticos de agroecosistemas de la regidon pampeana. Tesis de
Doctorado de la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Planta, Argentina.

EPA (US Environmental Protection Agency) https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-

products/chlorpyrifos. Consultada en 2016.

International Agency for Research on Cancer (IARC) (2015) Evaluation of five organophosphate insecticides
and herbicides. IARC Monographs, Volume 112

Lajmanovich RC, Attademo AM, Simoniello MF, Poletta GL, Junges CM, Peltzer PM, Grenon P, Cabagna-
Zenklusen MC (2015) Harmful effects of the dermal intake of commercial formulations containing
chlorpyrifos, 2,4-D, and glyphosate on the common toad Rhinella arenarum (Anura: Bufonidae). Water
Air Soil Pollut, 226-427

Lajmanovich RC, Peltzer PM, Attademo AM, Cabagna Zenklusen M, Junges CM, (2012) Los agroquimicos y
sus impactos en los anfibios: un dilema de dificil solucion. Quimica Viva, 3,184-198.

Relyea R (2005) The impact of insecticides and herbicides on the biodiversity and productivity of aquatic
communities. Ecological Applications, 15, 618-627.

Watts M (2012) Chlorpyrifos as a possible global POP. Pesticide Action Network North America. 34pp.
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Anexo Il - Compuestos sugeridos para su analisis

Herbicidas

e metabolitos de Glifosato
e Atrazina
e derivados fenoxiacéticos (2-4D, MCPA), también llamados hormonales

e Flumetsulam , tomando en cuenta su prolongada persistencia en el suelo
y Fluroxipyr por su grupo quimico y modo de accion, muy similar a los fenoxiacéticos
(2-4D, MCPA)

Insecticidas
e Clorantraniliprol, es lo que se esta prefiriendo usar (como mas nuevo), ante la

presencia de Helicoverpa spp. en soja
e Clorpirifos

e Algun regulador de crecimiento (inhibidores de la sintesis de quitina: Triflumurén o

Teflubenzuron)

Expertos consultados

Ing. Agr. Msc. Julio Rodriguez Lagreca - asesor en Recursos Naturales, Unidad de Gestidn
de Proyectos, MGAP

Ing. Agr. Dr. Enrique Castiglioni — docente G4, Centro Universitario Regional Este - UdelaR
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Anexo IV — Compuestos incluidos en los analisis de muestras de suelo. Se indican los limites

de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) en cada andlisis.

Diciembre 2014 Marzo 2015

Compuesto LD LC LD LC Unidades
Aldrin 0,1 NA 0,5 NA Ho/Kg
alfa HCH 0,1 NA 0,09 NA ug/Kg
AMPA NA 0,02 NA 0,02 mg/Kg
Atrazina 54 NA 2,7 NA Ha/Kg
beta HCH 0,1 NA 0,09 NA Hg/Kg
Cipermetrina 4,7 NA 9,37 NA Ha/Kg
Clordano (cis) 0,1 NA 0,05 NA Ha/Kg
Clordano (trans) 0,1 NA 0,08 NA Ha/Kg
Clorpirifos 5,6 NA 0,09 NA Ha/Kg
delta HCH 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
Dieldrin 0,1 NA 0,03 NA pg/Kg
Endosulfan alfa 0,1 NA 0,09 NA Ho/Kg
Endosulfan beta 5,6 NA 0,09 NA Ho/Kg
Endosulfan sulfato 0,1 NA 0,09 NA Ho/Kg
Endrin 0,1 NA 0,09 NA Ho/Kg
Glifosato NA 0,02 NA 0,02 mg/Kg
Heptacloro 0,1 NA 0,11 NA Ho/Kg
Heptacloro epoxido 2,6 NA 0,05 NA Ha/Kg
Hexaclorobenceno 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
Lindano 0,9 NA 0,09 NA Ha/Kg
Metoxiclor 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
Mirex 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
Nonaclor (cis) 0,1 NA 0,08 NA Ha/Kg
Nonaclor (trans) 0,1 NA 0,06 NA Ha/Kg
o,p DDD 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
o,p DDE 0,1 NA 0,08 NA Ha/Kg
o,p DDT 0,1 NA 0,05 NA Ha/Kg
Oxiclordano 0,1 NA 0,12 NA Ha/Kg
p,p' DDE 0,1 NA 0,06 NA Ha/Kg
p,p' DDE 0,1 NA 0,09 NA Ha/Kg
p,p' DDT 0,1 NA 0,11 NA ng/Kg
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Anexo V — Imégenes de los puntos de muestreo. Todas las fotografias fueron tomadas por

Marcel Achkar, durante el muestreo de diciembre de 2014.

Figura 3. CH3: region media-inferior de la cuenca, inmerso en cultivo de maiz.
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Figura 4. CH4: regién media de la cuenca, inmerso en pradera artificial.

Figura 6. CH6: region media-superior de la cuenca, inmerso en pradra artificial, aprox. 10 cm de
agua y 50 cm o mas de barro.
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Figura 8. CHB8: regioén superior de la cuenca, inmerso en cultivo de maiz, muy profundo (tuvo que
ser muestreado desde afuera).

e, B | | v

Figura 9. CH9: region superior de la cuenca, inmerso en campo natural.
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Figura 10. CH10: region superior de la cuenca, correspondiente a las nacientes del Arroyo de La
Virgen, campo natural. El muestreo de larvas se realizé en pozones entre las rocas.

"No se cuenta con imagenes del CH11
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Anexo VI - Andlisis de asociacidén entre sitios, complementarios a los cladogramas de la

seccion “Validacion y analisis de resultados”. Realizados en PAST®.

34
a0

24

T

Component 1

04

eHio |

Comparert

Figura 1. ACP (matriz de correlacién) realizado para el conteo de larvas (LN(x+1)) del mes de

diciembre de 2014. EI Componente 1 explica un 67.127% de la varianza y el Componente 2 un
29.403%.

Coordinate 2

Coordinate 1

Figura 2. NMDS realizado a partir de la matriz presencia-ausencia total de especies registradas para

cada charco (larvas + adultos observados + adultos vocalizando). indice de similitud empleado:
Jaccard, Stress=0.147.
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Figura 3. NMDS realizado a partir de la matriz presencia-ausencia de adultos (observados y/o
vocalizando). Indice de similitud empleado: Ochiai, Stress=0.1398.
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Anexo VIl — Modelos generados en R® para cada uno de los fitosanitarios detectados en al menos

una muestra, en el muestreo correspondiente a diciembre de 2014, en relacion a

caracteristicas morfolégicas de larvas de H. pulchellus. En todos los casos el modelo que

se encuentra resaltado es el que mejor ajusta, de acuerdo al criterio de Akaike (AIC).

a. Modelos para AM (altura del masculo de la cola)
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Modelos para ‘forma’ (largo del cuerpo / largo total)
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