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RESUMEN

El Arroyo Cafiuelas ubicado en la provincia de Buenos Aires, Argentina, es un arroyo que recibe
contaminantes tanto agroindustriales como cloacales que deterioran la calidad de sus aguas. Este
arroyo a su vez, constituye un ecosistema importante para su conservacion ya que alberga los
ultimos remanentes de la flora y fauna nativa de la cuenca Matanza Riachuelo. El objetivo de este
trabajo es caracterizar la calidad del agua del Arroyo Cafiuelas mediante determinaciones
fisicoquimicas y 3 ensayos de toxicidad estandarizados realizados con lechuga (Lactuca sativa),
nematodos (Caenorhabditis elegans) y algas (Pseudokirchneriella subcapitata). Los resultados de
este trabajo muestran que, si bien se detecta una leve recuperacién de la calidad del agua a lo largo
del trayecto estudiado, en general se evidencia una muy mala calidad del arroyo, la cual se reflejo
tanto en los ensayos fisicoquimicos como toxicoldgicos. El trabajo también muestra la utilidad de
los ensayos ecotoxicolégicos como herramientas para la gestion de recursos hidricos.



OBIJETIVOS

Caracterizar la calidad del agua del Arroyo Canuelas mediante determinaciones fisicoquimicas y
ensayos ecotoxicolégicos estandarizados.



INTRODUCCION

El Rio Matanza-Riachuelo es uno de los lugares mas contaminados del mundo (Instituto Black Smith
y Cruz Verde Suiza, 2003) y el curso de agua mas contaminado de la Argentina (Quaini, 2011). Su
deterioro inicid a principios del siglo XIX cuando se instalaron en sus margenes los primeros
mataderos, saladeros y curtiembres. Con el pasar de los afios las fuentes de contaminacién se
fueron modificando, y la calidad del curso de agua y sus afluentes fue empeorando. Actualmente,
el Rio Matanza-Riachuelo atraviesa la zona mds urbanizada e industrializada de la Republica
Argentina, lo cual produce un severo impacto sobre el curso de agua principalmente por los
desechos cloacales, industriales y agricola-ganaderos que en él se vierten. Tanto por el histdrico
deterioro de sus aguas como por su importancia social y econdmica, el Rio Matanza- Riachuelo es
un curso de agua de gran interés para su estudio.

Historicamente el Rio Matanza-Riachuelo atravesé multiples intentos de remediacion pero sin
resultados concretos. En el afio 2006, a raiz de una demanda vecinal contra diferentes actores
gubernamentales, se crea la Autoridad Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR). El territorio de
accion de este ente es la cuenca del rio, la cual comprende toda el area donde las aguas
provenientes de las precipitaciones escurran hacia el Rio. Los tres objetivos principales de la
ACUMAR son: recomponer el ambiente, prevenir el dafio sobre el mismo, y mejorar la calidad de
vida de los habitantes de la cuenca (ACUMAR, 2010).

Para lograr estos objetivos, en lo que a cursos de agua superficiales se refiere, la ACUMAR ha fijado
niveles guia para los diferentes usos del agua, entendidos como valores recomendables de calidad
de agua. El uso IV para actividades recreativas pasivas es el que se emplea para la gestion de la
cuenca (Res. ACUMAR N°03/09). El trabajo realizado por ACUMAR permitié conformar una amplia
base de datos fisicoquimicos sobre los cursos de agua y los efluentes que en ellos se vuelcan. Sin
embargo, dada la inmensa variedad de sustancias que ingresan a los ecosistemas acudticos, resulta
cada vez mas complejo y costoso realizar una caracterizacién quimica amplia de los cuerpos de
agua (Barbério, 2013).

Los ensayos ecotoxicoldgicos, por su parte, son sensibles a diversas sustancias y permiten observar
el efecto conjunto de mezclas complejas en los sistemas bioldgicos. Por lo tanto, estos ensayos
pueden utilizarse como una herramienta complementaria para los ensayos fisicoquimicos
tradicionales alertando sobre los sitios cuyas aguas sean tdxicas para ciertos organismos para luego
hacer un examen mas exhaustivo en los mismos (Bohérquez-Echeverry et al., 2007). Este andlisis
conjunto entre parametros fisicoquimicos y ecotoxicoldgicos permitiria establecer relaciones causa-
efecto entre los elementos presentes en los cursos de agua y su efecto en la biota (Boudouet al.,
1997) (Serpa et al., 2014).

A pesar de la utilidad de los ensayos ecotoxicoldgicos, los mismos no se implementan en forma
rutinaria debido principalmente a la falta de legislacidn sobre la tematica.

El presente trabajo se realizd en el Arroyo Canuelas que se encuentra en la parte alta de la Cuenca
Matanza Riachuelo y recibe contaminantes de fuentes agroindustriales, urbanas y domésticas
(ACUMAR, 2013). Actualmente el arroyo alberga los ultimos remanentes de flora y fauna nativa de
la cuenca. Ademas, el crecimiento demografico y el desarrollo urbano presente en su cuenca
(Gonzéles, 2012) podrian afectar la hidrologia y empeorar aun mas la calidad de las aguas del
Arroyo Canuelas.



Respecto del nivel guia establecido por la ACUMAR para el uso IV, los parametros normalizados
podrian resultar muy permisivo para la calidad registrada en el Arroyo Cafiuelas. Por lo que el
aporte de los ensayos ecotoxicoldgicos podrian complementar la descripcion y caracterizaciéon de la
calidad del agua del Arroyo Cafiuelas.

En general La caracterizacién ecotoxicolégica emplea diversos bioensayos con organismos de
diferentes niveles tréficos (EPA). Para este trabajo se utilizaran ensayos estandarizados con lechuga
(Lactuca sativa), nematodos (Caenorhabditis elegans) y algas (Pseudokirchneriella subcapitata).

Este trabajo también pretende ser un aporte para el desarrollo de planes de monitoreo que
utilicen ensayos toxicoldgicos para una mejor caracterizacidon de los cuerpos de agua, a fin de que
pueda ser utilizado por diferentes organismos gubernamentales para la gestion de recursos
hidricos.



1. GENERALIDADES

1.1. Cuenca Matanza-Riachuelo
1.1.1. Caracteristicas de la cuenca

Se denomina cuenca hidrica a un area geografica en la cual el agua proveniente de las lluvias
escurre a través del terreno hasta un determinado punto de vuelco o desembocadura que puede
ser un rio, lago o mar. El limite de la cuenca estd definido naturalmente por las partes mas altas del
area que rodea el rio llamadas lineas divisorias de agua.

En el caso de la Cuenca Matanza Riachuelo, ubicada en el area metropolitana de la provincia de
Buenos Aires, Argentina (Figura: 1.1.1.1.), el agua confluye en un rio llamado Matanza en sus
origenes y Riachuelo en su tramo inferior, desde el punto en el que la Capital Federal es riberefa. El
rio Matanza-Riachuelo recibe el aporte de numerosos arroyos, 232 cursos de agua, aunque sélo
tres arroyos son principales: Rodriguez, Morales y Cafiuelas (ACUMAR, 2010).

Figura 1.1.1.1.: Mapa de la ubicacion de la Cuenca Matanza Riachuelo.

Argentina

Pcia Buenos Aires

— CueNCa
~ Red hidrogréfica
== CABA

Fuente: (Quaini, 2011).

La cuenca Matanza- Riachuelo se divide en 3 sectores: cuenca alta, media y baja. Esta division
responde a razones geograficas, econdmicas, politicas, sociales y a las diversas problematicas que
sufren las regiones. Los arroyos de la cuenca alta tienen una modificacién antrdpica que aumenta
hacia la cuenca media y es maxima en la cuenca baja. En la cuenca alta los cuerpos de agua
discurren sin dificultades, sélo se han construido algunos canales para orientar el escurrimiento
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disperso. En la cuenca media estos cursos estan algo mas modificados dado que se observan
algunos arroyos cortados, profundizacién del cauce y acumulacion de tierra en las margenes. En la
cuenca baja el rio se encuentra rectificado y canalizado perdiendo sus caracteristicas naturales
(Malpartida, 2004; Faggi, 2015).

1.1.2. Relieve

La cuenca Matanza-Riachuelo presenta un relieve predominantemente llano con suaves
ondulaciones y reducida pendiente en direccién SO-NE. La cota maxima de la cuenca es de 38
msnm y la minima es de 3 msnm, en base al sistema de referencia del Instituto Geografico Militar.
En las zonas mas altas, donde se ubican las nacientes de los rios y arroyos que desembocan en el
Matanza-Riachuelo, el terreno cuenta con un buen drenaje y un escurrimiento normal. Por el
contrario, las zonas mas bajas presentan un drenaje muy pobre debido a la pendiente minima del
terreno y a la capa de arcillas en el sustrato, situaciones que favorecen el anegamiento.

El rio Matanza-Riachuelo es un tipico rio de llanura caracterizados por: un escaso caudal
permanente, de 8 m>/s en promedio; una baja pendiente, de 0,35%; un recorrido del agua sinuoso,
lo que genera meandros y lagunas; y un amplio valle de inundacion. Este valle natural del
Matanza-Riachuelo que debiera ser un area anegadiza entre los 5 y 0 msnm actualmente ha sido
rellenado y urbanizado. Las barracas que limitaban el fondo del valle todavia son visibles en Parque
Lezama o al sur de la estacién de ferrocarriles Constituciéon (Quaini, 2011).

1.1.3. Hidrologia

En la cuenca Matanza Riachuelo la circulacidon normal de las masas de agua ha sido fuertemente
modificada por el hombre. Como se menciond anteriormente las precipitaciones dentro de la
cuenca escurren superficialmente hacia el Rio Matanza-Riachuelo, el cual desemboca luego en el
Rio de la Plata. Sin embargo, otra porcién del agua que precipita puede evaporarse o infiltrarse en
el suelo llegando a la napa freatica, la cual esta en contacto con la atmésfera a través de un
sedimento permeable. Tanto el agua superficial como el agua subterranea fredtica fluyen, las
ultimas mas lentamente, en el sentido de las pendientes y hacia las mismas depresiones, como
lagos, rios u el océano. Por lo tanto, los cauces de la region tienen un régimen hidrico mixto.

La manera en la que se mezclan el agua de los rios y el agua subterranea depende de la altura a la
gue se encuentre una masa de agua con respecto a la otra. Ocurre que en época de lluvia, los rios
de llanura elevan el nivel habitual de sus cauces quedando el nivel de agua de los acuiferos
freaticos circundantes mas bajo. A medida que pasa el tiempo el agua comienza a filtrarse por
medios de los poros del suelo y del sedimento en los acuiferos subterraneos, generando la recarga
de los mismos. Cuando ocurre esto, se dice que los cauces son influentes hacia los acuiferos.

El movimiento de agua inverso se da cuando durante periodos de sequia el nivel de agua en los
cauces de los rios es menor al nivel freatico circundante y por los mismos procesos de infiltraciény
comunicacién el agua fredtica fluye hacia los cauces. En estos casos se dice que el cauce es
efluente hacia el acuifero.

Normalmente los cursos de la cuenca del Matanza- Riachuelo tienen niveles superiores a los de la
freatica sélo durante las lluvias y hasta poco tiempo después del cese de las mismas, es decir son
influentes mientras se evacuan los excedentes hidricos superficiales generados. Fuera de esas



épocas de lluvia se comportan como efluentes y por ello practicamente toda el agua que por ellos
circula proviene de los niveles freaticos (Malpartida, 2004).

El conocimiento de la dindmica bimodal (influente - efluente) entre el agua superficial y
subterranea es importante para entender cdmo una cuerpo de agua superficial puede contaminar
un acuifero o viceversa.

1.1.4. El Arroyo Cafiuelas y su subcuenca

Los arroyos estudiados en este trabajo se encuentran emplazados en el Partido de Cafiuelas.
Historicamente la actividad principal en esta area fue agricola ganadera, formando parte de la
denominada “cuenca del abasto” compuesta por 18 partidos que rodea el drea metropolitana
(Casal, 2004). Sin embargo, en las ultimas décadas ha habido un incremento poblacional (INDEC,
2010) dando lugar a usos de la tierra no agropecuarios. Este aumento poblacional concuerda con
las tendencias del area bonaerense, en donde la poblaciéon ha aumentado siguiendo las vias férreas.
El incremento poblacional también se explica por la existencia otras vias de comunicacién, como la
Autopista Ezeiza- Cafiuelas, por su cercania con el area metropolitana de Buenos Aires, y la
aparicion de nuevos sectores sociales que buscan un ambiente urbano en contacto con la
naturaleza. Esta tendencia demografica genera una valorizacion de los suelos y un subsiguiente
abandono de la agricultura (Gonzales, 2012).

Dado que los arroyos estudiados en este trabajo, A. Canuelas y A. Navarrete, fluyen cerca de dos
centros urbanos, Cafiuelas y Spegazzini, y bordeando vias de transito, la Ruta Nacional 205 en el
caso de A. Cafiuelas, es de esperar que en sus cuencas se dé un cambio en el uso del suelo que
afecte a los cursos de agua disminuyendo en ellos los contaminantes agricola ganaderos vy
aumentando los contaminantes de origen doméstico, sumado a los actuales contaminantes
industriales.

1.1.5. Servicios ecosistémicos del Arroyo Cafiuelas

La vision predominante sobre los arroyos urbanos y periurbanos que se han tenido histéricamente,
sumado a los actuales cambios en el uso del suelo en los alrededores del Arroyo Cafiuelas sugieren
gue este ecosistema es susceptible a ser degradado. La importancia de su conservacién se debe
tanto a su valor intrinseco como a los servicios ecosistémicos que este nos provee. Los servicios
ecosistémicos son definidos por La Evaluacién de los Ecosistemas del Milenio (World Resources
Institute, 2005) como “Los beneficios que las personas obtienen de los ecosistemas”. Segln
(Gaspari et al., 2013) los servicios de las cuencas hidrograficas se pueden clasificar en:

¢ Hidroldgicos: Regulacidon del ciclo hidrolégico mediante la recepcién y almacenamiento del
agua de las precipitaciones, y su posterior descarga como escurrimiento.

* Ecoldgicos: Provisidn de habitat para diferentes especies de flora y fauna. Mantencién de la
biodiversidad y bancos de germoplasma. Funcién de biocorredores, permitiendo el flujo de
la flora y la fauna.

* Ambientales: Regulacién de los ciclos biogeoquimicos, purificaciéon del agua y tratamiento
de residuos.

* Socioecondmicos: Provision de oportunidades para actividades recreativas, valor estético,
oportunidades de educacion formal y no formal.



A continuaciéon se detalla la situacion de estos servicios ecosistémicos para el caso del Arroyo
Cafuelas.

Servicios hidroldgicos

La capacidad de regulacion del ciclo hidrolégico del Arroyo Cafiuelas es susceptible a debilitarse
debido al aumento de la urbanizacién y la impermeabilizacién de las zonas aledafias debido a la
pavimentacion y las construcciones. El aumento de areas impermeables reduce la infiltracion de las
precipitaciones, y aumenta los caudales a evacuar. Por lo que, en el caso de que los desaglies
pluviales se descargaran en el arroyo, su caudal aumentaria durante las precipitaciones mas
abruptamente que en sus condiciones naturales (Dourojeanni, et al., 1999). Esto facilita las
inundaciones y aumenta el desplazamiento de aguas contaminadas (Romero, 2005).

Otros cambios en la hidrologia del arroyo pueden producirse por estructuras como puentes,
canalizaciones, rectificaciones de cauces, etc., las cuales estdn asociadas al desarrollo urbano y
alteran la geomorfologia del cauce de manera irreversible.

Los desniveles provocados por terraplenes de rutas o de ferrocarriles también alterarian los ciclos
hidroldgicos naturales. Esto se debe a que las cuencas emplazadas en terrenos llanos son
especialmente sensibles a los cambios artificiales, ya un desnivel de un metro en lugares de escaza
pendiente significa una barrera infranqueable desde el punto de vista hidroldgico(Zimmerman et
al., 2000).

Servicios Ecoldgicos:

La zona de la cuenca Matanza-Riachuelo pertenece a la ecoregién de Pastizales Pampeanos segun
el Anexo | del Convenio de Biodiversidad Bioldgica. Dentro de la cuenca, las zonas de riberas se
destacan por ser zonas de alta biodiversidad (Faggi, 2015).

En la cuenca Matanza Riachuelo, la vegetacion natural ha sido fuertemente modificada por el
hombre. La mayor variedad de especies nativas se encuentra en la cuenca alta, encontrandose en la
cuenca media y alta una predominancia de gramineas y arboles exéticos. En la cuenca, los rios son
bordeados por bosques en galerias, o por juncos, totoras y duraznillos como también sucede en
areas bajas o anegadas. Cabe destacar que la vegetacidn riberefia del Arroyo Cafiuelas se encuentra
con un buen estado de conservacidon y provee importantes servicios ecosistémicos dado que
protege las riberas y provee de habitat a la fauna. Actualmente, esta vegetacidén esta siendo
degradada por el desmalezamiento peridédico (www.cafiuelas.gov.ar).

En cuanto a la fauna, la mayor parte de los mamiferos ha desaparecido por causas antrdpicas
encontrdndose mayoritariamente roedores y marsupiales y en menor medida mamiferos
carnivoros (ACUMAR, 2013). La mayor variedad de especies de aves fue encontrada en la cuenca
alta, dado que la falta de un ambiente urbano evita la proliferacién de unas pocas especies
exdticas, como las palomas y gorriones. Dentro de la cuenca alta la riqueza especifica es mayor en
zonas de cuerpos de agua y ganaderia extensiva que en las zonas de monocultivo y urbanizacion
baja (Faggi, 2015). Al igual que con las aves, la mayor variedad de especies de peces también se
encuentra en la cuenca alta. La variedad interespecifica y abundancia de peces es nula en la
naciente del arroyo cafiuelas dado su escaso caudal, luego van en aumento hasta ser maxima en la
confluencia con el Arroyo Navarrete para luego disminuir rio abajo (ILPLA, 2015) posiblemente
debido al descenso en la calidad del agua.
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Ambientales

En los rios existen diversos procesos bioldgicos, fisicos y quimicos que permiten recuperar la
calidad original de las aguas, algunos de estos procesos son: la sedimentacién, dilucién, reacciones
de hidrdlisis u oxidacidn, la ingesta de materia disuelta o particulada. A esta capacidad de los
sistemas naturales de eliminar contaminantes se la llama autodepuracién (Heidenwag et al., 2001).

La capacidad autodepuradora de los rios, sin embargo, puede verse saturada (Luna, 2002), mds aun
con el poco caudal y gran tiempo de permanencia del Arroyo Cafuelas. Los procesos de
urbanizacién descriptos anteriormente, pueden aumentar la cantidad de contaminantes en el rio
afectando la calidad del agua. Estos contaminantes pueden provenir de fuentes puntuales, como
alcantarillas, o difusas como: basura, polvo, lavado de contaminantes de pozos sépticos vy
alcantarillas, etc. (Dourojeanni et al., 1999). A su vez, la remocion de la vegetacion riberefia y su
zona circundante aumentaria los contaminantes de la escorrentia y el viento que antes eran
removidos por estos elementos (Bentrup, 2008).

Socioecondmicos

El Arroyo Cafiuelas podria beneficiar a la sociedad por un valor paisajistico o recreativo. Sin
embargo, la degradacién actual del rio y sus riberas provoca que estos no puedan proveer dichos
servicios. La degradacién del rio es visible por su mala calidad del agua y el olor fétido de la
misma. Segun un estudio (Menendez, 2015) el mal olor es la principal razén por la cual las personas
no quieren asentarse cerca de los arroyos, convirtiéndose en zonas marginales con escaso valor
social, lo que produce a su vez mayor degradacién del rio.

1.2. Analisis de calidad de agua

Calidad de agua es un término utilizado para expresar la idoneidad del agua para diferentes usos o
procesos. Por lo tanto este concepto es relativo, dependiendo del uso que se le dara al recurso.
Cada uso requerird ciertas caracteristicas fisicas, quimicas o bioldgicas.

La calidad del agua puede ser modificada naturalmente, por influencias geoldgicas, hidroldgicas o
climaticas; o antrdopicamente, cuando estas modificaciones sean deletéreas para el ambiente
acuatico seran calificadas como contaminantes. Entonces para estudiar el efecto de Ia
contaminacién en un ambiente se debe conocer las caracteristicas del agua pre-polucién, o en su
defecto establecer como referencia un cuerpo de agua no contaminado cuyas caracteristicas
naturales sean similares al cuerpo de agua estudiado(OMS, 1996).

En la normativa, los pardmetros que definen la calidad del agua se pueden establecer de tres
maneras (Castillo, 2004):

e Como nivel guia de calidad: Este es un valor numérico de concentracién limite o indicacién
narrativa, con base cientifica, recomendado para proteger y mantener organismos nativos o
un cuerpo de agua para un uso especifico.

e Como objetivo de calidad: Este refleja las condiciones oficiales deseadas para una
determinada region.
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e Como estdndar de calidad: Este es un objetivo que ha sido reconocido y es aplicado por
legislacidn de control ambiental a escala gubernamental.

1.2.1. Parametros fisicoquimicos

Las propiedades fisicas del agua son las que definen las caracteristicas del agua que responden a los
sentidos de la vista, del tacto, gusto y olfato, como pueden ser los sdélidos suspendidos, turbiedad,
color, sabor, olor y temperatura. Por otro lado, los pardmetros quimicos estan relacionados con la
capacidad del agua para disolver diversas sustancias, entre las que podemos mencionar los sélidos
disueltos totales, alcalinidad, dureza, fluoruros, materia orgdnica, metales y nutrientes
(Arellano,2002).

La combinacién mas simple de pardmetros para un analisis de calidad comprende: la temperatura,
conductividad, pH, oxigeno disuelto y soélidos suspendidos totales. Luego, los programas de
monitoreo pueden medir mas variables, incluyendo normalmente metales y compuestos organicos
(OMS, 1996).

Tabla 1.2.1.1: Niveles guia que han sido aplicados al Arroyo Canuelas.

ACUMAR
Usos de calidad de agua
Unidades Niveles guia
Pardmetro Abreviatura de Uso IV Municipalidad de
., . Uso V o
medicion Actividades Cafiuelas

Preservacion de

recreativas . .
la vida acuatica

pasivas
Oxigeno
oD L >2 >5 >5
disuelto me/
Demanda
Bioldgica de DBO mg/L <15 <3 <3 mg/L
Oxigeno
Demanda
quimica de DQO mg/L - - <5 mg/L
oxigeno
Conductividad CE uS/cm - - -
Potencial
H H - - -
Hidréogeno P up 6-3 6-9 6,5-9
Potencial de
oxido- ORP mV - - -
reduccion
Temperatura Temp. °C <35 <3 + TEMPERATURA -
DE FONDO
Nitrégeno total Niotal - - - -
Nitrégeno total NTK mg/L - - -
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Kjeldahl

glr':]::ﬁ::; N-NH; mg/L - <0,6 -
Nitritos N-NO; mg/L - - < 0,06

Nitratos N-NO;3 mg/L - - -
Fosforo total PT mg/L <5 <0,01 < 0,025

Sulfuros S mg/L <1 < 0,002 -

Fuente: Resolucién interna de ACUMAR n° 003/09, anexo 1 e informe 07/11: Arroyo Cafiuelas del
Laboratorio de Aguas de la Direccién Provincial de Saneamiento y Obras Hidraulicas (DiPSOH, 2011)
para la Municipalidad de Cafiuelas.

A continuacién se explican brevemente los pardmetros medidos para el presente trabajo:

Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) es el oxigeno (0;) presente en solucidon acuosa. Este es un requisito
nutricional esencial para la mayoria de los organismos vivos, en especial peces, dado a que es
utilizado en el proceso de respiracidon aerdbica. El oxigeno disuelto se genera por la mezcla del
oxigeno atmosférico con el agua o durante la fotosintesis de las plantas acuaticas. A su vez, el
oxigeno disuelto presente en el agua es consumido por algunos organismos para la degradacién de
la materia organica (oxidacién bioldgica) (ACUMAR, 2011).

La solubilidad del oxigeno en el agua depende de 3 factores: la temperatura, la presién atmosférica
y la salinidad. La salinidad disminuye la concentracién de oxigeno disuelto ya que las sales disueltas
reducen los espacios intermoleculares para la disolucién de los gases. La relacién del OD con los
otros dos factores estd explicada por la ley de Henry y Dalton la cual dice que “la solubilidad de un
gas en un liquido es directamente proporcional a la presion parcial e inversamente proporcional a
la temperatura”. Por lo que, a mayor altitud y menor temperatura (por ejemplo en invierno), habra
mayor oxigeno disuelto en el agua. En condiciones ideales existe una relacién fija entre el oxigeno
disuelto, la temperatura y la presién que puede ser interpretada con un monograma (Massol-
Dey3, 2002).

Esta relacion ideal puede ser afectada por los procesos de fotosintesis y respiracion. La fotosintesis
aumenta conforme aumenta la radiacidn solar, por lo que se suelen encontrar valores maximos
diarios de OD luego del mediodia. Por otra parte, la respiracién de los organismos vivos y el nimero
de bacterias aumenta con la temperatura. Algunas sustancias también afectan los niveles
esperados de OD. Las grasas e hidrocarburos alteran la interfaz atmosfera — agua, mientras que la
materia organica oxidable disminuye el oxigeno disuelto ya que los organismos lo utilizan para
degradarla.

La concentracién de OD se puede expresar en miligramos por litro (mg/L) o en porcentaje de
saturacién (%). La primera de las opciones expresa directamente la masa de oxigeno por litro de
agua, mientras la segunda se expresa el nivel de oxigeno presente en la muestra en comparacion
con el nivel de oxigeno en saturacion esperable para la temperatura y presidon dada. El porcentaje
de saturacién se utiliza para describir cualitativamente la calidad del agua, las aguas superficiales
pueden contener cantidades relativamente importantes préximas a la saturacién. La USEPA (United
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States Environmental Protection Agency) define una concentracion minima de 5 mg/L para el
mantenimiento de la biota, muchos estados de EE.UU. optaron por un limite menos estricto de 4
mg/L, la USEPA define como crisis bidtica a concentraciones < 3 mg/L (Bain, 1999). Las normas
europeas indican una concentracion limite maxima apropiada de 5 mg/L (Rodier,1998).

Para la interpretacion de la calidad del agua en funcién del porcentaje de saturacién de oxigeno
(Lynch y Poole, 1979 citado por Massol-Deya, 2002) establece:

Tabla 2.1.2: Porcentaje de saturacion de oxigeno.

Calidad % de saturacion de OD
Buena 290

Regular 89-75

Dudosa 74-50

Contaminada <50

Materia organica

Demanda bioldgica de oxigeno

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) de un liquido es la cantidad de oxigeno que los
microorganismos descomponedores consumen para la degradacion de la materia orgdnica
contenida en la muestra en un plazo de 5 dias a una temperatura de 20° C. Dado que cuanto mayor
sea la cantidad de materia orgdnica contenida en la muestra mayor serd la cantidad de oxigeno
necesaria para degradarla, la DBO es una medida indirecta de la cantidad de materia organica
biodegradable presente en una muestra (ACUMAR, 2011).

En zonas contaminadas, la DBO puede ser de varios O,mg/L, lo que, en limites razonables puede ser
favorable para la vida acudtica. En otras ocasiones, las aguas contaminadas presentan valores
pequeiios de DBO debido a la presencia de toxicos inhibidores del crecimiento microbiano (Rodier,
1998).

Demanda quimica de oxigeno

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es un pardmetro que mide la cantidad de oxigeno requerido
por los cuerpos reductores presentes en el agua para oxidar toda la materia inorganica u organica,
biodegradable o no, presente en una muestra de agua. Se utiliza para medir el grado de
contaminacidn y se expresa en miligramos de oxigeno por litro (mg O,/L).

Dado que la DQO aumenta con la presencia de substancias de dificil o imposible biodegradacién
gue no alteran la DBO, los valores de DQO son siempre mayores a los de DBO en una muestra de
agua especifica (ACUMAR, 2011).
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indice de biodegradabilidad

Mediante la correlacion entra la DBOs y la DQO es posible conocer qué proporcion de los
compuestos presentes en el agua son biodegradables. Para esta correlacién se divide 1aDBOs por la
DQO, siendo los valores mas cercanos a 1 indicativos de mayor proporcion de materia
biodegradable.

A partir de la relacién DBOs/ DQO se puede generar lo que se denomina indice de
Biodegradabilidad. El indice propuesto por Martinez Soza (2010) es:

Tabla 1.2.1: indice de biodegradabilidad.

Valor de Caracterizacién de la muestra
DBOs/DQO
<0,2 Poco biodegradable.
0,2-0,4 Biodegradable
>0,4 Muy biodegradable

Fuente: Srinivas, 2008

Conductividad eléctrica

Es la capacidad de una sustancia o mezcla de sustancias para transmitir la corriente eléctrica y se
expresa en Siemens/cm (S/cm). Es una medida de los electrolitos presentes en el agua y permite
evaluar rdpida, pero muy aproximadamente la mineralizacion global del agua (Massol-Dey3a, 2002)
(Rodier, 1998).

La conductividad del agua natural dependerd del terreno que atraviesa y por la posibilidad de
disolucidén de las rocas y materiales. A su vez, esta disoluciéon dependera de todos los factores que
pueden afectar la solubilidad de un soluto en agua (tiempo de disolucién, temperatura, tipo de
sales, etc.). Valores de conductividad anormalmente altos podrian evidenciar un vertido de
efluentes industriales, ya que estos poseen légicamente valores mas altos que las aguas mas puras
(Marin Galvin, 2003).

Dado que los valores naturales de conductividad de los cuerpos de agua son especificos para cada
cuerpo de agua, no se encontraron niveles guia para este parametro. Sin embargo, se encontré que
los valores de conductividad en otros estudios del Arroyo Cafiuelas (DiPSOH, 2011) fueron: 496
uS/cm en el punto no contaminado, 5794 uS/cm en el sitio de descarga de efluentes, y 1959 uS/cm
rio abajo, en una zona de contaminacidn intermedia. Estos valores seran usados como niveles de
referencia para este trabajo.

pH

El pH es el acrénimo para potencial de hidrégeno, e indica la concentracion del idn hidronio en una
solucién. El pH de las aguas naturales se define principalmente por la naturaleza de los terrenos
atravesados, aumentando por ejemplo en aguas calcareas. El valor de pH compatible con la vida
esta entre 5-9 upH (Bain, 1999; Rodier, 1998).
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Este pardmetro es importante cuando queremos determinar la especiacion quimica y solubilidad de
varias substancias organicas e inorgdnicas en agua. Ademas las variaciones de pH tienen un efecto
marcado sobre la biota y de su valor dependen (Barrenechea Martel, 2004):

e Los procesos bioldgicos regulados por enzimas (ej. Fotosintesis, respiracion).

e La biodisponibilidad de nutrientes esenciales.

e La movilidad de metales pesados, que pueden ser téxicos desde bajas concentraciones.

e El funcionamiento de macromoléculas y organelos (ej. Proteinas estructurales, sistemas de
pared celular y membranas).

Potencial de 6xido reduccidn

El potencial de 6xido reduccion (POR) sera denominado en este trabajo por sus siglas en inglés
(ORP) por ser mayormente utilizado en el dmbito de competencia. Este pardmetro determina la
capacidad de un sistema o ambiente de oxidarse (donar electrones) o reducirse (aceptar
electrones) y se mide contra el punto O de un electrodo normal de hidrégeno u otro electrodo
secundario de referencia (Massol-Deya, 2002). Un ORP positivo es indicativo de un sistema que
favorece las reacciones de oxidacion, abundante en compuestos oxidados, con apreciable cantidad
de oxigeno y generalmente, fuertemente mineralizada. Por el contrario, un ORP negativo evidencia
un ambiente reductor que contendra abundantes compuestos en estado reducido, apenas oxigeno
y si sulfuros, amoniaco y materias orgdnicas dificilmente mineralizables (Marin Galvin, 2003).

Temperatura

La temperatura es uno de los parametros fisicos mds importantes del agua dado que regula
procesos vitales para los organismos vivos y afecta las propiedades fisicas y quimicas de otros
factores abidticos (Massol-Deya, 2002). Las variaciones en este pardmetro pueden
modificar(Barrenechea Martel A., 2004):

e La solubilidad de gases (por ejemplo el oxigeno) y de moléculas organicas o inorganicas (por
ejemplo compuestos xenobidticos).

e Lacinética de las reacciones quimicas.

e El metabolismo de los seres vivos (un aumento de la temperatura acelera el metabolismo
microbiano o dificulta el proceso fotosintético a intensidades de luz altas).

e Parametros fisicos como el pH, la viscosidad y la tensidn superficial del agua.

Los cambios anormales en las temperaturas de las aguas superficiales se producen
mayoritariamente por las centrales térmicas y menor medida por otras fuentes de contaminacion.
Las variaciones en la temperatura pueden ser benéficas o perjudiciales para el ecosistema
dependiendo el caso. Por ejemplo, un aumento en la temperatura favorece la autodepuracion y
favorece la sedimentacién, como asi puede propiciar el desarrollo de microorganismos patégenos
o producir una mortandad de peces (Rodier,1998).

Nitrégeno

El nitrégeno es un nutriente necesario para todos los organismos que lo utilizan para sintetizar
proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos organicos. Dado que en presencia de fésforo el
nitrato es un factor limitante para el crecimiento de organismos fotosintéticos, su presencia
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contribuye a la eutrofizacion de los cuerpos de agua. Adema3s, este es un parametro importante en
los anadlisis de calidad de agua dado que algunas especies de nitrégeno pueden ser tdxicas para
organismos acuaticos y humanos (Camaro y Alonso, 2007).

Las fuentes mas importantes de nitrégeno son: la degradacion natural de la materia organica; los
efluentes industriales provenientes por ejemplo de la industria quimica o agro alimentaria; aguas
servidas, las cuales contienen orina que es abundante en nitrégeno, y diferentes compuestos
provenientes de la industria agricola ganadera, como los fertilizantes nitrogenados los cuales llegan
a los cursos de agua superficiales por la escorrentia de las precipitaciones (Massol-Deya, 2002).

Para el analisis de calidad de agua resulta util medir la concentracidn de las diferentes especies de
nitrogeno presentes en el agua (British Columbia Ministry of Environment, 1998).

e Nitrégeno amoniacal

El amonio (NH4') presente en el agua proviene mayormente de la degradacién parcial de la materia
organica. En los cursos de agua el amonio o amoniaco ionizado se encuentra en equilibrio con el
amoniaco no ionizado (NH3). Este ultimo aumenta conforme aumenta el pH y temperatura del agua
y es apreciablemente mas téxico, en especial para los peces, que el amonio.

En condiciones aerdbicas, en aguas con oxigeno disuelto, el amonio sufre un proceso de
nitrificacion, oxidandose a nitrito (NO; ). En la segunda etapa de nitrificacion el idn nitrito se oxida a
nitrato (NOs’). Dado que en presencia de fdsforo, el nitrato es un factor limitante para el
crecimiento de organismos fotosintéticos, su presencia contribuye a la eutrofizacién de los cuerpos
de agua (Marin Galvin, 2003).

e Nitrogeno Total de Kjeldahl

El NTK no es ningun compuesto quimico del nitrégeno, ni tampoco representa la totalidad del
nitrégeno en agua, sino que mide al conjunto de nitrégeno organico y sus formas amoniacales.
Niveles altos de nitrégeno total son indicadores de una contaminacion organica reciente, dado que
el nitrégeno no se encuentra totalmente degradado. El nitrégeno organico no esta biodisponible
para las plantas por lo que no contribuye a la proliferacién de las mismas y a la eutrofizacién hasta
gue sea degradado. El proceso de degradacidn sin embargo requiere oxigeno, por lo que altos
niveles de NTK reduciran el nivel de oxigeno disuelto en agua y favoreceria la multiplicaciéon
bacteriana(BCME, 1998; ACUMAR,2011).

* Nitritos

Los nitritos (NO;) provienen de la oxidacidon del amonio en condiciones aerdbicas. Esta especie es
poco estable quimicamente, por lo que su presencia en un agua suele indicar una contaminacién
fecal reciente (Martinez- Espejo, 2010; Marin Galvin, 2003).

* Nitratos

El nitrato proviene de la oxidacidn completa de compuestos nitrogenados y es la forma mads estable
del nitrégeno en los cuerpos de agua. Los nitratos son la fuente primaria del nitrégeno utilizado por
las plantas, por lo que su presencia contribuye a la proliferacién del fitoplancton y macréfitas, y a
una posible eutrofizacion (BCME, 1998).
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Sulfuros

Los sulfuros son compuestos formados por azufre y un elemento quimico o radical. El mas
importante es el sulfuro de hidrégeno, el cual es un gas altamente téxico con olor a huevo podrido.
Proviene de la descomposicion anaerdbica de compuestos azufrados aunque también es un
subproducto de algunos procesos industriales. En solucidn acuosa se convierte en acido sulfurico,
acidificando el agua (ACUMAR, 2011; Marin Galvin, 2003).

Fésforo total

Este pardmetro mide tanto el fésforo orgdnico como inorganico. En general, el fosforo es el
nutriente limitante para el crecimiento de las plantas en los cuerpos de agua dulce (Zhou et al.,
2009), por lo que concentraciones excesivas se asocian a la proliferacién de algas vy a la
eutrofizacion de las aguas (BCME, 1998).

1.2.2. Ensayos de toxicidad

La ecotoxicologia es una disciplina que estudia el efecto que causa un agente téxico o nocivo sobre
los ecosistemas (Rivas, 2001). El efecto de este tdéxico dependera de: las caracteristicas de la
sustancia y del medio que la rodea; de la sensibilidad del organismo, poblacién o ecosistema; y de
la dosis a la cual son expuestos.

Existen diferentes métodos de estudios ecotoxicoldogicos y la diferencia principal entre los
diferentes enfoques es la cantidad de variables y el nivel de abstraccidn de los ensayos. Se pueden
distinguir dos metodologias principales: los estudios in situ y los estudios en laboratorio.

Los estudios ecotoxicoldgicos in situ son muy representativos, pero cuentan con las desventajas de
estar influenciado por muchas variables, por lo que es dificil establecer una relacién causa- efecto
entre la exposicidon a un toéxico y el efecto en el organismo, resultando en su mayoria en estudios
descriptivos (Boudou, 1997). Otras limitaciones son: la dificultad para predecir cambios en sistemas
bioldgicos (Segner, 2010), y la reduccidn de los estudios en tiempo y lugar (periodos vy sitios de
muestreo) debido a la complejidad que esta metodologia conlleva.

Los ensayos monoespecificos de laboratorio son la metodologia contraria a los estudios in situ en
cuanto a complejidad y relevancia (Clements, 2010). Esta metodologia busca la mayor reduccidn
posible de las variables, tanto ambientales, como bioldgicas. Para ello en general se procede a
exponer organismos de la misma especie, buscando la menor variabilidad genética posible, a un
compuesto o mezcla de compuestos bajo condiciones ambientales controladas, para luego
establecer una relacion entre la exposicion de un organismo a un compuesto y una respuesta
cuantificable del mismo.

Las ventajas de este enfoque metodolégico son su simplicidad y replicabilidad, su capacidad de
explicar mecanismos ecotoxicolégicos, y de fundamentar normativas que regulen Ias
concentraciones de diferentes sustancias o efluentes en el ambiente. Por otra parte, su gran
desventaja es la limitada capacidad de extrapolar los resultados de estos ensayos a nivel
ecosistémico (Olguin, 2004), esto se debe a diversos factores no considerados en los ensayos, como
por ejemplo: las diferentes sensibilidades inter e intraespecificas; el contacto indirecto de los
organismos con los téxicos mediante otros organismos en los ecosistemas, por ejemplo por
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bioacumulacion; efectos crdnicos, en el caso de ensayos de corta duracién, y efectos en los
organismos que no son visibles en la variable cuantificada del ensayo (Preston, 2002).

1.2.2.1. Conceptos importantes en ecotoxicologia

* Toéxico: Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la salud
(Repetto, 1995).

* Ensayos crénicos y agudos: Cuando la duraciéon de la exposicion es relativamente larga,
transcurriendo en una porcién significativa de la vida del organismo >10% se dice que el
ensayo es cronico. Cuando la exposicidn ocurre en un periodo de vida corto (minutos, horas
o dias) en relacién con el periodo de vida del organismo se dice que la exposicion es aguda
(Castillo, 2004).

* Concentracion efectiva: Proporcidén de una sustancia en un medio que causa un
determinado efecto en un sistema dado. En toxicologia se puede hablar de CEsq que es la
concentracion que causa el efecto en el 50% de los organismos (Repetto, 1995).

* Punto final: medida o valor que expresa el resultado de un ensayo (Castillo, 2004).

* Relacién dosis- respuesta: Relacidn entre la concentracion de la exposicidén y la magnitud del
cambio bioldgico resultante que usualmente se grafica en ejes cartesianos, a este grafico se
lo llama curva dosis- respuesta (Repetto, 1995).

* Control: Aquello que se utiliza como referencia o testigo en las determinaciones cualitativas
y cuantitativas, para detectar interferencias o errores analiticos (Castillo, 2004).

* Control positivo: Produce una respuesta toxica determinada mediante la utilizacion
de un toxico de referencia.

* Control negativo: Es un es un tratamiento en una investigacion que duplica todos los
factores que puedan afectar el resultado, excepto la condicién que estda siendo
investigada. En ensayos de toxicidad, es aquel tratamiento que no es expuesto a las
sustancias bajo estudio y se lo denomina blanco de la muestra.

¢ Réplica, duplicado: Dos o mas unidades a ensayar bajo las mismas condiciones con fines
analiticos o comparativos (Repetto, 1995).

1.3. Antecedentes

En el Arroyo Caifiuelas se han realizado con anterioridad ensayos toxicolégicos en el marco del
convenio “Evaluacion de la sensibilidad de diferentes especies acuaticas, presentes en la Cuenca
Matanza Riachuelo, expuestas a diversos contaminantes determinados en la misma” (UNLP, 2015),
realizado entre la ACUMAR vy el Centro de Investigaciones del Medio Ambiente del Departamento
de Quimica de la Universidad de la Plata. Durante este convenio se realizé un monitoreo de los
peces presentes en la cuenca, ensayos toxicoldgicos con muestras ambientales y ensayos
toxicolégicos con compuestos puros.

19



Para los ensayos de toxicidad con muestras de agua se tomaron como punto de muestreo las 38
estaciones de monitoreo definidas por ACUMAR, algunos de estos puntos sin embargo no se
pudieron monitorear porque las estaciones no estaban activas o eran inaccesibles. Los ensayos
con aguas superficiales se realizaron en cuatro campafias: primavera de 2012 (4/12/12), verano de
2012 (1/2/12) y 2 campafias en otro e invierno del 2013. Las primeras dos campafias fueron
realizadas junto con el monitoreo periédico de ACUMAR de aguas superficiales, por lo que fue
posible conocer las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras de agua utilizadas para los
ensayos.

En los ensayos se utilizaron 5 organismos:

e Hydra plagiodesmica: Un celenterado (animal relativamente simple y exclusivamente
acuatico) comunmente encontrado en cursos de agua poco correntosos en la cuenca
alta.

e Hyalella curvispina: Un crustaceo muy abundante en los cursos de agua vegetados de la
cuenca alta.

e Daphnia magna: Un crustdceo denominado vulgarmente “pulga de agua”. Su uso en
ensayos es toxicidad es muy comun. Otras especies de su mismo género (Daphnia sp.)
son frecuentes en la cuenca alta.

e Cnestorodon decemmaculatus: Un pez autéctono y el mds frecuentemente encontrado
durante los muestreos realizados en la cuenca media y alta.

e Lactuca sativa: Un vegetal conocido vulgarmente como lechuga y ampliamente utilizado
en ensayos de toxicidad. Este organismo fue utilizado tanto en el citado informe como
en el presente trabajo, pero las condiciones de los ensayos fueron ligeramente
diferentes, por lo que los resultados no son totalmente comparables.

La metodologia de este trabajo fue la exposicidon de los organismos, bajo condiciones controladas y
de acuerdo a diferentes protocolos, a muestras sin diluciones. Las diluciones de las muestras sélo se
realizaron cuando se detecté toxicidad en la muestra. En este caso se procedid a diluir la muestra
para calcular la LOEC (concentracion mas baja a la cual se observan efectos adversos).

A continuacion se presentan los resultados del informe de los puntos Caiiu0, Cafiu 1 y Caiu 2. Estos
puntos son coincidentes con los puntos utilizados en este trabajo, a excepcidon de Cafiu 205, el cual
no pertenece a la red de monitoreo de ACUMAR.
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Tabla 1.3.1:Resultados de ensayos de toxicidad, verano 2012.

Resultado de los ensayos

Punto 0 0
de % de mortalidad % .de % .de % de mortalidad C.
. . . mortalidad H. mortalidad D.

monitoreo  H. plagiodesmica . decemmaculatus
(celenterado) cuepng s (pez)
(crustaceo) (crustaceo)

Cafiu0 0 0 40

Cafiul 0 0 3,3

Cafiu2 0 0 10

Tabla 1.3.2.:Resultados de los ensayos fisicoquimicos, verano 2012.

Punto de oD DBOs DQO pH Temp. CE

monitoreo () (mg/L) (me/L) (upH) ¢c) S/em
Cafiu 0 6 7 51,8 8,3 23 2760
Cafiul 7,9 7 43,4 8,41 27,2 4980
Cafiu2 3,5 9 62,5 7,43 24,5 994

NTK

(mg/L)

5,4

2,2

7,9

Germinacion y
elongacion de
L. sativa
(vegetal)

Inhibicién en la
elongacion de la
raiz
Inhibicién en la
elongacion de la
raiz
Exaltacidn en la
elongacion de la

raiz
N-NO3 PT
(mg/L) (mg/L)
<0,29 1,9
<0,29 0,53
0,32 2,8

En los ensayos realizados en verano (Figura 1.3.1.) se encontré que sélo dos de los organismos
ensayados fueron sensibles a las muestras. La muestra mas téxica para D. magna fue A. Cafu,
seguida de Canu 2 y luego Canu 1. Los ensayos fisicoquimicos no muestran grandes diferencias

entre los resultados fisicoquimicos de estos dos grupos de muestras (Figura 1.3.2.).

En cuanto al ensayo realizado con L. sativa Cafiu 2 tuvo un comportamiento diferente a las otras
dos muestras. La exaltacidon en la elongacidn se debe aparentemente a una mayor concentracién de
fosforo y nitratos en la muestra, a pesar de encontrarse una menor concentracidon de oxigeno
disuelto. El efecto adverso en las otras dos muestras no puede ser explicado mediante los
resultados fisicoquimicos. La alta conductividad de Cafu 1 puede indicar una mayor concentracién
de compuestos disuelto, alguno de los cuales podria estar causando la toxicidad de la muestras,

estos compuestos podrian seguir presentes aguas abajo en Cafiu 0.
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Tabla 1.3.3.: Resultados de ensayos de toxicidad, primavera 2012.

Punto

de o .

) % de mortalidad H.
monitore plagiodesmica

° (celenterado)
Cafiu 0 100
Cafiul 100
Cafiu2 0

Resultado de los ensayos

% de

mortalidad % de % de mortalidad

Y mortalidad D. C.

L magna decemmaculatus
curvispina (crustaceo) (pez)
(crustaceo)

Sin datos 0 0
Sin datos 100 100
Sin datos 43 0

Tabla 1.3.4.:Resultados de los ensayos fisicoquimicos, primavera 2012.

Punto de ob D10k
monitoreo (mg/L) (mg/L)
Cafiu 0 3,1 7
Cafiul 0,1 111
Cafiu2 10,2 <5

DQO pH
(mg/L) (upH)
45,3 7,96
198 8,28
25,6 8,19

Temp. CE NTK

(°C) uS/cm (mg/L)
25,2 2070 3,8
27,9 2910 25
26,5 1034 1,4

LOEC
L. sativa
(vegetal)

100

50

100

N-NO3 PT

(mg/L) (mg/L)

0,66 0,92
<0,29 0,54

1,1 0,31

En el muestro de primavera se observa que la muestra Caiul fue toxica para todos los organismos
ensayados (Figura 1.3.3.). Esta caracteristica sélo se observé en otro punto (Arroyo Cebey) de los 38

puntos analizados en el informe.

Con respecto al monitoreo anterior, la muestra de Canu 1 fue la mas toxica. Este cambio en la
toxicidad estuvo acompafiado de fuertes cambios en los valores fisico-quimicos (Figura 1.3.4.):
disminucion del oxigeno disuelto y la conductividad eléctrica, y aumento de la DBOs, DQO y
nitrégeno total de Kjedahl. Esto puede ser indicio de una descarga de efluentes organicos.

Las muestras Cafiu y Cafiu 2 produjeron efectos adversos sobre L. sativa sélo cuando la muestra no
estaba diluida, esto difiere del comportamiento de Canu 2 en el ensayo de verano. Ambas muestras
mantuvieron a grandes rasgos sus caracteristicas fisicoquimicas.
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Tabla 1.3.5.: Resultados de ensayos de toxicidad, otofio 2013.

Resultado de los ensayos

Punto 0 )
de % de mortalidad mort/;)liccijzd H mort/:liccijzd D % de mortalidad C. LOEC
monitoreo  H. plagiodesmica curvisping i magna i decemmaculatus L. sativa
I , .
(sl ) (crustaceo) (crustaceo) (pez) (vegetal)
Cafiu 0 100 63,33 0 0 50
Caful 100 6,67 0 0 50
Canu2 <12,5 0 0 0 0
Tabla 1.3.6.: Resultados de ensayos toxicolégicos, invierno 2013.
Resultado de los ensayos
Punto % de % de
de % de mortalidad . . % de mortalidad C. LOEC
. . mortalidad H. mortalidad D.
monitoreo  H. plagiodesmica N —— — decemmaculatus L. sativa
lenterad . p
(R (crustaceo) (crustaceo) {perd (vegetal)
Cafiu 0 0 33 0 0 12,5
Cafnul 100 100 100 100 25
Cafu2 0 30 0 0 12,5

En el monitoreo de invierno sélo las muestras provenientes de Canu 1 y otro punto de monitoreo
(Arroyo Cebey) dieron resultados positivos con todas las muestras estudiadas (Figura 1.3.6.). Esta
situacion también fue encontrada en el monitoreo de primavera del 2012 (Figura 1.3.3.).

Todas las muestras analizadas en los cuatro puntos de monitoreo presentaron toxicidad para al
menos una de las especies ensayadas. Segun el informe, estos resultados dan cuenta del alto grado
de degradacién que presenta la cuenca respecto de su capacidad para sostener una comunidad
bioldgica.

Es de destacar que en todos los ensayos realizados, L. sativa mostrd sensibilidad frente a las
muestras, excepto Caiiu 2 en el muestreo de otoifo, mientras que la sensibilidad de los otros
organismos fue variando. Esto refuerza la eleccidén de este organismo para los ensayos de toxicidad
del presente trabajo.
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2. METODOLOGIA

2.1. Muestreo
2.1.1. Sitios de muestreo

La ubicacién de los puntos de toma de muestras se determind teniendo en cuenta monitoreos
anteriores de otros organismos con el fin de tener una base de datos histérica de la calidad del
agua. Se seleccionaron los puntos de monitoreo de ACUMAR “ArroCanul” y “ArroCanu” sobre el
arroyo Cafuelas; y el punto “ArroCanu2” sobre el arroyo Navarrete para analizar la influencia de
este sobre el Arroyo Cafiuelas. El cuarto punto seleccionado fue “A. Caiiu 205”, para poder hacer
un mejor seguimiento de la dindmica de los contaminantes sobre el Arroyo Cafiuelas. Este punto
ha sido incluido en monitoreos de la ACUMAR vy la Municipalidad de Cafiuelas.

Los muestreos se realizaron en los meses de noviembre (16/11/15), diciembre (29/12/15) y febrero
(5/2/16). El monitoreo del mes de noviembre fue realizado por ACUMAR, quién facilité las muestras
para su ecotoxicoldgico. En este monitoreo el punto Cafiu 205 no fue muestreado, por los que en
total se analizaron 11 muestras: 3 correspondientes al mes de noviembre y 4 tanto en el mes de
diciembre como en febrero.

Figura 2.1.1.1: Detalle de la ubicacion de los puntos de monitoreo.

Referencias: Azul: Cursos de agua, Gris: Industrias, Rojo: Puntos de monitoreo. Fuente: Elaboracién
propia, Google y ACUMAR.
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A continuacion se detallan las caracteristicas de los sitios de monitoreo (Ver Anexo 1):

Nombre del Sitio A. Caiuelas 1 (Cafiu 1)

Coordenadas

Descripcidn

Entorno

35°1’23,412” S, 58° 40’ 43,37"0

Punto en estancia. Perteneciente a los puntos de
monitoreo de ACUMAR.

Este punto de muestreo se encuentra en un
ambiente rural, donde sélo una porcién del area
circundante se encontraba sembrada. El rio en este
punto se encuentra rectificado, y tiene un cauce
moderadamente ancho. En la vegetacion riberefia se
observé un predominio de
algunos arboles dispersos en sus margenes. En
ambos monitoreos se encontré en el sitio gran
cantidad de moscas y olor fétido.

Nombre del Sitio  A. Canuelas 205 (Cafiu 205)

Coordenadas

Descripcion

Entorno

34° 58 5,117” S, 58° 39’ 24,793” O.

Interseccion del Arroyo Cafiuelas con la ruta
nacional 205. No pertenece a la red de
monitoreo de ACUMAR.

Este punto de monitoreo estd ubicado en una
zona suburbana, rodeado de terrenos no
cultivados y rodeando a algunos barrios
pequefios. Los margenes del rio tienen una
vegetacién abundante con bosques en galeria.
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Nombre del
Sitio

Coordenadas

Descripcidn

Entorno

Nombre del Sitio

Coordenadas

Descripcion

Entorno

A. Caiuelas 2 (Caiiu 2)

34° 55’ 30,75"S, 58° 36’ 37,354”0

Interseccion del Arroyo Navarrete con la
Ruta Nacional 205, aguas arriba del Arroyo
Canuelas. Perteneciente a los puntos de
monitoreo de ACUMAR.

Este punto se encuentra en una zona
urbanizada, rio abajo se observa un
sentamiento informal incipiente. Los
margenes se encuentran cubiertos por
herbaceas de baja altura, posiblemente
por una poda periddica. Rio arriba los
margenes tampoco tienen una vegetacion
abundante como si ocurre en el Arroyo
Canuelas. En ambos monitoreos el arroyo
estuvo cubierto por una abundante
vegetacidon acuatica emergente.

A. Canuelas (Cafiu 0)
34° 54’ 54,9"S, 58° 37’ 56,6"”0

Rio debajo de la confluencia del A.
Navarrete con el A. Cafuelas. Perteneciente
a los puntos de monitoreo de ACUMAR.

Este punto estd ubicado en una zona rural
pero con barrios y asentamientos
emplazados rio arriba. Los margenes tienen
un gran desnivel, con una vegetacién
predominantemente herbacea. El cauce en
este punto era ancho y poco profundo.
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2.2. Analisis fisicoquimicos

Los ensayos fisicoquimicos del presente trabajo se realizaron mediante ensayos de laboratorio en el
Centro de Tecnologias del Uso del Agua, del Instituto Nacional del Agua de Argentina. En otros
casos los pardmetros se midieron in situ utilizando una zona multiparamétrica.Los andlisis de
laboratorio se realizaron siguiendo los lineamientos del Standard Methods forthe Examination of
Water and Wastewater (SM), publicado por The American PublicHealthAssociation (APHA), The
American Water Works Association (AWWA), Y TheWaterEnvironmentFederation.Otras técnicas
fueron realizadas seglin normas del Instituto Argentino de Normalizacién y Certificacion (IRAM) y
los métodos incluidos en Test Methods for Evaluating Solid Waste, Physical and Chemical Methods
elaborado por la Environmental Protection Agency (EPA) de Estados Unidos. La tabla contigua
indica la fuente utilizada para cada técnica y su correspondiente cddigo. Al menos que se indique lo
contrario las técnicas usadas del SM provienen de las 13° edicién.

Tabla 2.2.1: Métodos de cuantificacién de los parametros fisico-quimicos.

Parametros medidos in Situ
Parametros Técnica
Oxigeno disuelto
Conductividad Utilizacién de una sonda multiparamétrica
pH marca HANNA modelo HI 9828, siguiendo las
normas IRAM 29012-2 y 29012-3.
Temperatura
Potencial de 6xido reduccidn

Parametros medidos en laboratorio

Parametros Técnica

DBO SM 5210 BOD"y SM 4500-C Azide modification.
DQO SM 5220.

Nitrégeno total SM 4500-NH3 B y 4500-Norg 20° Edicién 1998.

SM132 Nersslerizationmethod 13° Edicion 1971.

Nitrégeno total de Kjeldahl SM 4500- NH3B 202 Edition 1998, SM 4500 —
Norg, SM 4500-No B 202 Edition 1998 y SM 132
B Nesslerization Method 132 Edition 1971.

Nitrégeno amoniacal SM 4500 B NH3" 132 B.
Nitratos EPA SW 846. Método: 9200 A.
Nitritos SM 4500 NO,” B.

Fosforo total SM 4500 PC.

Sulfuros SM 4500 > D.
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2.3. Ensayos de toxicidad

Para la caracterizacidon toxicoldgica de las muestras de agua del Arroyo Cafiuelas, se realizaron 3
tipos de ensayos estandarizados. Los criterios para la eleccidon de los ensayos fueron: bajo costo,
facil implementacion, estandarizacion y uso frecuente de los métodos en el ambito académico. Las
especies se seleccionaron por su sensibilidad ante diferentes contaminantes dado que una
suposicién bdsica en las evaluaciones de riesgo ecolégico es que, las respuestas de las especies
sensibles son extrapolables al resto del ecosistema (Whitford et al., 2003) (de Paiva Magalhdes et
al., 2014).

Los ensayos se realizaron con especies de 3 niveles tréficos distintos: Lactuca sativa (lechuga
criolla), Caenorhabditis elegans (nematodo) y Pseudokirchneriella subcapitata (alga verde). Al
conjunto de ensayos de toxicidad que utilizan organismos de diferentes niveles tréficos, se lo
denomina “bateria de bioensayos”.El enfoque de trabajo con baterias de bioensayos mejora la
validez de la caracterizacién toxicoldgica y aumenta la capacidad de extrapolacién de los resultados
obtenidos a nivel ecosistémico (Bohdérquez Echeverry, 2007).

Las muestras para los ensayos ecotoxicoldgicos se tomaron en botellas de plastico en forma
simultanea con las muestras para los ensayos fisicoquimicos. Las muestras fueron analizadas dentro
de las 48 horas. Sin embargo, en ocasiones fue necesario congelarlas segun lo sugerido en (Czysz et
al., 1991) (Ramirez, 2007) (Secretaria de economia Mexicana, 2008) como procedimiento valido de
preservacion ya que no se emplean métodos de preservacion quimicos (Castillo, 2004).

2.3.1. Lactuca sativa

La lechuga (Lactuca sativa) es una planta vascular cuyas semillas son unas de las mas
frecuentemente usadas en ensayos ecotoxicoldgicos de germinacién (Gonzalez Pérez, 2012). En
este ensayo, que consta de cultivar las semillas de L. sativa en filtros humedecidos con una alicuota
de la muestra, permite observar el efecto de la muestra en la germinacién y desarrollo de las
plantulas durante sus primeros dias de crecimiento. Al analizar el desarrollo de la plantula se
pueden observar efectos subletales, que no serian observados en un ensayo exclusivo de
germinacion. Estos efectos pueden evidenciar tdxicos presentes en concentraciones tan pequefias
gue no afectan el proceso de germinacidén pero si afectan la elongaciéon del tallo o raiz de la
plantula (Solano Padilla, 2007).

Es importante resaltar que durante este periodo de germinacién y primeros dias de desarrollo, la
plantula es muy sensible a los factores externos adversos, como sustancias téxicas, dado que en ella
estdn ocurriendo numerosos procesos fisiolégicos de los cuales depende su supervivencia y
desarrollo (Castillo Morales, 2004).
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Figura 2.3.1.1: Crecimiento de L. sativa.

Foto izq.: Plantulas de L. sativa luego de ser medidas, presentan un crecimiento normal. Foto der.:
Organismos expuestos a muestras ambientales con diferentes tipos de crecimiento anormal: falta
de germinacion, ausencia de radicula o inhibicién de la elongacién de la radicula.

El uso de L. sativa en ensayos de toxicidad ha sido avalado por diferentes organizaciones(OECD,
1984; US EPA, 1989). Las razonas por las cuales ha sido sugerida para ensayos de toxicidad sonque:
las semillas de L. sativa son faciles de conseguir, su analisis ecotoxicolégicoessimple y econdmico de
realizar, no requiere de equipamiento sofisticado ni personal especializado, y utiliza pequefios
volumenes de muestra en comparacidon con otros ensayos. Ademas, no es necesario hacer un pre
tratamiento de los compuestos o muestras a analizar, lo que permite mantener la integridad de las
muestras. Un pretratamiento comun en ensayos de toxicidad consta del agregado de nutrientes
especificos para evitar falsos resultados positivos por falta de nutrientes. Otros ensayos, como
aquellos que utilizan peces, algas o daphnidos, no pueden realizarse con bajas concentraciones de
oxigeno disuelto, o muestras turbias o coloreadas, por lo que las muestras son aireadas o filtradas
respectivamente alterando significativamente las caracteristicas de las muestras a analizar (ASTM,
1991).

Otra ventaja de este ensayo con L. sativa es que los resultados pueden ser representativos en gran
medida de las semillas o plantulas en general, y por lo tanto extrapolables a la vegetacion riberefia.
Esta vegetacion cumple diversos servicios ecosistémicos: provee de hdbitat a otras especies como
algas y animales, alimento para invertebrados y vertebrados, y sitios de ovoposicién de
invertebrados y peces. Ademas las plantas mantienen el funcionamiento fisico y quimico de los
ecosistemas dulceacuicolas incrementando la claridad del agua por la reduccién de sedimento en
suspension, absorbiendonutrientes y compitiendo con las algas por la luz. Intervienen en la
conversion solar de energia, de didxido de carbono en materia organica, el ciclado y retencién de
nutrientes y la estabilizacién de los sedimentos (Menone, 2015).

El uso de L. sativatambién resulta ventajoso frente al uso de otras plantas ya que su fisiologia
sencilla evidencia rdpidamente las alteraciones en el desarrollo. En los primeros dias de
crecimiento, la plantula posee una radicula no ramificada que se alargara hasta formar una raiz. La
radicula posee diferentes zonas: en el extremo se encuentra la cofia o piloriza con un color mas
oscuro que el resto y esta cubierta por una cutina respondiendo a su funciéon de abrirse paso a
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través del suelo; luego sigue una zona corta llamada zona de crecimiento que se caracteriza por ser
lisa y de color claro; seguido muy cercana al apice radical, la zona de los pelos absorbentes, éstos
son evaginaciones tubulosas de las células de membrana muy tenue que aumentan
considerablemente la superficie de la raiz, facilitan la absorcién del agua y sales minerales del suelo.
La radicula luego se une al hipocotilo por medio de una seccidon llamada callo. Durante su
desarrollo, el hipocotilo se alarga elevando las hojas embrionarias o cotiledones (Gonzalez Pérez,
2012).

Se consideraron anormales las siguientes caracteristicas en dichos érganos:

* Radicula e hipocotilo: manchas marrones, rojas o blancas indicadoras de necrosis, radiculas
retorcidas o escualidas, escaso o nulo desarrollo de pelos absorbentes, engrosamiento de
un sector de la radicula.

* (Callos: Grueso, con protuberancias, fino o de dificil visualizacién.
* Cotiledones: Faltos de color o con gran parte de su superficie con manchas marrones.

Como punto finaldel ensayo se midié el largo de la radicula, que se mostré como el parametro mas
sensible a la contaminacién (Navarro, 2006); también se midié el largo del hipocotilo y la cantidad
de semillas germinadas. Como criterio de germinacién se definid la aparicién visual de la radicula.
Entre las germinadas se diferencié entre aquellas crecidas y no crecidas, siendo estas ultimas
aquellas donde el largo de su radicula o hipocotilo sea menor a 0,5 cm.

INSTRUMENTAL
Estufa de laboratorio, cdmara de flujo laminar.
MATERIALES

* (Cajas de Petri de vidrio.

Colador de tela.

* Pinza.

e Papel de filtro de banda negra n°3.
* Regla.

¢ Papel film.

* Micropipeta de 1- 10 ml.
REACTIVOS Y MATERIAL BIOLOGICO

* Semillas de Lactuca sativa variedad Gallega cosecha de San Juan afio 2012adquiridas en el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) dentro del programa FECO AGRO PRO
HUERTA.
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* Agua dura reconstituida (APHA, 1992 citado en (Castillo, 2004)).
* Solucion de NaCl 22%.

PROCEDIMIENTO

Sembrado e incubacién

Para el ensayo con Lactuca sativa se procedid a lavar las semillas con una solucién de cloruro de
sodio al 22% para retirar hongos que pudieran estar presentes y alteren la germinacién de las
semillas. Luego se enjuagaron las semillas 2 veces con agua destilada para retirar los excedentes de
sal, se colaron y finalmente secaron. Posteriormente se colocé un papel de filtro en cada placa de
Petri y se humedecié con 4 ml de muestra cuidando de que no queden burbujas. En los ensayos las
muestras fueron analizadas por cuadruplicado y el control se realiz6 con Agua Dura
Reconstituida.En cada placa se colocaron 15 semillas de manera aleatoria y con la mayor distancia
posible para el mejor crecimiento de las plantulas. El sembrado se realizé bajo campana de flujo
laminar y con placa estériles para prevenir la formacién de hongos.

Una vez sembradas las placas se envolvieron en papel film para evitar la evaporacion dela muestra
y se expusieron a luz continua durante 24 horas a una temperatura de 22°C+ 2°C para favorecer el
crecimiento de las plantas. Luego se incubaron 160 horas a 22°C+ 2°C en oscuridad.

Medicidén del punto final.

Una vez finalizado el periodo de incubacion se procedidé a observar el estado general de las plantas
registrando las anomalias anteriormente descriptas. Luego se las clasificaron en: no germinadas,
germinadas no crecidas y crecidas segun el criterio antes mencionado. Ademas de estas
anotaciones se midid el largo de la raiz y del tallo. Los valores de germinacidon obtenidos se
compararon con el valor promedio histérico de los blancos realizados en el laboratorio de 80%.

Para determinar diferencias significativas entre de los valores medios de las muestras y el control se
realizd un analisis de la varianza con un nivel de significancia de 0,05 y un analisis a posteriori de
comparaciones multiples de Tukey mediante el programa InfoStat.

2.3.2. Caenorhabditis elegans

C. elegans es un nematodoampliamente distribuido en todo el mundo que habita en el suelo,
principalmente en aquellos ricos en microbios, o en los sedimentos presentes en el agua
(Moya,2015). Este organismo ha sido muy estudiado y ha sido utilizado frecuentemente en estudios
ecotoxicoldgicos (Hoss, 2012).Su validez como modelo biolégico radica principalmente en su
capacidad de predecir respuestas toxicoldgicas en eucariontes superiores ya que la mayoria de los
procesos fisioldgicos y de respuesta a estrés estén conservados en organismos superiores
incluyendo humanos. Otras ventajas del uso de C. elegans en ensayos de toxicidad son: facilidad y
bajo costo para su cultivo en laboratorios, pequefio tamafio (1,5 mm de largo en adultos), corto
ciclo de vida (aproximadamente 3 dias) con gran nimero de crias por organismo (300 huevos por
hermafrodita), pequefio genoma que ha sido totalmente codificado y simpleza anatdmica. Otra
ventaja es que, dado que el nematodo puede ser hermafrodita o macho, es posible manipular su
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variabilidad genética. Otra ventaja es que su cuerpo transparente permite la clara observacién de
sus organos internos mediante un microscopio (Riddle, 1997; Leung, 2008; Calvijo, 2014).

Este organismo fue elegido para la caracterizacion toxicoldgica del arroyo Canuelas porque, ademas
de lo anteriormente expuesto, C. elegans habita en el agua intersticial de los poros del suelo lo cual
permite cultivarlo facilmente en muestras de agua. El protocolo aplicado para este ensayo fue la
normativa internacional I1ISO 10872:2010: Water quality: Determination of the toxic effect of
sediment and soil samples on growth, fertility and reproduction of Caenorhabditis elegans
(Nematoda) con pequefias modificaciones siguiendo la metodologia descripta por Hoss et al.
(2013).

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Nematologia de la Catedra de Bioquimica Aplicada de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.El mismo consistid en la incubacién de
nematodos en su etapa inicial de desarrollo en muestras tomadas en el Arroyo Cafiuelas para luego
medir el largo del nematodo como punto final.

Figura 2.3.2.1.: Fotografia de C. elegans al microscopio con aumento de 40 X.

Foto izq.: C. elegans alimentandose del césped de E. coli. Fotos der. :C. elegans muerto y tefiido con
rosa de bengala. Fuente: Elaboracion propia.

INSTRUMENTAL

Estufa de laboratorio, heladera, calentador de bloque digital, vortex, agitador rotatorio,
microscopio y lupa binocular, cdmara de fotos con adaptacion al microscopio, mechero.

MATERIALES

* (Cajas de Petri de plastico.

* (Caja de Petri de plastico con cuadricula.
* Micropipetas y tips correspondientes.

* Tubos de microcentrifuga.
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* Tubos de plastico de 10 y 50 ml con tapa rosca para contener las muestras.
* Microplaca de plastico de 24 pocillos.
REACTIVOS Y MATERIAL BIOOGICO

* Caenorhabditis elegans, cepa N2 var.Bristol obtenida del Caenorhabditis Genetic Center
(University of Minesotta, MN, USA).

* Cultivo de Escherichia coli OP50-1.

* Medio de crecimiento de nematodos (NGM) (Brenner, 1974; Lewis y Fleming, 1995).
* Solucién buffer M9 (Na,HPO,4 42 mM, KH,PO4 22 mM, NaCl 85,5 mM, MgS0;1 mM).
* Solucidn de rosa de bengala en concentracion de 5 mg/L.

PROCEDIMIENTOS

Obtencion de los organismos para el ensayo

El cultivo de C. elegans fue mantenido en placas de Petri conteniendo medio de cultivo NGM
cubierto por un césped bacteriano de E. coli a 20°C. A partir de este stock se obtuvieron los
nematodos en estadio sincronizado de desarrollo L1 utilizados en los ensayos. La sincronizacion del
crecimiento de los nematodos se realizd mediante la liberacién y eclosion sincronizada de los
huevos, mediante la muerte de los nematodos gravidos. La eclosién de los huevos se realizé en una
solucién Buffer M9 en tubos de microcentrifuga con agitacién suave durante 16 horas a 20 °C.

Exposicion de C. elegans a las muestras de agua

Para el ensayo se colocaron en microplacas de plastico 3 ml de las muestras de agua por cada
pocillo por cuadruplicado. Las muestras de agua fueron mantenidas congeladas desde el muestreo
para su preservacion. Estas muestras tenian un pH de entre 8 — 8.2, pero no fueron acidificadas
para cumplir con el pH sugerido en la técnica de 6.5 — 7.5, dado que se priorizé no alterar las
caracteristicas de la muestra. Este ensayo conté con un total de 11 muestras masun control
negativo de solucién buffer M9.

Luego a cada pocillo se le agregd 100 ml de muestra deE. coli con una densidad éptica de 60
nmzpara que los nematodos tuvieran alimento suficiente durante el ensayo. La muestra de E. coli
también contenia 60 nematodos/ 100 ml. Esta muestra fue colocada con micropipeta en cada
pocillo, agitando con el vortex entre cada pipeteo para mantener los nematodos en suspension.
Esta técnica permite que se coloquen en promedio 10 nematodos por pocillo.

Las microplacas fueron incubadas por 96 horas a 20°C para permitir el crecimiento y desarrollo
normal de los nematodos.

Medicion del punto final

Una vez finalizado el periodo de incubacién se traspaso el contenido de los pocillos a tubos de
microcentrifuga para detener el crecimiento de los nematodos matdndolos por calor, a una
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temperatura de 60 °C. Luego los nematodos fueron coloreados con 0,25 ml de una solucién de rosa
de bengala para facilitar su mediciéon ya que los mismos son transparentes. Los tubos con las
muestras coloreadas fueron conservados a 4 °C hasta su tratamiento.

La medicién del largo de los nematodos se realizd mediante fotografias. Para tomar las fotografias
se extendidé la muestra en una placa de Petri grillada que se observé al microscopio, y se tomé una
foto de cada nematodo una camara digital acoplada al microscopio. El largo de los nematodos
luego fue medido con el programa Imagel) desarrollado por el Nationalinsittute of Health de
Estados Unidos para el procesamiento cientifico de imdagenes. En algunos casos la presencia de
floculos que adhirieron a los organismos dificulté la medicion del largo de los nematodos. Los
nematodos cuyos extremos no se podian apreciar con exactitud no fueron medidos

2.3.3. Pseudokirchneriella subcapitata

P. subcapitata, anteriormente llamada Selesnatrum capricornutum es un alga verde (clorofita)
unicelular con forma de media luna que puede encontrarse en sistemas acudticos epicontinentales
(Castillo, 2004). Este organismo es actualmente el mds utilizado como representante de los
vegetales acudticos que viven en cuerpos de agua dulce y es una buen representante de los
productores primarios en las redes alimenticias de ambientes dulceacuicolas (Mendoza Cantu et al.
2013).

Una de las ventajas del uso de algas en ensayos de toxicidad es que, las algas al ser productores
primarios cumplen un rol fundamental en los flujos de energia y nutrientes de los ecosistemas
acuaticos (Sabater y Carrasco, 2000), y por ello un cambio en su estructura poblacional puede
alterar niveles troficos superiores. Ademas su caracteristica de productores primarios las hace mas
sensibles a contaminantes que no tienen efecto sobre organismos heterotréficos. Un aumento
excesivo de las algas, por un aumento en la concentracién de nutrientes limitantes como el
nitrogeno y el fésforo, puede generar anoxia, mortandad masiva de peces y/o la liberacion de
toxinas en caso de que proliferen ciertos tipos cianobacterias. Ademas, el seguimiento de las
comunidades algales en diversos cuerpos de agua puede ser utilizado como indicador de procesos
de enriquecimiento organico y eutrofizacién (Pefia Salamanca et al., 2005).

P. subcapitata es el alga mas utilizada en ensayos de toxicidad ya que ha demostrado tener una
elevada y constante sensibilidad frente a diversos toxicos, superior a otras especies de algas y peces
(Arouja, 2011). Su uso frecuente también se debe a su corto ciclo de vida, estabilidad genética, y su
facilidad para cultivarse (Huarachiet al., 2014), lo que le da al ensayo gran versatilidad.

El método de evaluacién de la toxicidad utilizando P. subcapitata ha sido avalado por la ISO
8692:2012 “Waterquality: Fresh water algalgrowthinhibition test with unicelular Green algae”.
También ha sido avalado por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD)
en su guia para el testeo de quimicos numero 201: “Freshwater alga and Cyanobacteria,
GrowthlInhibition Test” y por la United States Environmental Protection Agency (EPA) en “EPA Test
Method 1003.0: Green Alga, Selesnatrum Capricornutum, Growth Test; Chronic toxicity” (EPA,
2002).
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Figura 2.3.3.1: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata.

Izg. y centro: Cdmara de incubacién y precultivo de algas (Fuente: Elaboracion propia). Der.: Vista al
microscopio de P. subcapitata (Fuente: National Institute for Environmental Studies (Japdn), Algal
Resource Database).

INSTRUMENTAL

Camara de recuento de Neubauer, Espectofotometro, microscopio dptico, cdmara de flujo laminar,
mechero.

Camara de incubacion: La cdmara de incubacion montada para el presente trabajo tuvo una
iluminacién continua provista por 3 tubos de luz blanca, con una intensidad de luz medida de 480
luxes. Los cultivos se colocaron en un agitador para su agitacién continua a 48 rpm. La temperatura
dentro de la cdmara mantuvo en 22+ 2 °C.

MATERIALES
e Frascos de vidrio.
e Viales de centellleo de 20 ml.
e Probetas.
e Micropipetas y tips.
e Tubos de microcentrifuga.
e Gradilla.
REACTIVOS Y MATERIAL BIOLOGICO

e Cultivo de P. subcapitata.

35



e Agua destilada.

e Medio de cultivo para algas, preparado segun (OECD, 2011).

e Solucion de lodo (0,25 g de cristales de iodo en 100 ml de etanol al 95%).
PROCEDIMIENTOS
Obtencion de los organismos para el ensayo

Para los ensayos se realizaron precultivos de algas en fase de crecimiento a partir de cultivos
mantenidos en medio sélido o liquido. De ellos se tomd un indéculo y se lo sembré en 100 ml de
medio de cultivo para algas entre 3 a 5 dias expuesto a luz fria continua sin necesidad de agitacion
mecanica. Al cabo de dicho periodo se calculd la concentracién algal del precultivo utilizando una
camara de recuento de Neubauer.

Exposicidon de P. subcapitata a las muestras a ensayar

Las muestras de agua fueron mantenidas en frio hasta el momento de ser ensayadas. Dada la
cantidad de soélidos suspendidos en la muestra, se procedid a dejar decantar la muestra luego de
agitarse para que al trasvasarse no sean arrastrados y no aumenten la turbiedad de las muestras
(UK Environment Agency, 2008).Se prefirié este método no invasivo para eliminar la turbiedad,
frente a otros métodos, para no alterar la naturaleza de la muestra. El ensayo se realiz6 en
esterilidad para evitar una contaminacién bacteriana que introduzca un error en las
determinaciones de densidad dptica.

Las muestras y el agua estéril para el control se colocaron en frascos de vidrio estériles, en donde se
les agregd las soluciones del medio de cultivo para algas segun (OECD, 2011) para evitar falsos
resultados positivos por escases de nutrientes en las muestras. Luego se agregd un inoculo del
precultivo con el fin de obtener una concentracién final de 1x10°. Esta concentracién, que es un
orden de magnitud mayor a lo recomendado por las técnicas estandarizadas, se establecié por el
limite de cuantificacidon del espectrofotémetro.

Se colocaron 6 ml de las soluciones de algas en viales de vidrio con tapa rosca segun lo
recomendado en (Arouja, 2011) y se colocaron en la camara de incubacién por 3 dias con 2 0 3
réplicas para cada dia.

Medicion del punto final

En el tiempo inicial y luego cada 24 horas se midid la absorbancia de las muestras con
espectrofotémetro UV a una longitud de onda de 687 nm, pico similar al encontrado por (Riveiro
Rodriguez et al., 2011), con cubeta de 20 mm de paso 6ptico. Adicionalmente se tomd 1 ml de
muestra que se preservd en tubo de microcentrifuga con dos gotas de solucién de iodo para
realizar los recuentos en microscopio en la cdmara de Neubauer y con un aumento de 200 X.

Se graficaron tanto los valores de absorbancias como los recuentos para obtener las curvas de
crecimiento de P. subcapitata. Durante los ensayos se encontré una absorbancia basal de las
muestras a la longitud de onda medida, la cual fue restada de las muestras con algas.
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3. RESULTADOS
3.1. Determinaciones fisicoquimicas

Para la mejor interpretacién de los resultados obtenidos, se procedié a colorear las celdas de los
diferentes parametros segun los niveles guia de la normativa propuesta por ACUMAR para los usos
de los cuerpos de agua superficiales: Uso IV para actividades recreativas pasivas y uso V para la
preservacion de la vida acudtica con exposicion prolongada (PJN, 2009) (Tabla 3.2.1.1).

El criterio usado fue:

* Verde: Cumple con el uso V.
* Amarillo: No cumple con el uso V pero cumple con el uso V.
* Rojo: No cumple con el uso IV.

Los casilleros sin colorear corresponden a pardmetros no regulados por los niveles guias fijados por
la ACUMAR.

3.1.1. Muestreo de noviembre.

En la semana previa al monitoreo se registraron cuantiosas lluvias y altas temperaturas, siendo la
temperatura del dia de monitoreo aproximadamente de 29 °C (Fuente: INTA estacion
meteoroldgica Castelar). Cabe recordar que dado que el monitoreo fue realizado por la ACUMAR
los pardametros fisicoquimicos medidos difieren de los siguientes muestreos de este trabajo y no se
incluyen datos del punto Cafiu 205.

Tabla 3.1.1.1.: Determinaciones fisicoquimicas del muestreo de noviembre.

Parametro Unidades Cafiu 1 Cafiu 0 Cafiu 2
CE uS/cm 1469 1223 848
pH upH 8,22 8,14 8,44

ORP mV - - -
Turbidez NTU 74 15 39
oD mg/L 5,47 4,29 8,48
Temp. °C 26,5 23,5 24,8
DBOs mg/L - - -
DQO mg/L - - -
N:otal mg/L 10 6,3 4,8
NTK mg/L 9,8 51 2,3
N-NH; mg/L 8,5 4,8 2,0
N-NO, mg/L 0,38 0,56 1,8
N-NO; mg/L 0,21 0,70 0,65
PT mg/L - - -
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S mg/L <0,045 * *

*No se pudo realizar la determinacion.

En el sitio de muestreo Cafiu 1 se encontré un mayor nimero de determinaciones por encima de
los limites establecidos por el nivel guia para la proteccién de la vida acudtica (Figura 3.1.1.1.). El
sitio de muestreo en el arroyo Navarrete (Cafiu 2) tuvo valores mas cercanos a los niveles guia
mientras que el sitio Cafiu O presenté valores intermedios entre los dos puntos anteriores.Si bien,
todas las muestras analizadas cumplen con el uso de actividades recreativas pasivas (uso IV) sélo
algunos parametros cumplen con el uso V.

En elpunto de muestreo Cafiu 1 la concentracién de nitrégeno amoniacal (8,5 mg/L) fue superior a
la establecida por los niveles guia para la conservacion de la biota (<0,6 mg/L). Ademas de las altas
concentraciones de nitrogeno encontradas (10 mg/L N iotal), se determind el NTK con un valor de
9,8 mg/L lo cual sugiere que la mayor parte del nitrégeno total se hallaba en sus formas oxidadas.
Las altas concentraciones de NTK serian indicativas de una contaminacion organica reciente
(chebro.es, 2016). En este punto también se encontraron valores altos de sulfuros(<0,045 mg/L),
superioresa los sugeridos para el uso V del agua, lo cual puede indicar tanto la degradacién
anaerobia de compuestos azufrados como la descarga de efluentes industriales con sulfuros
(ACUMAR,2011). La concentracion de oxigeno disuelto (5,47 mg/L) fue levemente mayor al fijado
para la conservacion de la vida acuatica de <5 mg/L.

En Cafu 2, se encontraron valores mas altos de oxigeno disuelto (8,48 mg/L) en comparacion con
los puntos pertenecientes a A. Cafuelas. Esta concentracion de oxigeno disuelto cumple con los
limites del uso V. El valor de nitrégeno total fue de 4,8 mg/L, mientras que la concentracion de
nitrogeno amoniacal fue de 2 mg/L, superior al limite de 0,6 mg/L establecido por el uso V.
Asimismo, en este punto se encontraron valores de nitritos mayores a los encontrados en A.
Cainuelas. Dada la inestabilidad de este compuesto, el mismo podria indicar contaminacién fecal
reciente (Capote y Lixzandro, 2010) o contamincacidn por fertilizantes nitrogenados, en caso de
encontrarse en areas agricolas (Ortiz, 2009). Las altas concentraciones de nitritos encontradas
podrian ser téxicas para ciertos organismos acuaticos (Rodriguez, 2001; Camaro y Alonso, 2007).

Al comparar el A. Navarrete (Cafiu 2) con A. Cafuelas rio arriba (Caiiu 1), se observa que estos
cursos de agua tienen caracteristicas fisicoquimicas diferentes. Por una parte en Cafiu 1 se
encuentran bajas concentraciones de oxigeno (5,47 mg/L) lo cual se correlaciona con la presencia
de nitrégeno mayoritariamente como amoniaco (8,5 mg/L N-NH3). Por otra parte en Cafiu 2 se
encuentran menores concentraciones de las especies de nitrogeno reducidas (1,8 mg/L de NO, y
0,65 mg/L de NO3), lo cual concuerda con las mayores concentraciones de OD encontradas (8,48
mg/L). La diferencia en las concentraciones y tipo de nitrégeno encontrado sugeririan diferentes
fuentes de contaminacién en ambos cursos de agua.

En la muestra del punto Cafiu 0 se determinaron concentraciones de oxigeno disuelto y nitrégeno
amoniacal que superaron los niveles guia para el uso V. La concentracién medida de OD fue 4,29
mg/L, menor al limite establecido para el uso V de 5 mg/L. Por otro lado la concentracidon de
nitrogeno amoniacal (4,8 mg/L N-NH3) superd en un 800% la concentracion maxima establecida por
el nivel guia de 0,6 mg/L. Cabe destacar que este parametro fue 4,5 veces menor que en la muestra

38



del punto de muestreo rio arriba (Cafiu 1) lo cual podria deberse a la degradacién de los
compuestos y explicaria el aumento en las concentraciones de nitratos (0,70 mg/L) rio abajo.

Por otra parte es notorio que en Caiu 0 se registren los valores mas bajos de oxigeno disuelto en
comparacion con los puntos de muestreo rio arriba. Esto se podria deberse a una descarga de
efluentes, posiblemente por un conducto cloacal clandestino seguin lo encontrado por DiPSOH
(2011).

3.1.2. Muestreo de diciembre

Durante el muestreo de diciembre, se registré una temperatura de 35,4 °C, no habiéndose
registrado precipitaciones en la semana previa al mismo (Fuente: INTA).

Tabla 3.1.2.1: Resultados fisicoquimicos, muestreo diciembre.

Pardmetro Unidades Cafiu 1 Caiiu 205 Canu 0 Caiiu 2
CE uS/cm 2227 1363 2155 1280
pH upH 8,28 8,11 7,97 8,24

ORP mv -142 -39,3 19,8 8,7
oD % 92,8 80,7 52 137
ppm 7,2 6,1 3,93 10,2
Temp. °C 27,3 28,8 28,6 29,16
DBOs mg/L 16,8 5,7 4,7 _*
DQO mg/L 47,9 29,7 77,8 14,3
NTK mg/L 9,36 2,99 2,96 1,91
N-NO; mg/L 1,1 <0,09" 1,4 2,7
PT mg/L 0,7 <02 ° 0,5 0,6

*No se pudo calcular por interferencias en la muestra.
* .7 ’ . .7
2 Concentracién menor al limite de deteccion.

Tabla 3.1.2.2: indice de biodegradabilidad, muestreo de diciembre.

Muestra Canu 1 Caiu 205 Canu 0 Canu 2
DBOs/ DQO 0,35 0,19 0,06 -

. . Poco Poco
Tipo Biodegradable Biodegradable Biodegradable

En las muestras de agua del punto Cafiu 1 se determinaron valores maximos de conductividad
(2227 uS/cm), pH (8,28 upH), DBOs (16,8 mg/L), DQO (47,9 mg/L), NTK (9,36 mg/L) y fésforo total
(0,7 mg/L). Los niveles altos de DBOs superaron escasamente el limite establecido para el uso IV
(<15 mg/L), pero superaron en un 560% los limites del nivel guia para el uso V (<3 mg/L).Estos
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valores de DBOs, junto con los valores negativos de ORP encontrados (-142 mV), las altas
concentraciones de nutrientes (0,7 mg/L de PT y 9,36 mg/L de NTK) y el aumento de la
conductividad sugeririan una fuerte contaminacién organica en este punto. Por otro lado, se calculd
el indice de biodegradabilidad (Figura 3.1.2.2.) (Martinez Soza, 2010) que permite describir la
naturaleza biodegradable de la materia orgdnica presente en la muestra. El valor obtenido fue de
0,35 lo cual indica la presencia de compuestos tanto biodegradables como recalcitrantes.

En el punto de muestreo Cafiu 205 se determind una conductividad de 1363 uS/cm, pH de 8,11,
ORP de -39,3 mV, oxigeno disuelto de 6,1 mg/L, DBOs de 5,7 mg/L, DQO de 29,7 mg/Ly NTK de
2,99 mg/L (Tabla 3.1.2.1.). El aumento del ORP junto con el descenso de los pardmetros
anteriormente mencionados mostraria una mejora en la calidad del agua y la degradacién de los
compuestos organicos cuantificados rio arriba. Los parametros que tuvieron un marcado descenso
frente a Cafiu 1 fueron: DBOs (33,9%), DQO (62%) y NTK (31.9%). Contrariamente a la tendencia de
los demas pardmetros, el oxigeno disuelto mostré un descenso en la calidad del agua, pasando de
una concentracién de 7,2 a 6,1 mg/L. En cuanto al fésforo total, no se pudo determinar si estos
cumplian con el nivel guia de 0,001 mg/L dado que este valor es menor al limite de deteccidén de la
técnica de 0,2 mg/L, limite que fue alcanzado por esta muestra.

El punto de muestreo Cafiu 2 evidencidé en general valores adecuados para la conservacion de la
vida acuatica (Uso V) siendo los valores de conductividad de 1280 uS/cm, pH de 8,24 y oxigeno
disuelto de 10,2 ppm. El parametro que superd dicho nivel guia fue el fésforo total encontrandose
en concentraciones de 0,6 mg/L siendo el nivel maximo permitido de 0,001 mg/L

En comparacién con los puntos del A. Cafiuelas, la muestra Cafu 2 presentd valores mayores de
ORP (8,7 mV) y OD (10,2 mg/L), y valores menores de DQO (14,3 mg/L) y NTK (1,91 mg/L). Esto
indicaria que la calidad del agua estda mas cercana a los niveles guia IV y V, a excepcion de los
nitratos los cuales se encuentran en mayor concentracién (2,7 mg/L) en comparaciéon con A.
Cafuelas.

En el punto Cafiu 0 se determind con respecto a los puntos rio arriba (Cafiu 205 y Cafiu 2), un
aumento en la conductividad (2155 mV) cercana a los valores encontrados en Cafiu 1. También se
determinaron valores minimos de OD (3,93 mg/L) que no cumplieron con los niveles guia del uso IV
y valores maximos de DQO (77,8 mg/L). Los cambios en estos parametros indicarian el ingreso de
un efluente antes del punto Cafiu 0 con una alta carga orgdnica mayormente no biodegradable en
virtud del indice de biodegradabilidad obtenido de 0,06 (Tabla 3.1.2.2).

3.1.3. Muestreo de febrero

En el caso del muestreo de febrero, se encontré en punto de monitoreo A. Caifiu 1 el agua
presentaba una coloracidn blancuzca y un fuerte olor desagradable (ANEXO 1). Esto se deberia
posiblemente a descargas de efluentes de una industria lactea cercana al rio (Comunicacién
Personal). También se observd que el arroyo tenia mayor caudal que en el monitoreo de diciembre.

En el punto A. Cafiu 2 se observé una proliferacién de las macrdfitas flotantes con respecto al
monitoreo de noviembre que llegaban a cubrir casi todo el espejo de agua, asimismo se observaron
algas en suspensién y presencia de peces pequeios.
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Tabla 3.1.3.1.: Determinaciones fisicoquimicos del muestreo de febrero.

Parametro Unidades Cafiu 1 Cafiu 205 Cafiu 0 Cafiu 2
CE uS/cm 3547 2702 2305 1357
pH upH 8,62 8,66 8,55 8,14

ORP mV -360,6 70,5 18,6 109,6
% 3,2 62,9 129 113
oD
ppm _ 4,85 9,98 8,66
Temp. °C 26,10 27,78 27,92 27,57
DQO mg/L 550 84 43 19
NTK mg/L 21,44 9,75 4,16 2,34
N-NO; mg/L ND™ ND" <0,29™ 0,54
PT mg/L 1,2 0,6 0,5 1,0

* . . .7

* No se puedo calcular dado que el valor de DBOs superaba ampliamente el rango de medicion.
* .7 s . LN ol .7 *

* Concentracién menor al limite de cuantificacién. > No detectable.

Tabla 3.1.3.2.: indice de biodegradabilidad, muestreo de febrero.

Muestra Cafu 1 Cafiu 205 Canu 0 Cafiu 2
DBOs/ DQO - 0,3 0,2 0,2
Tipo - Biodegradable Biodegradable Biodegradable

En el sitio de muestreo Cafiu 1 la conductividad medida fue de 3547 uS/cm. Este valor casi triplicd y
duplicé los valores de conductividadmedidos en noviembre y febrero respectivamente. Ademas, se
midieron valores muy bajos de ORP (-360,6 mV) y de oxigeno disuelto (0,25 mg/L). Este parametro
no cumplié con el uso IV fijado por la ACUMAR y es indicativo de un ambiente tendiente a
condiciones andxicas. Otros pardmetros que tuvieron una marcada variacion con respecto al
monitoreo anterior fueron: la DQO que aumentd en mas de un orden de magnitud, el NTK que se
duplicé y el PT que fue 120 veces mayor al limite establecido por el uso V. Los valores obtenidos
fueron de 550 mg/L, 21,44 mg/Ly 1,2 mg/L respectivamente. Por otra parte la DBOs mostré valores
tan altos que superé el rango de medicién de la técnica y no pudo ser cuantificada.

La caracterizacion fisicoquimica de la muestra indicaria que las descargas de efluentes con altas
cargas organicas podrian ser la causa de las condiciones reductoras y pre-andxicas halladas en el
punto de muestreo Cafiul.

Rio abajo se observé una mejora parcial en la calidad del agua dado que se encontraron valores de
ORP positivos (70,5 mV) y una mayor concentracion de oxigeno disuelto (4,85 mg/L) que cumplié
con el uso IV para actividades recreativas pasivas. También se determiné que la DQO (84 mg/L) y las
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concentraciones de nutrientes, nitrégeno como NTK (9,75 mg/L) y fosforo total (0,6 mg/L PT), se
redujeron significativamente (aproximadamente un 50% en ambos nutrientes y un 85% en la DQO).
A pesar de esta mejora, tanto la DBOs (25,7 mg/L), como el OD (4,85 mg/L) y la concentracion de PT
(0,6 mg/L) no cumplieron con los limites del uso V para la proteccion de la vida acuatica.

Las caracteristicas del A. Navarrete fueron mucho mas satisfactorias que en el arroyo Cafuelas ya
gue se encontraron valores maximos de ORP (109,6 uS/cm) y concentraciones de OD (8, 66 uS/cm)
mayores a 5 mg/L, que cumplen con el limite establecido para la conservacién de la vida acuatica
(Uso V). Sin embargo, se encontraron niveles de DBOs y fosforo, levemente mayores al limite
establecido para dicho uso. Segun el indice de Biodegradabilidad calculado de 0,2 (Tabla 3.1.3.2.)
los compuestos presentes en la muestra se clasificarian entre biodegradables y poco
biodegradables.

En el punto Cafiu O se encontraron los valores maximos de oxigeno disuelto (9,89 uS/cm), y una
calidad de agua levemente mejor que Cafiu 205 disminuyendo los valores de DQO (43 mg/L),
DBOs(7,8 mg/L) y PT (0,5 mg/L). Estos ultimos dos parametros no cumplieron con el uso V de
cuerpos de agua superficiales. Esto indica que, si bien la calidad del agua mejora a lo largo del rio,
en el punto Caiiu 0 las caracteristicas del agua no serian satisfactorias para la preservacién de la
vida acudtica con exposicién prolongada.

De las determinaciones fisicoquimicas mencionadas anteriormente, se destaca un fuerte deterioro
en la calidad del agua en el sitio Cafiu 1 lo cual también impacto aguas abajo en el punto Cafiu 205.
Ninguno de estos dos puntos cumplié con lo establecido en el uso IV para las actividades
recreativas pasivas.

3.1.4. Interpretacion de los resultados.

Al comparar las caracterizaciones fisicoquimicas de las muestras obtenidas en los diferentes meses,
se encontrd que el Arroyo Canuelas tuvo un marcado deterioro en la calidad de sus aguas en el mes
de febrero, y en menor medida en el mes de diciembre. En el muestreo de noviembre se encontrd
un perfil fisicoquimico mas satisfactorio para el A. Cafiuelas. Las lluvias registradas en los dias
previos a este muestreo podrian haber contribuido a una dilucién de algunos contaminantes.

Tanto en febrero como en diciembre se observd que la peor de calidad de las aguas del A. Cafiuelas
se encontraba aguas arriba en el punto Cafiu 1. Dado el perfil fisicoquimico de las muestras, esto
podria deberse a un vuelco periddico de efluentes mayormente organicos que disminuirian el
oxigeno disuelto a condiciones casi andxicas. Las altas temperaturas registradas en los dias de los
muestreos contribuirian alin mas a la reduccién del oxigeno disuelto. Por otra parte, también se
observd que la contaminacidon en Cafiu 1 afectd el punto de muestreo rio abajo, Cafiu 205. Sin
embargo, se observa una mejoria en la calidad de las aguas entre estos dos puntos. Esto podria
deberse a algun proceso de autodepuracién del rié e indicaria que no hay un ingreso significativo
de contaminantes entre estos dos puntos.

El punto de muestreo del Arroyo Navarrete presentd caracteristicas fisicoquimicas similares a lo
largo de los tres meses estudiados. Se encontraron valores de CE de alrededor de 1000 uS/cm, OD
de alrededor de 8,2, NTK de alrededor de 2 mg/L y también se encontraron valores de DQO de
alrededor de 17,5 para los meses de diciembre y febrero. Sélo los nitratos variaron notablemente
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encontrandose valores de 0,6 y 0,5 mg/L en los meses de noviembre y febrero pero valores de 2,7
mg/L en el mes de diciembre.

Las caracteristicas fisicoquimicas del punto Cafiu 0 no siguieron una tendencia clara a lo largo de los
meses Yy con respecto a los otros puntos. En los meses de noviembre y febrero la mayoria de los
parametros fueron similares a los encontrados en los puntos rio arriba, Cafiu 205 y 2 excepto en el
mes de diciembre cuando se encontré un notorio aumento en la conductividad y la DQO con
respecto a los otros dos puntos.

3.2. Resultados de ensayos con L. sativa.

3.2.1. Muestreo de noviembre

En los ensayos realizados se encontraron diferentes respuestas entre la elongacién de la raiz y del
tallo (Figura 3.2.1.1). En todas las muestras el tallo fue significativamente (p <0,05) mas largo con
respecto al control, mientras que en la raiz, no hubo diferencias significativas (p >0,05) entre ninguin
grupo de muestras.

Las diferencias en los porcentajes de germinacidn en comparacién con el blanco y en orden
descendiente fueron: 11% en Cafiu 1, 12% en Caiu 0, -1% en el control y -3% en Cafu 2. Caiu 1 fue
la muestra que mayor porcentaje de germinacion obtuvo, asi como también la mayor elongacion
promedio del tallo (3,6 cm al igual que Cafu 0) y una de las mayores elongaciones de raiz (3 cm al
igual que el control).

Figura 3.2.1.1.: Ensayo de toxicidad con L. Sativa expuestas a muestras del A. Cafiuelas
correspondientes al muestreo de noviembre.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
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3.2.2. Muestreo de diciembre

En los ensayos del mes de diciembre se encontré el mismo patron de respuestas en los tallos que
en el mes de noviembre, en donde todas las muestras tuvieron una elongacion significativamente
mayor que el control (p<0,05) (Figura 3.2.2.1). El promedio de elongacién del tallo en orden
descendente fue: 3,7 cm en Cafiu 1, 3,6 cm en Cafiu 2, 3,53 cm en Cafiu 205y 3,47 cm en Caiiu 0.

Se encontraron diferencias significativas en la elongacion de las raices, donde la muestra de Caiu 2
fue significativamente mayor (p<0,05) que las otras muestras y el control. Los promedios de
elongacidn de la raiz en orden descendente fueron: 3,1 cm en Caiiu 2, 2,6 cm en Cafiu 1, Caiiu 205 y
Caiiu 0,y 2,3 cm en el control.

Las diferencias en los porcentajes de germinacion en comparacion al blanco y en orden
descendente fueron: 11% en Caiiu 0, 7% en Cafiu 205, 8% en Cafiu 2y 4% en Caiiu 1.

Figura 3.2.2.1: Ensayo de toxicidad con L. Sativa expuestas a muestras del A. Cafiuelas
correspondientes al mes de diciembre.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
3.2.3. Mes de febrero

En los ensayos realizados en el mes de febrero se encontraron diferencias significativas tanto en la
elongacion de la raiz como en el tallo (Figura 3.2.3.1.). Con respecto a la elongacién del tallo, este
fue significativamente mayor (p<0,05) para todas las muestras analizadas. El punto de muestreo
gue produjo la menor elongacion promedio fue Cafiu 1 (3,5 cm).

Este parametro fue aumentando rio abajo registrandose una elongacién promedio del tallo de 3,6
cm en Canu 205 y 3,8 cm en Cafiu 0. En cuanto a la muestra del Arroyo Navarrete, esta produjo el
mayor largo promedio de tallo (3,9 cm) siendo este valor significativamente diferente al
encontrado en Cafiu 1.
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En cuanto al largo de las raices se observé un patrén similar al encontrado en el tallo, en donde el
pardmetro aumenta siguiendo el curso del rio, encontrando en Caiu 1 el menor crecimiento de la
raiz. Ademas en Caiu 2 también se obtuvo el valor mas alto en comparacién con los puntos de
muestreo pertenecientes al A. Cafiuelas, siendo su valor promedio (3,5 cm) similar al control (3,6
cm).

Las diferencias en los porcentajes de germinacién en comparacion al blanco y en orden
descendente fueron: 7% en Cafiu 2, sin diferencias en Cafiu 205 y Cafiu 2 y -3% en Cafiu 1. Cafiu 1,
gue presentd el menor porcentaje de germinacion, también presenté la menor elongacion de tallo
y raiz.

Figura 3.2.3.1: Ensayo de toxicidad con L. Sativa expuestas a muestras del A. Cafiuelas tomadas el
5/2/16.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).

3.2.4. Interpretacion de los resultados.

En los ensayos realizados con L. sativa se encontré una bioestimulacion significativa en la
elongacion del tallo en todas las muestras de todos los meses a excepcion del punto Cafiu 1 en el
mes de febrero. La bioestimulacidon del crecimiento de L. sativa puede ser producto de una
concentracion abundante de nutrientes (Solano Padilla, 2007; Rodriguez Romero et al., 2014),
situacion que se evidencid en la caracterizacién fisicoquimica de todas las muestras, las cuales
superaron el nivel guia establecido para el uso IV de conservacién de la biota en los casos en que
este parametro pudo ser cuantificado.

En cuanto a la elongacion de la raiz, este pardmetro fue estimulado por la muestra Cafiu 2 de
diciembre, y fue disminuido por las muestras de A. Cafiuelas de febrero. En las otras muestras no se
registraron diferencias significativas con respecto al control. Estos resultados son similares a
aquellos encontrados por la UNLP (2015) dado que en ambos trabajos Cafiu 2 presentd una
incremento en la elongacion de la raiz (Tabla 1.3.1.) posiblemente por una mayor concentracién de
nitratos (Tabla 1.3.2.). Ademdas en ambos trabajos L. sativa tuvo un menor crecimiento (Tabla
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1.3.3.) en Cafiu 1 asociado a una disminucion en la calidad del agua determinada a partir del
marcado aumento en los valores de DBOs, DQO, NTK y conductividad eléctrica y en la disminucion
en el oxigeno disuelto (Tabla 1.3.2.).

3.3. Resultado de ensayos con C. elegans

Las muestras de todos los meses y puntos de muestreo se analizaron en conjunto. Sin embargo, los
resultados de los ensayos se separardn por mes de muestreo para la mejor comprensién de los
mismos.

3.3.1. Muestreo de noviembre.

El grupo de nematodos con mayor crecimiento fue el correspondiente al control (M9), con un
crecimiento medio de 1249 mm. El siguiente grupo con mayor crecimiento fue Cafiu 0 con una
media de 1221 mm, seguido de Cafiu 1 con una media de 1142 mm. La muestra que presentd un
menor crecimiento medio fue Cafiu 2 con una media de 1070 mm.

Mediante un Andlisis de Varianza se determind que el crecimiento de C. elegans se redujo
significativamente (p< 0,0001) al ser expuesto a Cafiu 1 y Cafiu 2 indicando un efecto tdxico
marcado de las muestras de agua sobre el desarrollo de C. elegans.

Figura 3.3.1.1.: Resultados del ensayo de toxicidad con C. elegans expuestas a muestras del Arroyo
Cafiuelas correspondientes al monitoreo de noviembre.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).

46



3.3.2. Muestreode diciembre

La muestra que produjo el mayor crecimiento de C. elegans fue Caiiu 0 en donde la elongacién
media del nematodo fue de 1251 mm. Las muestras que produjeron el mayor crecimiento,
ordenadas en forma descendente fueron: el control con 1249 mm, Cafiu 1 con 1233 mm, Cafiu 205
con 1153mm y por ultimo Cafiu 2 con 1088 mm.

El andlisis estadistico mostré que no se hallaron valores significativamente diferentes (p>0,05) en
el crecimiento de C. elegans entre las muestras de Cafiu 0, Caiiu 1 y el control, indicando que
ninguna de las muestras present6 toxicidad para C. elegans (Figura 3.3.2.1). Las muestras en las que
se evidencio un crecimiento significativamente menor al control fueron Cafiu 1 y Cafiu 2.

Figura 3.3.2.1: Resultados del ensayo de toxicidad con C. elegans expuestas muestras del Arroyo
Canuelas correspondientes al monitoreo de diciembre.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
3.3.3. Muestreode febrero

Todos los ensayos realizados con las muestras de agua extraidas en febrero presentaron
crecimientos similares sin diferencias significativas entre ellas y con el control (p>0,05). El largo
promedio de C. elegans en el control fue de 1251 mm, mientras que el cremcientos en las muestras
en orden decreciente fue: Cafiu 0 con 1286 mm, Cafiu 2 con 1263 mm, Cafiu 205 con 1256 mm vy
por ultimo Cafiu 1 con 1230 mm.

Dado los resultados de los ensayos realizados se sugiere la ausencia de toxicidad para este grupo de
muestras. Sin embargo, cabe resaltar que en las muestras de agua de Cafiu 1 y de Caiu 2 se
encontraron valores atipicos bajos.
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Figura 3.3.3.1.: Resultados del ensayo de toxicidad con C. elegans expuestas a muestras del Arroyo
Caiuelas correspondientes al monitoreo de febrero.
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Los valores con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).

3.3.4. Interpretacion de los resultados.

En los ensayos realizados con C. elegans se detectd toxicidad en algunos puntos de muestreo, pero
estas respuestas no fueron iguales a lo largo de los meses.

En el monitoreo de noviembre no se encontraron caracteristicas toxicas para las muestras
provenientes de Cafu 0. Sin embargo, las muestras en Cafiu 1 y 2 fueron tdxicas para C. elegans, lo
cual indicaria la presencia de contaminantes rio arriba y la recuperacién del cuerpo de agua rio
abajo.

En el monitoreo de diciembre se obtuvieron resultados similares a los encontrados en noviembre
en cuanto Cafu 2 fue la muestra que mayor toxicidad presentd y Cafu O fue la muestra en donde se
produjo el mayor crecimiento de C. elegans. También se destaca que Cafiu 205 presenté mayor
toxicidad que Cafiu 1, lo cual indicaria el ingreso de contaminantes entre estos puntos del Arroyo.

En el monitoreo de febrero también se encontré que la muestra Cafiu 0 tuvo el mayor crecimiento
para C. elegans, indicando la mejora de la calidad del agua rio abajo. Por otra parate,si bien la
muestra Cafiu 1 presentd un menor crecimiento frente al control, esta disminucién no fue
significativa pese a la baja calidad de sus aguas y los bajos niveles de oxigeno disuelto encontrados
(Tabla 3.1.3.1.).
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3.4. Resultado de los ensayos con P. subcapitata

3.4.1. Muestreo de diciembre

Se realizaron dos ensayos con las muestras correspondientes al muestreo de diciembre. El primer
ensayo se realizd con las muestras que se mantuvieron congeladas desde el dia del muestreo hasta
el dia del ensayo. Se logré medir el crecimiento de las algas sélo mediante la absorbancia, ya que
las muestras presentaron al microscopio particulas semicirculares que no pudieron ser identificadas
e interferian en el recuento directo.

En el primer ensayo del mes de diciembre se realizaron controles por duplicados, los cuales se
presentan en la figura 3.4.1.2 como un Unico valor promediado.

Figura 3.4.1.1.: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras congeladas del Arroyo
Canuelas correspondientes al monitoreo diciembre. Determinacidn del crecimiento algal por
recuento directo de células.
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En las figuras 3.4.1.2.y 3.4.1.1. se observa que P. subcapitata tuvo un crecimiento menor al ser
expuesta a Canu 1 en comparacion con el blanco (inhibicién del 35% calculado mediante recuento
directo y del 19% mediante espectrofotometria). Por otra parte, la tasa de crecimiento de P.
subcapitata aumenté considerablemente frente a Canu 205, y Cafiu 0 en un 275% y 278% respecto
del control para ambos casos. Asimismo y en menor medida se incrementd en un 221% en Cafiu 2.
Cabe destacar que P. subcapitata tuvo un comportamiento notoriamente diferente entre Cafiu 1y
Caiiu 205, siendo estos dos puntos contiguos sobre el Arroyo Cafiuelas.
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Figura 3.4.1.2.: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras congeladas del Arroyo
Canuelas correspondientes al monitoreo diciembre. Determinacién del crecimiento algal por
espectrofotometria con absorbancia a 687 nm.
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Dados los problemas con las muestras anteriormente descriptos, se volvié a realizar un ensayo con
muestras del mes de diciembre que se conservaron en refrigeracion a 4 + 2 °C. El ensayo mostré un
comportamiento similar de P. subcapitata en todas las muestras en comparacion con el ensayo
anterior, a excepcion de Cafiu 1 (Figura 3.4.1.3.).

Esta muestra provocd un crecimiento menor al blanco cuando fue preservada en congelacion,
siendo las concentraciones finales del ensayado 7,7 X 10°cel/mly 1,1 X 10°cel/ml en Cafiu 1y en el
blanco respectivamente. Sin embargo, la muestra preservada en refrigeracién tuvo un
comportamiento diferente, obteniendo una concentracidn final de P. subcapitata en Cafiu 1 (3,8 X
106 cel/ml) mucho mayor al control (8,4 X 10° cel/ml) y a pesar de que la concentracién inicial de
todas las muestras de ambos ensayos fue de 2,2 X 10°+ 0,1 cel/ml. Una posible explicacién para el
comportamiento de esta muestra es que la materia organica de la muestra fue preservada
mediante la congelacion y limité la biodisponibilidad de los nutrientes al actuar como un ligando.
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Figura 3.4.1.3.: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras refrigeradas del
Arroyo Canuelas correspondientes al monitoreo diciembre. Determinacién del crecimiento algal por
recuento directo de células.
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Figura 3.4.1.4: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras refrigeradas del Arroyo
Canuelas correspondientes al monitoreo diciembre. Determinacion del crecimiento algal por
espectrofotometria con absorbancia a 687 nm.
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Dado que las diversas fuentes de informacion recomiendan la congelacion como método de preservacion de
las muestras, se tomaran como validos los resultados del primer ensayo.

3.4.2. Muestreo de febrero

Los ensayos del mes de febrero mostraron que las tasas de crecimiento de todas las muestras
difirieron significativamente (p> 0,05) entre si y con respecto al blanco cuando fueron cuantificadas
por recuento directo (Figuras 3.4.2.2.).

La muestra Cafiu 1 tuvo una concentracién algal promedio al comienzo del ensayo de 1,75 X 10° cel/
ml. mientras que al finalizar el periodo de incubacién el recuento fue de 2,14 X 10° cel/ml. Si se
comparan las concentraciones iniciales y finales del ensayo se observa que casi no hubo
crecimiento (Figura 3.4.2.2) (Figura 3.4.2.1.). El crecimiento pobre de P. subcapitata expuesta a
Cafu 1 se evidencid en la forma hinchada de las células que en ocasiones llegaron a romperse.El
gran volumen de las células pudo deberse a la presencia de metales pesados en especial cadmio y
zinc tal como fue observado en trabajos previos (Machado, 2013) u otras sustancias que generen
presion osmética sobre las células.

Figura 3.4.2.1: Diferencias en el crecimiento de P. subcapitata frente a diferentes muestras
ambientales al cuncluir el ensayo de toxicicdad.

Tubos de cultivo de P. subcapitata expuestas a las muestras del arroyo Cafiuelas en el tercer dia de
incubacion. De izqg. A der.: Caiu 2, Cafiu 1, Cafiu 0, Blanco y Caiiu 205.

La muestra Cafiu 205 al finalizar el ensayo tuvo una concentracién un 40% menor a la del Blanco
medida mediante recuento directo (Figura 3.6.1.2.). En las curvas de crecimiento calculadas
mediante absorbancia (Figura 3.6.1.3.) se encontraron resultados similares si se considera el desvio
estandar de la muestra Cafiu 205.Estos resultados aportan una caracterizacion de la muestra como
levemente toxica, pero con un nivel mucho menor que su punto de monitoreo rio arriba (Cafiu 1).

Por otra parte, los puntos de monitoreo Cafiu 0 y Cafiu 2 presentaron una curva de crecimiento
mucho mayor que el blanco (Figura 3.6.1.2). Al finalizar el ensayo se encontré que la concentracion
con respecto al blanco, medida por recuento directo, fue 4 veces mas alta en Cafu 2 y 1,6 veces en
Caiu 0.
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Figura 3.4.2.2.: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras del Arroyo Cafiuelas
correspondientes al monitoreo febrero. Determinacién del crecimiento algal por recuento directo
de células.
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Figura 3.4.2.3.: Ensayo de toxicidad con P. subcapitata expuestas a muestras del Arroyo Cafiuelas
correspondientes al monitoreo febrero. Determinacidn del crecimiento algal por
espectrofotometria con absorbancia a 687 nm.
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3.4.3. Interpretacién de los resultados

En los ensayos realizados con P. subcapitata se encontrd una bioestimulacidn del crecimiento en los
puntos Caiu 2 y Cafiu 0, esto podria deberse a un exceso de nutrientes en ambos puntos (Kallgvist,
1984) que se manifestd en las altas concentraciones de DBOs y fosforo total encontradas. Otro
estudio (Olguin Salinas, 2004) encontré el mismo efecto utilizando otras especies de algas en cursos
de agua con un perfil fisicoquimico similar.

Por el contrario, en las muestras obtenidas en los puntos Cafiu 1 y Cafiu 205 el crecimiento de P.
subcapitata fue significativamente menor, indicando caracteristicas tdxicas de las muestras para P.
subcapitata. Esta toxicidad podria deberse a la formacidn de especies amoniacales en un ambiente
casi anoxico (Tabla 3.1.3.1.), las cuales son téxicas para las algas en concentraciones altas
(Abelovich y Azov, 1975; Azov y Goldman, 1981; Pittman et al., 2011; AST Ingenieria et al., 2013).La
disminucion del oxigeno disuelto también podria producir otros compuestos potencialmente
téxicos como el sulfuro de hidrégeno (Camaro y Alonso, 2007).

3.5. Analisis conjunto de los resultados

Con el fin de resumir e interpretar mas facilmente la gran cantidad de informacion obtenida en el
presente trabajo, se procedid a asignar colores a los resultados obtenidos y sintetizarlos en una
tabla. Los criterios para los colores fueron:

En el caso de los ensayos fisicoquimicos se siguid con los criterios expresados en el punto 3.1. Se
adjudico a cada muestra el color del parametro que mas se alejé de los niveles guia.

Los casilleros en gris representan parametros para los cuales no se tienen datos.
Para los ensayos con L. sativa se asigné:

e Verde: Si no hubo diferencias significativas con respecto al control en la elongacién del tallo
o en la raiz, tanto en exaltacién como en reduccion de los largos.

e Amarillo: Hubo diferencias significativas en uno de los dos parametros mencionados.

e Rojo: Hubo diferencias significativas en ambos pardmetros medidos.

Para los ensayos con C.elegans se asigné:

e Verde: No hubo diferencias significativas en el largo de los nematodos con respecto al
control.

e Rojo: Hubo diferencias significativas en el largo de los nematodos con respecto al control.
Para los ensayos con P. subcapitata se asigno:

e Verde: No hubo diferencias significativas en la concentracidon de algas con respecto al
control.

e Rojo: Hubo difieren diferencias significativas en la concentracién de algas con respecto al
control.
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Tabla 3.5.1.: Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos fisicoquimicos y ecotoxicoldgicos
de las muestras obtenidas en el Arroyo Cafiuelas y el Arroyo Navarrete entre noviembre del 2015y
febrero del 2016.

. . . L. sativa C. elegans P. subcapitata
arametros | Fisicoquimicos
siti (lechuga) (nematodo) (alga)
itios

N D F N D F N D F N D F

Cafiul
Caiu 205

Caiiu 0
Cafiu 2

Al comparar entre los ensayos realizados con L. sativa y P. subcapitata se encontraron resultados
diferentes a pesar de que ambos son productores primarios, lo cual indica la complementariedad
de los ensayos. El efecto bioestimulante de algunas muestras sobre ambos organismos ensayados
podria indicar un exceso de nutrientes que contribuiria a la eutrofizacidn de los arroyos estudiados.
Ademas, no se debe descartar la presencia de compuestos téxicos en las muestras que produjeron
una bioestimulacién, dado que las altas concentraciones de materia organica detectadas podrian
actuar como un ligando reduciendo la biodisponibilidad de los compuestos téxicos (Park y Cho,
2008).

En cuanto a los ensayos realizados con C. elegans, estos no mostraron una inhibicidn significativa
frente a las muestras con mayor contaminacién organica. Tampoco se observé una correlaciéon con
los otros dos organismos ensayados. En las muestras en donde tanto C. elegans como P.
subcapitata y L. sativa mostraron diferencias significativas, el nematodo tuvo una inhibicion del
crecimiento, mientras que los otros dos organismos ensayados mostraron una exacerbacién del
crecimiento. Por lo tanto C. elegans seria una herramienta util en la deteccién de compuestos
toxicos, incluso en ambientes con contaminacién orgdnica donde muchos compuestos no estdn
biodisponibles para otros organismos.
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4. CONCLUSIONES

Se analizo la calidad del agua del Arroyo Cafuelas y un arroyo afluente al mismo, ubicados en la
provincia de Buenos Aires, en los meses de noviembre del 2015 y diciembre y febrero del 2016
mediante determinaciones fisicoquimicas y ensayos ecotoxicoldgicos. Los principales resultados
fueron:

e Tanto el Arroyo Cafiuelas como el Arroyo Navarrete son cursos de agua degradados dado
gue en ningln monitoreo cumplieron con los niveles guia fijados para la proteccién de la
vida acuatica establecido por la autoridad competente (uso V de aguas superficiales fijado
por la ACUMAR).

e Rio arriba, el Arroyo Cafluelas tiene una mala calidad en sus aguas posiblemente debido al
vertido de efluentes orgdnicos, siendo no apto para actividades recreativas pasivas (Uso IV
fijado por la ACUMAR). Esta degradacion de las aguas se reflejé en el bajo oxigeno disuelto
(valor minimo encontrado de 0,25 mg/L), la alta DBOs(valor maximo de 16,5 mg/L), la
bioestimulacién de L. sativa y la reduccién del crecimiento de P. subcapitata.

e Rio abajo, la calidad del Arroyo Cafiuelas mejora parcialmente, aumentando sus niveles de
oxigeno disuelto, DQO, DBOs, y aumentando el crecimiento frente a P. subcapitata.

e A. Navarrete tiene una mejor calidad de sus aguas con respecto a A. Cafiuelas dado que las
mismas cumplen con los niveles guia del uso IV fijado por ACUMAR. Sin embargo, estas
aguas tuvieron caracteristicas toxicas para C. elegans en dos de los tres monitoreos, lo cual
podria sugerir la presencia de contaminantes.

e Luego de la afluencia de A. Navarrete al A. Cafiuelas, este ultimo presenta pardmetros que
superan los niveles guia del uso IV y produce la exacerbacién del crecimiento de L. sativa.
Sin embargo se observa una mejoria en la calidad de las aguas dado que no se detectd
toxicidad con C. elegans ni se redujo la tasa de crecimiento con P. subcapitata.

e Dada la gran cantidad de informacidn obtenida a través de los bioensayos, se concluye que
son una herramienta util en los estudios de ecosistemas acuaticos, que complementan
determinaciones fisicoquimicos y aportan informacién sobre la calidad toxicoldgica de los
cursos de agua.
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6. Anexo Fotografico

Figura 6.1.: Fotos del muestreo realizado en diciembre.
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Figura 6.1.: Fotos del muestreo de febrero.
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