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La materia organica disuelta (MOD) es una mezcla compleja de compuestos organicos
solubles que varian en su reactividad y rol ecolégico, y es una de las principales fuentes de
carbono organico biolégicamente disponible en los ecosistemas acuaticos. Dependiendo
de la fuente que origine el material, la MOD puede ser clasificada como aléctona, autéctona
o0 antropogénica. La dindmica temporal de la MOD del arroyo suele estar gobernada por el
régimen de descarga. Conocer la composicién quimica de la MOD es importante, porque
los “pools” de MOD quimicamente diferentes tienen una diferente susceptibilidad a los
procesos de la transformacién biogeoquimicos dentro del arroyo. Los principales objetivos
de este trabajo fueron: (i) identificar y caracterizar las distintas fuentes potenciales de
MOD (agua subterranea, escorrentia superficial y subsuperficial y precipitacién), (ii)
analizar los cambios en la concentraciéon y composicion de la MOD en diferentes
condiciones hidrolégicas (caudal basal y caudal alto) y (iii) determinar las eficiencias netas
de retencion / liberacion de carbono organico disuelto (COD) en el arroyo en diferentes

condiciones hidroldgicas.

El estudio se realizé en el arroyo Las Flores, un arroyo de tercer orden, perteneciente a la
cuenca del rio Lujan, ubicado al noreste de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Este
arroyo es considerado representativo de la mayoria de los arroyos pampeanos, con una
baja velocidad de corriente, flujo laminar y altas concentraciones de nutrientes, que

favorecen el desarrollo de comunidades de macrofitas.

Seleccionamos un tramo de 2,2 km del arroyo Las Flores, el cual se origina en la
confluencia de dos tributarios ubicados aguas arriba (B1 y Bz). El muestreo se llevé a cabo
entre septiembre de 2013 y julio de 2015 bajo diferentes condiciones hidrolégicas, en
condiciones de caudal basal y alto caudal (después de los eventos de tormenta) con el
objetivo de incluir la maxima variaciéon natural del caudal del arroyo. En cada ocasion de

muestreo, se recolectaron muestras de agua en el sitio A, (ubicado al final del tramo de



estudio), en los dos tributarios ubicados aguas arriba y en las potenciales fuentes que
contribuyen al caudal del arroyo (agua subterranea, escorrentia superficial y
subsuperficial y precipitacion). Ademas, se realizd el seguimiento de tres eventos de
precipitacién, recolectando muestras de agua, en la fase ascendente y descendente del
hidrograma. En este trabajo la concentracion de COD se determiné mediante un
autoanalizador de carbono Shimadzu TOCV CSH. Las propiedades opticas de la MOD del
arroyo y de los principales “end members” se determinaron mediante el uso de técnicas

combinadas de espectroscopia de absorbancia y fluorescencia.

Nuestros resultados indican que las caracteristicas quimicas de la MOD del arroyo estan
moduladas principalmente por una contribucidén diferencial d los “end members” al caudal
del arroyo dependiendo de las condiciones hidrologicas. Observamos que la MOD del agua
subterranea presenta un origen microbiano, mientras que la MOD en la escorrentia deriva
del material vegetal y del suelo. Ademas en esta tesis encontramos que en condiciones
basales, cuando el caudal del arroyo es principalmente mantenido por el flujo de agua
subterranea, la MOD estd compuesta predominantemente por una mezcla de compuestos
derivados de la actividad microbiana (componentes similares a proteinas) y por
compuestos humicos derivados del paisaje circundante, los cuales son transportados al
arroyo durante eventos de precipitacion. La concentracion de COD y los ingresos de
sustancias humicas desde la zona riberefia aumentaron con el aumento de caudal en
condiciones de crecida. Las estimaciones del balance de masa revelaron que el tramo de

estudio es una fuente importante de COD.

En conclusion, las caracteristicas quimicas de la MOD en el arroyo Las Flores son
moduladas principalmente por una contribucion diferencial de los “end members” al
caudal del arroyo dependiendo de las condiciones hidrolégicas. La MOD del arroyo
consiste en una mezcla de compuestos proteinaceos y huimicos. Los compuestos de tipo

proteico derivan principalmente de la contribucién de agua subterranea al caudal del



arroyo en condiciones basales y de la produccién bioldgica que ocurre dentro del arroyo,
mientras que las fracciones himicas derivan del lavado de materiales vegetales y del suelo
durante eventos de precipitacion. Sin embargo, parte de la fluorescencia de tipo himico
podria originarse a partir de la descomposicion de las comunidades de macrofitas
altamente productivas. En el caso del arroyo Las Flores, los compuestos de tipo proteico
parecen tener una contribucién mas importante a la MOD total, en comparacién con lo que
ocurre en los sistemas forestados. Nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia
de las caracteristicas regionales como el relieve, el tipo de vegetacién riberefia, el
contenido organico del suelo y la presencia de macréfitas en la modulacién de las

propiedades quimicas de la MOD en los arroyos no forestados.



The Dissolved organic matter (DOM) is a complex mixture of soluble organic compounds
that vary in their reactivity and ecological role, and it is the main source of biologically
available organic carbon in aquatic ecosystems. Depending on its source, DOM can be
classified as either allochthonous, autochthonous or anthropogenic. The temporal
dynamics of stream DOM is usually governed by the discharge regime. Understanding the
chemical composition of DOM is important, because chemically different DOM pools have
different susceptibility to biogeochemical transformation processes within streams. The
aim of our study was; (i) to characterize the composition of DOM in stream water and their
potential sources (groundwater, overland flow, subsurface flow and rain water) (ii) to
analyse changes in DOM concentration and composition under different hydrological
conditions (baseflow and high flow) and (iii) to determine net in-stream retention/release

efficiencies of dissolved organic carbon (DOC) under different hydrological conditions.

This study was carried out in Las Flores stream, a third-order stream located in the Lujan
River basin in the northeast of the Buenos Aires province, Argentina. This stream is
considered representative of most Pampean streams, with low water velocity, laminar
flow due to the gentle slope of the region and high nutrient levels that favour the
development of abundant macrophyte communities. We selected a 2.2 km reach of Las
Flores stream, which originates at the confluence of two tributaries (B; and Bz). Sampling
was conducted from 2013 to 2015 under different hydrological conditions, from baseflow
to high flow (after storm events) to include natural variation of stream discharge. On each
sampling occasion, we collected water samples at the end of a reach (site A), at two
upstream tributaries (B1 and B:), and at the potential hydrological contributors to stream
flow (groundwater, overland and subsurface flows, and rainfall). In addition, we
monitored three storm events, collecting samples during the rising and the recession limb

of the hydrograph. DOC concentration was measured through high temperature catalytic



oxidation on a Shimadzu TOCV CSH analyser. DOM optical properties in the stream and
end members were determined by combining absorbance-fluorescence spectroscopy

techniques.

Our results indicated that DOM chemical characteristics in the stream were mainly
modulated by a differential contribution of end members to stream water depending on
hydrological conditions. We observed that DOM in groundwater showed mostly a
microbial origin while DOM in runoff waters was terrestrially-derived. We find that at
baseflow conditions, when stream flow is mainly maintained by groundwater inflow, DOM
is predominately composed by a mixture of compounds derived from microbial activity
(protein-like components) and those derived from the terrestrial landscape, which is
transported to the stream during storm events. DOC concentration and inputs of humic
substances from the riparian zone increased with discharge at high flow conditions. Mass

balance estimates revealed that the study reach is as a source of DOC.

In conclusion, DOM chemical characteristics in Las Flores stream are mainly modulated by
a differential contribution of end members to stream water depending on hydrological
conditions. Stream DOM consists of a mixing of proteinaceous and humic compounds.
Protein-like compounds mainly derived from groundwater contribution at baseflow and
in-stream production, while humic-like fractions derived from materials washed out
during storm events and transported to the stream. However, part of humic-like
fluorescence could originate from the breakdown of highly productive macrophyte
communities. In the case of Las Flores stream, protein-like components seems to have a
more relevant contribution to the total DOM pool than in forested systems. Our results
highlight the importance of regional characteristics like relief, type of riparian vegetation,
soil organic content, and the presence of aquatic macrophytes in modulating DOM

chemical properties in open-canopy streams.
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Capitulo 1 - Introduccion General

La MOD es considerada una de las principales fuentes de carbono organico biodisponible
en los ecosistemas acuaticos y su dinamica tiene implicancias para el ciclo del carbono a
escala local y global (Battin et al., 2008; Fellman et al., 2010). Todos los cuerpos de agua
contienen materia organica disuelta (MOD) (Stedmon & Cory, 2009). La MOD
normalmente representa el ~60 % de la carga de carbono orgdanico total en rios y mas del
95 % del carbono detritico en la columna de agua en los océanos (Hansell et al., 2009; Stets
& Striegl, 2012). Es por ello que la MOD desempefia un rol clave en el ciclo global del
carbono, ya que es el mayor reservorio de carbono organico de la tierra (Findlay &

Sinsabaugh, 2003).

El término MOD hace referencia al “pool” de moléculas organicas disueltas en el agua.
Operacionalmente, se define como la fracciéon de moléculas organicas que pasa a través de
un filtro de 0,47 pm de abertura de poro (McDonald et al., 2004). Sin embargo, mas alla de
esta clasificacién operacional, las moléculas de la MOD son altamente heterogéneas y
presentan una amplia variedad de estructuras y propiedades quimicas (Filella, 2008).
Actualmente se conoce poco acerca de los compuestos que constituyen la MOD, pero se
sabe que incluye acidos hiumicos y fulvicos derivados del material vegetal y del suelo, asi
también como compuestos derivados de la degradacion del material particulado, de la
produccion bioldgica, o de sustancias excretadas o liberadas por los organismos in-situ
(Blough & Del Veccio, 2002; Rochelle-Newall & Fisher, 2002; Nelson et al., 2004; Del
Veccio & Blough, 2004; Steinberg et al., 2004). Podria decirse entonces que la MOD esta
constituida por una fracciéon himica, que incluye moléculas grandes y complejas, ricas en

grupos aromaticos, cuyas estructuras quimicas son muy heterogéneas y poco conocidas, y
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que representa entre el 50 y 75 % de la MOD total, y una fraccién constituida por
biomoléculas bien conocidas y simples, que incluyen principalmente lipidos, proteinas y
carbohidratos, y que representan entre el 20 y el 40 % del total de la MOD (Volk et al,,

1997).

La composiciéon y cantidad de la MOD en los arroyos es el resultado del aporte de las
diferentes fuentes y procesos biogeoquimicos que ocurren in-situ, incluyendo, la
biodegradacién, la fotodegradacién o floculacién (Aitkenhead-Peterson et al., 2003;
Sinsabaugh & Foreman, 2003; Sachse et al., 2005 Casas-Ruiz et al., 2016). Dependiendo de
la fuente que origina el material, la MOD puede ser autdctona, aléctona o antropogénica.
Los procesos biolégicos que ocurren dentro del arroyo constituyen una fuente de MOD
autoctona. La produccion in-stream del perifiton, macroéfitas y fitoplancton asi también
como de bacterias y hongos aportan MOD al arroyo, pero también los procesos de
liberacién extracelular, la descomposicion y la excrecién (Allan, 1995; Bertilsson & Jones,
2003). En general la MOD autdctona incluye compuestos simples tales como lipidos,
polisacaridos, acidos nucleicos y aminoacidos, pero también se ha observado liberacién de
sustancias humicas de bajo peso molecular y bajo contenido aromatico (Romera-Castillo et
al, 2010). Se trata de una fraccién altamente labil que soporta altas tasas de crecimiento
bacteriano y por lo tanto es rapidamente utilizada (Ogawa et al., 2001; Del Giorgio & Pace,
2008; Kothawala et al,, 2013; Shimotori et al, 2012; Asmala et al, 2014). El material
aléctono incluye todo el material que el arroyo recibe y que se origina en la producciéon
que ocurre fuera del cauce, y frecuentemente constituye la mayor fraccion de MOD que
ingresa al arroyo (Allan 1995, Wetzel, 2001). La MOD al6ctona proviene del lixiviado de
las plantas y suelos organicos de la cuenca, y su transferencia a los arroyos esta regulada
en su mayor parte por la escorrentia superficial y los flujos subsuperficiales de agua
(Aitkenhead-Peterson et al., 2003). Por ultimo en aquellas cuencas influenciadas por las
actividades antropicas, la calidad y cantidad de la MOD puede verse alterada. Estas

alteraciones pueden deberse por un lado a cambios en el uso de suelo (como por ejemplo,
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la intensificacion de la agricultura) y, por otro lado puede deberse al vuelco directo de

aguas residuales, por lo que se la denomina MOD antropogénica (Ejarque-Gonzalez, 2014).

La cantidad y composicidon de la MOD que circula por los cuerpos de agua, depende de la
combinacién de estas fuentes y los procesos biogeoquimicos que tienen lugar en la red
fluvial. La cantidad de la MOD suele estar regida por el régimen hidrolégico (Butturini et

al,, 2005, Neal et al., 2005).

La composicion del agua de un arroyo esta influencia por diversos factores, entre los que
se incluyen el caudal, la escorrentia desde la ribera y el paisaje circundante, el uso de suelo
predominante y la actividad metabélica de los organismos en el cauce (Arreghini et al,,
2005). Si bien en los arroyos pampeanos los caudales suelen ser bajos, son frecuentes los
eventos de crecida durante los cuales el caudal del arroyo puede incrementarse varias
veces en cortos periodos de tiempo (Vilches et al., 2014, Rodriguez Castro et al,, 2015).
Con relacion a esto, estudios anteriores han reportado un aumento en la concentracion de
MOD debido al incremento de materiales aléctonos que ingresan desde la zona riberefia
durante las crecidas (Serrano, 1992; Bernal et al., 2002 Vilches et al., 2014). Por otro lado,
se ha observado también un incremento en la concentracién de MOD durante los periodos
de sequia, debido a una acumulacién de materia organica en el lecho de los arroyos (como
hojas y ramas) provenientes de la vegetacion riberefia y a los procesos de produccién
autoctona (Romani et al,, 2006, Ylla et al., 2010). Si bien la concentracién de MOD aumenta
bajo ambas condiciones hidroldgicas (crecidas y sequias), su composicién quimica es
diferente. Ejarque-Gonzalez (2014) reportd cambios en la composiciéon quimica de la MOD,
la cual pasé de tener una composicion en la que predominan las fracciones proteicas
durante condiciones basales o de sequia a una composicion en la cual predominaban las

fracciones htimicas durante las crecidas.

La mayoria de los estudios que relacionan la concentracién de MOD con las variaciones

hidrolégicas han sido llevados a cabo en arroyos forestados del hemisferio norte (por
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ejemplo en Europa y Estados Unidos) y del hemisferio sur (por ejemplo en Bariloche, Pcia.
de Rio Negro), y en ellos se han observado pulsos de MOD durante el otofio asociado a la
caida de las hojas y ramas provenientes del bosque riberefio (Vazquez et al., 2007; Romani
et al, 2006; Ylla et al., 2010; Garcia et al,, 2015). Sin embargo, este tema ha sido poco
desarrollado en nuestro pais donde los arroyos son altamente productivos y los pastizales
son la vegetacion riberefia caracteristica, que aportan bajos insumos de MOD al4ctona.
Ademas la baja velocidad de corriente y la alta irradiancia (debido a la ausencia de bosque
de ribera) favorece el desarrollo de comunidades de macréfitas. A diferencia de lo que
ocurre en los arroyos forestados del hemisferio norte, la vegetacién herbacea como
principal vegetacidn riparia sumado al desarrollo de macréfitas proporcionan una MOD

mas degradable.

Las redes fluviales relacionan multiples componentes del paisaje, incluyendo los suelos y
el agua subterranea con la atmésfera y los océanos. Anualmente los rios y arroyos a nivel
mundial transportan, transforman y almacenan aproximadamente 2 Pg (1015 gramos) del

carbono organico terrestre (Battin et al., 2008).

La MOD tiene una alta movilidad y reactividad, por lo que desempeia un rol central en el
ciclo global del C y la circulacién rapida de energia y nutrientes dentro y entre ecosistemas
(Kaiser & Kalbitz, 2012; Chen & Jaffé, 2014). Asi, los aportes de MOD terrestres resultan
fundamentales para la biota en los ecosistemas dulceacuicolas, ya que sustentan la
produccion de organismos heterétrofos a lo largo de las redes tréficas (Hall et al., 2001;

Carpenter et al.,, 2005; Cole et al., 2007).
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Fig. 1: Esquema de un red tréfica en la que se incluye el “microbial loop” reincorporando la MOD
liberada por autétrofos a la red tréfica a través de las bacterias y protozoos. La MOD alé6ctona, es
directamente incorporada a través de la agregacion de la MOD en particulas (POM). Los procesos
potencialmente mejorados a través de la influencia de la MOD aldctonos se indican con '+
Modificado de Fenchel (1986).

La MOD ingresa asi al “microbial loop” donde es procesada y transformada en biomasa
(Allan, 1995; Wetzel, 2001). Si bien la produccidn primaria acuatica puede ser importante,
gran parte de la energia que sostiene a las tramas tréficas fluviales deriva del subsidio de
MOD proveniente desde la cuenca (Fig. 1) (Aufdemkampe et al., 2011; Stets & Striegl,

2012; Tanentzap et al,, 2014).
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Una vez que ingresa a los cuerpos de agua, a través de cualquiera de las fuentes
mencionadas anteriormente, la MOD forma una mezcla compleja que es transportada
aguas abajo (Ejarque-Gonzalez, 2014), y al mismo tiempo interviene en diversas
transformaciones bioldgicas y fotoquimicas antes de que sea descargada en los océanos
(Miller & Zepp, 1995; Opsahl & Benner, 1998; Tranvik, 1998). Las transformaciones que
tienen lugar durante su pasaje a través del sistema fluvial dependeran de la
susceptibilidad de las moléculas para ser transformadas por un proceso biogeoquimico, y
de la presencia de condiciones ambientales necesarias para que estos procesos tengan
lugar. Existen dos procesos principales que afectan la cantidad y composiciéon de la MOD
en ambientes acuaticos: la biodegradacion y la fotodegradacion (Kieber et al., 1990; Miller
& Moran 1997; Del Vecchio & Blough, 2002). Ambos procesos conducen a la conversion de
MOD en compuestos inorganicos (por ejemplo, CO;) con la subsecuente eliminacién de la
columna de agua y la alteracién de su composicién quimica (Hansen et al., 2016). Las
bacterias heterotroficas pueden incorporar compuestos simples directamente a través de
sus membranas o captar compuestos mas complejos (como los compuestos humicos), los
cuales son previamente hidrolizados por medio de exoenzimas (Montuelle & Volat, 1993).
Durante este proceso se produce la pérdida del material 1abil, alifitico de bajo peso
molecular como proteinas, lipidos y acidos organicos (Mopper & Schultz 1993; Wetzel et
al, 1995; Moran & Zepp, 1997). Sin embargo, esto puede estar acompafiado por la
produccion de material aromatico, de alto peso molecular (como acidos humicos o
falvicos) a través de la transformacion de los compuestos existentes o la produccion de
nuevos compuestos por los organismos heteroétrofos (Repeta et al., 2002; Stepanauskas et
al,, 2005). El resultado de estas transformaciones es la oxidacién completa de la MOD a
CO2, de modo que es eliminada del sistema acuatico. Por otro lado, la radiacién solar tiene

el potencial de alterar las propiedades espectrales y moleculares de la MOD. Debido a su
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capacidad quimica de interaccionar con la radiacidn, la exposicion de la MOD a la radiacion
solar promueve su degradacion a fotoproductos mas pequefios (como compuestos
alifaticos de bajo peso molecular, monoéxido de carbono, acidos carboxilicos, etc.) que son
luego eliminados del ambiente acuatico a través de la volatilizacién de gases como el CO; o
mediante el rapido consumo por parte de los microorganismos (Mopper & Schultz, 1993;
Miller & Zepp, 1995; Moran & Zepp, 1997; Bertilsson & Tranvik, 2000; Weyhenmeyer et
al, 2012). La fraccién de la MOD que no es remineralizada a través de los procesos
mencionados anteriormente, tiene s6lo dos posibles destinos: o bien se almacena dentro
del sistema (como biomasa de los organismos vivos, mas biomasa muerta o
almacenamiento abio6tico adicional) o bien se exporta (Cole et al., 2007). Los rios y arroyos
son ademas fuentes netas de CO; a la atmosfera. Este exceso de CO; deriva del aporte de
carbono organico que es respirado en el suelo o el agua subterranea (Jones & Mulholland,

1998, Telmer & Vezier, 1999), o dentro del arroyo.

Como se mencion6 anteriormente la MOD consiste en una mezcla de compuestos
hidrocarbonados aromaticos y alifaticos, con varios grupos funcionales menores unidos
(como grupos amida, carboxilo, cetona, etc.). Los agregados moleculares heterogéneos en
aguas naturales aumentan la complejidad de la MOD (Leenheer & Croué, 2003). La MOD
incluye un rango de compuestos de alto a bajo peso molecular, con diferente solubilidad,
reactividad y propiedades 6pticas dependiendo de su estructura molecular (Aiken, 2014).
La distincién entre la materia organica disuelta (<0.45um), coloidal (la fraccién a la cual se
solapan el material disuelto y particulado) y la materia organica particulada (MOP,
>0.45um) es importante a la hora de estudiar sus propiedades épticas, debido a que los
métodos espectroscépicos como la absorbancia UV-Vis y la fluorescencia son sensibles a la

presencia de material particulado (Saraceno et al., 2009).
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La absorcién de la luz en el rango UV-visible implica la excitacion de electrones asociados
con enlaces quimicos en el estado electrénico basal (orbitales enlazantes) a un estado
excitado (orbitales antienlazantes). Este proceso es sensible a la estructura quimica, y las
estructuras que absorben luz denominadas cromoféros. Una vez excitados a un estado
electrénico y vibracional superior, las moléculas regresan a su estado fundamental a
través de varios caminos, incluyendo la fluorescencia en la cual la molécula en un estado
excitado emite luz UV o visible. La estructura molecular es un factor importante que

influye en la intensidad y en la ubicacién de los maximos de fluorescencia.

Debido a la estructura quimica de los compuestos que integran la MOD y a que la
absorcion y la fluorescencia son fenémenos relacionados, es posible obtener informacién

acerca de la quimica que controla las propiedades 6pticas de la MOD (Boyle et al., 2009).

El estudio de la naturaleza y la importancia ambiental de la materia organica presente
naturalmente en las aguas, se ve obstaculizada por su inherente complejidad, lo que
plantea una serie de problemas analiticos (Aiken & Leenheer, 1993). En el estudio de las
propiedades 6pticas de la MOD, métricas como la absorbancia especifica UV (SUVA), la
pendiente espectral (Spectral slope, SS) o el indice de humificacién (HIX) brindan
informacién sobre la aromaticidad y el tamafio molecular aparente de la MOD (Weishaar
et al, 2003; Helms et al.,, 2008), y pueden ser utilizadas, por ejemplo, para evaluar las
fuentes de MOD en los sistemas acudaticos (Huguet et al., 2009; Catalan et al., 2013). Estos
parametros han mostrado ser ttiles en diversas disciplinas relacionadas con las ciencias
del agua para el monitoreo de la concentraciéon y naturaleza de la MOD en sistemas
acuaticos (Weishaar et al., 2003; Helms et al., 2008; Spencer et al., 2009). Las técnicas
Opticas a menudo se eligen como una herramienta para caracterizar MOD debido al costo

relativamente bajo de andlisis y las bajas exigencias en la preparaciéon de la muestra.
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Aunque la aplicacion de las técnicas de espectroscopia no es nueva en relacion al estudio
de compuestos organicos naturales, estas técnicas estan siendo cada vez mas usadas para
el estudio de la MOD en un amplio rango de sistemas acudticos naturales como los
ambientes los marinos y dulceacuicolas, pero también se aplica al estudio de aguas
residuales (Aiken, 2014). Por ejemplo, la caracterizacion fluorimetrica de la MOD ha
mostrado como los procesos fotoquimicos inducen cambios en la MOD (Moran et al., 2003;
Cory et al, 2007; Stedmon et al, 2007). También se han utilizado las medidas
fluorimétricas para determinar los efectos actuales y futuros del uso de suelo y practicas
de manejo sobre la biogeoquimica de los sistemas acuaticos (Wilson & Xenopoulos, 2009;
Williams et al., 2010). Por otra parte, la fluorescencia debida a los compuestos de tipo
proteico tiene una gama de aplicaciones en estudios ecoldgicos por medio del seguimiento
de su dindmica en el campo o en experimentos de laboratorio (Fellman et al., 2008;
Balcarczyk et al, 2009; Lapworth et al, 2009). Por ejemplo, la fluorescencia de
compuestos proteicos se ha asociado a la labilidad de la MOD (Fellman et al., 2009a; Hood
et al, 2009) y a la produccién bacteriana (Cammack et al.,, 2004), y podrian citarse

numerosos ejemplos mas.

Como hemos mencionado anteriormente, la aplicacién de estas técnicas ha tenido un gran
desarrollo en los ultimos afios. Sin embargo en nuestro pais el estudio de la MOD a través
de sus propiedades dépticas ha sido poco abordado. Recientemente Garcia et al. (2015) han
estudiado los flujos de carbono en arroyos andino-patagénicos empleando las propiedades
de la MOD. En esta tesis se pretende avanzar en el conocimiento de las caracteristicas
quimicas de la MOD en arroyos pampeanos, determinar su origen y las principales
transformaciones en las que esta involucrada aplicando técnicas combinadas de
espectroscopia de absorcion y fluorescencia. La informaciéon generada en esta tesis,

servird para establecer condiciones de linea de base para la region.
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Capitulo 2 - Objetivos e Hipotesis

En los arroyos pampeanos, la ausencia de bosques de ribera en las cabeceras, la presencia
de vegetacion herbacea (que aporta poco material al6ctono), 1a baja velocidad de corriente
y la alta irradiancia favorecen el desarrollo de comunidades de macréfitas, en torno a las
cuales se estructuran el resto de las comunidades (Giorgi et al., 2005). Se favorece asi la
produccién primaria, por lo que los arroyos pampeanos tienden a ser autotréficos en su
funcionamiento (Vilches & Giorgi, 2010; Acuna et al., 2011; Garcia et al,, 2017). En los
ultimos afos, se han comenzado a realizar estudios tendientes a comprender y
caracterizar los procesos funcionales que ocurren en los ecosistemas fluviales pampeanos.
Asi, se han estimado la retencion de nutrientes (Feijoo et al,, 2011; Garcia et al., 2017) y los
procesos metabolicos (produccion y respiracion) (Vilches & Giorgi, 2010; Acuiia et al,
2011; Garcia et al., 2017) en tramos de estos arroyos. Sin embargo, el procesamiento de C
disuelto es un aspecto que adn no ha sido abordado en el estudio de la ecologia de arroyos
y rios pampeanos. Asimismo, y segun la revision bibliografica que hemos efectuado, atin
no se ha caracterizado la materia organica disuelta (MOD) en estos ambientes pese a que
las técnicas necesarias no son complejas. En los ultimos afios, la regién Pampeana ha
estado atravesando grandes cambios en el uso de suelo debido a la intensificacion de las
actividades agricolo-ganaderas y la creciente urbanizacion. Por lo que es esperable que
estos cambios produzcan modificaciones en la calidad y cantidad de materia organica que
ingresa en los sistemas fluviales o que es producida in situ, como asi también en la
capacidad de transformacién de esta materia por el ecosistema. Sin embargo, estos
aspectos no han sido explorados, y el impacto producido por la variacién del uso de suelo
en las cuencas estd ocurriendo sin que se conozca cémo son los ciclos y transformaciones

del carbono disuelto en los arroyos de la regién. Por otra parte, los modelos usuales de
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cambio climatico predicen un aumento de la temperatura y de las precipitaciones en la
regiéon pampeana (Hulme & Sheard, 1999; Milly et al., 2005), con el consiguiente cambio
en los patrones de escorrentia y un aumento del caudal de rios y arroyos. Estas
modificaciones también producirian un impacto sobre el balance de C en los sistemas
fluviales. En estudios previos se ha observado el incremento en la concentracién de C
disuelto con el incremento de caudal, tanto en arroyos del hemisferio norte (Buffam et al,,
2001; Bernal et al., 2002; Butturini et al., 2006; Vidon et al., 2008; Raymond & Saiers,
2010; Guarch-Ribot & Butturini, 2016), como en arroyos pampeanos (Arreghini et al,,

2005).

En los ultimos afios se han realizado avances en la caracterizaciéon de la MOD, que han
permitido entender que la misma esta constituida por una mezcla compleja de compuestos
organicos solubles. El metabolismo y dinamica de la MOD depende de su composicién
quimica, la cual a su vez es determinada por las fuentes que aportan materia organica
(Cory et al., 2010). El desarrollo de métodos relativamente simples para la caracterizacién
optica de la MOD, como la fluorometria y la espectrofotometria, han permitido generar
gran cantidad de informacidén confiable sobre las fuentes y reactividad biolégica de la MOD

(Fellman et al., 2010).

Poder distinguir las entradas de C originadas en el rio (autéctonas) de las derivadas del
paisaje terrestre (aldctonas) resulta central para entender su contribucién relativa a la
biogeoquimica de la materia organica. En esta tesis se caracteriz6 la MOD de un tramo de
un arroyo pampeano y de las principales fuentes que contribuyen al caudal, y se realizaron
balances de masa para comprender las transformaciones de la MOD, bajo diferentes

condiciones hidroldgicas.
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Analizar el origen y procesamiento del carbono en un arroyo de cabecera pampeano.

1. Identificar y caracterizar las distintas fuentes potenciales de MOD en un tramo del
arroyo.
2. Analizar los cambios cualitativos y cuantitativos de la MOD en el tramo,

diferenciando los cambios producidos por el ingreso de materiales terrestres (aldctonos)

de los asociados a procesos internos fluviales (aut6ctonos).

3. Realizar un balance de masas de la MOD en el tramo del arroyo en condiciones

basales y de alto caudal, para estimar la eficiencia de retencién de la MOD.

4. Proponer un modelo descriptivo del transporte y transformacién de la MOD a

escala de tramo.

Nuestra hipétesis de trabajo es que los eventos de crecida afectan la composicion quimica y
la dinamica (transporte, transformacién y retencién) de la MOD en el tramo estudiado en

relacion a las condiciones basales. Por lo tanto, nuestras predicciones son:
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1. En condiciones basales, la MOD sera principalmente de origen autéctono (debida a la
produccién biolégica y descomposicién in-situ), con aportes menores provenientes del
freatico, y con una mayor preponderancia de compuestos de tipo proteico.

2. Durante las crecientes la MOD serd mayoritariamente aldctona y de origen terrestre,
con preponderancia de compuestos mas refractarios.

3. En condiciones basales, los procesos de transformaciéon (procesamiento y produccion
in-situ) de la MOD tendran mayor relevancia que en condiciones de crecida, lo que se
reflejara en una mayor retencién de la MOD en el tramo.

4. Durante las crecientes, aumentaran los aportes terrestres de MOD al6ctona en
detrimento de la MOD de origen autdctono, lo que producird cambios en la calidad de la
MOD del tramo, aumentando la presencia de compuestos refractarios y la exportacion

de MOD aguas abajo.

Ademas de los objetivos planteados en esta tesis, se analizara adicionalmente la influencia
del uso de suelo sobre los niveles del MOD, considerando la importancia que se otorga a
este factor en la bibliografia (Wilson y Xenopoulos, 2009). Esta informacion se presentara

en el capitulo 9: “Influencia del uso de suelo sobre la MOD’.
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Capitulo 3 - Area de Estudio

El estudio se realizé en el arroyo Las Flores, un arroyo de tercer orden, perteneciente a la
Cuenca del rio Lujan, ubicado en el noreste de la provincia de Buenos Aires (34°27°35"S-
59°04'27"W) (Fig. 2). Este arroyo es considerado representativo de la mayoria de los
arroyos de la cuenca del rio Lujan y de gran parte de los arroyos de la provincia de Buenos
Aires que recorren llanuras (Feijo6 & Lombardo, 2007) por sus caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas (Feijo6 & Lombardo, 2007; Feijoo et al,, 2011). El arroyo Las
Flores ha sido afectado en una pequefia extensién por las actividades humanas, ya que en
la zona se desarrollan actividades ganaderas y rurales. Si bien en su curso no recibe
ingresos de contaminantes puntuales, uno de los tributarios (B:) recibe las aguas de

tratamiento de una industria lactea.

A
Rio Parana
Arroyo
Las Flores Rio
[ de la
Plata
Rio Lujén
-~
Rio Reconquista Buenos
/ Aires

Fig. 2: Ubicaci6n del arroyo Las Flores en la cuenca del rio Lujan. Modificado de Vilches & Giorgi,
2010



A continuacién se describe el area de estudio, siguiendo una descripcién general de la

region y luego una caracterizacion de los arroyos pampeanos y el sitio de estudio.

La Ecorregion Pampa comprende una extensa planicie de 540.000 kmz?, ubicada en el
centro este de la Argentina. Por su extension, la Ecorregion Pampa constituye el mas

importante ecosistema de praderas en la Argentina (Viglizzo, 2006).

En general el relieve de la region es llano, pero existen zonas con leves ondulaciones o
planicies que pueden anegarse. Comprende también serranias bajas y planicies, campos de
dunas fosilizadas, arenales y espejos de agua permanentes o temporales. El drenaje de la
zona norte de la region se da por cursos paralelos de agua que drenan en los rios
principales hacia el norte. Estos arroyos terminales se encuentran surcados en sedimentos
del cuaternario. En cambio, el drenaje de la zona sur se da directamente al Océano
Atlantico (Matteuchi, 2012).

La vegetacién dominante es la estepa o pseudoestepa de gramineas y su composicion de
especies varia segun las caracteristicas del clima local y del suelo. Aunque predomina la
vegetacion herbacea, en algunas zonas pueden encontrarse parches de bosques
introducidos o neoecosistemas formados por un estrato arbéreo de especies exoéticas y
estratos bajos de especies nativas. La Ecorregion Pampa es la zona de produccién agricola
ganadera mas antigua de la Argentina y en la actualidad la mayor parte de los pastizales
han sido convertidos a cultivos o a pasturas, encontrandose paisajes seminaturales

agricolas, agricolas, rurales, suburbanos y urbanoindustriales (Ghersa et al, 1998;

Matteuchi, 2012).

La Ecorregion Pampa ha sido subdividida en dos subregiones (Subregién de La Pampa
Humeda y de La Pampa Subhtimeda), en base a las condiciones climaticas, disponibilidad

de humedad, y en 11 complejos segun el relieve, topografia y tipo de suelo (Matteuchi,
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2012). En base a esta subdivision, el arroyo Las Flores estudiado en esta tesis, pertenece a
la subregiéon de la Pampa Humeda y, en particular, al complejo de la Pampa Ondulada

(Garcia, 2016).

La Pampa Ondulada constituye una franja de 120 a 180 km de ancho paralela al rio Parana
desde el sur de la provincia de Santa Fe, atravesando el Norte de la provincia de Buenos

Aires hasta las localidades de Pipinas y Pila (Matteuchi, 2012)

El clima puede clasificarse como subtropical o templado, sin estaciéon seca marcada y con
veranos calidos. La temperatura media anual oscila entre los 17 y los 18°C al norte del
complejo y entre 14 y 15°C al sur. Las temperaturas medias mensuales son de 20°C en
verano y 12°C en invierno (Matteuchi, 2012). La precipitacién media anual varia entre 600

y 1200mm, con niveles maximos en primavera y otofio (Morello & Matteuchi, 1997)

Los arroyos pampeanos se originan en depresiones someras con plantas emergentes como
Schoenoplectus californicus o Typha latifolia, que también pueden encontrarse en sus
cursos medios (Vilches & Giorgi, 2010). Se caracterizan por presentar bajas velocidades de
corriente (en general, no superan los 0,5 m s'1), lechos formados por sustrato duro y
homogéneo con sedimentos finos (limos y arcillas) y un alto contenido de carbonato de
calcio. La mayoria de estos arroyos son alimentados principalmente por aguas
subterraneas, aunque durante las crecientes extraordinarias, el caudal es aportado por las
precipitaciones (Sala et al., 1983). Ademas se caracterizan tener elevada conductividad, pH
elevado, altas concentraciones de oxigeno disuelto, altas concentraciones de nutrientes, y
baja profundidad. Sin embargo, la mayoria de las variables fisicas y quimicas presentan un
amplio rango de variacién debido a la ocurrencia de inundaciones y cambios estacionales

en el caudal (Giorgi et al., 2005).
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La ausencia de bosques de ribera en las cabeceras, favorece la llegada de la radiacién solar
al fondo de los arroyos. Por otro lado la vegetacion herbacea aporta poca materia organica
aléctona, lo que junto con la elevada irradiacidén, permite el desarrollo de densas
comunidades de macrofitas y algas epifitas que crecen asociadas al fondo (Feijo6 et al,,
1999; Giorgi et al.,, 2005; Vilches & Giorgi, 2010). La alta biomasa de vegetacion sumergida
sugiere que microéfitas y algas epifitas, contribuyen sustancialmente a la productividad de
estos arroyos. Sin embargo, durante las crecientes pueden producirse cambios

importantes en el funcionamiento del arroyo (Vilches & Giorgi, 2010).

El arroyo Las Flores es un tributario del rio Lujan por su margen norte a la altura de su
cuenca media. Se encuentra ubicado entre las localidades de Los Cardales (34° 29’S y 59°
7’0) y Manzanares (34° 28’'S y 58°0), a unos 20 km de la ciudad de Lujan y se inicia a
partir del desagiie de un bafado. Su longitud total es de 12 km y en su curso, se
diferencian zonas de aguas rapidas de otras de aguas remansadas en las que predomina la
sedimentacion de material fino y de materia organica. Su ancho varia entre 0,5y 11 m, y su
profundidad entre 9 y 100 cm; el caudal promedio es de 30 1 s™? y la velocidad de corriente
es baja (~0,2 m s'%; Feijo6 et al, 2012). Si bien sus caracteristicas fisicoquimicas son
similares a otros arroyos de la cuenca del rio Lujan, el arroyo Las Flores es el menos
alcalino de la cuenca y posee la menor conductividad promedio. Contrariamente, posee
mayor cantidad de material particulado en suspensién y materia organica particulada y es
uno de los arroyos con las concentraciones basales de nutrientes mas elevadas (fésforo y

nitrégeno) (Feijod et al., 1999).
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Capitulo 4 - Metodologia

Se seleccioné un tramo del arroyo Las Flores de 2,2 km de longitud, el cual se origina en la
confluencia de dos tributarios (B: y B:), cada uno con diferentes subcuencas (18.6 km?
para el B1 y 13.3 km? para el B;). El By, recibe el efluente proveniente del tratamiento de
las aguas residuales de una industria lactea local, mientras que el B1 atraviesa un area con

un uso ganadero y no recibe fuentes de contaminacién puntual (Fig. 3).

Fig. 3: Ubicacion del Arroyo las Flores y los puntos de muestreo B;, B2 y A (ubicado aguas abajo).

Al final del tramo, se instalaron colectores que permitieron muestrear las distintas fuentes
que aportan al caudal o “end members”. Los diferentes colectores permitieron obtener
muestras del agua subterrdnea (acuifero no confinado freatico o F), escorrentias

superficial (Esyp) y subsuperficial (Esus) y el agua de la lluvia (Ll). El agua subterranea fue
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muestreada utilizando un piezémetro ubicado a un metro del arroyo (Fig. 4). El
piezédmetro consistié en un tubo de PVC de 11 cm de didmetro y 4 m de profundidad, con
ranuras en los ultimos 3 m. La muestra de agua subterranea se colectd por medio de una
bomba peristaltica. Previamente a la toma de la muestra, el piezdmetro fue purgado por
un minimo de 3 volimenes del piezémetro. La escorrentia superficial se muestreé por
medio de un canal de PVC, de dos metros de longitud aproximadamente, situado en forma
paralela al curso del arroyo y cubierto con una ldmina de policarbonato que impedia la
entrada del agua de lluvia. El canal estaba conectado a través un tubo plastico flexible a un
recipiente de 20 | de capacidad, desde el cual se recolectaba la muestra (Fig. 4). Las
muestras de escorrentia subsuperficial fueron colectadas en un recipiente de PVC (15 cm
de didmetro y 30 cm de profundidad), al cual se le realizaron ranuras en los 15 cm
superiores. El balde se enterrd con las ranuras ubicadas de manera tal que quedaran
localizadas sobre el limite entre el suelo superficial rico organico y el subsuelo arcilloso,
para recoger el agua de lluvia que se infiltra a través de los horizontes superficiales y fluye
entonces entre el suelo y el subsuelo en direccién al arroyo. Las muestras de Esyg fueron
colectadas desde el recipiente, mediante el uso de una bomba peristaltica. También se
colectaron muestras de lluvia mediante un pluviémetro ubicado en un area abierta a una
distancia de 200 m del arroyo. Ademas de las muestras de los “end members”
mencionados anteriormente, se tomaron muestras del arroyo (A) y de los dos brazos (B1y
B2) que lo conforman. En ambos brazos, las muestras se tomaron, justo antes de la

confluencia de éstos con el arroyo.

Se realizaron 18 muestreos entre septiembre de 2013 y julio de 2015. Los muestreos se
realizaron bajo diferentes condiciones hidrolégicas, con caudal basal y caudales altos
(luego de una precipitacién), para abarcar la maxima variacion natural del caudal del
arroyo. En cada ocasiéon de muestreo, las muestras se recogieron al dia siguiente de la
precipitacidn, por lo que permanecieron menos de 12 hs en los diferentes dispositivos de

muestreo. Luego de la recoleccion de las muestras, los colectores se vaciaron y limpiaron.
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Para minimizar la contaminacion, las muestras se conservaron en hielo para mantenerlas
frias y en oscuridad hasta su traslado y andlisis en el laboratorio. Las muestras fueron
filtradas dentro de las 3 horas posteriores a su recoleccién. Ademas se realizd el
seguimiento de tres eventos de precipitacion intensivamente, durante 8 dias en mayo de
2014 (otono), durante 3 dias en enero de 2015 (verano) y durante 7 dias en julio de 2015
(invierno). Durante los eventos de precipitacién, las muestras fueron colectadas a
intervalos regulares en la fase ascendente del hidrograma hasta alcanzar el pico, y luego a
intervalos mayores hasta alcanzar nuevamente las condiciones iniciales. Cabe destacar
que el seguimiento de los eventos de precipitacion se realizé en el punto A, ubicado aguas

abajo (Fig. 3), dado que debido a las condiciones climaticas no fue posible acceder a los

sitios de muestreo de los tributarios.

- /_.‘ 27 . %
Fig. 4: Colectores para la toma de muestras de la escorrentia subsuperficial y el agua subterranea
(arriba) y pluviémetro y colector de escorrentia superficial (abajo).

Previo al inicio de los muestreo se instald en el arroyo un medidor de nivel (levelogger
Solinst 3001 LT F15/M5) para el registro continuo de la profundidad del agua. Otro

levelogger fue instalado en el interior de uno de los piezémetros, lo que permitié tener
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registro del nivel del freatico. Ambos leveloggers se compensaron barométricamente
mediante un barologger Edge (Solinst 3001 LT FE/M15). En cada ocasi6on de muestreo se
midio la velocidad del agua, mediante el uso de un velocimetro (Schiltknecht MiniAir20).
Los datos de velocidad fueron usados para calcular el caudal por el método de la velocidad
- area (detallado mas adelante), tanto en el arroyo como en los tributarios (Gordon et al.,
1992). A partir de éstos se obtuvo una relaciéon empirica entre el caudal del arroyo y el
nivel del agua medido por el levelogger, lo que nos permitié tener un registro continuo del

caudal del arroyo a partir de la profundidad (R2= 0,94) (eq. 1)

Q = 0.0656 * h2443 [volumen tiempo -1] (eq. 1)

Donde Q es el caudal (en1s1) y h es el nivel del arroyo (en m).

En cada una de la muestras colectadas (A, B1, B2, Esup, Esug, F y Ll) se midieron en el campo
los parametros fisicoquimicos, temperatura (T, °C), pH, conductividad eléctrica (EC, uS cm-

1) y oxigeno disuelto (mg 1) con una sonda multiparametrica Hach HQ40D.

En cada ocasién de muestreo se determiné el caudal (Q) por el método de la velocidad-
area (Gordon et al., 1992) en cada uno de los brazos (B1y Bz) y en el punto del arroyo (A)

ubicado aguas abajo.

Para la medicién del caudal se midié el ancho hiumedo del cauce y, a continuacion, la
profundidad de segmentos ubicados a intervalos regulares (cada 10 cm para los brazos y
cada 20 cm para el punto A aguas abajo). En cada uno de los segmentos se midio la
velocidad media (Vi) mediante un correntimetro de hélice marca Schiltknecht MiniAir20.
En aquellos casos en los que la profundidad super6 por mas de 5 veces el diametro de la
hélice, se midieron las velocidades a dos profundidades y luego se hallé el promedio de las

mismas (Fig. 5) (Elosegui et al., 2009).
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Fig. 5: Tomado de Elosegi et al., 2009. Representacion de seccion del cauce, en las que se midi6 la
velocidad (circulos) y la profundidad

En base a los datos de ancho y profundidad, se determino el area de seccidn transversal
(A). El caudal se obtuvo a partir de la sumatoria del producto entre la velocidad media (Vi)
y el area de seccion transversal (A) de los segmentos a lo largo del cauce (Di Baldassarre &

Montanari, 2009).

n
Qobs = Z VisA
n=i

Los datos de caudal se usaron para obtener una relaciéon empirica entre el caudal del
arroyo y la altura de la columna de agua medida con el levelogger (tal como se menciond
en la seccién 4.1), lo que nos permitio tener un registro continuo del caudal del arroyo

entre julio de 2013 y agosto de 2015.

Las muestras de agua se colectaron en frascos de polietileno, previamente lavados con
acido clorhidrico (HCI) al 10% y enjuagados con abundante agua ultrapura (Milli-Q). Una
vez colectadas, las muestras se mantuvieron en oscuridad y refrigeradas hasta su traslado

al laboratorio.

Para el analisis de la materia organica disuelta (MOD), las muestras de agua colectadas

fueron filtradas a través de filtros de fibra de vidrio GF/F (0,7um de abertura de poro)
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muflados, y conservadas a 4 °C hasta su analisis. Posteriormente, se separaron 25 ml del
filtrado para la determinacién del carbono organico disuelto (COD), mientras que otros 30
ml fueron nuevamente filtrados a través de filtros de membrana de nylon (0,25 mm de
didmetro y 0,2 pm de poro) para las determinaciones espectrofluorimetricas. En este
trabajo, la concentracion de COD sera usada como un indicador cuantitativo de la

concentracién de materia orgénica disuelta (MOD).

Los 25 ml filtrados a través de los filtros los GF/F se colectaron en botellas de vidrio color
caramelo para minimizar la exposicion a la luz y fueron acidificados con HCI 10% para la
conservacion de las muestras. La concentraciéon de COD se midid a través del método de

oxidacion catalitico usando un autoanalizador de carbono (Shimadzu TOC VCSH).

Para la caracterizacién espectrofotométrica de la MOD, cada una de las muestras
previamente filtradas a través de filtros de nylon de 0,2um, se dejaron alcanzar
temperatura ambiente (20°C) y a continuacién se midi6 el espectro de absorciéon entre
190 y 800 nm en un espectrofotometro Agilent 8453 diode (Agilent Technologies,
Germany) utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y agua ultra ura Milli-Q
como blanco de referencia. La lectura de los espectros de absorcion se realizé dentro de
los tres dias de colectadas las muestras. El promedio de las absorbancias entre 700 y 800
nm fue sustraido de cada espectro para corregir por la linea de base del instrumento

(Green & Blough, 1994; Helms et al., 2008; Casas-Ruiz et al., 2016).
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Las medidas de absorbancia fueron convertidas a coeficientes de absorcion a través de la

siguiente formula.

2303 A
a=———-
l
Donde a = coeficiente de absorcién (m-1) A = absorbancia, y [ = longitud de paso 6ptico

(m) (Helms et al., 2008).

Los coeficientes de absorcién determinados a diferentes longitudes de onda, junto con
indices espectrales, fueron utilizados para determinar diferentes caracteristicas de la
MOD. El coeficiente de absorcién a 254nm (azs4) es un indicador de la aromaticidad de la
MOD (Green & Blough, 1994) y es utilizado como indicador de la concentracién de MOD

cromoforica (coloreada).

La absorbancia especifica a 254 (SUVA, 1 mg! m1), se calcul6 dividiendo el coeficiente de
absorcién a 254 (m1) por la concentraciéon de COD (mg I-1). Este indice estd asociado al
contenido de carbono aromatico: cuanto mayor es el indice, mayor el contenido de C

aromatico (Fig. 6) (Weishaar et al.,, 2003).

Ademas se determind la pendiente espectral (SS) para el intervalo 275-295 y 350-400 nm
(S275-205 ¥ Ss3s0-400, respectivamente), ajustando el espectro de absorcién a una curva
exponencial decreciente mediante regresion no lineal (utilizando el programa SigmaPlot).
A partir de estas pendientes, se estim6 un parametro adimensional, denominado Sk (Slope
Ratio, Fig. 6), como el cociente entre las pendientes S275.295 ¥ S3s0-400 (Helms et al., 2008).
Helms et al. (2008), demostré que Sz7s-295 y el Sr estan inversamente relacionados al peso
molecular de la MOD en muestras de agua. Valores del indice mayores o iguales a uno,
indican una MOD con un bajo peso molecular, mientras que valores del indice menores a

uno, indican una MOD de alto peso molecular.
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Fig. 6: Regidn del espectro de absorcidn para el calculo del SUVA y la pendiente espectral

Para la caracterizacion de la MOD a través de la espectroscopia de fluorescencia, las
muestras fueron tratadas de la misma manera que la mencionada anteriormente para

espectrofotometria.

La caracterizacion fluorimétrica de la MOD se llevé a cabo a través de las matrices de
excitacion-emision (Excitation-Emission matrices o EEMs) y mediante diversos indices
fluorimétricos. Las EEMs se obtienen a partir de la combinacién de espectros de emisiéon
de fluorescencia, medidos para un rango creciente de longitudes de onda de excitacion
diferentes. Las EEMs, permiten analizar la fluorescencia completa de la muestra, como
superficies topograficas de la luz emitida funcién de la excitacion (Fig. 7). De esta manera,
se generan curvas de contorno con maximos de emisidon de fluorescencia de diferentes
intensidades localizados en diversas coordenadas de excitacion-emision (Ex/Em). La
ubicacién de los maximos de emision y excitacion depende de la composicion de la MOD.
Cada uno de los maximos que se observan en una matriz de excitaciéon y emision

corresponde a fluoréforo (Teymuri, 2007).
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Fig. 7: Representacidn grafica de una matriz de excitacion - emisiéon (EEM), en el plano (izq) o
tridimensional (derecha.).

Las EEMs fueron obtenidas usando un espectrofluorémetro (F-7000, Hitachi, Japan),
midiendo la intensidad de fluorescencia para el rango de longitudes de onda de excitacién
de 248 a 449 nm a intervalos de 3 nm y en el rango de emisién de 250 a 550 nm a

intervalos de 3 nm. El ancho de banda de excitacion y emision fue de 5 nm.

Las muestras de agua se midieron a temperatura ambiente y a cada una de las matrices se
le sustrajo un blanco, usando para ello la EEM del agua Milli-Q (medida cada 10 muestras).
Los espectros de absorbancia medidos en el espectrofotémetro se utilizaron para realizar
la correccion de cada una de las matrices por el “inner filter effect”, el cual es debido a una
disminucién de la fluorescencia observada debido a la absorcion de la fluorescencia por la

misma muestra (Lakowicz, 2006).

A partir de las EEMs, se obtuvieron las intensidades de fluorescencia de los principales
maximos de excitaciéon y emisién (fluoréforos) relacionados con la composicién de la
MOD. El “Peak picking” es un método cuantitativo mediante el cual se registran las
intensidades de fluorescencia de los picos, dentro de regiones de interés predefinidas
(Korak et al., 2014). Coble et al. (1996) y Parlanti et al. (2000) identificaron cinco

fluoréforos en muestras de ambientes marinos y dulceacuicolas (Fig. 8) (Tabla 1).
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Tabla 1: Denominaciéon comun para los picos de fluorescencia observados en una EEMs de MOD
acuatica

Componente ex (nm) em (nm) Coble (1996) Parlanti et al. (2000)
Tipo humico 250-260 380-480 A o
Similar tirosina 270-280 300-320 B Y
Tipo humico 330-350 420-480 C o
Tipo humico
derivado de la 310-320 380-420 M B
produccién
Similar triptofano 270-280 320-350 T 6

Nota: El pico M, ha sido observado posteriormente en ambientes no marinos

Los picos A y C emiten fluorescencia a longitudes de onda larga (entre 400 y 460 nm) y
estan relacionados con compuestos de tipo himico derivados principalmente de fuentes
terrestres. El pico M también esta relacionado con sustancias hiumicas, pero el maximo de
emisidn esta desplazado a longitudes de onda mas corta (entre 370 y 430 nm), por lo que
se considera que son compuestos menos aromadaticos y de menor peso molecular,
derivados de la actividad bioldgica (Stedmon & Cory, 2014). Los picos B y T, (llamados
Tyrosine-like y tryptophan-like, respectivamente, debido a que la fluorescencia es similar a
la de los aminoacidos tirosina y triptéfano libres), tienen maximos de excitaciéon y emisiéon

a longitudes de onda mas cortas que los compuestos humicos (entre 300 y 350 nm).

Fig. 8: Region del espectro de emision para el calculo de los indices HIX, BIX y FI (izquierda) y
ubicacion de los principales fluoréforos encontrados en las EEMs (derecha).
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Estos picos se asocian a materiales de tipo proteico (ya sea proteinas o aminoacidos
libres) de diferente origen, relacionados en general con la labilidad de la MOD (Balcarczyk
et al,, 2009; Guillemette & del Giorgio, 2011). La fluorescencia debida a este tipo de
compuestos se asocia también a materiales autdctonos, derivados de la produccion
bioldgica y degradacion de material vegetal (Stedmon & Cory, 2014). En esta tesis se
informa la intensidad de fluorescencia de un punto estacionario (longitud de onda fija)
dentro de cada una de las regiones de interés mencionada anteriormente (Leenheer, 2009;

Lonborg et al., 2010; Murphy et al.,, 2010; Romera-Castillo et al., 2011).

Se calcularon ademas los siguientes indices de fluorescencia: indice de humificaciéon
(HIX), indice bioldgico (BIX) e indice de fluorescencia (FI). El HIX, se calcul6 siguiendo la
metodologia propuesta por Zsolnay et al. (1999), dividiendo el rango de intensidad de
emision de fluorescencia que va de 435 nm a 480 nm y el rango de intensidades entre 300
nm y 345 nm para una excitacién fija de 254 nm. Lo que los autores proponen es que un
incremento en el HIX esta asociado a un aumento en la longitud de onda de emisiéon
debido a una mayor policondensacion (baja relaciéon H/C de los compuestos). Dado que la
humificacién se relaciona con una disminucién en la relacion H/C, Zsolnay et al. (1999)
sugieren que el indice representa el grado de humificaciéon de la MOD (Gabor et al., 2014).
Valores altos del indice de humificacién corresponden a la maxima intensidad de
fluorescencia a longitudes de onda larga y, de ese modo, a la presencia de moléculas

complejas (Senesi et al., 1991).

El BIX se calcul6 como el cociente entre la intensidad de fluorescencia emitida a 380 nm y
la intensidad de fluorescencia emitida a 430 nm, para una excitacion de 310 nm. Este
indice considera la presencia de actividad biologica. Un incremento en el indice se
relaciona con un incremento en la intensidad del fluor6foro M (o pico (3, segun Parlanti el

al, 2000), asociado con componentes humicos derivados de la produccion biolégica.
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Valores del incide cercanos a 1, se relacionan con un alto contenido de MOD autéctona y

de origen microbiano, recientemente producida (Huguet et al., 2009).

El FI es un indicador del origen del material organico precursor. Se calcula como el
cociente entre la intensidad de fluorescencia emitida a 470 nm y la intensidad de
fluorescencia emitida a 520 nm, para una excitacion de 370 nm. Los valores mas altos del
indice (1,7 a 2,0) corresponden a una MOD derivada de fuentes microbianas, asociadas a la
produccién fitoplancténica, mientras que valores bajos (1,2 a 1,4) derivan del material

vegetal (hojas, ramas, etc.) y del suelo (Cory & MacKnight, 2005).
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Capitulo 5 - Hidrologia:
Caracterizacion hidrologica del
arroyo Las Flores

Las aguas subterrdneas y las aguas superficiales no son componentes aislados del sistema
hidrografico, sino que interactiian en relaciéon al clima y a la fisiografia (Sophocleous,
2002). El caudal de los rios es alimentado por el agua de lluvia ya sea directamente a
través de la escorrentia superficial o bien a través del flujo de agua subterranea (Elosegui
et al., 2009). Una parte del agua que penetra en los suelos vuelve a la atmosfera, a través
de la evapotranspiracion, y el resto se movera a través de los poros del suelo, hasta
alcanzar el nivel freatico. El nivel fredtico marca el limite superior de los acuiferos no
confinados. Si llega mucha agua por infiltracién, el nivel fredtico sube y la presion
hidrostatica empuja en el acuifero. Si el nivel freatico llega hasta la superficie del suelo,
encontramos fuentes en las cuales el acuifero descarga en los cauces fluviales (Elosegui et
al,, 2009). En épocas en las cuales no ha llovido el caudal deriva del freatico mientras que
cuando hay precipitaciones, el caudal puede derivar de la escorrentia superficial y
subsuperficial y del aporte directo de las lluvias (Elosegui et al., 2009). Entonces hay rios o
tramos de rios que ganan agua desde el freatico (rio ganador) mientras que en otros
pierden agua hacia el freatico (rio perdedor) y otros alternan tramos ganadores y
perdedores, dependiendo de si el nivel freatico sube o baja en funcién de la condiciones

climatolégicas de la region (Fig. 9).
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Fig. 9: Figura modificada a partir de Elosegui et al.,, 2009. Esquema de un rio ganador y un rio
perdedor.

La caracterizacion hidrologica es fundamental para conocer las interacciones
biogeoquimicas entre el rio y su entorno mas prdéximo. La caracterizacion hidrologica
consiste en estimar la direccién y velocidad del agua, y la permeabilidad de los sedimentos
(Elosegui & Butturini, 2009). Este es uno de los primeros estudios realizados en la regiéon
en el que se ha llevado un registro continuo de los datos hidrolégicos en un sistema fluvial.
En este capitulo se describiran las principales caracteristicas de la hidrologia del arroyo

Las Flores.

Como se mencion6 anteriormente, se realizaron 18 muestreos con una periodicidad que
varié en funcién de las condiciones climaticas. El intervalo de tiempo entre muestreos fue
menor a los 15 dias. Los muestreos se realizaron en condiciones de caudal basal y en
condiciones de alto caudal (luego de una precipitacidon), con el objetivo de abarcar la
maxima variacion natural del caudal del arroyo, entre los meses de julio de 2013 y agosto
de 2015. En cada uno de los eventos de muestreo se registro el nivel del agua en el arroyo

y en el freatico medido en el piezémetro situado a 1 m del arroyo. Ademas de los
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muestreos periddicos, se realizé el seguimiento de tres eventos de precipitacion, durante

mayo de 2014, enero y julio de 2015.

A partir de los datos del caudal del arroyo y el nivel del agua medido por el levelogger
(Solinst 3001 LT F15/M5), se obtuvo una relacién empirica que permitié tener un registro
continuo del caudal del arroyo a partir de la profundidad (ver eq. 1, capitulo 4). La relacién
entre la altura y el caudal se us6 para estimar el caudal del arroyo durante los eventos de

precipitacion, cuando los altos caudales impidieron la medicion directa del caudal.

La caracterizacion hidrologica se realizé determinando la direccion y la velocidad del agua
subterranea. La direccién del agua se obtuvo a partir del gradiente hidraulico (i), que
permite identificar la direccién del flujo hidrolégico. Se define como la pendiente entre el
nivel del agua en el piezémetro y el nivel del agua del arroyo, y permite identificar los
flujos desde el freatico al arroyo o viceversa (eq. 2, Elosegui & Butturini, 2009).

. (h—=hs)

)
i 7 (eq.2)

donde h es la altura del freatico y hs es la altura del arroyo, medidas en metros con
respecto a un nivel de referencia, dZ es la distancia vertical entre el piezémetro y el arroyo
también medida con respecto al nivel de referencia. Si i es negativo entonces el agua fluvial

alimenta al agua subterraneay si i es positivo, el agua subterranea alimenta al arroyo.

Una vez cuantificada la direccion del flujo hidrolégico subterraneo, se calcul6 su velocidad

a través de la ecuacion de Darcy (eq. 3):

v=ki (eq-3)
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Donde v es la velocidad ideal (o velocidad de Darcy), k es la conductividad hidraulica del
sedimento subterraneo saturado de agua y i es el gradiente hidraulico (Elosegui &

Butturini, 2009).

El caudal del arroyo oscil6 entre 6,6 y 72208 1 s -1 con un promedio de 547,8 + 71 s 1
durante el periodo de estudio (julio de 2013 - agosto de 2015, incluyendo los tres eventos
de precipitacion.). Los caudales madaximos coincidieron con severos eventos de
precipitacion, mientras que los caudales minimos se observaron durante periodos de
sequia. Durante los eventos de precipitacién, el caudal basal del arroyo se incrementd

entre 2y 300 veces y la altura aumenté 10 veces (entre 0,19 y 2,0 m de altura) (Tabla 2).

Tabla 2: Caudal (l.s'1) y profundidad del arroyo (m) para los tres eventos de precipitacién. Los datos
de caudal mostrados en esta tabla se obtuvieron a partir de la aplicacién de la eq. 1 a los datos de
profundidad medidos con el levelogger.

Mayo 2014 Enero 2015 Julio 2016
Caudal (I.s™®)  Nivel(m) | Caudal(l.s™)  Nivel(m) | Caudal(l.s™)  Nivel (m)
Media *EE 3615,25+144,8 0,58 +0,01 117,48 £1,79 0,21 £ 0,0013 1482 £86,57 0,38+0,01
Max 27748,9 2,01 227,77 0,28 20359,98 1,77
Min 89,62 0,19 57,61 0,16 57,4 0,16
Mediana 260,19 0,3 108,29 0,21 132,04 0,23
N 2115 717 1987

Con respecto a los tributarios, el caudal en B1 fue un poco mayor que el caudal del B, (89 +
2y 64 = 1Ls 1 respectivamente). El caudal del arroyo (expresado como como log Q) se
aproximo a una distribucién log-gaussiana, cuya media fue 1,960 + 0,001, y la mediana de
1,869 (Fig. 12a). A partir de las graficas de frecuencia acumulada - Log Q, se observé que

en el 76 % de los casos, la medicion del caudal fue menor a 100 Is -1 y que en el 90 % de
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los casos fueron menores a 300 I s -1, lo que indica que la magnitud del caudal en

condiciones basales es menor alos 1001s -L.
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Fig. 10: a) Evolucién temporal de la precipitacion y b) Evolucion temporal del caudal para el
periodo de muestreo (julio 2013 - agosto 2015).
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El nivel del agua subterranea fue en todo momento (tanto en condiciones basales como de
crecida) mayor que el nivel del agua del arroyo. (Fig. 11a). El gradiente hidraulico entre el
acuifero y el arroyo fue siempre positivo indicando que hay un aporte permanente desde

el acuifero al arroyo (gradiente promedio = 0,146 + 0,000 y la mediana = 0,149) (Fig. 11b).
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Fig. 11: a) Evolucién temporal del nivel del arroyo y el fredtico (medido en m) y b) Evolucién
temporal del gradiente hidrdulico para el periodo de muestreo (julio 2013 - agosto 2015).
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A partir de las gréficas de frecuencias, se observa que el 78 % del tiempo el gradiente
hidraulico varié entre 0,14 y 0,18 m, mientras que sélo el 6 % del tiempo la diferencia de
nivel fue inferior a 0,1 m (Fig. 12b). Durante el pico de los eventos de tormenta, el nivel de
diferencia entre el arroyo y el freatico, se redujo a 0,05 m o menos, pero nunca se invirti6
(Fig. 10b y 11a), lo que sugiere que incluso en condiciones de alto caudal, el agua del
arroyo no recarga las aguas subterraneas circundantes. En consecuencia, la contribucién
del caudal fluvial al agua subterranea es insignificante en el tramo de estudio. No obstante,
la magnitud del flujo de la capa freatica al arroyo puede variar aproximadamente tres
veces entre las condiciones basales y los eventos de crecida, teniendo en cuenta que
durante los periodos de recesién el gradiente fue superior a 0,15 y durante las crecidas

alrededor de 0,05.
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Fig. 12: Graficos de frecuencia acumulada e Histograma a) del log Q (unidades originales 1 s'1) y b)
del gradiente hidraulico.



El analisis del hidrograma muestra que en condiciones basales el nivel del freatico estuvo
siempre por encima del nivel del arroyo, lo que indica que en el tramo de estudio el caudal
del arroyo es mantenido principalmente por el aporte del agua subterranea. Como se vera
mas adelante, la contribucién relativa del freatico al caudal del arroyo calculado mediante

el balance de masas apoya este hecho.

Los valores positivos para el gradiente hidraulico indican que existe un flujo
unidireccional entre el arroyo y el freatico, sugiriendo que no existe una verdadera zona
hiporreica en el arroyo debido a la falta de intercambio entre aguas superficiales y
subterraneas. Por definicidn los flujos hiporreicos, abandonan y retornan al arroyo varias
veces a lo largo del tramo fluvial, mientras que los flujos de agua subterranea (freatico)
entran o salen del cauce del arroyo, solo una vez a lo largo del tramo (Harvey & Wagner,
2000). La importancia del flujo de agua subterranea local para el mantenimiento del
caudal en arroyos pampeanos fue previamente reportada en la bibliografia (Sala et al,,
1983; Arreghini et al., 2007). Sin embargo, hasta donde sabemos éste es el primer estudio
realizado en la regiéon pampeana en el cual los niveles del agua subterranea y del arroyo
han sido monitoreados continuamente in situ, permitiendo establecer la diferencia entre

ambos niveles.

El hidrograma del arroyo mostré fuertes aumentos del caudal durante los eventos de
tormenta. Los incrementos en el nivel del arroyo debido a las precipitaciones parecieran
estar seguidos casi instantaneamente por el nivel del agua subterranea, contrariamente a
lo observado en estudios previos, donde los aumentos de nivel en el arroyo fueron
acompafiados por un aumento de nivel del agua subterranea aunque con un cierto retraso
de tiempo (Lewandowsk et al., 2009). La elevacidn casi instantdnea del nivel del agua
subterranea en respuesta al aumento en el nivel del arroyo observada en el arroyo Las

Flores puede deberse a un fendmeno que ocasionalmente se detecta en los piezémetros.
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Durante la lluvia los poros superficiales del suelos se sellan, de modo que el agua que se
infiltra comprime en aire subyacente, provocando el aumento de la presién en la zona de
aireacion (Todd & Mays, 2005). Esto causa una elevacion de la capa freatica que ocurre
s6lo en el piezdmetro y que no representa un ingreso verdadero desde las aguas

superficiales a las subterraneas.
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Capitulo 6 - Caracterizacion y
cambios cualitativos de la MOD en
relacion a las condiciones
hidrologicas

Estos resultados han sido publicados en Hydrobiologia como:

Messetta ML, Hegoburu C, Casas-Ruiz JP, Butturini A y Feijo6 C. “Characterization and

qualitative changes in chemical DOM characteristics related to hydrologic conditions”.

DO0I110.1007/s10750-017-3422-x

La dindmica temporal de la MOD suele regirse por el régimen hidrolégico (Butturini et al.,
2005; Neal et al., 2005). La composicion del agua de un arroyo esta influencia por diversos
factores, entre los que se incluyen el caudal, la escorrentia desde la ribera, el uso de suelo
predominante y la actividad metabdlica de los organismos en el cauce (Arreghini et al,,
2005). Si bien en los arroyos pampeanos los caudales suelen ser bajos, son frecuentes los
eventos de crecida durante los cuales el caudal del arroyo puede incrementarse varias
veces en cortos periodos de tiempo (Vilches et al., 2014; Rodriguez Castro et al., 2015). En
relacion a esto, estudios anteriores han reportado un aumento en la concentraciéon de
MOD debido al incremento de materiales al6ctonos que ingresan desde la zona ripariana
durante las crecidas (Serrano, 1992; Bernal et al.,, 2002; Vilches et al, 2014). Por otro lado,
se ha observado también un incremento en la concentracién de MOD durante los periodos
de sequia debido a una acumulacién de materia organica en el lecho de los arroyos (como
hojas y ramas) provenientes de la vegetacién ripariana y a los procesos de produccién
autéctona (Romanti et al., 2006; Ylla et al., 2010). Si bien la concentracién de MOD aumenta

en ambas condiciones hidrolégicas (crecidas y sequias), su composicion quimica es
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diferente. Ejarque-Gonzalez (2014), reporté cambios en la composiciéon quimica de la
MOD, la cual paso de tener una composicion en la que predominan las fracciones proteicas
(durante condiciones basales o de sequia) a una composicion en la cual predominaban las
fracciones humicas durante las crecidas. El aumento en la concentracién de MOD con el
incremento de caudal, durante los eventos de crecida ha sido mencionado reiteradas veces
en la bibliografia referente al tema (Butturini & Sabater, 2000; Bernal et al., 2002;
Arreghini et al., 2005). El estudio de las principales fuentes (o “end members”) que
aportan al arroyo, conjuntamente con el andlisis de los cambios de la MOD con el caudal en
arroyos pampeanos puede ayudar a entender el origen y transformaciones de la MOD en

arroyos no forestados y altamente productivos como son estos sistemas fluviales.

Nuestra hipétesis es: los eventos de crecida afectan la composicién quimica y la dinamica
(transporte, transformacion y retencidn) de la MOD en el tramo estudiado en relacién a las

condiciones basales

Como ya fue mencionado en el capitulo 3, el trabajo de campo se llevd a cabo en el arroyo

Las Flores, situado al noreste de la provincia de Buenos Aires (ver Fig. 1 en capitulo 4).

Se realizaron 18 muestreos, cuya periodicidad varié en funciéon de las condiciones
climaticas. Los muestreos se realizaron entre septiembre de 2013 y agosto de 2015, bajo
distintas condiciones hidroldgicas. Se colectaron muestras de agua en el arroyo (A), sus
tributarios (B1 y B2) y en los distintos “end members” (F, Esyp; Esus y L1). Ademas se llevd a
cabo el seguimiento de tres eventos de precipitacion en mayo de 2014, en enero y en julio
de 2015. El disefio de muestreo se describe en detalle en el capitulo 4. Las muestras para
el andlisis de las propiedades épticas de la MOD fueron tratadas segin la metodologia

detallada en el capitulo 4.
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Los datos son reportados como media * error estandar para todas las variables. Las
diferencias entre las variables se testearon aplicando una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, debido a que las variables no se ajustaban a una distribucién normal, atin
luego de ser transformadas logaritmicamente. Aplicamos la prueba de correlacién de
Spearman para analizar la relacidn entre las variables. Luego analizamos la manera en la
cual las variables correlacionadas se relacionaban entre si. El modelo que mejor describi6
la relacién entre la concentracién de COD y los indices espectroscépicos y fluorimétricos
con el caudal (Q), fue el modelo potencial (C=aQP) (Godsey et al., 2009, Moatar et al., 2017).

Las relaciones se consideraron significativas para un p < 0,05.

Con respecto a los parametros fisicoquimicos, observamos que los valores de temperatura
fueron similares en el arroyo y los “end members” (Test de Kruskal-Wallis, p = 0,7909). El
pH vari6 de 7,4 a 8,02, y los valores para el arroyo y sus tributarios (B: y B2) fueron
similares entre si, pero difirieron del resto de los “end members” (Esus, Esup, F y Ll) (Test
de Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Los valores mas altos de OD se observaron en las muestras
de Ll (9 mg I'1) y los mas bajos en las muestras de escorrentia (Esup y Esus, ~5 mg 11),
siendo la concentracién de OD similar en A y el resto de los “end members” (Test de
Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Con respecto a la EC, los valores mas bajos se observaron en
las muestras de Ll (33 pS cm™) y los mas altos en las muestras de F (700 pS cm-1). El
arroyo, sus tributarios y el resto de los “end members”, presentaron valores intermedios

(Test de Kruskal-Wallis, p < 0,0001) (Tabla 3).
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Tabla 3: Parametros fisicoquimicos para el arroyo y los distintos “end members”, expresados como
media *+ EE.

"End member" DO (mgl ™) EC(uScm™) T(°C) pH
N Media  *EE Media +EE Media  +EE  Media *EE
A 18 7,13  (#0,39) 574,69 (+55,95) 17,87 (+0,97) 7,82 (%0,1)
B1 18 7,8  (+0,39) 466,27 (+62,99) 1851 (+1,22) 7,92 (0,09)
B2 18 733  (10,42) 674,98 (+54,7) 17,21 (+0,96) 8,02 (0,05)
ESUB 8 567 (t0,89) 201,81 (+39,64) 16,11 (+1,35) 7,08 (+0,19)
ESUP 10 5,2 (x0,86) 124,18 (+18,56) 17,99 (+2,01) 7,37 (%0,14)
F 18 7,63 (0,17) 770,56 (+3,54) 18,2 (+0,37) 7,67 (%0,02)
u 11 9,87 (%0,36) 33,75 (+8,19) 19,02 (£1,47) 7,4 (+0,48)

La concentraciéon de COD fue mayor en las muestras de escorrentia (Esur y Esys) y menor
en las muestras de F y Ll. Los valores de concentracién de COD en el arroyo y sus

tributarios fueron similares entre si (test de Kruskal-Wallis, p <0,0001) (Fig. 13).

25 q

coD (mg 1 1)

A B1 B2 ESUB ESUP F LI

Fig. 13: Concentracién de COD para el A y sus “end members”. (donde A: arroyo, B1: Brazo 1, By:
Brazo 2, ESUB: escorrentia subsuperficial, ESUP: escorrentia superficial, F: freatico y Ll: lluvia).

El SUVA, que indica el contenido de aromaticidad, no vari6 entre el A y sus “end members”,
excepto en las muestras de Ll en las que se observaron los valores mas bajos (test de

Kruskal-Wallis p <0,0001) (Fig. 14). La pendiente espectral Sg, resulté ser mayor en las
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muestras de F y L], mientras que no se observaron diferencias en los valores de Sg entre el
Ay el resto de los “end members” (test de Kruskal-Wallis, p <0,0001) (Fig. 14).

La contribucién de los picos himicos (picos A, Cy M) a la fluorescencia total, fue mayor en
A, By, B2y en las muestras de escorrentia (Esup ¥ Esug), con el pico A contribuyendo casi un
40 %, y los otros picos representando un 20 % cada uno. Por el contrario, los picos By T,
relacionados con los compuestos proteicos, mostraron una contribucién mayor en las
muestras de F y Ll (~20%), mientras que no se observaron diferencias entre los otros “end
members” (test de Kruskal-Wallis, p < 0.0001) (Tabla 4). Si bien en el F se observaron las
intensidades de fluorescencia mas bajas en relacion al resto de los “end members”, la
contribucién de los picos relacionados a los compuestos proteicos fue mas elevada en F

que en los otros “end members” (Tabla 4).

12 a) c 3,0 - b)
B
10 - AB 2,5 A
T o8 BC 2,0
£
[=)]
E & 15
=z A
>
S5 4 1,0
«n A
2 0,5
0 0,0
A B1 B2 ESUB ESUP F u A B1 B2 ESUB ESUP F u

Fig. 14: a) absorbancia especifica a 254 (SUVA) y b) Slope ratio (Sg) para el A y sus “end members”.
(donde A: arroyo, Bi: Brazo 1, B,: Brazo 2, ESUB: escorrentia subsuperficial, ESUP: escorrentia
superficial, F: freatico y Ll: lluvias).
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Tabla 4: Principales picos de fluorescencia, expresados como media * EE, para los para el A y sus
“end members”. Los picos de fluorescencia se reportan como contribucién porcentual de cada pico,
calculado como el cociente entre la fluorescencia total y la fluorescencia de cada pico

"End member" PicoA% Pico C% Pico M % PicoB % Pico T%

N Media +EE Media +EE Media *EE Media *EE Media *EE

A 19 38,22 1,62 18,77 0,78 19,88 0,45 9,11 1,22 14,02 1,62

B1 17 38,17 1,41 18,31 0,78 19,76 0,82 9,6 1,4 14,16 1,44

B2 18 38,89 1,27 19,4 0,69 20,12 0,55 8,14 1,23 13,46 1,27
ESUB 8 3614 3,97 19,63 1,58 24,17 3,02 81 1,99 11,96 1,32
ESUP 9 3953 1,03 21,21 0,57 21,47 0,5 6,79 1,28 1 0,71

F 18 26,74 1,36 12,43 0,57 16,76 1,35 20,69 1,59 23,38 1,64

Ll 10 22,91 1,76 12,2 0,78 16,23 0,93 22,28 1,77 26,38 2,31

Con respecto a los indices fluorimétricos, observamos que los “end members” pueden ser
separados en dos grupos de acuerdo al HIX; las muestras de F y Ll con los valores mas
bajos y significativamente diferentes, y el resto de los “end member” con los valores mas
altos los cuales no difirieron entre si (test de Kruskal-Wallis, p < 0.0001). El BIX y el FI
mostraron un patrén opuesto al observado para el HIX, con los valores mas altos en F y LI

(test de Kruskal-Wallis, p < 0.0001) (Fig. 15).
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Fig. 15: a) Indice de humificacién (HIX), b) Indice biolégico (BIX) y c) Indice de fluorescencia (Fi)
para el Ay sus “end members” (donde A: arroyo, B1. Brazo 1, B,: Brazo 2, ESUB: escorrentia
subsuperficial, ESUP: escorrentia superficial, F: freatico y Ll: lluvias).

Caracterizacion hidrologica y cambios en la MOD con el caudal

Durante el periodo de muestreo el caudal fue altamente variable, con un caudal medio de
2401s1, el cual vari6 entre 23 1s ™ en condiciones basales y 1451 1s ™ con caudal alto (ver
capitulo 5). Con respecto a los tributarios, el caudal del B; fue mayor que el caudal del B>
(89+1,841s1y64+1,41s1 respectivamente). La concentracién de COD aument6 con el
caudal siguiendo un modelo potencial (R?= 0,56; p = 0,0005) y la misma tendencia se
observé en los By y B2 (R2=0,50; p = 0,0013 y R2=0,21; p = 0,0408, respectivamente) (Fig.

16).
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No observamos relaciones significativas entre el SUVA y el Sk con el caudal, a excepcion del

B, en el cual el SUVA aumenta al aumentar el caudal (R?= 0,41; p= 0,0047). Los picos de

los fluoréforos relacionados con los compuestos hiimicos (pico A, C y M) aumentaron con

el aumento de caudal tanto en las muestras de A (pico A: R?= 0,44 y p = 0,0032; pico C: R2=

0,40 y p = 0,0052; pico M: R2= 0,21 y p = 0,0431) como en las muestras de B1 (pico A:

R2=0,26 y p =0,0245; pico C: R2=0,30 y p=0,0169; pico M: R2=0,28 y p =0,0207, Tabla 5),

mientras que no se observaron relaciones significativas entre estos fluor6foros y el caudal

en B,. Tampoco se observaron relaciones significativas entre los picos proteicos (picos By

T), ni en el A ni en sus tributarios.
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Fig. 16: Relacion entre la concentracién de COD (mg I*) y el Q (1s1) paraela) A, b) B1 y c) B,

55



El HIX aumento con el caudal (R2 = 0,24 y p = 0,0304) en A, pero no se observaron
relaciones entre el HIX y el caudal en los tributarios (B: y B2). Contrariamente a lo
observado para el HIX, el BIX y FI disminuyeron con el incremento de caudal en A (R2=
0,41y p=0,0046; R2= 0,36 y p = 0,0078 respectivamente; Tabla 5). La misma tendencia se
observo en el By (R2= 0,52 y p = 0,0009; R2=0,30 y p = 0,0166 respectivamente, Tabla 5). Si
bien el FI disminuy6 con el incremento del caudal en el B, (R2 = 0,45 y p= 0,0018), no se
hallaron relaciones significativas entre el BIX y el caudal. Las mayores pendientes de las
relaciones entre los picos humicos (picos A y C) y el caudal indican que estos picos tienen

una mayor respuesta a los cambios en el caudal que los otros indices (Tabla 5).

Tabla 5: Relacién entre el caudal (expresado como log) y distintos indices 6pticos en el A y los dos
tributarios (B1 y Bz). Se indican el coeficiente de correlacidn (r), el coeficiente de determinacion
(R?), l1a pendiente (b), el nivel de significancia y el niimero de casos. NR, indica no relacion entre las
variables

End member HIX BIX Fl Peak A Peak C Peak M
r=0,64 r=-0,52 r=-0,68 r=0,83 r=0,84 r=0,77
R?=0,24 R?=0,41 R?=0,36 R?=0,47 R’=0,465  R’=0,36
A b=0,20 b=-0,047  b=-0,03 b=0,32 b=0,31 b=0,27
p=0,034  p=0,0046 p=0,0008 p=0,0021 p=0,0023  p=0,008
N=19 N=19 N=19 N=19 N=19 N=19
r=-0,79 r=-0,75 r=0,62 r=0,61 r=0,63
R?=0,52 R?=0,30 R?=0,26 R’=0,30  R’=0,.28
B1 NR b=-0,046 b=-0,034 b=0,16 b=0,17 b=0,16
p=0,0009  p=0,016  p=0,0025  p=0,018 p=0,021
N=17 N=17 N=17 N=17 N=17
r=-0,80
R?=0,45
B2 NR NR b=-0,029 NR NR NR
p=0,0019
N=18
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Durante los eventos de precipitacién, el caudal basal del arroyo se increment6 entre 2 y
300 veces, mientras que la altura aumenté 10 veces (entre 0,19 y 2,0 m de altura) (Tabla 2,

capitulo 5).

Si bien la concentraciéon de COD aumenta durante los eventos de precipitacidon, no se
observaron relaciones significativas entre la concentracién de COD y el caudal ni patrones
de histéresis. Tanto el SUVA como el HIX se incrementaron con el caudal, (R2=0,50 y
p=0,0013; R2=0,53 y p= 0,0009, respectivamente) en el evento de mayo y en el evento de
julio (R2= 0,80 y p=0,0001; R2= 0,43 y p=0,0046, Fig. 17). Sin embargo no se observaron
relaciones entre estos indices y el caudal para el evento de enero. El BIX, FI y Sg resultaron
ser independientes del incremento de caudal en los tres eventos muestreados. Se observo
ademas que los picos relacionados a las sustancias humicas (picos A, C y M) aumentaron
con el caudal tanto en el evento de mayo (pico A: R2= 0,52 y p= 0,0009; pico C: R2= 0,52y p
= 0,0010; pico M: R2= 0,52 y p = 0,0010) como en el evento de julio (pico A: R2= 0,76 y p
<0,0001; pico C: R2= 0,81 y p <0,0001; pico M: R2=0,7809 y p = <0,0001; Fig. 18), pero no
se encontraron relaciones entre los picos humicos y el caudal para el evento de enero.
Observamos que la pendiente de la relacién entre los picos A y C (himicos) y el caudal
para el evento de julio fue mayor, lo que indica que la respuesta de esos picos a los
cambios de caudal es mayor que la de los otros indices. También observamos que en el
evento de mayo, las pendientes de la relaciéon entre los picos hiimicos y el caudal fueron
similares a las pendientes de la relacion entre el HIX y el Sg con el caudal, lo que indica que

estos parametros muestran una respuesta similar a los cambios de caudal.
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La integracién de técnicas de espectroscopia con monitoreos hidro-biogeoquimicos
durante condiciones hidroldgicas extremas (como las crecidas) permite comprender
desde una perspectiva mas amplia la heterogeneidad en la composicién de la MOD (Hood
et al., 2006; Vidon et al., 2008). Nuestros resultados indican que las propiedades épticas de
la MOD del arroyo pueden asociarse a la contribucién relativa de los diferentes “end
members” al caudal del arroyo. En esta tesis encontramos que la MOD del arroyo presenta
valores de FI que pueden resultar tanto de la liberacion de materiales derivados de la
actividad de los microorganismos o derivados del material vegetal, lo que concuerda con
lo reportado previamente por Vazquez et al. (2011). El BIX y el HIX sugieren que se trata
de un material humificado mas degradado, que consiste en compuestos aromaticos y de
alto peso molecular, como también lo indican los valores de SUVA y Sk. La contribucién
predominante del pico A y la importante contribucién del pico C a la fluorescencia total,
sugieren también la presencia de MOD de origen terrestre de alto peso molecular. Los
picos M y T contribuyeron a la fluorescencia total, aunque en menor medida. Como se
mencion6 anteriormente, el pico T esta relacionado con materiales similares a proteinas,
mientras que el pico M se asocia comunmente a MOD de bajo peso molecular, derivado de
una fuente mezclada terrigena, autoctona y reelaborada microbiolégicamente (Fellman et
al,, 2010; Stubbins et al., 2014). Es posible que el pico M sea indicativo de MOD derivada de

las macrofitas, abundantes en el arroyo Las Flores (Catalan et al., 2013).

La concentracién de COD en el agua subterranea (F) fue menor que en el arroyo y sus
tributarios (B1 y B2). Nuestros resultados coinciden con trabajos anteriores que en los que
se reportaron bajas concentraciones de COD en el agua subterranea en relacion al agua

superficial (Inamdar et al., 2012, Vazquez et al., 2007, Sachse et al., 2005) posiblemente
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debido a la adsorcion de las moléculas de la MOD a la superficie mineral, a medida que la
MOD se infiltra a través del suelo (Inamdar et al.,, 2012, Qualls & Haines, 1991). Con
respecto a la caracteristicas 6pticas de la MOD, los altos valores de los indices Sg, BIX y FI,
asi como la predominancia de los picos (mayor contribucién a la fluorescencia total) en el
freatico B y T sugieren que la MOD en el agua subterranea tiene un origen autoctono y
consiste en compuestos de bajo peso molecular y bajo contenido de carbono aromatico, lo
que sugiere un origen microbiano de la MOD en este “end member”. Resultados similares
fueron reportados en estudios previos en arroyos del hemisferio norte, en los que
encontraron altos valores del FI y bajos de HIX e intensidades de fluorescencia del pico B
mas altas en el agua subterrdnea que en el arroyo (Vazquez et al.,, 2011; Vazquez et al,,
2007; Romani et al., 2006; Hood et al., 2006). Nuestros resultados sugieren que la MOD en
el agua subterranea deriva principalmente de la actividad microbiana dentro del acuifero,
posiblemente debida a la degradacién de la materia organica de los suelos antiguos
(Fellman et al., 2014). El origen aut6ctono de la MOD en el agua subterranea también fue
reportado por otros autores (Inamdar et al., 2012). Observamos ademas que el SUVA
present6 valores intermedios y que el pico A fue el contribuyente mas importante a la
fluorescencia total en muestras de F. Por este motivo, no podemos descartar que los
materiales hiimicos de origen terrestre también contribuyen a la MOD del agua
subterranea (Coble et al., 2014).

Por otra parte la MOD en las muestras de escorrentia (Esyr y Esyg) deriva del material
vegetal y la materia organica presente en el suelo, como lo indican los altos valores del HIX
y bajos valores de los indices FI y BIX. Ademas los altos valores del SUVA y bajos valores
de Sg, indican que la MOD consiste en compuestos con un elevado contenido de
compuestos aromaticos y alto peso molecular (Helms et al., 2008). También observamos
un aumento en la concentraciéon de COD, HIX, y en la intensidad de fluorescencia de picos
de tipo himico con el aumento del caudal, lo que indica una entrada de MOD aldctono

durante los eventos de precipitacion. En concordancia con nuestros resultados, Inamdar et
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al. (2012) encontraron altos valores de HIX y SUVA en los lixiviados de suelo y agua del
suelo. Del mismo modo, Hood et al. (2006) y Vidon et al. (2008) demostraron que durante
los eventos de precipitacion, la MOD que ingresa a través de la escorrentia superficial tiene
altos valores de SUVA.

Encontramos que la concentracion de COD en muestras de agua de lluvia fue alta, aunque
dentro del rango reportado en estudios previos. Por ejemplo, Liu & Sheu (2003)
encontraron que la concentraciéon de COD en el agua de precipitacion fue de 4,7 mg 11,
mientras que Siudek et al. (2015) observaron 5,10 + 7,46 mg1 -1 en un lugar urbano y 4,72
* 4,21 mg 1! en una zona boscosa. Los altos valores de COD observados en nuestro estudio
se deben probablemente al predominio de vientos débiles, lo que conduce al
enriquecimiento de material organico en la atmosfera, con formaciéon secundaria de
carbono organico y aumento de MOD en las muestras de lluvia (Santos et al., 2009). Esto
también podria explicar la presencia de componentes hiimicos y de tipo proteico en las
muestras de lluvia (Kieber et al., 2006; Muller et al., 2008). A pesar de los altos niveles de
COD, la lluvia no es una fuente de COD relevante para el arroyo, ya que la contribucion del
agua de lluvia al caudal del arroyo es despreciable (esto surge de los balances de masas

que se presentaran en el siguiente capitulo).

En este estudio encontramos que la concentracién de COD en el arroyo aumenté con el
aumento del caudal. Los resultados de este trabajo concuerdan con investigaciones
anteriores realizadas en arroyos del hemisferio norte, en los que se reportd un incremento
en la concentracion de COD con el incremento de caudal (Buffam et al., 2001; Bernal et al,,
2002; Butturini et al., 2006; Vidon et al., 2008; Raymond & Saiers, 2010; Guarch-Ribot &
Butturini, 2016). Observamos que la relacién entre la concentracién de COD y el caudal
sigue una funciéon potencial para la que se han propuesto, diferentes explicaciones. Godsey

et al. (2009) propusieron que un modelo de mezcla que explica la relaciéon de tipo
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potencial entre la concentracién y el caudal. Estos autores propusieron que la relacién
potencial entre la concentracion y el caudal es producida por un flujo variable del soluto
(que es proporcional al 4rea) y la mezcla de aguas de diferente composicién. Bernal et al.
(2002) sugirieron que el COD se acumula en los suelos durante los periodos de sequia y
que éste COD puede lixiviar durante los eventos de tormentas, incrementando la
concentraciéon de COD en el agua del arroyo. Vidon et al. (2008) propusieron que el
incremento en la concentracion de COD durante los eventos de precipitacion se debe a
cambios en las fuentes dominantes que aportan COD, desde suelos minerales pobres en
sustancias aromaticas en condiciones basales a suelos superficiales ricos en compuestos
aromaticos durante las tormentas. Sin embargo, en nuestro estudio el aumento de la
concentracién de COD con el caudal puede atribuirse a los procesos de lavado y erosion,
que liberan la materia organica acumulada en el suelo superficial. Estos procesos pueden
ser favorecidos por el relieve plano de la regién que aumenta el tiempo de contacto entre
el agua y el suelo, como se observo en otros arroyos de llanura (Giling et al., 2014). La
influencia de los procesos erosivos sobre la concentracién de COD ha sido reportada

anteriormente en otro arroyo pampeano (Arreghini et al., 2005).

En condiciones basales, la mitad del caudal del arroyo es aportado por el agua
subterranea, mientras que la otra mitad es aportada por los tributarios del arroyo (B:1y
B:), cada uno con una contribucién proporcional similar (ver capitulo 7). En condiciones
de alto caudal, los “end members” que contribuyeron al caudal del arroyo fueron los
mismos (el agua subterrdnea y los tributarios del arroyo, B1 y B:), pero se suma la
escorrentia superficial con una contribucién proporcional mas importante (ver capitulo
7). Ademas, la contribucién del B; fue mayor que la del B, y represent6 casi la mitad del
caudal del arroyo. Las diferencias observadas en la contribucién relativa de los tributarios
(B1 y B2) al caudal puede deberse al flujo constante del efluente descargado al B, lo que
amortiguaria las respuestas del caudal de B frente a los cambios en las condiciones

hidrolégicas (ver capitulo 7). Por lo tanto concluimos que los “end member” contribuyen
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diferencialmente al caudal del arroyo dependiendo de las condiciones hidrolégicas.
Nuestros resultados indican que en condiciones basales, cuando el caudal del arroyo es
mantenido principalmente por el ingreso de aguas subterraneas, en la MOD predominan
una mezcla de compuestos derivados de la actividad biolégica (compuestos tipo proteicos)
y los derivados del paisaje (sustancias humicas). Durante los eventos de tormenta se
produce un ingreso de MOD rica en compuestos aromaticos y de alto peso molecular desde
el paisaje, el cual rapidamente alcanza el arroyo (Vidon et al., 2008). De acuerdo con Vidon
et al. (2008), observamos que tanto el HIX como los principales fluoréforos relacionados
con los compuestos humicos (picos A, C y M) se incrementan conjuntamente con el caudal,
mientras que el BIX (relacionado con la MOD reciente, derivada de la produccién
biolégica) y el FI (indicador de la fuente de MOD) muestran una relacién negativa con el
caudal, sugiriendo un cambio en el caracter quimico de la MOD desde autéctono hacia un
material mas humificado (aldctono) durante los eventos de tormenta. Cambios en la
composicién quimica de la MOD durante los eventos de tormenta fueron citados
anteriormente en la bibliografia. Por ejemplo, Hood et al. (2006) y Vidon et al. (2008)
observaron un incremento del SUVA, lo que indica un incremento en la aromaticidad
durante los eventos de tormenta. Nuestros resultados concuerdan con lo planteado por
estos autores. En este trabajo encontramos que el SUVA aumenta con el aumento del
caudal durante los eventos de precipitacion. Ademas, observamos que los valores de SUVA
fueron bajos al inicio y al final del evento de precipitacidn, cuando el arroyo es mantenido
principalmente por el aporte del agua subterranea (Hood et al., 2006). La idea de que la
MOD en el arroyo cambia en su composiciéon quimica hacia un mayor contenido de
sustancias humicas durante los eventos de precipitacion, es también apoyada por el hecho
que tanto el HIX, el SUVA y los picos de fluorescencia relacionados con las sustancias

huimicas aumentan a medida que el caudal se incrementa debido a la precipitacion.

En general, nuestros resultados indican que en condiciones basales la MOD del arroyo

consiste en una mezcla de compuestos de tipo proteico y himico. Los compuestos de tipo
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proteico derivan del agua subterrdnea y de la producciéon que ocurre dentro del arroyo.
Las fracciones humicas derivan del lavado del suelo que ocurre durante los eventos de
precipitacién a través de las escorrentias superficial y subsuperficial. Sin embargo, parte
de la fluorescencia debida a las sustancias de tipo himico podrian originarse a partir de la
descomposicién de comunidades de macrofitas altamente productivas o de la produccion
bacteriana. En condiciones de alto caudal, predominan los materiales himicos derivado

del aporte de las escorrentias al caudal.

Los eventos de crecida afectan la composicion quimica y la dinamica (transporte,
transformaciéon y retencion) de la MOD en el tramo estudiado, con relacién a las
condiciones basales.

A partir de esta hipdtesis se desprenden las siguientes predicciones:

1. En condiciones basales, la MOD sera principalmente de origen autéctono (debida a
la produccién biolégica y descomposicién in situ), con aportes menores provenientes del
freatico, mientras que durante las crecientes la MOD seria mayoritariamente al6ctona y de
origen terrestre, las cuales seran reflejadas en las caracteristicas quimicas de la MOD.

3. Durante las crecientes, aumentarian los aportes terrestres de MOD aldéctona en
detrimento de la MOD de origen autdctono, lo que a posteriori produciria cambios en la

calidad de la MOD circulante.

Nuestros resultados muestran que la MOD del arroyo deriva del aporte de los distintos
“end members” al arroyo. En condiciones basales, la MOD esta constituida por materiales
derivados de procesos autéctonos que ocurren en el arroyo. Con alto caudal, se
incrementan los materiales aléctonos y hay un cambio de las caracteristicas quimicas

hacia un predominio en los materiales himicos. Por lo tanto, nuestros datos apoyan
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nuestra hipétesis de trabajo de un cambio en las caracteristicas quimicas de la MOD con

las condiciones hidrolégicas.

AGUA SUBTERRANEA (FREATICO) ESCORRENTIAS

1\ Fly BIX MOD derivada MOD derivada
de la actividad del material
l, HIX microbiana vegetal

\ 4 $

Alta intensidad

Alta intensidad ) ‘
develativs da relativa del pico
los picos By T, A, perotambién

del pico T (Egyg)

Fly BIX l'

HIX 1‘

Las caracteristicas opticas de la MOD se asocian a las distintas fuentes.
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Capitulo 7 - Balance de masas en
un tramo del arroyo Las Flores

La quimica del agua de los arroyos depende de las fuentes de escorrentia que contribuyen
al caudal del arroyo y de los procesos hidrolégicos y biogeoquimicos que operan en el
cauce (Hooper et al,, 1990; Stream Solute Workshop, 1990). Muchos compuestos disueltos
son transportados en el agua pero solo algunos de ellos son biol6gicamente importantes,
como por ejemplo los nutrientes y la MOD (Cole et al., 2007; Mulholland & Webster, 2010).
En particular, la MOD aporta los recursos basicos de carbono y energia a los sistemas
fluviales (Butturini et al.,, 2016). La mayor parte de la MOD que circula en los arroyos,
deriva del paisaje circundante (Wetzel, 2001, Gordon & Goni, 2003). Sin embargo, los
procesos bioticos y abidticos que ocurren in situ regulan la disponibilidad, transporte,

liberacién y retencion de la MOD (del Giorgio & Pace, 2008).

Las redes fluviales han sido identificadas como conductos activos, a través de los cuales la
MOD no solo es transportada sino también es producida, almacenada en los sedimentos o
mineralizada y emitida a la atmdsfera (Cole et al., 2007, Raymond et al., 2013). La MOD es
producida en todos los niveles de la red trofica (Fig. 19), y su captacion por los organismos
heterotréficos es esencial para incorporar carbono disuelto en las redes troficas
detritivoras (Findlay, 2010). El carbono organico es procesado continuamente por los
organismos, modificando sus caracteristicas estructurales (Stedmon & Cory, 2014). Las
bacterias, por ejemplo pueden mineralizar la MOD a CO., alterando el caracter de la MOD
remanente convirtiéndolo en mas labil (Cammack et al.,, 2004; Guillemette & del Giorgio,
2011) o recalcitrante (Ogawa et al., 2001) y por consiguiente modificando sus funciones a

lo largo del continuo fluvial (Wetzel, 2001).
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Fig. 19: Imagen tomada de Buchan et al,,
2014. Transformaciéon y producciéon de
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Por otro lado la radiaciéon ultravioleta (UV), puede alterar la composiciéon de la MOD
(Gonsior et al, 2009) degradando las sustancias humicas (Meng et al, 2009) y
promoviendo la formaciéon de compuestos de bajo peso molecular (Berltisson & Tranvik,
2015) u oxidando la MOD a CO; (Miller & Zepp, 1995). Existen numerosos modelos
conceptuales que explican la dindmica de la MOD en redes de drenaje. Segun la teoria del
“River continuum concept” (RCC), la diversidad de compuestos en la MOD disminuye
aguas abajo debido a la captacion de la MOD en los arroyos de orden menor (Vannote et
al,, 1980). De acuerdo con esto, se espera un aumento en las moléculas recalcitrantes y una
disminuciéon en el procesamiento de la MOD, aguas abajo. Amon & Benner (1996),
propusieron el modelo del continuo reactividad - tamafio (“reactivity - size concept”, RSC)
segun el cual las moléculas mas grandes son las mas susceptibles de ser transformadas.
Asi las moléculas mas grandes y reactivas predominan en las cabeceras, mientras que las
moléculas de menor tamafio y recalcitrantes (menos reactivas) predominan aguas abajo.
Recientemente, Raymond et al. (2016), sugirieron que los eventos hidrolégicos (tormentas
o deshilos), son los conductores principales de la dindmica de la MOD a escala de cuenca.

Estos autores proponen un modelo teérico denominado pulso-exportacién (“pulse-shunt
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concept”, PSC) segun el cual, durante eventos de alto caudal a consecuencia de tormentas o
deshielos, se producen pulsos de MOD desde el paisaje a través de las vias superficial o
subsuperficial. Esta MOD es rapidamente exportada aguas abajo, debido a alta velocidad
de corriente. La disminucion en el tiempo de residencia altera el gradiente de reactividad y
diversidad de compuestos en la MOD aguas abajo. En consecuencia la MOD que es
exportada durante los eventos es bioldgicamente reactiva aunque conserva las

caracteristicas de su origen (Fig. 20).
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Fig. 20: Tomado de Raymond et al. (2016). Los ingresos de MOD de origen terrestre, estd dominada
por los eventos de alto caudal. La mayor parte de ese COD, entra en un tubo pasivo y es
transportado conservativamente a través de la red de drenaje. El COD que ingresa en condiciones
de bajo caudal, entra en un tubo activo, en el cual es procesado y no exportado.

Segun esto ultimo, se espera un bajo procesamiento de la MOD (tubo pasivo), sin captacion
ni liberacion de COD, en condiciones de alto caudal y un mayor procesamiento y
produccion autéctona (captacion, liberacion, etc.) en condiciones basales (Butturini et al.
2016).

En este capitulo se utiliz6 la aproximacién de balance de masas para examinar la dindmica
de la MOD a escala de tramo, siguiendo los cambios en la concentracién y composicion
quimica de la MOD. Los cambios en la composicién de la MOD se examinaron mediante

espectroscopia de absorcion y fluorescencia.
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Los objetivos de nuestro trabajo fueron (i) conocer las fuentes de COD en un tramo de un
arroyo pampeano y (ii) determinar si el tramo retiene, libera o es conservativo para la

carga de COD y para los distintos descriptores de las caracteristicas quimicas de la MOD.

Los datos utilizados para el calculo del balance de masas, fueron obtenidos segin la
metodologia detallada en el capitulo 4. Se consideraron para ellos los datos obtenidos
durante los 18 muestreos realizados bajo condiciones de caudal basal y en condiciones de

alto caudal. Los muestreos se realizaron entre los meses de julio de 2013 y agosto de 2015.

Para el calculo del balance de masas se us6 la aproximacién global en la cual el arroyo es
visto como una caja negra, en la cual todas las entradas se suman juntas como una sola
entrada general del sistema.

El balance de masa considerando las entradas y salidas, es un modelo de mezcla simple
similar al modelo de mezcla de “end member” (“end ember mixing model”, EMMA)
ampliamente utilizado en la hidrologia de cuencas pequeiias (Hooper et al, 1990,
Christophersen & Hooper, 1992).

Para la determinacién de los principales “end members” que contribuyen al caudal, se
realizé un muestreo preliminar en el cual se midié la conductividad (EC) y las
concentraciones de los iones conservativos (Na*, K*, Ca*2, Mg*2, Cl', SO47, etc.) en el
arroyo, sus tributarios y en el resto de los “end members”. Aplicando un anilisis de
componentes principales (PCA) a estos datos, se observoé que las variables con mayor peso
fueron EC, Ca, Mg y Na en el primer eje y Cl y K en el segundo. De estas variables, las que
mejor separaron las fuentes de agua fueron EC y la concentracién de Ca, por lo que fueron
usadas para estimar la contribucién relativa de cada uno de los “end member” al caudal

del arroyo (ver anexo capitulo 7). Luego se determiné graficamente cudles “end members”
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explicaban mejor la composicion del arroyo. En condiciones basales los mejores

predictores fueron los tributarios (B:1 y B:z) y el agua subterrdnea, mientras que en

condiciones de alto caudal, se agregd la escorrentia superficial (Esup) (Fig. 21).
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Fig. 21: Determinacién grafica de los principales “end members” que contribuyen al caudal, a)
condicion de caudal basal b) condicién de crecida

Segun el modelo global para el balance de masas, los ingresos fueron la suma del agua y los
solutos de los dos tributarios (B1 y B2) y del agua subterranea (F) en condiciones basales,
agregando la escorrentia superficial en condiciones de alto caudal. Las salidas fueron el

aguay los solutos en el punto de muestreo A, ubicado aguas abajo (Fig. 22)
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QBZ E— l

Qg — A

Q,

Fig. 22: Modelo global del balance de masa, donde Qg1 (caudal del brazo 1), Qg. (caudal del brazo 2),
Qesup (caudal de la escorrentia superficial), Qr (caudal del agua subterranea, freatica) y Qa (caudal
del arroyo).
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El Qesus ¥ la Ll no se consideraron en la eq. 4, ya que la incorporacién de estos “end
member” al modelo no mejoraba la estimacién. En condiciones de caudal basal, el flujo

debido a la escorrentia superficial se ignoré y se considero igual a cero (Qesur =0).
En consecuencia, el balance hidrico en condiciones basales sera:
Qa= Q1+ Qg2+ Qr [masa tiempo-1] (eq. 4)

Para estimar la contribucién de cada uno de los “end members” al caudal del arroyo, se

us6 la concentracion de los iones conservativos (eq. 5)
CaQa = Cp1Qp1+ Cr2Qs2+ CrQr [masa tiempo-1] (eq.5)

donde C es la concentracidn del soluto conservativo Ca (o EC) medida en cada uno de los
compartimentos hidrolégicos (A, B1, B2, y F). Resolviendo el sistema de ecuaciones 4 y 5,
fue posible estimar el valor desconocido de Qr, en condiciones basales. En condiciones de
alto caudal, no fue posible omitir el Qgsup, por lo que este valor se obtuvo resolviendo un
sistema de tres ecuaciones con tres incognitas, usando la EC y la concentracién de Ca como
solutos conservativos. Una vez obtenidos los caudales del freatico y de la escorrentia, se
calcul6 la concentracion esperada (Ceyp) aplicando la eq. 6, usando los iones conservativos
y la EC. Los casos en los que las diferencias entre la concentracion de Ca y EC esperadas y
medidas, resultaron ser menores al 5 % fueron considerados validos, aquellas cuya

diferencias fueron mayores fueron descartadas debido a que no se cumplia la eq. 5.

4 o
Coxp = Zi%jl(‘?l [masa.Volumen -1] (eq. 6)

Donde Qa es el mismo que en la eq. 1 (ver pagina 30), Ci es la concentraciéon de COD en
cada uno de los “end member”, y Q; es el caudal. La ) tiene como limite superior el

numero 4, ya que son 4 las posibles fuentes de ingreso (ver eq. 4).
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La eficiencia de retencion/liberacién del COD (77( )) se calcul6 de acuerdo a la siguiente

COD

formula (Butturini et al. 2016):

Cmeas - Cex
M(cop) = (C—p) %100 [%] (eq.7)

exp

Donde C es la concentracion medida de COD y, C,, es la concentracion esperada. A

meas’

partir de la ecuacion anterior, n<0 indica retencién de COD, mientras que >0 indica una
liberacion de COD. Para disminuir la sobreestimaciéon/subestimacion de la
retencion/liberaciéon de COD neta en el arroyo, los valores de la eficiencia de
retencidn/liberacion se corrigieron usando la conductividad eléctrica EC como marcador

conservativo (Pellerin et al., 2007) y se calculd la eficiencia de EC (U(Ec))' a partir de la

ecuacién 4. Los valores de eficiencia de COD (U(coo)) se compararon luego con los de

eficiencia de EC (U(Ec)) y estimaron las eficiencias corregidas por la EC (77'), siguiendo los

siguientes criterios descriptos en Butturini et al. (2016):

Si 17(cop) ¥ M(ec) tienen el mismo signo y | N(ec) |>] T(cop) l,=>1n'=0
St 7(cop) ¥ M(ec) tienen el mismo signo y | N(ec) |<] T7(cop) |, =>1'= M(cop) ™ M(kc)

Si Mcop) Y Mec) tienen signos opuestos => 7]'=77(COD)

El mismo concepto de mezcla se aplico a los indices espectrofotométricos y fluorimétricos.
En este caso las eficiencias de retencion/liberacion, se calcularon multiplicando el valor
del indice de absorbancia o fluorescencia por el caudal para cada uno de los “end

member”. Esta eficiencia luego se comparo con la eficiencia de EC (U(Ec)) y estimaron las

ficiencias corregidas por la EC (77'), siguiendo los mismos criterios que los que detallaron

anteriormente para el COD.
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El modelo de mezcla pudo aplicarse a 10 muestreos, 8 en condiciones basales y 2 en
condiciones de alto caudal (Tabla 6). El resto de los muestreos no pudieron utilizarse para
el calculo de los balances de masas, ya que no cumplian con la igualdad planteada en la eq.

5.

Tabla 6: Datos de caudal (1 s'1) para el arroyo y en sus tributarios (B; y B2) para las 10 ocasiones de
muestreo utilizadas para el calculo del balance de masas.

Condicion Fecha Caudal (1 s
hidroldgica audal (I's™)
Arroyo Bl B2
Caudal
10/9/2013 5157 11,19 16,13
Basal
Caudal
auda 55/9/2013 6242 11,83 14,09
Basal
Caudal
audal 1571072013 6049 9,09 12,64
Basal
Caudal
auqa 1311172013 66,88 5,56 13,88
Basal
Caudal
audal  17/3/2014 11332 31,81 34,30
Basal
Caudal
aluqa eia014 9495 1835 3108
Basal
Caudal
audal  19/5/2014 137,88 4667 39,99
Basal
Caudal
auda 2/7/2014 99,57 2504 39,94
Basal

Lluvia 23/7/2014 410,50 198,60 111,72

Lluvia 1/12/2014 594,737 208,205 165,3225

En condiciones basales la EC y la concentracién de Ca en el agua del arroyo fueron
explicadas por la contribucion del agua subterranea y los dos tributarios (B: y B2) (Fig.

23).
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Fig. 23: Contribucién de los “end member” al caudal del arroyo, a) condiciones basales y b)
condiciones de alto caudal (lluvias).

Aproximadamente la mitad del agua del arroyo fue aportada por el agua subterranea,
mientras que B1 y B, aportaron la mitad restante, cada uno con una contribucién similar.
En condiciones de alto caudal, los “end members” que contribuyeron al caudal del arroyo
fueron los mismos (F, B1 y B:), sumado la escorrentia superficial (Esyr). En estas
condiciones la contribuciéon del B, fue mayor que la del B, y ambas representan
aproximadamente la mitad del caudal del arroyo (Fig. 24 y Tabla 6). La contribucién del
agua subterranea al caudal varié entre 71 % y 3 % y estuvo inversamente relacionada con
la descarga (RZz = 0,92, p < 0,00001). Contribuciones mayores del freatico (> 55 %) se
observaron a caudales menores a los 70 | s-1. Por el contrario, a caudales altos la
contribucién del agua subterranea claramente disminuye a menos del 11 %. Con respecto
a los tributarios, la contribucidn del B, estuvo significativamente relacionada con el caudal
(R2=0,82, p = 0,0003), variando entre menos del 25 % en condiciones basales hasta mas
35 9% en condiciones de alto caudal. Contrariamente, la contribucién de B; fue en
promedio del 27 + 6 % y no estuvo relacionada con el caudal (R2 = 0,24, p > 0,05). Solo en
condiciones de alto caudal (Q > 400 1 s-1), los aportes de la escorrentia superficial al caudal

tienen una contribucion significativa (23 + 1 %) (Fig. 23).
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Fig. 24: Contribucién de los “end member” en funcidn del caudal (Q (I s'1)). El modelo que mejor
describio la relacion entre la contribucién del B1 y el caudal fue logaritmico (linea verde), y el
modelo que mejor describid la relacién entre la contribucidén del freatico y el caudal fue el modelo
potencial (linea roja).

De acuerdo con el balance de masas, el tramo es una fuente importante de COD (Tabla 7).

La 7' (cop) fue en promedio 21,9 9,2 %. En el 70 % de los casos analizados el tramo liber6

COD, mientras que el 30 % de los casos el tramo retuvo.
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Tabla 7: Eficiencias de retencién/liberacién 77'( ) bara el tramo de estudio. Los valores positivos

cop
indican una ganancia neta del soluto a lo largo del tramo, mientras que los valores negativos
indican una pérdida neta.

Condicion Balance del tramo
. . Fecha , o
hidrologica N’ (cop) Contribucion EM

F=0.47
Basal 10/9/2013 20,47 B1=0.217
B2=0.313
F =0.585
Basal 25/9/2013 53,85 B1=0.189
B2=0.226
F=0.641
Basal 15/10/2013 58,48 B1=0.150
B2=0.209
F=0.709
Basal 13/11/2013 52,22 B1=0.083
B2 =0.207
F=0.471
Basal 17/3/2014 34,22 B1=0.281
B2 =0.303
F=0.479
Basal 28/4/2014 15,05 B1=0.1931
B2=0.327
F=0.371
Basal 19/5/2014 25,34 B1=0.338
B2=0.290
F=0.374
Basal 2/7/2014 -23,33 B1=0.252
B2=0.401
Esup =0.236
Lluvia 23/7/2014 -18,5 F =0.067
B1=0.483
B2=0.272
Esup=0.212
Lluvia 1/12/2014 -0,25 F=0.116
B1=0.35
B2=0.278

Libera

Retiene

En el caso de los indices de absorbancia y fluorescencia, el balance de masas pudo
aplicarse a 7 de los 10 casos estudiados, 6 en condiciones basales y 1 en condiciones de
alto caudal. En general se observa que en el tramo el peso molecular de la MOD tiende a

incrementarse con respecto a las entradas (Fig. 25 y Tabla 8).



Tabla 8: Eficiencias de retencién/liberacidn, corregidas por la EC, para el tramo de estudio para los
indices de absorbancia y fluorescencia. Los valores positivos indican una ganancia neta del soluto a
lo largo del tramo, mientras que los valores negativos indican una pérdida neta

Condicion Balance del tramo L
. . Fecha , , , , B n n 7 7 7 Contribucién EM
hidrologica Nsr) N (suva) N (1ix) N (six) N () N (ricoa) N (picoc) N (pricom) N (picos) N (picoT)

F=0.585
Basal 25/9/2013  -21,11 -2,65 20,25 -28,89  -98,65 37,15 33,23 28,75 61,16 66,74 B1=0.189
B2=0.226

F=0.641
Basal 15/10/2013  -76,21 -0,57 77,49 -23,67  -98,34 -64,39 53,55 50,95 -5,93 -1,64 B1=0.150
B2=0.209

F=0.709
Basal 13/11/2013  -98,04 63,05 44,32 17,52 -98,39 83,72 79,90 6,51 4595  -96,95 B1=0.083
B2=0.207

F=0.471
Basal 17/3/2014  -87,47 0,00 47,28 0,00 0,00 37,46 40,13 44,09 0,00 14,54 B1=0.281
B2=0.303

F=0.479
Basal 28/4/2014  -99,21  -72,39 71,99 -17,30 -3,69 -64,21 -65,48 -9435 -86,33 -85,10 B1=0.1931
B2=0.327

F=0.371
Basal 19/5/2014  -24,08  -38,23 121,30 5,02 -92,66 7,48 6,13 7,30 -66,40 -57,71 B1=0.338
B2=0.290

F=0.374
Basal 2/7/2014 848,49  -69,83 -33,00 0,72 108,61 172,28 325,44 484,10 562,43 B1=0.252
B2=0.401

Esup =0.236
Lluvia 23/7/2014 -6,98 16,82 18,16 33,30 -11,68 53,97 52,68 53,13 65,85 48,86 F=0.067
B1=0.483
B2=0.272

Los indices relacionados con la fraccién hiimica de la MOD, HIX (grado de humificacion del
material) o los picos A, Cy M, tienen eficiencias positivas (7' > 0), que fueron en promedio

41,37 + 19,83 % y 24,97 + 22,30 %, 46,56 = 23,70, 52,73 £ 42,44 %, respectivamente

(Tabla 8 y Fig. 25). Por otro lado observamos que el BIX, asociado al material fresco y
recientemente producido, tiene valores de eficiencia negativos (7' < 0), en promedio

-18,62 = 5,11. Esto puede interpretarse como una eficiencia menor a la esperada, lo que
sugiere que se trata de un material mas viejo y degradado, probablemente debido a que el
material 1abil y mas reciente es rapidamente consumido. Esta idea es apoyada por las
eficiencias observadas para los indices FI y Sg (-50,34 + 17,70 % y -59,01 = 15,13 %,
respectivamente), lo que sugiere que los materiales en la MOD tienen caracteristicas
similares a compuestos de tipo huimico de elevado peso molecular (Tabla 8). Como se
menciono anteriormente, observamos que en condiciones basales predomina la liberacién

de compuestos de elevado peso molecular. Sin embargo, en aquellos casos en los que hay
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perdidas de COD se observan valores de eficiencias positivas, lo que sugiere un aumento
en la proporcién tanto de compuestos hiimicos como proteicos lo que podria asociarse a

un ingreso de materiales desde las riberas (Fig. 25).
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Fig. 25: Eficiencias de retencién/liberacién (%) en funcién del caudal (1 s*), para la concentracion
de COD, el indice de humificacién (HIX) y para los principales picos humicos (Peak A, Cy M).

Los resultados del balance de masa indican que el caudal del arroyo es explicado por la
contribucion del F, B; y B.. La contribucion del freatico estimada a partir del balance es
masas es del ~50 %. Esto es apoyado por el hecho de que en condiciones basales la altura
relativa del freatico esta por encima del caudal del arroyo, lo que sugiere que el caudal del
arroyo es mantenido por el aporte del fredtico (ver capitulo 5). Sin embargo, los

tributarios tienen un comportamiento hidroldgico diferente, en funcién de las condiciones
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hidrolégicas. Mientras que la contribucién de B y Bz son similares en condiciones basales,
la contribucioén relativa del B; es casi el doble que la de B; en condiciones de alto caudal.
Ademas, la contribucién del B se relacioné positivamente con el caudal, mientras que la
contribuciéon de B, no mostré ninguna asociacién con el caudal. Estas diferencias pueden
explicarse por una mayor area de la cuenca de B1 comparada con el area de la cuenca del
B.. Por otro lado, B; recibe el efluente de una industria lactea, que podria atenuar su
respuesta a las precipitaciones, dado que recibe este efluente industrial de manera
continua. Esto puede traducirse en una menor respuesta del caudal de B, frente a los

cambios en las condiciones hidrolégicas, que si es observado en el B; (Fig. 23).

La contribuciéon del F disminuye, mientras que la contribucién de la escorrentia se vuelve
significativa en condiciones de alto caudal (cuando el caudal es > 400 1 s -1 y representa

mas del > 20 % del caudal del arroyo)

Anteriormente mencionamos que la concentracion de COD aumenta con el aumento del
caudal (ver capitulo 6). Al analizar el balance de masas para el tramo observamos que en
la mayoria de los casos analizados en condiciones basales hay liberacién de COD, mientras
que en condiciones de alto caudal, el tramo retiene COD. Nuestros resultados contrastan
trabajos anteriores en rios del hemisferio norte, donde se observé un comportamiento
altamente retentivo en condiciones de bajo caudal debido a la sequia (Butturini et al,,
2016). Asimismo, Casas-Ruiz et al. (2017) encontraron que en la mayoria de los casos el
rio se comporta como un conducto pasivo, y sugieren que las pérdidas podrian estar
compensadas por la generacién de MOD, a escala de cuenca, en condiciones basales. En
términos de la composiciéon de la MOD, observamos que en el tramo se genera MOD de
peso molecular mas elevado en comparaciéon con la MOD que es aportada por los “end

members” a caudales < 400 1 s -1. Encontramos ademas que la liberacién de COD para el
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arroyo Las Flores se relaciona positivamente con la temperatura (ver Fig. A2 anexo
capitulo 7). En relacién a esto, se sabe que la eficiencia de crecimiento en las bacterias
depende de factores abidticos como la temperatura y la disponibilidad de nutrientes
inorganicos (del Giorgio & Cole, 1998; Wikner et al., 1999). Por lo tanto, los resultados
sugieren que hay una produccion in situ de COD autdctona en el tramo estudiado. La
produccién de autéctona de COD fue observada anteriormente en arroyos forestados de
USA y se la asoci6 a la actividad de los organismos autotroéficos y heterotréficos (Stedmon
& Cory, 2014). Existen evidencias de la produccién de compuestos de tipo hlimico a partir
de compuestos labiles preexistentes, como carbohidratos, proteinas, acidos organicos etc.,
0 a través de la producciéon de nuevos compuestos, por parte de organismos heteré6trofos
(Ogawa et al., 2001; Kothawala et al., 2012; Shimotori et al., 2012; Asmala et al,, 2014;
Hansen et al., 2016). Esta idea apoya los resultados de este trabajo segtin los cuales, en el
tramo hay generaciéon de compuestos de alto peso molecular, cuyas caracteristicas

quimicas se asocian a los compuestos de tipo humico (Tabla 8 y Fig. 25).

Por otra parte observamos que el COD es débilmente retenido a caudales mayores a los
400 1 s1. Nuestros resultados se contraponen a lo esperado tomando en consideracién el
modelo del pulso-liberacién (Raymond et al, 2016), segtin el cual hay un transporte
conservativo del soluto (el tramo se comporta como un conducto pasivo) en condiciones
de alto caudal. En concordancia con el modelo propuesto por Raymond et al. (2016),
Butturini et al. (2016), observd que el sistema cambi6é de ser altamente retentivo en
condiciones de sequia a comportarse como un conducto pasivo durante condiciones de
alto caudal. Casas-Ruiz et al. (2017), propone que el tiempo de permanencia del agua en el
cauce determina si un tramo se comporta como un conducto pasivo o como un reactor
(mayor procesamiento de la MOD) y encontraron que las redes fluviales tienden a
comportarse como reactores activos durante los periodos de bajo caudal, cuando el

tiempo de residencia en la red es alto. Sin embargo, estos autores encontraron un
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procesamiento activo para tiempos de permanencia extremadamente cortos (~2 hs) lo
cual apoya lo observado en este trabajo, donde se asume que el tiempo de viaje del agua
desde la confluencia de los tributarios es relativamente corto (~5 hs).

Si bien nuestros datos no resultaron ser suficientes para describir las condiciones de alto
caudal (un solo caso analizado para las propiedades 6pticas de la MOD), es interesante
destacar que aun cuando hay pérdida de COD en el tramo, se observan eficiencias de
liberaciéon de ~50 % tanto para compuestos de tipo proteicos como compuestos de tipo
himico. Como se mencion6 en el capitulo anterior, ambos tipos de compuestos (himicos y
proteicos) estan presentes en la escorrentia superficial y subsuperficial (Esup ¥ Esus),
originados de la degradacién del pastizal, hojas y exudados de raices (Yano et al., 2004;
Bernal et al.,, 2006; Guarch-Ribot & Butturini, 2016). Dado que la contribucién de la
escorrentia es significativa en condiciones de alto caudal, esto indica que bajo esas
condiciones hay un aporte al6ctono de compuestos hiimicos y proteicos observados aguas
abajo del tramo. Esto ultimo concuerda con los resultados obtenidos a partir del
seguimiento de los eventos de precipitacion, en donde observamos un ingreso de
materiales aldctonos desde la ribera a medida que el caudal aumenta (Capitulo 6).

La teoria clasica (RCC) propone el incremento de materiales recalcitrantes aguas abajo
debido al procesamiento de compuestos labiles en las cabeceras. Los arroyos pampeanos
se diferencian sustancialmente de los arroyos del hemisferio para los cuales esta teoria fue
planteada, debido principalmente a la ausencia de bosques de ribera (que aportan
materiales como ramas y hojas) y a las escasas pendientes. Contrariamente a lo que
postula el RCC, en los arroyos pampeanos hay una alta produccion in situ de compuestos
labiles (tipo proteicos) y recalcitrantes (tipo himico), siendo los primeros principalmente
retenidos (Butturini et al, 2016). En este trabajo no se realizaron ensayos de
biodegradabilidad del carbono, por lo cual nuestras conclusiones acerca de que los

compuestos producidos por el arroyo son recalcitrantes estin basadas en las
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caracteristicas quimicas y en base a lo propuesto en la bibliografia. Creemos importante

incluir este tipo de ensayos en investigaciones futuras.

. Los eventos de crecida afectan la composiciéon quimica y la dindmica (transporte,
transformaciéon y retencién) de la MOD en el tramo estudiado, con relacién a las

condiciones basales.

A partir de esta hipdtesis se desprenden las siguientes predicciones:

2. Durante las crecientes la MOD serd mayoritariamente aléctona y de origen

terrestre, con preponderancia de compuestos mas refractarios.

3. En condiciones basales, los procesos de transformacién (procesamiento y
produccion in situ) de la MOD tendran mayor relevancia que en condiciones de crecida, lo

que se reflejard en una mayor retencién de la MOD en el tramo

4, Durante las crecientes, aumentaran los aportes terrestres de MOD ald6ctona en
detrimento de la MOD de origen autdctono, lo que producira cambios en la calidad de la
MOD del tramo, aumentando la presencia de compuestos refractarios y la exportacién de

MOD aguas abajo.

Nuestros resultados demuestran que en condiciones basales el tramo se comporta como
un reactor, donde predominan los procesos de produccién in situ, no obstante en
condiciones de alto caudal se observa una retenciéon débil. Observamos que al final del
tramo predominan los compuestos refractarios y mas degradados. Sugerimos que en el
tramo ocurren procesos de produccién in situ, resultado de los cuales se generan
materiales tanto labiles (proteicos) como refractarios (tipo himico). Los materiales labiles
son preferentemente retenidos, de modo que los materiales refractarios son exportados

aguas abajo. Sin embargo en condiciones de alto caudal se produce el ingreso de
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materiales desde las riberas a través de los flujos superficiales y subsuperficiales, que

aportan compuestos de tipo hiimico y proteico de origen al6ctono
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Capitulo 8 - Caracterizacion de la
MOD aplicando el Parallel Factor
Analysis (PARAFAC)

La MOD es un componente clave en los ecosistemas acudticos ya que esta implicada en
distintos procesos como, la atenuacién de la radiacion UV, el transporte de metales
pesados y otros contaminantes, etc. (Stubbins et al., 2014). Como se menciond
anteriormente, una fracciéon de los compuestos organicos presentes en la MOD absorben
luz (MOD cromoférica o “colored DOM”, CDOM por sus siglas en inglés), y una subfraccién
de esta MOD ademas fluorece (“fluorescent DOM”, FDOM. por sus siglas en inglés; Fig. 26)

(Stedmon & Cory, 2014).

> Conjugacion H:C
> Aromaticidad

Fig. 26: Esquema grafico del solapamiento entre la MOD, CDOM y FDOM (Modificado de Stedmon y
Cory 2014). La flecha indica el incremento de la aromaticidad, de la conjugacién y de la proporcién
carbono: hidrégeno (C:H) (Alvarez-Salgado, 2011).
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El uso de técnicas de espectroscopia de absorcion y fluorescencia para el andlisis y
caracterizaciéon de la MOD en ambientes acuaticos ha ganado un amplio interés en las
ultimas décadas, debido la simplicidad de esta metodologia y a la gran cantidad de
informacién que aportan. Sin embargo, la falta de criterios unificados para el andlisis y
evaluacién de sus datos ha complicado su uso (Korak et al., 2014).

La espectroscopia de fluorescencia mide la fraccién de la MOD que absorbe y emite luz, la
cual estd generalmente asociada con la aromaticidad de la MOD (Senesi et al., 1991). La
espectroscopia de fluorescencia se ha utilizado ampliamente para caracterizar las
diferencias en las propiedades o6pticas de la MOD en sistemas naturales (Hudson et al,,
2007; Fellman et al, 2010; Garcia et al., 2015). Recientemente, varios estudios han
mostrado como se pueden distinguir las diferentes fracciones presentes en la MO, a través
de mediciones detalladas de los espectros de fluorescencia (Coble et al., 1990; Coble,
1996). El analisis reciente de la fluorescencia de la MOD se ha enfocado en el uso de
matrices de excitacion-emision (EEM). Las EEMs son datos de fluorescencia
tridimensionales, que brindan informacién sobre la composicion de mezclas de
compuestos quimicos, mejorando la interpretacion y la posibilidad de visualizacién grafica
de los datos, y conservando la informacién esencial presente en el set original de datos
(Murphy et al., 2014). Las EEMs proveen informacién sobre la fuente, estado diagénetico,
reactividad, rol ecolégico y quimico de la MOD. Durante la dltima década las EEMs se han
aplicado con éxito para la identificacion de componentes terrestres, marinos,
dulceacuicolas y antropogénicos de la MOD (Coble, 1996; Baker, 2001; Cory & McKnight,
2005; Burrows et al., 2013; Catalan et al., 2013). Los primeros estudios se basaban en la
identificacion visual de los picos (peak picking) y en el cociente de las emisiones de
fluorescencia en diferentes regiones del espectro (Coble, 1996; McKnight et al.,, 2001).
Actualmente el analisis multivariado de los datos se ha aplicado al estudio de las sefiales
de fluorescencia de la MOD (Persson & Wedborg, 2001; Stedmon et al., 2003; Boehme et

al, 2004; Hall et al, 2007). El Parallel Factor Analysis (PARAFAC), permite separar
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matematicamente los espectros de emision superpuestos de compuestos fluorescentes y
definir los componentes presentes en el set de muestras analizadas (Murphy et al,, 2014).
El PARAFAC es una herramienta que permite caracterizar y cuantificar los cambios en la
fluorescencia de la MOD (Cory & McKnight, 2005; Hall et al., 2005; Stedmon & Markager,
2005a, b; Murphy et al., 2006). El modelo permite descomponer la fluorescencia del
conjunto de datos en componentes individuales (componentes PARAFAC), es decir que el
método separa los componentes de fluorescencia quimicamente independientes pero
espectralmente superpuestos (Murphy et al, 2011. Debido a que los componentes
hallados aplicando PARAFAC son Unicos para el set de muestras analizadas, resulta util
comparar los componentes PARAFAC con los picos de fluorescencia clasicos que se

encuentran cominmente en MOD de origen natural (Stubbins et al., 2014).

El PARAFAC pertenece a una familia de métodos multivariados aplicables a sets de datos
de tres o mas dimensiones (Murphy et al., 2013). Los datos de fluorescencia tienen una
tridimensionalidad debido a que la fluorescencia de una muestra varia dependiendo de la
longitud de onda a la cual la luz es absorbida (excitacidon o Aex) y de la longitud de onda a
la cual la fluorescencia es observada (emision o0 Aem). Combinando los datos de una serie de

muestras resulta en un arreglo tridimensional (eq. 8, Fig. 27):
Xijk = Yf_ aifbjfckf + €ijk, i=1,...., I; j=1,..., J; k=1,..., K (eq. 8)

donde X es un elemento del arreglo de datos tridimensional con dimensiones I, ] y K.
Para el andlisis de las EEMs, el nimero Xjx es la intensidad de la muestra i medida a la
emision Aem j, con la excitacion Aex k. El termino final g representa la sefial no explicada
(residual considerando la variabilidad no explicada por el modelo). La salida del modelo

son los parametros ajix bjjk cij, donde el pardmetro a; representa la concentracion, bjy el
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espectro de emision y cj el espectro de excitacion de los fluor6foros, respectivamente
(Murphy et al,, 2013).

Cabe destacar que la posicion de los fluoréforos no cambiara; sin embargo, la
fluorescencia maxima de la mezcla cambiard dependiendo de la contribucién relativa de

cada uno de los fluoréforos (Murphy et al., 2013).

Emission

Excitation

Fig. 27: Arreglo de EEMs en una estructura tridimensional y descompuesta en cinco componentes
de PARAFAC (Tomado de Murphy etal., 2013).

Al igual que con otros métodos estadisticos hay supuestos fundamentales, necesarios para
la aplicacion del PARAFAC a la fluorescencia de la MOD (Stedmon & Bro, 2008, Murphy et
al,, 2013). Estos son:

a) Variabilidad: Dos componentes no pueden tener intensidades de fluorescencia
perfectamente covariables.

b) Trilinearidad: Los espectros de emision no varian a través de las longitudes de onda
de excitacion, los espectros de excitacidn no varian a través de las longitudes de onda
de emision, y la intensidad de fluorescencia aumenta aproximadamente linealmente
con la concentracidn.

c) Lasefial total se debe a la superposicién lineal de un nimero fijo de componentes.
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Mas alla de las potencialidades de esta técnica, la interpretaciéon de los datos y el
tratamiento estadistico contindan siendo un desafio (Bieroza et al, 2011). La firma
espectral en las EEMs se debe a la fluorescencia independiente y superpuesta de un amplio
rango de compuestos organicos presentes en la MOD (Ejarque-Gonzales, 2014), de los
cuales s6lo una pequefia proporcién de compuestos han sido identificados (Benner, 2002)
debido a la falta de estandares quimicos necesarios para separar la sefial de la MOD en sus
componentes individuales. Por esta razén, existe la necesidad de desarrollar métodos de
reconocimiento de patrones capaces de detectar y aislar la sefial de diferentes compuestos
fluorescentes en ausencia de conocimiento previo sobre la composicién quimica de la
MOD (Ejarque-Gonzalez, 2014).

El objetivo de este capitulo fue determinar los principales componentes de la MOD en el

arroyo Las Flores aplicando el modelo PARAFAC.

Todas las EEMs fueron corregidas por los sesgos especificos debidos al equipo usando una
solucion de Rodamina B (Casas-Ruiz et al.,, 2016). Como se mencioné en el capitulo 4, a
cada una de las EEMs se le sustrajo un blanco de agua Milli-Q. Ademas, las EEMs fueron
corregidas por el inner filter effect y fueron normalizadas por el adrea delimitada por el
pico de dispersién Raman del agua a 350 nm, medido sobre una muestra de agua Milli-Q,
lo que se utilizé para calibrar la intensidad de las EEMs en unidades Raman (RU; Stedmon
& Bro, 2008; Lawaetz & Stedmon, 2009;Murphy et al., 2010). Las correcciones de las EEMs

se realizaron utilizando la herramienta DrEMM del software MATLAB.

El analisis del PARAFAC consiste en una serie de pasos, los cuales se desarrollaron
mediante el uso del paquete de herramientas DOMFluor del software MATLAB, propuesto
en Stedmon & Bro (2008), siguiendo la metodologia propuesta por los mismos autores. Se

utilizaron en total 150 muestras para la aplicacion del PARAFAC. Durante el

89



preprocesamiento del set de datos (i) se corrigieron los sesgos sistematicos, (ii) las
sefiales no relacionadas a la fluorescencia (como dispersiéon de Raman y Reylight) fueron
removidas, y (iii) se normalizé la sefial considerando la fluorescencia total, debido a las
diferencias en la concentracion de las muestras. La fase exploratoria (exploracion del set
de datos) consiste en establecer el mejor conjunto de datos posible para su posterior
modelado. En esta etapa se utilizaron los contrastes no negativos (utilizados para
restringir el modelo, de modo que no haya componentes con valores de carga negativos)
para identificar valores atipicos (outliers) debidos a muestras con sefiales erréneas o
muestras muy diferentes del resto. Aquellas muestras consideradas outliers fueron
eliminadas del set de datos. En esta etapa, ademas se ajustaron los datos a una serie de
modelos, en cada uno de los cuales el nimero de componentes fue incrementandose desde
2 a 7 hasta obtener el nimero correcto de componentes. Luego de la eliminacion de los
outliers, los modelos (de 2 a 7 componentes) volvieron a correrse con el objetivo de
determinar si la eliminacion de la/las muestras outliers producia o no diferencias en los
modelos resultantes. La obtencién de un modelo diferente luego de la eliminacién de las
muestras outliers indica que estas muestras deben ser eliminadas del set de datos. El
numero de componentes fue validado mediante el andlisis split-half (Harshman, 1984), la
inspeccidn visual de los residuales y la inicializacion al azar. Brevemente, en el andlisis de
split-half el set de datos es dividido en dos mitades, las cuales son independientemente
modeladas y luego comparadas. La obtenciéon de modelos similares indica que el modelo
es robusto (Stedmon & Cory, 2014). La inspeccién visual de los residuales consiste en
examinar los residuos en busca de cualquier patrdén sistematico. La presencia de picos o
valles en los residuales indica que el nimero de componentes seleccionados es
inapropiado. Por tltimo la iniciacién al azar consiste en realizar una serie de modelos, los
cuales se ajustan utilizando niimeros aleatorios como estimaciones iniciales y luego se
comparo el ajuste de cada modelo (Stedmon et al., 2003; Cory & McKnight, 2005; Stedmon

& Bro, 2008). En este estudio, el modelo con mejor ajuste se obtuvo realizando 10
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inicializaciones al azar y comparaciones mediante el coeficiente de congruencia de Tucker

para los “split-half”. Por ultimo, una vez validado el modelo se obtuvo la intensidad
maxima de fluorescencia (Fmax), y los loadings de excitacién y emisién (parametros
b y ¢, mencionados en la eq. 8) de cada muestra para cada uno de los componentes

(Stedmon & Bro, 2008) (Fig. 28).
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Fig. 28: Esquema de los pasos involucrados en el andlisis de PARAFAC de matrices de emision de
excitacion de fluorescencia (Modificado de Murphy et al. 2014).

El PARAFAC aplicado al conjunto de todas las muestras permiti6 identificar tres

componentes C1, C2 y C3 (Tabla 9) que contribuyen a la FDOM total. Los componentes de
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PARAFAC fueron identificados y caracterizados a través de la combinaciéon de sus
maximos de excitacién-emision particulares (Tabla 1). De acuerdo con sus maximos de
excitacion y emision el C1, coincide con el pico A, segun la clasificacién propuesta por
Coble (1996, 2007), cuya fluorescencia se debe a materiales hiimicos derivados del suelo.
La fluorescencia del C2 también esta dada por sustancias de tipo humico pero en este caso
el maximo de emision esta desplazado a longitudes de onda mas cortas (blue shifted), por
lo que se lo asocia al pico M. Finalmente el componente C3 se asocié al pico T, cuya
fluorescencia se debe a sustancias de naturaleza proteica (Fig. 29 y Tabla 9). Los picos M y
T (ex/em) 290-310/ 370-410 y 270/340, respectivamente corresponden a MOD recién
producida (autéctona) derivadas de la actividad microbiolégica, mientras que el pico A
corresponde a fuentes de MOD mas recalcitrantes y derivada de material terrestre

humificado (Coble, 1996; Osburn et al., 2014).

Tabla 9: Ubicacién de los principales componentes hallados en la MOD (ex: excitacién; em:
emision).

Nombre del
Componente Max ex (nm) Max em (nm) Fuente problabe Descripcion Referencias
componente

Compuestos de alto peso molecular,
Cc1 <260 450-500 PicoA Terrestre aromaticos y humicos. Material
altamente procesado

Fellman et al., 2010;
Stubbins et al., 2014

Terrestre, produccién . .
Bajo peso molecular, asociado a la

2 310 410 PicoM autoctonay procesamiento o Stubbins et al., 2014
! . produccidn biologica
microbiano
Terrestre, produccion Aminoacidos libres o unidos en
c3 275 340 PicoT autoctonay procesamiento proteinas, material proteico Fellman etal., 2010
microbiano degradado
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Fig. 29: Representacion de las EEMS y los espectros de las cargas (Loadings) para los componentes
(C1,C2yC3) de PARAFAC.

A partir de la aplicacion del PARAFAC se obtuvieron las intensidades de fluorescencia
(Fmsx) de cada uno de los tres componentes hallados para cada una de las muestras. En
relacion a esto, observamos que la intensidad de fluorescencia de los componentes C1 y C2
(componentes hiumicos derivados del suelo y la produccién autdctona, respectivamente),

es significativamente menor en el F y en la Ll (prueba de Kruskal-Wallis, p<0,0001). La
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intensidad de fluorescencia para el C3, que se asocia a materiales labiles de bajo peso
molecular, difiri6 entre los “end members” siendo en F y Ll significativamente menor que
el resto (prueba de Kruskal-Wallis, p = 0,0140) (Fig. 30). Observamos también altas

intensidades de fluorescencia del componente C3 en las escorrentias y en el B..
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Fig. 30: Valores de intensidad de fluorescencia (Fmsx) para cada uno de los componente a) C1, b) C2
y ¢) C3 resultantes de la aplicacién del PARAFAC para el arroyo y los “end member” (donde A:
arroyo, B1: Brazo 1, B2: Brazo 2, ESUP: escorrentia superficial, ESUB: escorrentia subsuperficial y
L1: lluvia).

La contribucién relativa de los componentes humicos C1 y C2 a la fluorescencia total, fue
significativamente mayor en el A y sus tributarios que en F y LL. Lo opuesto se observé en
el F y LI, donde el componente C3 presento la mayor fluorescencia relativa (prueba de

Kruskal-Wallis, p = 0,0117) (Tabla 10).
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Tabla 10: Contribucion relativa de cada uno de los componentes a la fluorescencia total

"End member" C1(%) C2 (%) C3(%)
N Media *EE Media *EE Media *EE
A 18 44,21 1,05 40,54 0,52 15,25 1,26
B1 17 42,77 1,82 38,91 1,63 18,32 3,01
B2 18 42,98 1,61 41,18 1,19 15,84 2,45
ESUB 7 49,32 1,41 39,34 1,12 11,34 2,31
ESUP 9 47,89 1,81 40,22 0,71 11,88 1,96
F 15 26,45 1,74 34,75 2,00 38,8 3,08
LL 10 18,97 1,90 35,08 2,18 45,95 2,92

Al analizar el cambio en la intensidad de fluorescencia de los tres componentes con el
incremento del caudal, encontramos que los componentes C1 y C2 aumentan al aumentar
el caudal tanto en el A (R2=0,48; p = 0,0030 y Rz = 0,42; p = 0,0056) como en el B; (R2 =
0,34; p = 0,0106 y R2 = 0,23; p = 0,0337) respectivamente (Fig. 31). No se observaron
relaciones significativas entre los distintos componentes y el caudal para el B..

Se estudiaron las mismas relaciones entre los componentes de PARAFAC y el caudal, pero
para cada uno de los eventos de los eventos de precipitacion, y se encontraron resultados
similares. Las sustancias de tipo hiumico (componente C1 y C2) aumentan a medida que el
caudal se incrementa durante la precipitacion tanto para el evento de mayo (R2 = 0,59; p =
0,0003 y R2 = 0,44; p = 0,0032) como para el evento de julio (R2 = 0,59; p = 0,0005y R2 =
0,50; p = 0,0020) respectivamente. El componente C3 no se relacioné con el caudal en el
evento de mayo, pero si (aunque mas débilmente) en el evento de julio (R2 = 0,28; p =

0,0250) (Fig. 32).
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No observamos relaciones entre los componentes de PARAFAC y el caudal para el evento

de enero (Fig. 33).

Fig. 33: Cambio en la fluorescencia a través del tiempo para los eventos de precipitacion estudiados

El PARAFAC es actualmente uno de métodos mas frecuentemente usados para el andlisis
de la fluorescencia de la MOD (Murphy et al., 2014). La aplicacién del PARAFAC permiti6
descomponer la sefial de fluorescencia total (es decir, del conjunto de muestras) en
componentes de fluorescencia individuales (Bro, 1997). Los componentes hallados
mediante PARAFAC son unicos del set de datos analizados, por lo que resulta util
compararlos con los picos de fluorescencia clasicamente encontrados en la MOD de origen
natural (Stubbins et al., 2014). A partir de la aplicaciéon de este modelo obtuvimos tres
componentes de fluorescencia, dos relacionados con sustancias hiumicas (C1 y C2) y uno

relacionado con compuestos de tipo proteico (C3). En relacién a esto, el C1 se encuentra
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en la region de emision fluorescencia que habitualmente define al pico A, el componente
C2 se encuentra en la region que define al pico M y el componente C3 en la regién que
corresponde al pico T (segun la clasificacién propuesta por Coble, 1996). De acuerdo con
esto, determinamos que los componentes C1 y C3, corresponden a sustancias de tipo
himico mientras que el componente C3, es de tipo proteico. La mayoria de los modelos
creados a partir de sets de datos de mas de 100 muestras, han encontrado componentes
de PARAFAC que corresponden con los picos B y T (proteicos) o los picos Ay C (himicos)
o0 el pico M (himico derivado de la actividad biol6gica dentro del arroyo) (Coble, 1996).
Los componentes hallados en nuestro set de datos coinciden con los componentes mas
comunmente encontrados y mencionados en la bibliografia (Fellman et al., 2009a; Catalan

et al., 2013; Garcia et al., 2015; Casas-Ruiz et al., 2017).

Los componentes hiimicos (C1 y C2) fueron los componentes de PARAFAC mayoritarios en
el A, sus tributarios (B1 y B2) y en las escorrentias. Sin embargo, el componente proteico
(C3) fue el componente mayoritario en el F y la LI, aunque se observaron altas
intensidades en las escorrentias, lo que podria ser el resultado de la actividad biolégica en
el suelo. Como se mencion6 anteriormente, la presencia de los componentes C1 y C2
(relacionados con las sustancias humicas) en el arroyo y en los tributarios se debe a los
procesos de lavado y erosion del suelo que ocurren durante los eventos de precipitacion.
No obstante, el C2 se ha asociado comunmente la mezcla de compuestos reelaborados por
la actividad microbiolégica (Stubbins et al, 2014). Por lo tanto, la sefial debida este
componente puede deberse a la produccién de compuestos de tipo humicos por la
actividad microbiana (Ogawa et al.,, 2001; Kothawala et al., 2012; Shimotori et al., 2012;
Asmala et al,, 2014) o a la descomposicion de las macroéfitas (Catalan et al., 2013). Debido a
las caracteristicas de los arroyos pampeanos, los cuales son ambientes altamente
productivos, la presencia de los componentes C2 y C3 derivados de la actividad
microbiolégica podria ser indicador de la ocurrencia de estos procesos que dentro del

arroyo.
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Los compuestos proteicos en el agua subterrdnea y en la lluvia han sido descriptos con
anterioridad en la literatura relacionada con el tema (Kieber et al., 2006; Muller et al,,
2008; Santos et al., 2009; Inamdar et al., 2012). Como mencionamos antes, la presencia de
materiales proteicos en el agua subterranea se debe a la actividad bioldgica dentro del
acuifero, debida a la degradacién de la materia organica de los suelos antiguos (Fellman et
al, 2014), mientras que el predominio de vientos débiles podria explicar la presencia de
componentes himicos y de tipo proteico en las muestras de lluvia (Kieber et al., 2006;
Muller et al., 2008).

Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion del PARAFAC coinciden con los
obtenidos mediante la aplicaciéon del método pick picking (capitulo 6 y 7), que es un
método cuantitativo mediante el cual se registran las intensidades de fluorescencia de los
picos, dentro de regiones de interés predefinidas (Korak et al., 2014). Las regiones mas
comunes en agua dulce incluyen dos tipos de compuestos relacionados con los picos de
tipo hiimico (picos Ay C) y dos relacionados con compuestos de tipo proteico (picos By T)
(Coble, 1996; Leenheer, 2009). Si bien los estudios basados en el pick picking siguen
siendo amplia y exitosamente usados, la mayor resolucién y significancia estadistica
obtenida al incorporar el PARAFAC mejora sustancialmente las interpretaciones de sets de
datos de ecosistemas acuaticos, particularmente cuando son aplicados a distintas escalas,
temporales o espaciales (Yamashita et al., 2010; Chen et al., 2013). Por lo tanto la mejor
resolucion del analisis de las EEMs aplicando PARAFAC, en comparacion la técnica
tradicional de pick picking permite una mejor cuantificacion de los diferentes
componentes de la FDOM y proporciona informaciéon mas detallada sobre su calidad y
composicién (Jaffé et al., 2014). Si bien el PARAFAC se limita a medir una pequena fraccion
de la MOD total (FDOM), la principal ventaja de su aplicacion reside en el hecho de que es
una técnica relativamente simple, econémica, sensible, que permite la generacién de

grandes sets de datos en cortos periodos de tiempo (Jaffé et al.,, 2014).
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Como mencionamos anteriormente, los componentes de PARAFAC son tunicos para el
conjunto de datos en el que se ejecuta el andlisis, por lo que resulta necesario compararlos
con los picos de fluorescencia clasicos definidos para la MOD de origen natural (Murphy et
al, 2011; Stubbins et al,, 2014). Las comparaciones de los componentes de PARAFAC entre
los modelos desarrollados para diferentes ecosistemas se realizan comtiinmente y pueden
facilitar la interpretacién de los datos. La disponibilidad de las caracteristicas de los
distintos componentes de PARAFAC comuinmente encontrados en la literatura facilita tales
comparaciones (Murphy et al, 2011; Ishii & Boyer, 2012). Sin embargo, tales
comparaciones deben realizarse con precaucion ya que las caracteristicas de fluorescencia
pueden parecer "similares” entre los diferentes sistemas, pero pueden representar una
MOD cuya composicién es diferente (Murphy et al.,, 2011).

En los ultimos afios el PARAFAC ha experimentado un crecimiento notable en su uso y
desarrollo en la biogeoquimica acuatica, y probablemente continuara creciendo como una
herramienta analitica muy popular y facil de usar en los estudios de la dinamica de la
MOD. Sin embargo, la relacion entre las caracteristicas de fluorescencia de los
componentes de PARAFAC y su composicién quimica real y caracteristicas moleculares, es

un aspecto que ha sido poco desarrollado (Jaffé et al., 2014.

La aplicacién de PARAFAC permitié identificar tres compuestos, dos derivados de la
produccion dentro del arroyo y uno derivado del lavado del material del suelo. Si bien,
tanto el peak picking como el PARAFAC dan lugar a resultados similares, el segundo
método permite obtener informacién detallada en un menor periodo de tiempo. Ademas,
la deteccion visual de picos mediante el peak picking no es obvia ya que algunos picos
pueden aparecer superpuestos a otros picos. Sin embargo creemos que, dada la
especificidad de los compuestos obtenidos mediante PARAFAC y la falta de un modelo

global donde comparar los componentes hallados, este método deberia emplearse en
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conjunto con otras técnicas que permitan conocer las caracteristicas quimicas para la

interpretacion de los datos de fluorescencia de la MOD.
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Capitulo 9 - Influencia del uso de
suelo sobre la MOD

Hynes, (1975) propuso que la morfologia, geologia, tipo de suelo y vegetacion de la cuenca
influyen en la estructura y funcién de los ecosistemas fluviales. Posteriormente, esta idea
se expandié para incluir el uso de suelo entre los factores que afectan fuertemente las
caracteristicas de los arroyos. Anteriormente mencionamos la importancia de las
caracteristicas regionales, como el tipo de vegetacion riberefia, el contenido organico del
suelo, la presencia de macrofitas asi como las caracteristicas hidrolégicas en la modulacién
de las propiedades quimicas de la MOD en el arroyo Las Flores. Los arroyos de la region
pampeana estan sufriendo un rapido deterioro debido al impacto de la urbanizacién y las
actividades agricolas. El impacto de las actividades antrépicas podria reflejarse en
cambios no solo en la cantidad de MOD, sino también en su composicién quimica y

dindamica.

La agricultura cubre aproximadamente el 40 % de la superficie de la tierra y afecta las
caracteristicas hidromorfologicas, biogeoquimicas y ecoldgicas de los sistemas fluviales
(Graeber et al.,, 2015). La composicién de la MOD puede ser afectada debido a una
intensificacion en el uso de suelo agricola (Williams et al., 2010, Graeber et al., 2012). El
uso de suelo en la cuenca puede influir en la concentraciéon y propiedades opticas de la
MOD, directamente a través del aporte terrestre o indirectamente afectando la produccion
autoctona de MOD y las tasas de procesamiento fluvial de la materia organica (Williams et
al,, 2010). Los cambios en la cantidad y composicion de la MOD exportada desde los suelos
pueden afectar fuertemente a los ecosistemas acuaticos receptores, a través de cambios en
su metabolismo, régimen de luz y procesos bioldgicos (Praire, 2008, Stanley et al., 2012).

Particularmente, la conversidn de tierras naturales en agricolas se traduce en cambios en
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el contenido de carbono y en la abundancia y forma de ligninas y taninos de la vegetacion,
al reemplazar las especies originales por granos o pasturas implantadas. También se ve
afectado el transporte de la materia organica desde los suelos debido a la modificacién de
los flujos de agua superficial y subsuperficial. Finalmente, la agricultura puede afectar el
procesamiento de la MOD en los arroyos al alterar la irradiancia y aumentar la carga de
nutrientes y sedimentos (Williams et al.,, 2010; Stanley et al,, 2012).

La revision de la literatura ha mostrado que los niveles de MOD pueden aumentar,
disminuir o no mostrar cambios con la agricultura, pero los resultados han sido mas
consistentes cuando se consideran las caracteristicas 6pticas de la MOD (Stanley et al,
2012). En arroyos pampeanos hemos observado que la MOD deriva de fuentes terrestres y
microbianas aportadas por los distintos compartimientos (freatico, escorrentia superficial
y subsuperficial) que contribuyen al caudal del arroyo (Messetta et al.,, 2017). El cambio
hacia un uso de suelo agricola podria traducirse en una mayor proporcion de MOD
constituida por compuestos de tipo proteico, mas degradable por la actividad bioldgica y

foto-oxidacion (Williams et al.,, 2010, Stanley et al., 2012).

El objetivo de este capitulo es determinar si del uso de suelo en arroyos pampeanos tiene
efectos sobre la concentracién y caracteristicas quimicas de la materia organica disuelta

(MOD) en sus aguas.

Se seleccionaron 41 arroyos de la provincia de Buenos Aires, siguiendo la metodologia
descripta en Feijo6 & Lombardo, 2007. Los arroyos muestreados se encuentran en las

cuatro regiones hidrogeograficas propuestas por Frenguelli (1956) (Fig. 34):

103



Regidn 1:|Rio Salado y sus tributarios

Region 2:|Arroyo Vallimanca

Region 3:|Afluentes del Rio Parana y Rio de la Plata

Region 41 Afluentes del Océano Atlantico

=i
0 100 km

Fig. 34: Tomado de Feijo6 & Lombardo (2007). Mapa de la provincia de Buenos Aires, indicando las
regiones hidrogeograficas propuestas por Frenguelli (1956) y los arroyos muestreados (puntos
negros).

Los arroyos seleccionados presentan un rango amplio de coberturas de uso agricola, sin
ingresos puntuales de contaminacién y un bajo nivel de urbanizacién. Se realizaron tres
campafias de muestreo en otofio, primavera de 2015 y verano de 2016, a fin de registrar la

variabilidad estacional de las diferentes variables.
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Para la determinacidn de la concentracién de la MOD se utilizara la metodologia detallada
en el capitulo 4. Como se describi6 previamente la concentracién de carbono organico

disuelto (COD) es considerado un proxy de la concentracién de MOD

El porcentaje de uso y cobertura del suelo, fueron determinados previamente en el marco
del proyecto “Dinamica del fosforo en arroyos pampeanos: patrones espaciales y
temporales e implicancias del cambio climatico” (Hegoburu, en preparacién). Para la
determinacién de los usos de suelo se delimitaron las cuencas de los arroyos mediante el
uso de imagenes satelitales de las misiones Shuttle y Landsat, y luego se generaron
modelos de elevacién digital de terreno (DEM) lo que permitié establecer las divisorias de
aguas para asi definir, los limites de las cuencas. A partir de esta informacién se calcul6 la
superficie de cada una de las cuencas y se clasificé la cobertura y el uso de suelo en cuatro
categorias (agricola, ganadero, vegetacion natural y otros usos) utilizando imagenes
satelitales de los sensores TM y ETM+ de la serie Landsat, las cuales fueron obtenidas de
los bancos de imagenes disponibles en la web (University of Maryland, WISP, INPE, etc.) y
del PRODITEL (Programa de Desarrollo e Investigaciéon en Teledeteccion, Universidad
Nacional de Lujan). Las imagenes de las cuencas fueron posteriormente, georreferenciadas
en base a las imagenes Landsat respectivas, y se clasificaron los usos de suelo a través de
la interpretacion visual (Marlenko, 2003), obteniéndose el area de la cuenca ocupada por

cada tipo de uso y cobertura.

Los datos (usos de suelo, concentracion de COD e indices espectroscopicos y
fluorimétricos) son reportados como media * error estindar para todas las variables. Las
diferencias entre las variables se testearon aplicando una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Ademas se aplic6 un analisis de componentes principales (PCA). El nivel de

significancia considerado en todos los analisis fue de a = 0.05.
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El uso agricola fue el uso de suelo que predominé en todas las regiones, con un valor
promedio de 49,65 * 8,74 % para la regién del Salado y 78,35 £ 4,00 % para la region del
Atlantico (test de Kruskal-Wallis, p = 0,0323). Luego del uso agricola, el uso ganadero fue
el uso con un mayor porcentaje de uso (test de Kruskal-Wallis, p = 0,0124), mientras que
la vegetacién natural estuvo poco representada y no difirié entre las regiones (test de

Kruskal-Wallis, p > 0,05) (Fig. 35).
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Fig. 35: Porcentaje de uso de suelo en cada una de las regiones
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La concentraciéon de carbono organico disuelto (COD) no difirié entre las campaiias de
primavera y verano (test de Kruskal-Wallis, p = 0,08) pero si se observaron diferencias
significativas entre regiones para la campana de primavera (test de Kruskal-Wallis, p =
0,0017), no observandose diferencias entre regiones en verano (test de Kruskal-Wallis, p =

0,47). La concentracién de COD en la regién del Salado (17,35 + 1,69 mg 1 1) fue

significativamente mayor que en el resto de las regiones (Fig. 36).
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Fig. 36: Concentracion de COD (mg L 1) para las campafias de noviembre de 2015 y febrero de
2016, para las regiones hidrogeograficas

Al analizar los indices 6pticos observamos que ni el BIX ni el FI, difieren entre las regiones
(test de Kruscal-Wallis, p > 0,05). El HIX difirié entre las regiones y fue significativamente
mayor en la region del saldo en relacién al resto (test de Kruscal-Wallis, p = 0,0002) (Tabla

11).
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Tabla 11: Medidas resumen, expresadas como media * E.E., para los indices 6pticos (BIX, FI E HIX)
indicadas por region.

-§ Bix May'15 0,59+ 0,02 S 8 Bix May'15 0,61+ 0,02

] Nov '15 0,63+ 0,01 % ﬁ Nov '15 0,76 £ 0,07

2 Feb'16 0,77+ 0,05 i Feb 16 0,95+ 0,09

= May 15 1,61+ 0,02 |5 S May 15 1,64+ 0,03

g Fi Nov'1s 1,56+ 0,02 2 Fi Nov'1s 1,63 0,04

c Feb'16 1,57+ 0,03 < s Feb'16 1,6+ 0,02

2 May'15 8,78+ 0,71 S 8 May 15 6,18+ 0,93

& HIX Nov'1s 8,63+ 0,52 98 HIX Nov'15 57+ 0,77

Feb'16 5,05+ 0,86 Feb'16 3,26+ 0,68

May '15 0,55+ 0,01 May '15 0,62+ 0,02

BIX Nov'15 1,06+ 0,21 9 BIX Nov'15 0,8+ 0,03

o ’ g E=} 8 ) )

> © Feb'16 0,8+ 0,08 H] Feb'16 0,73+ 0,02
o o = C

= g May '15 1,57+ 0,02 5 © May '15 1,61+ 0,02
=

i g FI Nov'15 1,59 + 0,03 2 < FI Nov'15 1,63 + 0,02
= [}

:go = Feb'16 1,55+ 0,02 i < Feb'16 1,59+ 0,02

g = May 15 10,16 + 0,58 23 May 15 5,88 0,82

HIX Nov'15 4,64+ 1,24 g ° HIX Nov'15 3,45+ 0,36

Feb'16 3,51+ 0,72 Feb'16 3,46+ 0,54

El andlisis de componentes principales (PCA), permitié identificar tres componentes
principales con autovalores > a 1, que explican el 100 % de la variabilidad total. Las cargas
para los tres componentes principales (CPs) se muestran en la tabla 12. El primer
componente explica el 68 % de la varianza y la variable con el mayor peso positivo fue el
uso de suelo agricola y la variable con el mayor peso negativo la concentracién de COD. El
CP2 explica el 22 % de la varianza (90 % de la varianza acumulada) y las variables con
mayor peso positivo fueron el BIX y el SUVA, mientras que vegetacion natural fue la
variable con menor peso (Tabla 12). El componente 1 separa los arroyos con un uso de
suelo agricola y el componente 2 separa aquellos arroyos con una MOD mas reciente de
aquellos con una MOD mas degradada (regiones afluentes del rio de Parana y de la Plata y

los afluentes del océano atlantico) (Fig. 37).
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Tabla 12: Autovalores, varianza explicada y contribucién de las variables a los cuatro componentes

significativos del Analisis de Componentes Principales

Variables CP1 CcP2 CcP3
COD (mg/1) -0,38 0,12 -0,07
SUVA -0,27 0,44 0,27
SR 0,28 -0,31 -0,49
Fl 0,24 -0,09 0,75
BIX 0,22 0,53 -0,27
HIX -0,38 0,1 -0,11
Agricola 0,38 -0,03 0,07
Ganaderia -0,38 0,11 -0,06
Veg. Natural -0,27 -0,48 -0,06
Otros usos 0,31 0,4 -0,14
Autovalores 6,76 2,2 1,04

% de la
Varianza 68% 22% 10%
explicada
% de la
Varianza 68% 90% 100%
acum.

Tabla 13: Matriz de correlacion de las variables utilizadas
Principales.

para el Analisis de Componentes

DOC (mg/l) SUVA SR Fl BIX HIX Agricola Ganaderia Veg. Natural Otros usos
DOC (mg/l) 1
SUVA 0,8 1
SR -0,77 -0,95 1
Fl -0,69 -0,33 0,14 1
BIX -0,38 0,04 0,19 0,03 1
HIX 1 0,76 -0,73 -0,73 -0,4 1
Agricola -0,99 -0,71 0,72 0,68 0,51 -0,99 1
Ganaderia 1 0,79 -0,77 -0,68 -0,41 1 -0,99 1
Veg. Natural 0,56 0,01 -0,16 -0,39 -0,93 0,59 -0,67 0,58 1
Otros usos -0,66 -0,22 0,39 0,31 0,94 -0,68 0,76 -0,68 -0,97 1
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Fig. 37: Ubicacién de los arroyos pertenecientes a la Region del Salado (A), Vallimanca (B),
Afluentes del Rio Parana y Rio de la Plata (C) y Afluentes del océano Atlantico (D) en el plano
determinado por: (a) los componentes 1y 2 y (b) componentes 1y 3 del PCA.

Nuestros resultados indican que la MOD de los arroyos sometidos a uso de suelo agricola
intensivo (afluentes del Rio Parana y Rio de la Plata y afluentes del océano Atlantico),
consiste en materiales recientemente producidos (alto BIX) derivados de fuentes mixtas
microbianas y terrestres (FI ~1,6) y de bajo peso molecular (altos valores del Sg,

inversamente relacionado con el peso molecular). Ademas, observamos que a medida que
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aumenta el uso de suelo agricola disminuye la concentracién de COD (Williams et al,,

2010; Stanley et al,, 2012).

Como mencionamos anteriormente, en las dltimas décadas la regiéon pampeana esta
sufriendo un proceso de intensificaciéon agricola, con el reemplazo del sistema mixto
agricultura-ganaderia extensiva que prevalecié6 por muchos afios por uno de cultivo
continuo (Viglizzo et al., 2003). Segin nuestros resultados el uso de suelo agricola es el uso
predominante en todos los arroyos estudiados. En relacion a esto, estudios anteriores
indican que la actividad agricola puede afectar la composicion de la MOD (Williams et al.
2010, Graeber et al. 2012). Sin embargo, observamos que los arroyos de las regiones 3 y 4
(Fig. 34), cuyo porcentaje de uso agricola es mayor que en el resto de las regiones,
presentan la menor concentraciéon de COD. Ademas, estos arroyos se caracterizan por
presentar una MOD de cardcter mas reciente, contrariamente a lo observado en los
arroyos de la region 1 (Fig. 34) donde la MOD consiste en un material mas degradado
como lo indican los valores bajos del BIX y los valores mas altos del SUVA. Los arroyos
sometidos a un uso ganadero presentan una mayor concentraciéon de COD y una MOD mas
degradada (HIX altos) y de mayor peso molecular (Sr bajo), probablemente resultado de la

erosién del suelo a causa del pisoteo generado por el ganado (Osmond et al., 2007).

Los cambios en la cantidad y composiciéon de la MOD que es exportada desde los suelos
puede afectar a los ecosistemas acuaticos receptores modificando su metabolismo,
régimen de luz, asi también como la actividad de otros procesos biolégicos y quimicos
(Praire, 2008; Stanley et al, 2012). Como mencionamos anteriormente, el proceso de
intensificacion agricola impacta en la zona riberefia de los arroyos y rios mediante el
reemplazo de la vegetacion herbacea original por cultivos o la introduccién de ganado. Las
actividades agricolas aumentan los niveles de nutrientes en el agua, estimulando asi la
degradacion de materiales labiles e incluso puede facilitar la descomposicion de

compuestos mas recalcitrantes (Guenet et al., 2010; Bodmer et al., 2016). Ademas, el
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pisoteo generado por el ganado aumenta los procesos erosivos en la zona riberefia,
aumentando la entrada de particulas organicas del suelo en el arroyo (Osmond et al,
2007). En consecuencia, el impacto de las actividades agricolas deberia reflejarse en una
mayor entrada de MOD de origen terrestre y la aceleracion del ciclo del carbono acuatico,
alterando la composicion quimica y dindmica de la MOD, y en consecuencia la energia que

ingresa en las redes troéficas.

Teniendo en cuenta el rol predominante de la MOD en los flujos de energia a través de los
niveles troficos, la implementacién de practicas de manejo de la zona riberefia podria ser
una medida clave para mantener la dinamica y propiedades quimicas de la MOD en

arroyos Pampeana.

Nuestros resultados indican una tendencia hacia un origen microbiano en aquellos
arroyos con un mayor uso agricola. En relacién a esto seria importante incluir en estudios
futuros la relacién entre la concentracién de nutrientes en cada regién en relacion al tipo
de uso de suelo, asi como la degradabilidad de la MOD. El aumento en la concentracién de
nutrientes debido a las actividades agricolas, promueve la actividad de los
microorganismos (Farjalla et al.,, 2008; Wilson & Xenopoulus, 2009) por lo que es de
esperar que la MOD esté integrada por compuestos mas facilmente degradables. Por ello,
resulta crucial cuantificar la contribucién relativa de las distintas fracciones de la MOD
(biodegradable y recalcitrante) a la MOD total en un subconjunto de arroyos que

representan un gradiente de uso de suelo agricola.
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Capitulo 10 - Discusion General

La integracién de los métodos espectroscopicos con el monitoreo hidrobiogeoquimico
detallado durante condiciones hidrologicas extremas proporciona un excelente desafio
que permite capturar una perspectiva mas amplia sobre la heterogeneidad de la
composicién de la MOD (Hood et al.,, 2006; Vidon et al., 2008). La MOD juega un rol central
en el ambiente acuatico. Si bien es importante cuantificar la cantidad de MOD (usualmente
a través de la medicién de la concentraciéon de COD) también es importante conocer su
composicién quimica, ya que de ella dependera su funcién y dindmica dentro del
ecosistema (Liang & Singer, 2003; Minor et al., 2014). Entre otras funciones la MOD sirve
como un atenuador de la luz en los sistemas acuaticos, como sustrato metabélico para las
bacterias heterotroéficas y como medio para transporte de metales traza. En los sistemas
fluviales la MOD proviene de fuentes al6ctonas y autéctonas, como la materia organica
derivada del paisaje terrestre y de la produccién primaria dentro del arroyo,
respectivamente (Benner, 2007; Zhang et al., 2007; Kaplan et al., 2008; Yamashita & Jaffé,
2008; Garcia et al,, 2015). Tanto la cantidad como la composiciéon de la MOD varian
espacial y temporalmente debido no sélo a su proximidad con el material de origen, sino

también debido al procesamiento que ocurre en el ambiente (Hood et al., 2006).

El principal objetivo de esta tesis fue analizar el transporte y procesamiento de la MOD, y
proponer un modelo descriptivo del transporte y transformaciéon de la MOD en un tramo
de un arroyo de cabecera pampeano. Analizar el procesamiento de la MOD dentro del
arroyo requiere conocer su composicion y cuales son los principales “end members” que

contribuyen al caudal.

Segun los resultados obtenidos en el capitulo 6, las caracteristicas quimicas de la MOD en
el arroyo Las Flores estan principalmente moduladas por una contribucion diferencial de

los “end members” al caudal, dependiendo de las condiciones hidroldgicas. Los indices de
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absorbancia y fluorescencia calculados en esta tesis indican que la MOD del arroyo esta
constituida tanto por compuestos derivados de la actividad de los microorganismos como
por materiales derivados del ambiente terrestre (Fig. 38). La MOD del arroyo consiste en
compuestos de tipo proteico, derivados del aporte mayoritario del freatico al caudal del
arroyo en condiciones basales y en materiales mas degradados, de tipo humico, integrado
por compuestos aromaticos y de alto peso molecular, que ingresan con la escorrentia
durante los eventos de precipitacion. Asimismo, la senal de fluorescencia debida a los
compuestos hiimicos podria originarse a partir de la descomposiciéon de comunidades de
macrofitas altamente productivas, en condiciones basales. A menudo se asume que el COD
en ambientes loticos estd dominado por fuentes terrestres, con una clara prevalencia de
materiales humicos (Stanley et al., 2012; Stedmon & Cory, 2014), y que la MOD de origen
autéctono deriva casi exclusivamente de las actividades microbianas y fitoplancténicas

(Catalan et al. 2013).

En el caso del arroyo Las Flores, los componentes similares a proteinas parecen tener una
contribucién mas relevante al conjunto total de COD que en los sistemas forestales. En
relacion a esto Ejarque-Gonzalez, (2014) encontré un predominio de materiales himicos,
lo que refleja el drenaje de las cubiertas forestales de las partes altas de la cuenca en
arroyos forestados del hemisferio norte. Similarmente, Hotchkiss et al. (2014) report6 un
aumento del COD autéctono en arroyos de mayor orden (los cuales segun la teoria del
RCC, carecen de bosque de ribera), y lo adjudic6 a una mayor actividad microbiana
Contrariamente, en los arroyos pampeanos el COD autéctono es mas importante en las
cabeceras. Por otra parte, en el arroyo Las Flores las macréfitas pueden proporcionar una
fuente adicional y significativa de MOD, que es mas biodegradable que la MOD derivada de
las plantas superiores terrestres, y que por lo tanto es mas biodisponible para el resto de

la red trofica.
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Fig. 38: Modelo descriptivo propuesto para el transporte y transformaciéon de la MOD a escala de
tramo, en condiciones basales
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El andlisis de las EEMs, tanto a través de la aplicacion del pick picking como del PARAFAC,
permitié detectar la presencia de compuestos hiimicos y proteicos, con una fluorescencia
relativa mayoritaria del pico A y los picos M y T, que también contribuyeron a la
fluorescencia total, aunque en menor grado (capitulo 6 y 8). El pico A se asocia a
materiales hiimicos derivados del paisaje, el pico T estd relacionado con materiales
similares a proteinas, mientras que el pico M se relaciona cominmente con la MOD de bajo
peso molecular, derivada de fuentes microbianas (Fellman et al, 2010; Stubbins et al,,
2014). En este trabajo observamos que en condiciones basales, cuando el caudal del
arroyo es principalmente mantenido por el aporte del agua subterranea (Capitulo 7), el
COD consiste en una mezcla de compuestos derivados de la actividad microbiana (Fig. 35)
y del paisaje terrestre transportado al arroyo durante los eventos de precipitaciéon (Fig.
36). Ademas, en condiciones basales el tramo de estudio se comporta como una fuente
importante de MOD. Nuestros resultados (capitulo 7) difieren de lo hallado para rios del
hemisferio norte, donde se observd un comportamiento altamente retentivo en
condiciones de sequia (Butturini et al., 2016) o el transporte pasivo en condiciones basales
(Casas-Ruiz et al., 2017). En términos de la composiciéon de la MOD liberada en el tramo,
observamos que hay una ganancia de materiales de alto peso molecular a caudales < 400 1
s -1, 1o que podria ser el resultado de la produccién de COD autdctona dentro del arroyo. En
relacién a esto, es sabido que las bacterias son importantes consumidores de la MOD, y
que son responsables de la reintroducciéon de carbono organico en las redes troficas
(Azam et al, 1983). Ademas, como se menciond anteriormente pueden degradar y
modificar la calidad de la MOD convirtiéndola en fracciones mas labiles (Cammack et al.,
2004; Guillemette y del Giorgio, 2011) o mas recalcitrantes (Ogawa et al.,, 2001) En este
trabajo encontramos la generaciéon de compuestos de alto peso molecular en el tramo de
estudio, los cuales a partir de sus caracteristicas quimicas se asocian a compuestos de tipo
humico. Existen evidencias de la produccién de compuestos humicos a partir de

compuestos labiles preexistentes, o a través de la producciéon de nuevos compuestos, por
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parte de organismos heterdtrofos (Ogawa et al.,, 2001, Kothawala et al., 2012, Shimotori et

al, 2012, Asmala et al., 2014; Hansen et al., 2016).

Por otra parte, en el arroyo hay una alta producciéon de compuestos tipo proteico (labiles)
y compuestos de tipo hudmico (recalcitrantes), siendo los primeros principalmente
retenidos (Butturini et al,, 2016). En este sentido, la MOD mas 1abil derivada del lixiviado
de vegetacion herbacea y las algas, asi como de la degradaciéon de las macroéfitas, se
consume rapidamente. Debido a esto, es probable que no persista en el medio ambiente y,
por tanto, salvo en condiciones especificas, no se espera que constituya una fraccién
significativa de la MOD en aguas naturales (Hansen et al. 2008). Esto ultimo explicaria la

mayor proporciéon himicos en el arroyo.

Si bien nuestros datos no contemplan las condiciones de alto caudal (ya que solo un caso
pudo aplicarse al balance de masas para los datos de fluorescencia, capitulo 7), es
interesante destacar que aun cuando hay una retenciéon neta de COD en el tramo, las
eficiencias de liberacidén de compuestos de tipo proteicos y de tipo humico, son del ~50 %
aproximadamente. En el capitulo 6, encontramos que tanto los compuestos de tipo
huimicos y proteicos estan presentes en la escorrentia, siendo los proteicos posiblemente
originados a partir de la degradacidon del pastizal, hojas y exudados de raices (Yano et al,,
2004; Bernal et al,, 2005; Guarch-Ribot & Butturini, 2016). En relacién a esto, proponemos
un origen al6ctono para los compuestos himicos y proteicos que se observan aguas abajo
del tramo de estudio, en condiciones de alto caudal. Esta idea ademas apoyada por los
resultados obtenidos a partir del seguimiento de los eventos de precipitacion, en donde
hay un aumento de materiales de origen al6ctono desde la ribera a medida que el caudal
aumenta (Capitulo 6).

Los resultados hallados en esta tesis ponen de manifiesto la importancia de las
caracteristicas regionales, como por ejemplo el tipo de vegetacidn ribereiia, el contenido

organico del suelo y la presencia de macréfitas asi como la hidrologia en la modulacién de
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las propiedades quimicas de la MOD en el arroyo Las Flores. Consideramos que el uso de
parametros dpticos cualitativos resulta mas eficiente cuando son evaluados
conjuntamente, en lugar de individualmente, para identificar firmas espectrales épticas

Unicas que pueden ser vinculada a las fuentes original de la MOD (Hansen et al,, 2016).

Actualmente, la regiéon pampeana estd experimentando un proceso de intensificacién
agricola que afecta a la zona riberefa de arroyos y rios a través de la sustitucion de la
vegetacidon herbacea original por cultivos o la introduccién de ganado. Las actividades
agricolas aumentan los niveles de nutrientes disueltos en el agua, estimulan la
degradacién de los materiales labiles dentro de los arroyos, e incluso facilitan la
descomposicidon de compuestos mas recalcitrantes debido a la mayor actividad bacteriana
(Guenet et al., 2010; Bodmer et al.,, 2016) y por consiguiente puede conducir a cambios en
las estructura tréfica (Kamjunke et al.,, 2015b). Ademas, la presencia de ganado aumenta
los procesos de erosién en la zona riberefia y el aporte de particulas organicas del suelo en
el arroyo que se desprenden debido al pisoteo generado por los animales (Osmond et al.,
2007). En consecuencia, el impacto de las actividades antrépicas podria reflejarse en una
mayor entrada de MOD terrestre y en la aceleracion del ciclo del carbono acuatico,
alterando la composicion quimica y la dinamica de la MOD. Por otra parte, es importante
senalar el impacto que el efluente de la industria lactea podria tener sobre la MOD en el Bs.
Estudios previos han reportado un incremento en la concentracion de nutrientes
(nitrégeno y fosforo) a causa del vuelco de efluentes derivados de las industrias lacteas
(Danalewich et al., 1998). Si bien en esta tesis no se ha medido la concentraciéon de
nutrientes, los resultados hallados por nuestro grupo de trabajo (Feijo6 et al, en
preparacion) concuerdan con lo reportado por Danalewich et al. (1998), encontrandose
concentraciones mayores de amonio y fosforo en el B, en relacién al resto de los “end
member”. Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, el aumento en la concentracion
de nutrientes puede estimular la actividad de los microorganismos (Farjalla et al., 2008;

Wilson & Xenopoulus, 2009) dando como resultado, un impacto similar al que ha sido
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observado a causa de las actividades agricolas, como por ejemplo el incremento en la
proporciéon de compuestos derivados de la produccién biolégica (por ejemplo una mayor
proporcién de compuestos de tipo proteicos) y la tendencia hacia un origen microbiano de
la MOD, lo que se traduciria en una MOD integrada por materiales labiles y mas recientes.
Sin embargo, los resultados hallados en esta tesis no reflejan el impacto del efluente
industrial sobre las propiedades de la MOD, por lo que resultaria util en el futuro
incorporar ensayos de biodegradabilidad de la MOD, asi también como ensayos que
relacionen la concentraciéon de nutrientes con las caracteristicas y degradabilidad de la
MOD.

Teniendo en cuenta el papel principal de la MOD en el flujo de energia a través de los
niveles troéficos, la implementacion de practicas de manejo en la zona riberefia puede ser
una medida clave para mantener la dindmica y propiedades quimicas de la MOD en los

arroyos pampeanaos.
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Capitulo 11- Conclusiones
generales

La hidrologia del arroyo Las Flores esta caracterizada por un flujo unidireccional
desde el freatico hacia el arroyo.

Durante los eventos de tormenta, el nivel de diferencia entre el arroyo y el freatico,
se redujo pero nunca se invirtié. Estos resultados sugieren que no existe una

verdadera zona hiporreica en el arroyo.

Las caracteristicas quimicas de la MOD en el arroyo Las Flores dependen de la
contribucién de los distintos “end members” dependiendo de las condiciones
hidroloégicas.

La MOD del arroyo consiste en compuestos de tipo proteicos y de tipo himicos, y
varia segun la contribucion proporcional de los “end members” que aportan al
arroyo bajo las distintas condiciones hidrolégicas. Los compuestos proteicos
derivan de la contribucién del freatico y de la produccion dentro del arroyo en
condiciones basales, mientras que los compuestos humicos derivan de los
procesos de lavado y erosion del suelo que tienen lugar durante los eventos de
precipitacion. Sin embargo, parte de los compuestos hiimicos podrian derivar
también de la degradacién de las macréfitas, abundantes en el arroyo Las Flores.
Durante los eventos de precipitacion aumenta el aporte de materiales al6ctonos,
derivados del material vegetal y de los suelos.

Las propiedades quimicas de la MOD en el arroyo cambian en su composicion

hacia predominio de las fracciones hiimicas durante los eventos de precipitacion.
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En condiciones basales el tramo se comporta como un reactor donde predominan
los procesos de produccién dentro del arroyo, actuando como una fuente de MOD.
Sin embargo, en condiciones de alto caudal el tramo se comporta como un
conducto pasivo o bien retiene débilmente.

En el tramo se generan tanto materiales labiles (tipo proteicos) como refractarios
(tipo hiimico). Los materiales labiles son preferentemente retenidos, mientras que
los materiales refractarios son exportados aguas abajo.

Al final del tramo predominan los compuestos refractarios y mas degradados.

La aplicacion de PARAFAC permiti6 identificar tres compuestos, dos derivados de
la produccidn dentro del arroyo y uno derivado del lavado del material del suelo.

El PARAFAC deberia emplearse en conjunto con otras técnicas que permitan
conocer las caracteristicas quimicas para la interpretacion de los datos de

fluorescencia de la MOD.

La MOD de los arroyos sometidos a un uso de suelo agricola intensivo (afluentes
del Rio Parana y Rio de la Plata y afluentes del océano Atlantico), consiste en
materiales frescos, recientemente producidos (alto BIX).

La MOD de los arroyos sometidos a un uso ganadero consiste en materiales mas
degradados de mayor peso molecular (Sr bajo), probablemente resultado de la

erosion del suelo a causa del pisoteo generado por el ganado.
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utilizados en la determinacion de
los “end members’.

Anexo Capitulo 7: PCA de los
principales iones conservativos

A continuacién se muestra los resultados del analisis de componentes principales (PCA)
aplicado a los datos de los iones conservativos, obtenidos en un muestreo preliminar para

la determinacidn de los principales “end members” que contribuyen al caudal (Tabla A1).

Tabla Al: Datos empleados en el PCA

Muestra N | cond (uS) [HCO3 (mg/l)] Cl(mg/l) | SO4 (mg/l) | Ca(mg/l) [ Mg (mg/l) | Na(mg/l) K (mg/l)
A 1 141,3 53,4 8,9 2,6 6,8 1,6 10 9,1
ESUP 1 105,3 45,8 8,9 2,7 8 1,9 3,2 12,9
ESUB 1 134,7 45,8 6,7 2,4 9,4 1,9 3,6 7
P 1 18,56 3,8 2,2 2 0,9 0,1 2,4 0,1
F 1 766 137,3 4,4 3 10,5 4,2 31,1 3,1
B1 1 127,9 45,8 6,7 4,2 8,1 1,8 53 9,2
B2 1 183,3 76,3 6,7 5 7,1 1,7 15,2 11,2

El andlisis de componentes principales (PCA), permitié identificar dos componentes
principales con autovalores > a 1, que explican el 85, 5% de la variabilidad total. Las cargas
para los tres componentes principales (CPs) se muestran en la tabla A2. El primer
componente explica el 54,9 % de la varianza y las variables con el mayor fueron la

conductividad eléctrica (uS/cm), Ca (mg/1), Mg (mg/1) y Na (mg/1). El CP2 explica el 30,6

% de la varianza y las variables con mayor el Cl y el K, (Tabla A2).
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Tabla A2: Autovalores, varianza explicada y contribucién de las variables a los dos componentes

significativos del Andlisis de Componentes Principales

|Variables [cP1 CP2
Cl (mg/l) 0,04 0,59
S04 (mg/l) 0,16 0,3
Ca(mg/l) 0,38 0,27
Mg (mg/I) 0,47 -1,50E-04
Na (mg/l) 0,43 -0,19
K (mg/l) 0,03 0,63
cond (uS) 0,44 -0,23
HCO3 (mg/l) 0,47 -0,03
Autovalores 3,612407 2,239438
% de la
varianza 54,88630 30,60065
explicada
% de la
varianza 54,88630 85,4869
acum.

Tabla A3: Matriz de correlacién de las variables utilizadas para el Analisis de Componentes

Principales.
| HCO3 (mg/l) Cl(mg/l) SO4(mg/l) Ca(mg/l) Mg (mg/l) Na(mg/l) K(mg/l) |
HCO3 (mg/l) 1
Cl (mg/l) 0,04 1
504 (mg/l) 0,34 0,21 1
Ca(mg/!) 0,73 0,49 0,29 1
Mg (mg/I) 0,95 0,12 0,18 0,85 1
Na (mg/l) 0,95 -0,2 0,27 0,49 0,83 1
K (mg/!) 0,03 0,91 0,51 0,43 0,06 -0,21 1
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Projection of the variables on the factor-plane ( 1x 2)
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Fig. A1l: Ubicacién de los principales iones conservativos empleados en la determinacion

de los “end members” que contribuyen al caudal
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