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ESTUDIO ECOTOXICOLOGICO EN LA CUENCA HIDRICA DEL ARROYO LAS CONCHITAS
(BUENOS AIRES) CON EMBRIONES DE VERTEBRADOS

RESUMEN

En el presente estudio, se evalud la toxicidad aguda y crénica del agua del arroyo Las Conchitas
en cuatro estaciones de monitoreo, la primera en el Parque Ecolégico Cultural Guillermo Hudson,
con minimo impacto antrépico y las restantes con un impacto mas elevado. Los bioensayos de
ecotoxicidad se realizaron con embriones de un anfibio nativo, rhinella arenarum segun el método
ANFITOX y de danio rerio, un pez originario del sudeste asiatico segun el método CEBRATOX,
por analogia (y con resultados similares). Con excepcion de la primera estacion, en la cual no se
detectd toxicidad aguda ni cronica, en todas las demas estaciones de monitoreo que incluyeron
zonas industriales y residenciales, la toxicidad fue superior a la maxima admisible para efluentes
industriales (USEPA, 1991). Para toxicidad aguda y crénica los valores fueron hasta 2,5y 5 veces
superiores al maximo admisible. Con este objetivo, y analizando la evolucién de la problematica
desde 1997, se buscod determinar el nivel de toxicidad de la cuenca a fin de realizar una
comparacion objetiva con los estudios de toxicidad realizados en cuenca en el afio 2002
(Herkovits, y otros, 2003) y asi intentar efectuar un diagndstico del estado ambiental en el que
se encuentra. Siendo la ecotoxicologia, en dicho contexto, una herramienta de diagnoéstico y
monitoreo holistico del impacto antrépico para reunir bajo un criterio comun no solo la calidad de
aguas y sedimentos sino para todo aquello que se vierta sobre un cuerpo superficial tales como
efluentes industriales, lixiviados, etc. Asimismo, el método ANFITOX se presenta como una
metodologia estandarizada, simple, rapida, econdmica y acorde con estandares internacionales.
Informes basados solo en mortalidad, permiten caracterizar la magnitud del deterioro en la
calidad del agua comprensible por legos y expertos. Como efectos subletales, se registraron
retraso en el desarrollo, incurvaciones en el eje, ausencia de aleta ventral de la cola, etc.

situaciones cuyo registro permite perfeccionar el método para futuros estudios.

Por ultimo, y en funcién de las diversas caracteristicas topograficas de la cuenca, a través de las
curvas de nivel obtenidas con el software ArcGis 10.5, por primera vez, ésta ha sido subdividida
en tres areas: Cuenca Alta, Cuenca Media y Cuenca Baja. También se realizé un analisis
fisicoquimico, con el fin de establecer relacion entre las estaciones de monitoreo y las actividades
antropicas, comparando estos resultados con los valores guia de referencia establecidos por el

marco legal en la Argentina.

Palabras Clave: Toxicidad aguda, toxicidad crénica, desarrollo embrionario, anfibio, pez, cuenca
hidrica, arroyo Las Conchitas, ecotoxicologia, ArcGis, ANFITOX, CEBRATOX.



ECOTOXICOLOGICAL STUDY AT THE RIVER BASIN LAS CONCHITAS (BUENOS AIRES)
WITH VERTEBRATE EMBRYOS

ABSTRACT

In the present study, the acute and chronic toxicity of the water of the Las Conchitas stream was
evaluated in four monitoring stations, the first in the Guillermo Hudson Cultural Ecological Park,
with minimal anthropic impact and the others with a higher impact. The ecotoxicity bioassays were
carried out with embryos of a native amphibian, rhinella arenarum according to the AMPHITOX
method and danio rerio, a fish originating from Southeast Asia according to the ZEBRATOX
method, by analogy (and with similar results). With the exception of the first station, in which
neither acute nor chronic toxicity was detected, in all the other monitoring stations that included
industrial and residential areas, the toxicity was higher than the maximum admissible for industrial
effluents (USEPA, 1991). For acute and chronic toxicity the values were up to 2.5 and 5 times
higher than the maximum admissible. With this objective, and analyzing the evolution of the
problem since 1997, we sought to determine the level of toxicity in the basin in order to make an
objective comparison with the toxicity studies carried out in the basin in 2002 (Herkovits, y otros,
2003) and thus try to make a diagnosis of the environmental state in which it is. Being the
ecotoxicology, in this context, a tool of holistic diagnosis and monitoring of the anthropic impact
to gather under a common criterion not only the quality of waters and sediments but for everything
that is poured on a superficial body such as industrial effluents, leachates, etc. Likewise, the
AMPHITOX method is presented as a standardized, simple, fast, economical methodology and
in accordance with international standards. Reports based only on mortality allow us to
characterize the magnitude of the deterioration in water quality understandable by laymen and
experts. As sublethal effects, developmental delay, incurvations in the axis, absence of ventral
tail fin, etc. were recorded situations whose registration allows to perfect the method for future

studies.

Finally, and based on the different topographic characteristics of the basin, through the contour
lines obtained with the ArcGis 10.5 software, for the first time, it has been subdivided into three
areas: Upper Basin, Middle Basin and Lower Basin. A physicochemical analysis was also carried
out, in order to establish a relationship between monitoring stations and anthropic activities,
comparing these results with the reference guide values established by the legal framework in

Argentina.

Keywords: Acute toxicity, chronic toxicity, embryonic development, amphibian, fish, watershed,
Las Conchitas stream, ecotoxicology, ArcGis, AMPHITOX, ZEBRATOX.
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GLOSARIO Y ABREVIATURAS
ACUMAR: Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo.

ANFITOX: Bateria de bioensayos de toxicidad estandarizados con embriones de anfibio.
ARCGIS: Software para procesar Sistemas de Informacion Geografica.

CAA: Caodigo Alimentario Argentino.

CL 50: Concentracién letal media para el 50% de los organismos de ensayados.
COPs: Contaminantes Organicos Persistentes.

DBO: Demanda Bioldgica de Oxigeno.

DDT: Dicloro Difenil Tricoletano.

DQO: Demanda Quimica de Oxigeno.

E: Estadio del desarrollo embrionario.

EM: Estacion de Monitoreo.

EPA: Agencia de Protecciéon Ambiental (Environmental Protection Agency).
ICAS: Instituto de Ciencias Ambientales y Salud.

INDEC: Instituto Nacional de Estadisticas y Censos de la Republica Argentina.
IRAM: Instituto de Racionalizacion Argentino de Materiales.

ISCS AERMOD ISCT3: Simulador de Modelos de Dispersién de Aire.

IUCN: Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza.

NOEC: Maxima concentracion que no produce efecto observable (del inglés: No Observed Effect

Concentration).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPDS: Organismo Provincial para el Desarrollo Sostenible.
PROSAMA: Fundacion Pro Salud y Medio Ambiente.

SA: Solucion ANFITOX.

SNM: Sobre Nivel del Mar.

SSEE: Sustancias Solubles en Eter Etilico.
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SZ: Solucion ZEBRATOX.

TDS: Sdlidos Disueltos Totales (Total Dissolved solids).
Ul: Unidades Internacionales.

UT: Unidades de Toxicidad.

UTa: Unidades de Toxicidad Aguda.

UTc: Unidades de Toxicidad Cronica.

UTcc: Unidades de Toxicidad Cronica Corta.

ZEBRATOX: Bateria de bioensayos de toxicidad estandarizados con embriones de pez

zebrafish.

5-ALAD: Acido delta-aminolevulinico deshidratasa.
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CAPITULO 1:

INTRODUCCION GENERAL




1.1 Cuencas hidrograficas en la Republica Argentina

El término cuenca imbrifera, cuenca de drenaje o simplemente cuenca son distintas formas de
denominar a la porcion de territorio que drena por un tinico punto. El limite de una cuenca, llamado
divisoria de aguas, estd determinado por la forma del terreno (su relieve), y la separa
topogratficamente de las cuencas adyacentes. En términos hidricos, una cuenca hidrografica es una
unidad natural definida por las divisorias de aguas en un territorio dado, donde las aguas escurren
superficialmente hacia un cuerpo de agua comun (rio, lago, mar). En cambio, cuando hablamos de
cuenca hidroldgica la asociamos a la unidad territorial en la cual el agua que cae por precipitacion,
el agua que escurre superficialmente, el agua que se almacena en superficie y en el perfil edafico

y el agua subterranea forman parte de un ciclo hidroloégico comun (Brieva, 2018).

También se puede definir a una cuenca hidrografica como el area natural en donde se acumula el
agua proveniente de las precipitaciones formando un cauce principal, las divisorias de agua son
formadas naturalmente por los puntos més altos que encierran el rio principal y los sistemas de
cursos de agua que desembocan en ¢l, formando asi una unidad fisiografica (Ramirez Lopez,

2015).

En la actualidad el concepto de cuenca hidrografica abarca mas alld de sus limites naturales y sus
caracteristicas biofisicas, agregandole las diferentes relaciones que se generan entre los recursos
naturales y los habitantes de la cuenca, que cambian de una cuenca a otra por las condiciones
fisicas, bioldgicas, econdmicas, sociales y culturales particulares de cada una. Los componentes
biofisicos, biologicos y antropoldgicos que interrelacionan dentro de la cuenca deben estar en

equilibrio, ya que al afectarse uno de ellos pone en peligro todo el sistema.

Es asi que una cuenca es una fuente natural de captacion de agua, con una realidad social propia
establecida por las relaciones econdmicas, culturales, sociales y politicas que se establecen entre
los diferentes grupos sociales. Transformandose en un sistema en el que interactian sus
componentes en el tiempo y el espacio, siendo el recurso hidrico el eje integrador (Ramirez Lopez,
2015). En la cuenca se denota el desarrollo histérico de las poblaciones, intereses y habitos, que
definen la forma como se organiza el territorio y las diferentes practicas productivas que se

realizan.
Desde el punto de vista del drenaje de sus aguas, se pueden considerar varios tipos de cuencas:

Cuencas exorreicas, que vierten al mar. Pertenecen a dos grupos principales:
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Vertiente o pendiente del Atlantico, que comprende la mayor parte del pais. Esta formada a su vez

por tres sistemas principales:

La parte Argentina de la Cuenca del Plata, en la parte norte, constituida por las cuencas del
rio Parana, del rio Uruguay y el Rio de la Plata. Es la mayor del pais.

Los rios de la parte central que vierten directamente al Atlantico, en su mayoria de la zona
de Buenos Aires, hasta el rio Colorado.

Los rios patagdnicos, que descienden desde Los Andes, sin grandes afluentes y méas o menos

paralelos entre si, desde el rio Colorado hasta el rio Grande de Tierra del Fuego.

Vertiente o pendiente del Pacifico, muy pequeiia, formada por varias cuencas de rios que cruzan

Los Andes hacia Chile.

Cuencas endorreicas, o internas. Hay tres zonas principales:

Cuenca central, formada por rios de cuencas endorreicas o interiores que desagotan en
lagunas o tierras pantanosas, o bien desaparecen de la superficie. Estd formada por varios

sistemas principales: el del rio Desaguadero, el de la Mar Chiquita y el del rio Quinto.

Cuenca de La Pampa, corresponde a la region natural de la llanura pampeana y esta
compuesta por unos 20 (veinte) rios de escasa importancia, siendo el mas destacado el rio
Salado del Sur (640 km). En esta cuenca hay muchas zonas deprimidas, con pequefias

cuencas endorreicas e incluso varias zonas arreicas.

Cuenca Andina, formada por los rios que nacen en la cordillera que, salvo excepciones, se

pierden en lagos, lagunas o esteros.

Cuencas arreicas, que carecen de cursos de agua o en las que es muy dificil determinar la divisoria

de agua debido a su lento escurrimiento. Las mas conocidas son las de las zonas semiaridas de las

provincias del Chaco y La Pampa, asi como también las mesetas patagonicas del origen baséltico

y la Puna en el Noroeste.

Los rios, los lagos, lagunas, torrentes, glaciares comprenden las aguas continentales. Esta agua

dulce es un recurso renovable, pero escaso y sujeto a variaciones estacionales.

Tal es asi, que al observar una superficie drenada por un rio y sus afluentes nos estamos refiriendo

a las cuencas hidrograficas. Esto se manifiesta con la interaccion de elementos climaticos y las
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distintas formas del relieve. La distribucion de las precipitaciones y las temperaturas influye en la
definicion del régimen fluvial, es decir, en el comportamiento de los caudales a lo largo de un afio,

dependiendo también de la regularidad de las fuentes de alimentacion.

El relieve incide en la forma en que los rios vierten sus aguas, determinando una clasificacion de

las cuencas hidrogréficas.

Cuando ocurre que todas las cuencas desembocan en un mismo mar u océano, conforman lo que
llamamos vertiente. La mayoria de los rios de nuestro territorio pertenecen a la vertiente atlantica.
Es por esto, que cuando se estudian las cuencas en Argentina siempre se hacen agrupandolas desde

su vertiente.

La cuenca exorreica de vertiente atlantica mas importante de Argentina es la cuenca del Plata (ver
Fig. 1). Sin embargo, si la excluimos los rios que desembocan en este océano concentran el 11%
de los caudales; exceptuando los del sur bonaerense. Esto se debe a que su origen proviene de los
sistemas serranos de Tandil y Ventana, y los cuales se alimentan de los excedentes de agua
provenientes de Los Andes, desembocando en el océano luego de atravesar extensas zonas aridas
como rios aléctonos (es decir, un rio que se alimenta de las aguas de su naciente y no recibe

afluentes en su recorrido).

Sumado a ello, el Negro, el Chubut, el Deseado, el Chico y el Santa Cruz; son los principales rios
patagonicos y que posteriormente desembocan en el océano Atlantico. Sus cabeceras se encuentran
en los Andes patagonicos y sus caudales provienen tanto de las precipitaciones invernales como
de los deshielos de primavera. A su vez, estos presentan lagos interpuestos en su curso, por lo que

al abandonar este sector no reciben afluentes en su extenso recorrido hacia el mar.
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FIGURA 1- CUENCA DEL PLATA: CUENCA EXORREICA DE VERTIENTE ATLANTICA MAS IMPORTANTE DE ARGENTINA; ESTUARIO DEL
RIO DE LA PLATA. FUENTE: INSTITUTO NACIONAL DEL AGUA (INA)

Abhora bien, en cuanto a las cuencas de vertiente pacifica, estas representan solamente el 3% de los
caudales del pais. Ocupando reducidas superficies en Los Andes patagénicos. Tal es asi, que el rio
mas importante por su caudal es el Futaleufu, y el cual se represo para obtener energia necesaria

en una planta procesadora de aluminio de Aluar (Puerto Madryn).

Por otra parte, las cuencas endorreicas representan apenas el 1% de los caudales, y junto a las
arreicas definen la diagonal arida de nuestro pais. En ellas, los rios tienen caudales reducidos,

aunque son de gran relevancia para las areas que recorren, aprovechdndolos de manera cuidadosa.

Ademas, estos rios presentan serios problemas de erosion y deterioro de la cobertura vegetal ya
que recorren tierras aridas. Estos problemas estan vinculados, mas alla de la falta de agua, al uso

inadecuado del mismo.

La cuenca endorreica mas importante es la del Desaguadero, no obstante, no siempre fue de este
tipo, ya que antes tenia salida al océano atlantico a través del rio Colorado. Pero la intensa
utilizacion de los rios de esta cuenca como proveedora de riego, sumada a caracteristicas

particulares en cuanto al clima, ha logrado su transformacion definitiva hacia el endorreismo.
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Otra cuenca de este tipo y que es relevante para nuestro pais, es la del rio Sali o Dulce, la cual
recoge sus aguas que descienden de las cumbres Calchaquies y el Aconquija, desembocando
finalmente en la laguna Mar Chiquita, en la provincia de Cordoba. Este rio, al igual que los del

Desaguadero, presenta sus mayores caudales en verano, porque se alimentan de las aguas de

deshielo.
Por ultimo, en cuanto a las zonas arreicas estas se visualizan en sectores particulares del pais, como

ser el noreste de Santiago del Estero y sudoeste de Chaco, o el centro-norte de La Pampa.

CUENCAS HIDRpGRAFICA
EN LAREPUBLICA
ARGENTINA

Brazil

Referencias
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Sistema de cuencas
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SISTEMA RIO COLORADO
I SISTEMA RIO DE LA PLATA'Y
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HASTA EL RIO COLORADO
[ SISTEMA RIO PARAGUAY
[ ] SISTEMA RIO PARANA
[ SISTEMA RIO URUGUAY
SISTEMA RIOS PATAGONICOS
\:l SISTEMA SERRANO
[ SISTEMAS INDEPENDIENTES
[ VERTIENTE PACIFICA
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Superficiales de la Republica Argentina.
Subsecretaria de Recursos Hidricos
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FIGURA 2- CUENCAS HIDROGRAFICAS EN LA REPUBLICA ARGENTINA FUENTE: CARTOGRAFIA ATLAS DIGITAL DE LOS RECURSOS
HIDRICOS SUPERFICIALES DE LA REPUBLICA ARGENTINA. SUBSECRETARIA DE RECURSOS HIDRICOS. INSTITUTO NACIONAL DEL AGUA

2002
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1.2 Arroyo Las Conchitas: caracteristicas de la cuenca

La cuenca hidrica del arroyo Las Conchitas se encuentra ubicada en el sur del Gran Buenos Aires.
El curso principal de este arroyo tiene su naciente en el partido de Florencio Varela cercanias a la
Unidad N°23 del Complejo Penitenciario a 25 m snm (34°55'54.72°°S; 58°15719.737°0),
atravesando todo este partido como asi también el de Berazategui hasta su desembocadura en las

aguas del estuario del Rio de La Plata (34°44°57.97"'S; 58°8°40.93"°0).

Aunque uno de sus afluentes tiene sus nacientes en el extremo sur del partido de Berazategui,
aproximadamente a 27 m snm. El curso principal corre en paralelo a las vias del ramal ferroviario
Villa Espaiia - Sourigues, aproximadamente a 1,5 km al Este del mismo. Cerca del Cementerio
Municipal recibe un afluente sobre su margen derecha que nace en las cercanias de la localidad de
Juan Maria Gutiérez y atraviesa el Club de Campo “El Carmen”. Desde la localidad de Platanos
al cruzar las vias del Ferrocarril Metropolitano, atravesando en parte la Llanura Costera hasta su
desactivacion en su vertiente (Hurtado, y otros, 2006). Segtn el ultimo censo realizado posee una

poblacién estimada de 700.000 habitantes (INDEC, 2010) y una longitud de 25,8 km?.

En su cuenca alta, predominan areas con gran actividad agricola - ganadera y un Parque Ecoldgico
Cultural (Guillermo Enrique Hudson), con poca intensidad industrial; en cambio, su cuenca media
estd sumamente afectada por zonas industriales con establecimientos de alta complejidad
ambiental comprendidos dentro de la tercera categoria ambiental segin Decreto 531/19
reglamentario de la Ley 11.459/96 (OPDS, 1996) como ser: curtiembres, fabricas de pinturas, lacas
y barnices, fabrica de pesticidas de uso agricola, recuperadora de baterias, quimicas y residenciales
intercaladas. Y en la cuenca baja del arroyo proximo a su desactivacion en las aguas del estuario
del Rio de la Plata recibe gran parte de los efluentes liquidos vertidos por los Country y Barrios

Cerrados de la zona.

1.2.1 Topografia

Para comprender la dinamica del escurrimiento superficial, la distribucion de las formas mas
significativas del terreno y su relacion con el tipo de suelos de un area, resulta imprescindible
conocer su relieve. La herramienta mas practica para representar las diferencias del relieve en dos
dimensiones son las curvas de nivel, las cuales unen puntos de igual altura. Constituyen la
proyeccion de la interseccion del terreno con planos horizontales imaginarios separados por

intervalos verticales iguales. La distancia vertical entre curvas contiguas se denomina
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equidistancia. En las curvas de nivel de las cartas del Instituto Geografico Nacional (IGN)

correspondiente a la zona de estudio es de 1,25 m (Hurtado, y otros, 2006).

La interpretacion de las curvas de nivel permite apreciar un rasgo fundamental del relieve, como
es la pendiente o inclinacion del terreno. Las pendientes se definen de acuerdo con tres parametros:
gradiente, longitud y forma. Gradiente es el angulo que forma el terreno respecto a un plano
horizontal ideal. Se puede medir en porcentaje o en grados sexagesimales. Longitud es la distancia
entre la parte superior y la base del plano inclinado. Forma: es la disposicion del terreno: concavo,
convexo, plano, o una combinacion de tales formas. La distancia horizontal entre curvas de nivel
sucesivas permite tener una idea de las pendientes dado que cuanto mas cercanas se encuentran,
mayor es la pendiente. Por el contrario, cuanto mas separadas se hallan, el terreno es mas plano.
Por otra parte, la manera en que se disponen las curvas permite deducir la forma de las pendientes
(convexa, concava), lo cual determina, junto con el gradiente la manera en que se distribuye el

agua de escurrimiento (Hurtado, y otros, 2006).

FIGURA 3- CURVAS DE NIVEL CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS. FUENTE: ELABORACION PROPIA EN ARCGIS
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FIGURA 4- CUENCA HIDROGRAFICA DEL ARROYO LAS CONCHITAS DELIMITADA POR CURVAS DE NIVEL. FUENTE: ELABORACION PROPIA
1.2.1.1 Caracteristicas topograficas del area en estudio
Es posible diferenciar dos zonas totalmente diferentes que responden a su caracterizacion

geomorfica: la Llanura Costera y la Llanura Alta.

La Llanura Costera, ocupa el sector norte y se extiende aproximadamente entre la cota de 5 m snm
y la costa del Rio de la Plata. Se trata de una zona de relieve plano a plano - concavo, con
pendientes en general inferiores a 0,03 %, con importantes sectores deprimidos con disefio de
drenaje andrquico. Se encuentran aqui las cotas mas bajas del partido de Berazategui,
aproximadamente. La llanura costera se vincula a la llanura alta a través de un “escalon”, hoy en
parte disimulado por la erosion y la actividad antropica, cuya pendiente oscila generalmente entre

1 y 2 % (Hurtado, y otros, 2006).

La Llanura Alta comprende casi las dos terceras partes del area, situada por encima de la cota de
5 m snm. En el extremo sur, en un interfluvio plano, localizado al sur de la Ruta Provincial N°36,
se encuentra la divisoria de aguas principal, a partir de la cual descienden las alturas desde los 30
m snm hacia el NE hasta cotas proximas a los 5 m snm en el borde interior de la Llanura Costera.
A partir de esta divisoria se desarrollan las dos vertientes principales: la del Rio de la Plata hacia

el NE, que se encuentra representada en todo el territorio del partido y la del rio Samboromboén
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hacia el S, la cual no tiene expresion real. En la primera, los interfluvios, pendientes y valles se
encuentran generalmente bien definidos, pudiéndose apreciar diferencias en la orientacion de
geoformas, cursos y magnitud de las pendientes. Se reconocen ademas varias divisorias
secundarias que se desprenden de la principal, y que dividen las cuencas con direccion SO-NE,
dispuestas en forma subparalela entre si. Estos interfluvios tienen forma generalmente convexa,
ancho de 1-2 km y direccion aproximada SO-NE. Los perfiles longitudinales varian en altura de
27-10 m snm hacia el NO a 20-10 m snm en el SE, con pendientes longitudinales que oscilan entre
0,15y 0,25 %. Las pendientes que vinculan los interfluvios con las planicies de inundacién son
cortas (100 a 300 m) y su gradiente varia aproximadamente entre 0,80 y 1,10 % (Hurtado, y otros,
20006).

1.2.2 Hidrologia superficial
Las caracteristicas impuestas por la infraestructura urbana e industrial y las profundas
modificaciones que ésta introduce en el ciclo hidrologico, hacen que esta zona deba ser

considerada como una region eminentemente antropizada.

Los aspectos hidroldgicos entran en su mayor parte dentro de los temas de la hidrologia urbana.
Los rios y arroyos poseen, en general, un régimen permanente y originalmente exhibia un caracter
efluente respecto a las aguas subterrdneas; sin embargo, actualmente han tornado influentes por la
intensa explotacion de las aguas subterrdneas en las areas densamente urbanizadas. Los cursos
ofrecen planos aluviales, mas dilatados hacia la desembocadura, en la Planicie Costera

correspondiente al propio Rio de la Plata.

En relacion con el drenaje superficial de la region, se deben distinguir los mismos dmbitos ya
identificados al describir la topografia: la Planicie Costera y la Llanura Alta. Dentro de ésta tltima,
las cuencas de los arroyos de la vertiente del Rio de la Plata (ver Fig. 5) son los que ocupan
practicamente toda la superficie. La vertiente del rio Samborombon ocupa una muy pequeiia
superficie en el extremo sur del partido de Berazategui. Alli no se han reconocido vias de drenaje
encauzado. Solo se observan algunas canadas y cubetas que concentran el agua de escurrimiento

durante las épocas de lluvias intensas (Hurtado, y otros, 2006).
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FIGURA 5- CUENCAS DE LA REGION METROPOLITANA DE BUENOS AIRES; VERTIENTE DEL RiO DE LA PLATA. FUENTE: OBSERVATORIO
METROPOLITANO

Los arroyos de la vertiente del Rio de la Plata, tienen un rumbo general de escurrimiento SO-NE,
desaguando en la Planicie Costera y no directamente en el Rio de la Plata. Ello se debe a que entre
los 5 m snm y la costa del Rio de la Plata se produce un cambio de pendiente regional, la cual se
hace minima (< 0,03 %), dando lugar a que los arroyos pierdan energia y sus cursos se hagan
divagantes, insumiéndose y generando bafiados. Este fendmeno se refuerza con la presencia de un
albardon costero minimamente méas elevado en el paisaje, ya que la Planicie Costera estd separada
de la costa por una Llanura aluvional, conformada por material aluvional aportado por el estuario
del Rio de la Plata (Hurtado, y otros, 2006). Esta es la razon por la que, para lograr una mejor y
mas rapida evacuacion de las aguas de crecidas de los arroyos, se abrieron varios canales que

atraviesan la Planicie Costera y desaguan directamente en el Rio de la Plata.

1.3 Caracterizacion de la cuenca: cuenca alta, media y baja
Las cuencas hidrograficas permiten entender espacialmente el ciclo hidrolégico, asi como
cuantificar e identificar los impactos acumulados de las actividades humanas o externalidades

(sedimentos, contaminantes y nutrientes) a lo largo del sistema de corrientes o red hidrografica,
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que afectan positiva o negativamente la calidad y cantidad del agua, la capacidad de adaptacion de

los ecosistemas y la calidad de vida de sus habitantes (ver Fig. 6).

Si consideramos las externalidades generadas por distintas actividades humanas constatamos que
el papel de cada actividad y, por ende, de cada actor es diferente en relacion con su posicion en la
cuenca (cuenca arriba/aguas arriba o cuenca abajo/aguas abajo). Los movimientos de agua, suelos,
nutrientes y contaminantes provenientes de distintas partes de una cuenca crean una conexion

fisica entre poblaciones distantes unas de otras (Swallow, Johnson, & Meinzen-Dick, 2001).

= A e - o

FIGURA 6- HISTORIA DEL AGUA Y MITOS DEL CICLO HIDROLOGICO FUENTE: HIDROGEO CORPORATION
Cuando una cuenca, se constituye por multiples arroyos y rios, y presenta caracteristicas naturales
y/o antropogénicas disimiles, es conveniente subdividirla, con la finalidad de permitir una gestion

especifica a cada una.

Esta subdivision en unidades mdas pequefias denominadas subcuencas, estd conformada por

afluentes secundarios que confluyen hacia el cauce principal.

En el caso del arroyo Las Conchitas, todas sus aguas confluyen a su inactivacion en la vertiente

del Rio de La Plata conjuntamente con la de sus afluentes.
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En funcidn de las diversas caracteristicas que predominan en cada region de la cuenca, ésta ha sido

subdividida conceptualmente en tres areas: Cuenca Alta, Cuenca Media y Cuenca Baja.

Cuenca alta, con areas aledanas a la divisoria de aguas en la porcidn altimétrica mas elevada de la
cuenca. En esta zona se forman los primeros escurrimientos luego que los suelos han absorbido y

retenido toda el agua seglin su capacidad.

Cuenca media, una zona de transicion entre la cuenca alta y la cuenca baja, donde los
escurrimientos iniciales confluyen aportando diferentes caudales cuyas concentraciones de
sedimentos, contaminantes y materia organica diferirdn en funcidon de las actividades que se

realizan en cada subcuenca; es un area de transporte y erosion.

Cuenca baja, el sitio donde el cauce principal desemboca en el mar, en un lago o bien un rio. Se
caracteriza por ser una zona de importantes ecosistemas, como los humedales terrestres y costeros,
ademas de muy productiva para el uso agricola y donde se acumulan los impactos de toda la

cuenca.

Aporte de minerales,
sedimentos y nutrientes

Aporte de compuestos
organoclorados, metales
pesados, nutrientes

Rios eutrofizados

Cuenca alta y contaminados

Cuenca media — —
Cuenca baja 2 w
Aporte de sedimentos Zona de transicion
Zona costera
Aporte de metales ‘
pesados, bacterias, basura

Impacto en la salud de
humedales costeros

FIGURA 7- IMPACTO ACUMULADOS DE LAS ACTIVIDADES HUMANAS EN UNA CUENCA HIDROGRAFICA FUENTE: ACUMAR
(AUTORIDAD DE CUENCA MATANZA-RIACHUELO)
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Para el caso en cuestion, la cuenca hidrografica del arroyo Las Conchitas, se realizé un analisis a
través de sus curvas de nivel con el software ArcGis 10.5 y de su perfil de elevacion en Google

Earth Pro.

Se pudo determinar el perfil divisorio entre la cuenca alta, cuenca media y cuenca baja; logrando

por primera vez subdividirla en 3 (tres) partes acorde a sus caracteristicas geograficas.
Perfil divisorio cuenca alta-cuenca media

Latitud 34°51'6.90"S; Longitud 58°13'12.87"0O

Perfil de Elevacion: 12 m snm a 14.7 km de su vertiente.

Inclinacién promedio: 0.8%

- i, , o p—
Cuenca hidrografica arroyo las Conchitas eyenda N
&« Arroyo Las Conchitas

# Perfi de elevacion 12 m a 14.7 km

Perfil Divisorio Cuenca Alta- Cuenca Media

12m
14.7km  0.8%

Ganancial deelev.. 138 m.-116 m Inclinacion max.. 3.8%

14.7 km

FIGURA 8- PERFIL DIVISORIO CUENCA ALTA; CUENCA MEDIA FUENTE: ELABORACION PROPIA
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Perfil divisorio cuenca media-cuenca baja
Latitud 34°47'27.34"S; Longitud 58°10'49.81"O
Perfil de Elevacion: 7 m snm a 6.02 km de su vertiente.

Inclinacién promedio: 1.0 %

Cuenca hidrografica arroyo las Conchitas $# % @y Levenda
3 - 3 &+ Arroyo Las Conchitas

i Perfil Divisorio Cuenca Media - Cuenca Baja

138 m.-116m

FIGURA 9- PERFIL DIVISORIO CUENCA MEDIA; CUENCA BAJA FUENTE: ELABORACION PROPIA
Gracias a esto, se pudo calcular el area afectada en km? (kilémetros cuadrados) correspondiente a
cada subcuenca, delimitando las mismas a través de sus curvas de nivel y los perfiles de elevacion

obtenidos (ver Fig.10).
Cuenca alta: drea aproximada 86,0 km? (62 %)
Cuenca media: 4rea aproximada 38,2 km? (27 %)

Cuenca baja: area aproximada 14,9 km? (11 %)
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FIGURA 10- DIVISION DE LA CUENCA HIDROGRAFICA DEL ARROYO LAS CONCHITAS EN RELACION A SUS CURVAS DE NIVEL. FUENTE:
ELABORACION PROPIA
1.4 Evolucion de la problematica en la cuenca desde 1997
La calidad del agua superficial se encuentra condicionada por un conjunto variado de procesos
naturales y de actividades antropogénicas que interaccionan entre si de manera directa o indirecta;
por lo tanto, la misma se vincula o asocia con los diferentes usos del territorio que se desarrollan

en una cuenca y del recurso hidrico en si mismo (Salvioli, Colli, Cipponeri, & Calvo, 2012).

Histéricamente la cuenca hidrica del arroyo Las Conchitas ha sufrido el impacto de los distintos
tipos de industrias que radicaron y radican en ella, como asi también de la poblacion que la habita

en sus margenes.

Como consecuencia de esto, en el afio 1997 la antigua Secretaria de Politica Ambiental de la
provincia de Buenos Aires declaré en estado de “Emergencia Ambiental” al arroyo Las Conchitas
y al barrio La Rotonda con el fin de evitar que se radiquen nuevos establecimientos industriales en
la zona y asi mitigar el impacto ambiental.

Debido al desinterés politico de los municipios que involucran la cuenca; erradicar industrias solo

fue una utopia.
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1.4.1 Judicializacion de la cuenca

En afio 2006 se crea el “Comité de Crisis Ambiental” conformado en su momento por la antigua
Secretaria de Politica Ambiental de la provincia de Buenos Aires (actualmente Organismo
Provincial para el Desarrollo Sostenible), como maxima autoridad con competencia en el tema,
Autoridad del Agua (ADA), gobierno municipal (Secretaria de Salud, Secretaria de Gobierno,
Secretaria de Obras y Servicios Publicos) y vecinos del barrio La Rotonda y San Rudecindo.
Donde mediante la Resolucion N° 1127/06 del Organismo Provincial para el Desarrollo Sostenible
(OPDS), se ratifica el estado de “Crisis Ambiental” afectado al curso hidrico del arroyo Las
Conchitas y su zona de influencia.

Impulsado por un estudio de investigacion realizado por la Universidad Nacional de La Plata, se
determino que las actividades industriales de la zona estarian directamente vinculadas con los altos
indices de toxicidad encontrados en la poblacion que habita en los margenes de la cuenca
(Giannuzzi & Godoy, 2006).

Este hecho tomo conocimiento publico por lo que los vecinos de los barrios damnificados a modo
de protesta cortaron la Ruta Provincial N°36. Cansados de efectuar reclamos frente a las
autoridades pertinentes sin obtener respuestas.

La funcién de este comité constaba en realizar una evaluacion critica de la problematica ambiental
y del impacto de la misma sobre la salud de los habitantes. Tras varios meses de inactividad y
denuncias por hechos de corrupcion sobre funcionarios publicos la integraban; este comité fue

disuelto, quedando acéfala la problematica nuevamente.

1.4.2 Contaminacion ambiental con plomo en el Barrio La Rotonda- Florencio Varela
1.4.2.1 Situacion

El Barrio La Rotonda se encuentra ubicado en el km 32.5 de la Ruta Provincial N°36, del partido
de Florencio Varela, provincia de Buenos Aires (ver Fig. 11). Estd formado por 32 (treinta y dos)
manzanas y tiene una poblacion de alrededor de 3.500 habitantes, en su mayoria nifios (INDEC,
2010). Lindante a la zona residencial se encuentran emplazadas 22 (veintidds) industrias
encuadradas dentro de segunda y tercera categoria ambiental (OPDS, 1996); entre ellas, rubros
como ser; curtiembres, fabricas de pinturas, lacas y barnices, una fabrica de pesticidas de uso

agricola y una recuperadora de baterias.
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La poblacion del barrio carece de servicios de agua potable y cloacas. A 500 metros de este se
encuentra el arroyo Las Conchitas, siendo este cuerpo superficial receptor de los vertidos de
efluentes liquidos industriales y cloacales, que se generan de forma legal e ilegal.

En el afio 2006, se realizé un estudio epidemioldgico de los niveles de plomo en sangre de los
vecinos del barrio la Rotonda y del Barrio San Rudecindo, este ultimo ubicado a escasos 500
metros del primero, también lindante al arroyo Las Conchitas y con industrias potencialmente
contaminantes en sur margenes.

Este estudio fue coordinado por la Secretaria de Salud municipal en colaboracion con el Servicio
de Toxicologia del Hospital de Nifios “Sor Maria Ludovica” de La Plata. Los estudios realizados
a la poblacion incluyeron plombemia, enzima delta-aminolevulinico dehidratasa (3-ALAD)
eritrocitaria, hemograma y uricemia. Por su parte, también se realizd un relevamiento del agua y
los sedimentos del arroyo Las Conchitas, de agua de napa, de suelo y de material particulado en

aire (Giannuzzi & Godoy, 2006).

! Barrio La Rotonda & A _ ‘ Leyenda
W ; > £ s Arroyo Las Conchitas

g Florencio Varela
- ¢’ Barrio La Rotonda

FIGURA 11- CONTAMINACION AMBIENTAL BARRIO LA ROTONDA FUENTE: ELABORACION PROPIA

1.4.2.2 Resultados y conclusion de los estudios
Los estudios de plombemia realizados en los habitantes del barrio La Rotonda demostraron que un

45.7 % de la poblacion infantil analizada poseia niveles de plomo en sangre por encima del valor
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de corte establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (10 pg/dL). En lo que respecta
a la poblacion adulta, solo se encontraron dos individuos con plombemia superior a los intervalos
de referencia (2-15.2 pg/dL en mujeres, 3.1-17.7 ug/dL en varones) (Giannuzzi & Godoy, 2006).
Los resultados del relevamiento que llevo a cabo la Secretaria de Salud del municipio de Florencio
Varela determinaron que un 19.4% de los menores de 15 afios (36 casos de 185 analizados) y un
2.5% de mayores de 15 afios (4 casos de 158 analizados) se encontraban con plombemia por
encima de 10 pg/dL. Los valores encontrados se ubican entre 10 y 48 pg/dL.

Como potencial fuente de contaminacion de dicho metal se encuentra la firma Industrial Varela
S.A (actual Industrial Varela SRL) (ver Fig.12), industria dedicada a la recuperacion y
refinamiento de plomo a partir de baterias. La misma se ubica en la entrada del barrio La Rotonda,
lindando directamente con la poblacién. Uno de los niveles de plomo en sangre mas elevado

encontrado en el muestreo corresponde a un infante que vive frente de la empresa.

Industrias de la zona g peiwRE S e N SReec 8 Levenda
; 5l it N A X s o8 : & Arroyo Las Conchitas

Margenes del barrio La Rotonda
(7 Barrio La Rotonda

Google Earth

9Menxgr Technologies

FIGURA 12- EMPRESAS RADICADAS EN LOS MARGENES DEL BARRIO LA ROTONDA FUENTE: ELABORACION PROPIA
Al realizar la distribucion geografica de los casos de niveles toxicos de plomo en sangre sobre el
plano del barrio se observa una distribucion bastante homogénea, aunque muestra concentracion

de casos en el anillo de una cuadra a la redonda con centro en la firma Industrial Varela SRL.
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El Taller de Control de Potabilidad de Aguas de la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata, realizd6 un estudio de la calidad del agua al que la poblacion accede
habitualmente (agua subterranea), ademas de realizar una inspeccion visual de todo el barrio y del
cordon industrial que lo rodea. Las conclusiones del Taller fueron contundentes, al informar que
las industrias “no cumplen con las exigencias de tratamiento y manejo de los residuos generados:
se presencian emisiones gaseosas, destruccion de caminos, procesos de produccion incompatibles
con la proximidad de la poblacion y produccion de alimentos”. El 20% de las muestras de agua

resulto ser potable, mientras que el 80% restante no cumpli6 con los estandares de potabilidad.

CALIDAD DE AGUA CONTAMINACION DEL
SUBTERRANEA AGUA NO POTABLE
= No Potable = Potable M Microbioldgica Fisico-Quimica Ambas

FIGURA 14- DISTRIBUCION DE AGUA POTABLE SEGUN CAA FIGURA 13- DISTRIBUCION DE LOS CONTAMINANTES

De las muestras no potables, el 37.5% presentd contaminacion de tipo microbiologico con
presencia de bacterias Coliformes, Escherichia Coli y Pseudomonas aeruginosa; el 25% de las
muestras presentd contaminacion fisico-quimica con presencia de nitratos en muy altos valores,
llegando en algunos casos a 154 mg/I (el nivel maximo es de 45 mg/L). El 37.5% de las muestras
presentd contaminacion fisicoquimica y microbioldgica.

Para dar un acabado enfoque de la realidad, el informe también expuso: “Es de destacar que el
analisis de potabilidad de aguas de la muestra N°5 perteneciente a la Sala de Atencion primaria
Dr. Mandirola, Sociedad de Fomento y Jardin de Infantes ubicado en la calle Grierson y La
Rotonda resultaron ser no potable debido a contaminacion de tipo microbiana con presencia de
Coliformes en niveles mayores a los maximos permitidos, asi como presencia de Pseudomonas
aeruginosa. “En lo que respecta al anélisis de plomo en agua (se analiz6 plomo soluble tinicamente)
se encontraron niveles por debajo del maximo permitido por el Cddigo Alimentario Argentino

(CAA), sin embargo, no hay que descartar que en un futuro cercano estos valores puedan
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modificarse debido a que los niveles encontrados de plomo en suelo fueron muy elevados y pueden
lixiviar a las capas subterraneas de aguas proximamente”.

El andlisis del contenido en plomo del suelo en distintos puntos del barrio realizado por la
Direccién de Industrias del municipio mostré una distribuciéon muy heterogénea del toxico, pero
reveld un nivel de 10.099 mg/Kg en la muestra tomada frente de la empresa Industrial Varela SRL,
sobre la calle Berni. Este nivel de plomo supera 10 veces el maximo permitido para suelo de uso
industrial (1.000 mg/Kg) y 20 veces el nivel maximo para suelo de uso residencial (500 mg/Kg).
Esta calle ha sido rellenada con desechos industriales por esta misma empresa, en abuso del
desconocimiento de la poblacion y sin previa caracterizacion ni permiso de las autoridades, ya que
se trata de un residuo peligroso.

El andlisis de plomo en material particulado en aire, realizado por la Secretaria de Politica
Ambiental oportunamente, no mostré niveles por encima de lo permitido al momento de realizar
el muestreo. No obstante, este andlisis fue objetado por haberse realizado en condiciones que no
corresponden a la realidad cotidiana del barrio: la muestra fue tomada durante dos dias, tiempo en
el cual la empresa Industrial Varela SRL no se encontraba en funcionamiento.

La Secretaria de Industria del municipio aplico el modelo ISCS AERMOD ISCT3 para estimar la
concentracion de inmision y deposicion de plomo sobre el territorio del barrio La Rotonda
tomando como foco puntual emisor a la empresa Industrial Varela SRL. El estudio establecid que
se superaron los niveles maximos establecidos como norma para calidad de aire.

La Secretaria de Politica Ambiental también realiz6 un relevamiento del curso de agua del arroyo
Las Conchitas en su momento y el mismo reveld una elevada contaminacion bioldgica y quimica,
comparable en varios aspectos con la realidad que atraviesa la cuenca Matanzas-Riachuelo

(Giannuzzi & Godoy, 2006).

1.4.3 Denuncia penal por contaminacion en Florencio Varela

En el afio 2012, se efectiio una denuncia penal por contaminacion ambiental en Florencio Varela,
redactada por los diputados provinciales del partido politico de aquel momento ARI (Afirmacion
para una Republica Igualitaria), Horacio Piemonte, Walter Martello, Mario Fabris y Sebastidn
Cinquerrui; presentada ante la mesa de entrada de la Camara de Diputados de la provincia de

Buenos Aires.
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Dicha denuncia consté de varias carillas en las que se describieron hechos de presunta
contaminacion publicados en el periodico local “Varela al Dia” y “La Colmena” a fin de que la

justicia libre oficios a sus directores y den cuenta de la verosimilitud de sus articulos.

“Los fundamentos que dieron lugar a esa denuncia, se vinculan con los hechos de contaminacion
ambiental que se han manifestado, en los distritos bonaerenses de Florencio Varela y Berazategui,
que por su pronunciada gravedad tomaron estado publico y derivo en la aceptacion por parte del
estado provincial de un estado de “Crisis Ambiental” que se genera en el polo industrial ubicado
en el perimetro que limita entre la Avenida Guillermo Hudson, la calle 1356 y la Ruta Provincial
N°36 Km 32 (Barrio La Rotonda). Como asi también el desastre ecoldgico producido por la
presunta utilizacion ilegal de residuos peligrosos contaminantes en la zona de la reserva del Parque
Ecologico Guillermo Hudson. Ambos puntos, con el factor comun de encontrarse a escasos metros
del arroyo Las Conchitas.”

En la causa se imputaron a empresas de alta complejidad ambiental que se encuentran radicadas
en la zona de influencia desde hace varios afios. Entre ellas, se destacan por resultar
particularmente pertinentes, los rubros que estan dedicados al sector curtiembre, la fabricaciéon y
reciclado de baterias, y a la fabricacion de pesticidas, rubros complejos que si no cuentan con una
fiscalizacion del estado podrian llegar a ser potencialmente peligrosas.

La gran mayoria de las empresas del polo industrial generan efluentes liquidos producto de sus
procesos industriales, y deberian contar con sistema de tratamiento acorde a las caracteristicas del
efluente generado para posterior vertido del efluente al cuerpo superficial del arroyo Las Conchitas
y/o sobre suelo natural, ya que este arroyo atraviesa en su totalidad la zona industrial.

Del analisis del expediente individualizado con el N° 2145 - 5.313/06, “Creacion del comité de
crisis ambiental de la zona de influencia al arroyo Las Conchitas”, de trdmite ante la Secretaria de
Politica Ambiental, mas alla de lo acotado de los estudios realizados con claridad el estado de
desastre que se denuncid y dan sustento factico a la presente denuncia penal.

La aparicion de cuadros sintomatoldgicos asociados a la contaminacion con plomo, motivod
estudios toxicoldgicos que arrojaron valores altisimos de “plomo” y “cromo” en sangre (Giannuzzi
& Godoy, 2006). Estos valores superaron los maximos permitidos por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), tanto en adultos como en menores, lo que conducen inevitablemente a producir
cuadros de plombemia y encefalopatia subaguda y crénica irreversible. Agregando ademas, que

del estudio de distintas sintomatologias respiratorias, dérmicas y neurologicas sufridas por los
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habitantes de los barrios contaminados, se pudo detectar como causal de tales manifestaciones
patologicas la presencia de distintos contaminantes en el organismo, correspondientes a los
residuos contaminantes de las empresas del parque (Giannuzzi & Godoy, 2006).

Como ha ocurrido en otras oportunidades, tardiamente el gobierno provincial dispuso con
posterioridad a la consumacion de los siniestros que su propio accionar provoca, medidas
paliativas y un compromiso que cubre hacia el futuro lo que debio ser prevenido por sus actos.
Asi es que se conforma un “Comité de crisis ambiental de la zona de influencia al arroyo Las

conchitas”, por resolucion N° 1191/06 del expediente N° 2145-5313/06 (Varela Al Dia, 2012).
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1.5 Objetivos generales
Sera objetivo principal de este trabajado determinar, integrando estudios de ecotoxicidad y un
relevamiento de parametros fisicoquimicos, la variacién temporal del impacto antropogénico

generado en la region.

Por ello, es fundamental realizar un estudio ecotoxicologico en la cuenca hidrica del arroyo Las

Conchitas con embriones de vertebrados.
Son objetivos secundarios de este:

e interpretar los resultados de toxicidad obtenidos y compararlos con un estudio
ecotoxicologico realizado en la cuenca en el afio 2002 (Herkovits, y otros, 2003).

e comparar los resultados fisicoquimicos obtenidos con los valores guia de
referencia establecidos por el marco legal en la Republica Argentina.

e subdividir la cuenca hidrica en funcién de las curvas de nivel obtenidas con el
software ArcGis 10.5 en: cuenca alta, cuenca media y cuenca baja.

e realizar una zonificacién de la cuenca en funcion de las distintas actividades

antropogénicas que predominan en toda su extension.
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CAPITULO 2:

ECOTOXICOLOGIA:; UNA
HERRAMIENTA DE GESTION
SUSTENTABLE PARA CUENCAS
HIDRICAS




2.1 Aportes de la ecotoxicologia a las regulaciones ambientales

2.1.1 Antecedentes de Ecocidio (Tragedia en la Bahia de Minamata y la declinacion de
poblaciones de aves silvestres)

El surgimiento de la ecotoxicologia se relaciona con dos episodios que se produjeron como
consecuencia de la contaminacion del ambiente con sustancias quimicas: la enfermedad de
Minamata causada por el mercurio y la declinacion de las poblaciones de aves silvestres por efecto
de los plaguicidas clorados.

En el afio 1950, en Japon, una empresa productora de acetaldehido que utilizaba mercurio como
catalizador, vertia sus efluentes sin tratamiento en la Bahia de Minamata. El mercurio, que es muy
toxico, se bioacumulé en los organismos y se transfirié a través de la cadena trofica marina,
teniendo lugar un proceso de biomagnificacion.

Como resultado se produjo un aumento de la concentracion del mercurio en aquellos organismos
que ocupaban los niveles superiores de la cadena trofica, como peces predadores y aves piscivoras.
Cientos de personas se intoxicaron por comer peces contaminados con mercurio, lo cual provocé
la muerte de muchas de ellas y dejo secuelas de por vida a otras. La enfermedad de Minamata se
puso de manifiesto cuando se enfermaron las personas; sin embargo, previamente se habian
observado cambios en la vida marina, peces muertos, pulpos flotando, aves que se precipitaban al
agua en pleno vuelo, y ataques en animales domésticos (gatos). Pero al no conocerse la causa de
estos cambios no pudieron interpretarse esos hechos como una advertencia de lo que ocurriria
luego con la poblacion humana (Yacuzzi, 2008).

Otro ejemplo, el DDT un compuesto organico clorado empleado como insecticida, se comenz6 a
usar durante la segunda guerra mundial. Altamente toxico, que permanece como tal en el ambiente
durante mucho tiempo porque casi no se degrada y, al igual que el mercurio, se bioacumula y
biomagnifica. Durante las décadas del 50 y 60, se observo una declinacion de las poblaciones de
aves silvestres en el hemisferio norte; se identificé al DDT y a otros pesticidas clorados usados en
la agricultura como los agentes causantes de ese efecto (Carson, 1962).

Estos dos hechos (la tragedia de Minamata y la declinacion de poblaciones de aves silvestres)
mostraron la necesidad de conocer los efectos de las sustancias y compuestos quimicos una vez
presentes en el ambiente. La ecotoxicologia, disciplina que estudia justamente el efecto de los

contaminantes quimicos sobre los ecosistemas, surgid asociada con esa necesidad.
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El famoso libro que Rachel Carson escribi6é en el afio 1962, Primavera Silenciosa, sobre la
declinacién de las poblaciones de aves por efecto de los pesticidas, tuvo un gran impacto sobre la
opinion publica; marco la toma de conciencia sobre el efecto que las actividades humanas podian
causar sobre la vida silvestre y sobre la necesidad de tomar acciones para protegerla. Por otra parte,
existen autores que asocian la difusion que alcanzo el libro de Rachel Carson con el surgimiento
de una nueva rama del derecho, el derecho ambiental. Es una rama del derecho joven en
comparacion con otras, es muy extensa, y abarca muchos aspectos, por ejemplo, la regulacion de
los compuestos quimicos toxicos, los recursos naturales o la proteccion de especies en peligro de
extincion. A partir de la conferencia de Naciones Unidas sobre Ambiente Humano que tuvo lugar
en Estocolmo en el afio 1972 se crearon, en muchos paises, ministerios y secretarias de ambiente,
y se promulgaron leyes ambientales. Se consolidaron, a partir de esa fecha, programas de
investigacion, educacion y regulacion relacionados especificamente con la presencia de sustancias
quimicas en el ambiente.

A partir de los afios 60, se comenzd a controlar mediante legislacion especifica la liberacion de
sustancias toxicas al ambiente, tanto desde los efluentes liquidos y gaseosos como aquellos de
aplicacion deliberada (por ejemplo, los pesticidas).

Hacia 1980 aparecio otro problema en relacion con las sustancias toxicas, el cual requeria un
enfoque diferente y méas complejo para su regulacion. En los tejidos de animales que vivian en las
regiones articas (osos polares, focas) se encontraron compuestos como pesticidas clorados y
bifenilos policlorados, pese a que los mismos no se utilizaban en esas regiones. Se comprobo6 que
estos contaminantes se podian transportar a través de la atmosfera hacia regiones muy alejadas del
sitio de emision. Estos compuestos se denominan Compuestos Organicos Persistentes (COPs), son
muy resistentes a la degradacion, muy bioacumulables y toxicos.

En el afio 2004 entro en vigencia el Convenio de Estocolmo, al cual adhirieron la mayoria de los
paises, que prohibid el uso de compuestos organicos persistentes (COPs). La Argentina adhiri6 al
Convenio de Estocolmo a través de la ley 26.011 del afio 2004. El caso del mercurio es similar al
de los COPs, en el sentido que es persistente, puede transportarse a largas distancias, se
bioacumula, biomagnifica y ademas es muy toxico para el ser humano. El Convenio de Minamata,
firmado recientemente por muchos paises, tiene como objetivo proteger la salud humana y el
ambiente de las emisiones y liberaciones por actividades humanas del mercurio y sus compuestos

(PNUMA, 2014).
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2.1.2 Las profecias de Purchase

Es interesante que en el VIII Congreso de la International Union of Toxicology (IUTOX),
celebrado en Paris en las postrimerias del siglo XX (1998), su presidente el Dr. Ian F.H. Purchase,
advertia en la conferencia inaugural, que en los afios por venir los toxicélogos serian testigos de
algunos eventos tales como: rapidos avances cientificos, aumento en la demanda de evaluacion de
riesgo ambiental de la biotecnologia, crecimiento de la preocupacion publica por los riesgos
asociados a las sustancias quimicas y a las técnicas de ingenieria genética, y que la evaluacion de
riesgo ambiental y sanitario seria reclamada internacionalmente. Para el ambito de la toxicologia
en particular anticipaba que se esperaban transformaciones tecnoldgicas gracias a los avances en
la Genomica y la Biologia Molecular y que la interpretacion mecanistica de la toxicidad seria la

norma.

Con el transcurso del tiempo desde entonces, se han afiadido a esas listas las consecuencias de los
cambios en las técnicas de produccion agricola y de los fendmenos de urbanizacion que afectaron
significativamente el perfil ecotoxicologico de los ecosistemas periféricos intervenidos, agricolas
y urbanos. En este marco, la atencion de algunos ecotoxicologos acudticos se esta orientando al
estudio de entidades quimicas genéricamente rotuladas como ‘“‘contaminantes emergentes”,
caracterizados por su enorme diversidad quimica, asi como por la variedad de sus impactos

ambientales sobre la biota de cada ambiente, incorporadas a los medios por la actividad humana.

Confirmando algunos de los anticipos de Purchase, los métodos disponibles para evaluar los
impactos de los toxicos estdn ganando en precision y predictibilidad gracias a los avances que
aportan variados desarrollos tecnoldgicos que abrieron las puertas para disefiar e incorporar nuevas
técnicas, de mayor capacidad, sensibilidad y precision hasta niveles suborganismico y subcelular,
asi como a nuevos conocimientos complementarios aportados desde numerosas relaciones
transversales entre diferentes ramas de la ciencia basica (por ejemplo, evaluacioén de los efectos

epigenéticos - o diferidos de las diferentes categorias de toxicos).

Sin embargo, hemos de reconocer que a nivel de individuos carecemos ain de antecedentes
suficientes y firmes que permitan entender cabalmente el modo en que los cambios adversos
subletales que se registran en las variables celulares o tisulares pueden ser extrapolados a niveles

de organizacién bioldgica mayores (por ejemplo, organismo o poblacion). Resolver esta limitacion
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de la ecotoxicologia no se presenta como tarea sencilla, pero si critica para abordar evaluaciones

de riesgos ambientales con mayor precision (Salibian, 2015)

2.2 Enfoques y criterios aplicados para el saneamiento de cuencas hidricas

Las cuencas hidricas del Gran Buenos Aires, han sido y contintan severamente intervenidas por
las descargas de grandes cantidades de desechos domiciliarios e industriales legales e ilegales.
Siendo los proyectos de saneamiento casi tan antiguos como nuestra patria. Incluyendo uno
asociado con un fallo, donde en el afo 2008, la Corte Suprema de Justicia de la Nacion (CSJN)
intimd a la Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR) a implementar un plan de
saneamiento en respuesta a la causa judicial conocida como “Mendoza Beatriz y otros”, reclamo
presentado en 2004 por un grupo de vecinos. Ante estos resultados, cabe preguntarse si no es

oportuno perfeccionar el enfoque y los criterios aplicados.

Basicamente, hay dos componentes que afectan severamente la calidad de las aguas: el
microbioldgico, por los gérmenes patogenos asociados con los desechos domiciliarios entre otros;
y la toxicidad aportada por efluentes industriales, drenaje de agroquimicos, desechos domiciliarios,
lixiviados de rellenos sanitarios y otros pasivos ambientales como basurales a cielo abierto,
depositos de desechos toxicos, y hasta las aguas pluviales que arrastran diferentes sustancias hacia

los cuerpos receptores (Herkovits, J., 2015).

Hay un gran nimero de documentos oficiales o encargados por organismos oficiales como la
Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR), el Comité de Cuenca del Rio Reconquista
(COMIREQC) o el recientemente creado Comité de Cuenca del Rio Lujan (COMILU); que tratan
parte de la problematica de las cuencas hidricas en el Gran Buenos Aires. Si bien con diferente
énfasis, en general, los temas sobre la poblacion y sus caracteristicas (eventualmente salud)
numero y caracteristicas de los establecimientos industriales, situaciéon econdémica, geologia,
caudal e inundaciones, flora y fauna, aspectos fisicoquimicos y bacterioldgicos, son habitualmente

tratados en estos documentos, eventualmente asociados con proyectos de saneamiento.

Los estudios ecotoxicologicos permiten caracterizar efectos adversos producidos tanto por
sustancias simples, como por mezclas complejas, tal como se presentan, por ejemplo, en cuencas

hidricas impactadas por la actividad antropogénica.
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Las cuencas hidricas se han transformado en sumideros de la contaminacion y en el caso del Gran
Buenos Aires, han sido intervenidas de multiples formas por una poblacion que actualmente, es de
unos 13.000.000 de personas (INDEC, 2010). Para las principales cuencas, como, por ejemplo; la
del rio Reconquista y la del rio Matanza-Riachuelo, se han realizado numerosos estudios a cargo
de organismos oficiales, por su encargo o financiados por organismos de ciencia y tecnologia que,
eventualmente, fueron asociados a proyectos de saneamiento ejecutados o en ejecucion. Siendo la
toxicidad uno de los pardmetros que afecta en forma mas dramatica la calidad de las aguas, la
incorporacion de criterios ecotoxicoldgicos permitiria perfeccionar la comprension del problema,
caracterizar su magnitud, como asi también, definir y monitorear objetivos de saneamiento, para

lograr que estos ecosistemas recuperen la vida.

Las cuencas hidrolégicas son sumamente importante no solo por que permite el desarrollo de
actividades industriales sino también por que brinda beneficios directos e indirectos a la region.
Los distintos ecosistemas de la cuenca cumplen funciones ecoldgicas, como ser la regulacion del
ciclo hidrologico, y de los ciclos biogeoquimicos, ser refugio de biodiversidad, ayudar a la
depuracion de aguas, y sus atributos paisajisticos posibilitan en muchos contextos geograficos
actividades culturales, turisticas, recreacionales y residenciales. A este tipo de aprovechamientos
para la sociedad se los denomina servicios ecologicos, y son los que proporcionan, en gran medida,

el sustento de la sociedad humana y la economia mundial.

2.3 La ecotoxicologia como herramienta de diagnéstico y monitoreo para cuencas hidricas

Ante situaciones de contaminacidon ambiental, la principal pregunta es: ;En qué medida implica
efectos adversos sobre el ecosistema y la salud humana? Desde la antigiiedad se han utilizado
organismos centinela que, por su sensibilidad frente a ciertos toxicos, alertan sobre situaciones de

peligro.

Es ampliamente aceptado que existe una relacion directa entre la calidad ambiental y la salud
humana. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2018), més del 60% de las
enfermedades son de origen ambiental, incluyendo cancer, teratogénesis, infecciones,
hipertension, alergias, neuropatias, etc. Por otra parte, el ecosistema brinda beneficios multiples y
de enorme valor econdmico, por ejemplo, la capacidad de autodepuracion de toxicos, generacion

del oxigeno para la respiracion, recreacion, valor estético e inmobiliario (Herkovits, J., 2015).
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La ecotoxicologia incluye métodos multidisciplinarios cuyo objetivo es evaluar el eventual efecto
adverso de agentes fisicoquimicos aislados o en combinacidn, sobre organismos vivos. También
permite identificar el origen de la toxicidad en mezclas complejas y realizar el andlisis de riesgo,

herramienta fundamental para la toma de decisiones.

Ahora, como en todo diagndstico, es fundamental utilizar los métodos apropiados para cada
proposito, ya que en caso contrario, se reportaran informes de escasa relevancia en relacion con el
objetivo, falsos negativos o falsos positivos, alejando asi, las decisiones de los objetivos
declarados, el saneamiento, y el posterior cuidado de la calidad de las aguas para que sean aptas

para la vida.

Dada la magnitud del tema y del nimero de implicados, para poder incorporar criterios
ecotoxicologicos, es fundamental contar con métodos simples, rapidos, economicos, confiables y
aceptados internacionalmente, que permitan una tarea sostenida en el tiempo, y asi, lograr limitar
la toxicidad a valores compatibles con la vida en el menor tiempo y al menor costo posible. Cabe
destacar, que la toxicidad incompatible con la vida no es un valor que se pueda fijar arbitrariamente
en base a negociaciones, lo que garantiza transparencia y comprension de todos los involucrados

en la problematica.

Sobre la base de ejemplos de trabajos realizados durante las tiltimas décadas, por distintos autores
se puede focalizar desde la ecotoxicologia, concluyendo que, aplicados con rigurosidad, aun los
mas basicos, aquellos que son faciles de comprender y utilizar, permitirian una gestion sustentable
en las cuencas que registran una toxicidad de hasta veinte veces por encima del maximo permitido

segun la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental), para efluentes industriales (Herkovits, J., 2015).

De todos estos, surgen dos conclusiones; en primer lugar, permite comprender que los estudios
ecotoxicologicos son irremplazables y segundo, que una metodologia simple puede ser suficiente
para objetivos de diagnostico y monitoreo, para alcanzar objetivos de calidad de agua compatible

con la vida.
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CAPITULO 3:

ORGANISMOS MODELOS COMO
BIOINDICADORES




3.1 ;Qué es un organismo modelo?

Un organismo modelo se refiere a aquellas especies que han sido intensamente estudiadas y que
se usan para investigar multiples aspectos de la biologia; es decir, un organismo es modelo si esta
siendo usado como un analogo o que es ilustrativo para algo que por si mismo no esta bajo estudio

directo, como la totalidad de un grupo de animales o un ancestro extinguido irreparablemente.

Cualquier animal seleccionado para un estudio es un modelo si es tomado como representante de
algunas caracteristicas de un grupo mayor (género, familia, orden o phylum) o de un taxoén
inaccesible. Una caracteristica de un organismo modelo es general para el grupo filogenético si es
compartida por los otros miembros del grupo, cuya similitud se debe a que comparten un ancestro
comun, una evoluciéon convergente o incluso una funcién similar (Lozada Garcia, Sanchez

Palmeros, Ramirez Benitez, & Fernandez, 2012).

Dentro de las especies modelo mas estudiadas se encuentran ciertas bacterias entéricas, la levadura
de cerveza, el moho, algunos nematodos y gasterdpodos, la mosca de la fruta, ciertos anfibios;
ranas y axolotes, el pollo, el raton, y recientemente la planta herbacea conocida como arabidopsis

u oruga y el pez cebra.

El uso de estos pocos organismos modelo ha permitido disponer de recursos importantes para el
desarrollo de una serie de herramientas, como la secuencia de practicamente todo su genoma y de
pruebas moleculares, tablas de desarrollo, protocolos estandarizados de biologia molecular e
histologia, métodos de manipulacién genética y de embriones y lineas especializadas de varios
tipos, incluyendo cepas de hibridos y lineas genéticas, todo lo cual ha hecho posible el gran avance

de la biologia.

Estos organismos son para el investigador el equivalente a un reactivo bioldgico, por lo que debe
controlarse su pureza y evitar su contaminacion biotica, por lo que se requiere que su produccion
sea estandarizada, que tengan caracteristicas genéticas y sanitarias definidas, que sean criados o
cultivados en ambientes controlados que respeten los requerimientos de la especie y que se

cumplan los principios éticos para su bienestar.

-50-



3.2 Modelo biologico vertebrado I; Anfibio (rhinella arenarum)

3.2.1 Situacion de los anfibios

Los anfibios se consideran derivados de los Crosopterigios durante la Era Paleozoica y mas
precisamente en el periodo Devoénico (inicialmente aparecieron los Stegocephalia). Hablando en
términos de evolucion, representan los primeros vertebrados adaptados, aunque no de manera
exclusiva, el habitat terrestre. Continian en efecto relacionandose con el ambiente acuatico en
mayor o menor grado, segin la especie, para satisfacer no solo las exigencias fisioldgicas
relacionadas con el intercambio hidrico y gaseoso, sino también para poder realizar los procesos

inherentes a la propagacion de la especie.

Salvo algunas excepciones, reproduccion y desarrollo tanto embrionario como larval, se cumple

para los anfibios en el agua (Pisano, 1977).

Desde 1969 se viene informando una disminucion alarmante de las poblaciones de anfibios en
tamafio y nimero de individuos a nivel global (Relyea, Schoeppner, & Horveman, 2005). En este
sentido, la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2019) reconoce 6
categorias segun el estado de conservacion de los anfibios basado en antecedentes cientifico-
técnicos, del que se desprende que el 36,5 % de las especies se encuentran bajo algun grado de

amenaza (ver Fig.15).

Situacion Mundial de los Anfibios

M Extinguidas en la naturaleza (0,03 %)
M Extinguidas (0,53%)

En peligro critico (8,11 %)

En peligro (12,2 %)

10,10%

M Vulnerables (10,10 %)
B Casi amenazadas (6,07 %)
B Preocupacion menor (37,50 %)

M Datos insuficientes (25,40 %)

FIGURA 15- CATEGORIZACION DEL ESTADO DE CONSERVACION DE LAS ESPECIES DE ANFIBIOS EN EL MUNDO FUENTE: [UCN 2013
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Existen diversos factores sobre esta disminucion que, segun (Collins & Storfer, 2003), pueden ser
clasificados en dos grupos. El primero incluye factores generales criticos para la biodiversidad
como destruccion, modificacion y fragmentacion del habitat, competencia o predacion por
especies introducidas y sobreexplotacion. Sin embargo, las poblaciones de anfibios han sufrido
declives en ambientes naturales remotos sin perturbaciones aparentes. El segundo grupo incluye
factores mas complejos como el cambio climatico, el incremento en la radiacion UV-B, los
contaminantes quimicos como plaguicidas, fertilizantes y metales pesados, enfermedades
infecciosas y malformaciones (Lajmanovich, 2015). Segin la TUCN, el factor de riesgo mas
importante para los anfibios es la actividad agricola y la acuicultura. Los mecanismos subyacentes
a estos factores son complejos y pueden estar interactuando sinérgicamente con los factores del

primer grupo exacerbando la caida en los numeros poblacionales.

Los anfibios ocupan un lugar estratégico en las tramas troficas, con formas acudticas y terrestres,
y debido a su alta susceptibilidad, resultan muy buenos indicadores del estado de salud del
ambiente (Hartwell, Welsh, & Ollivier, 1998). La piel de los adultos, los epitelios de revestimiento
de las larvas y las membranas de los huevos son altamente permeables a los contaminantes
(Herkovits & Perez-Coll, 1999). En general, los anfibios constituyen un taxén particularmente
afectado por la aplicacion de muchos plaguicidas en los campos agricolas, ya que éstos se
acumulan en charcas temporales y resultan en altas concentraciones durante la primavera y el
verano, coincidiendo con la época reproductiva y las etapas altamente susceptibles del ciclo de

vida de estos organismos.

3.2.2 El modelo biolégico: rhinella arenarum (Sapo americano)

FIGURA 16- EJEMPLAR ADULTO DE RHINELLA ARENARUM (SAPO COMUN AMERICANO)
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Clasificacion taxonomica de la especie segiin Hensel, 1867

Phyllum: chordata
Clase: amphibia
Subclase: lissamphibia
Orden: anura
Familia: bufonidae
Género: rhinella

Especie: rhinella arenarum

Rhinella (Bufo) arenarum, vulgarmente conocido como sapo comun sudamericano (ver Fig. 16),
es una especie de anfibio anuro que se distribuye ampliamente en Sudamérica. Mide
aproximadamente unos 15 cm de longitud hocicocloaca, presentando el dorso de color marrén
verdoso con verrugas y el vientre de color claro. Debido a que su piel es altamente permeable,
suelen ser mas susceptibles a los contaminantes en el medio ambiente que otros organismos como
las aves o los mamiferos. En invierno se ocultan en refugios naturales o bajo tierra. Los grandes
cuerpos grasos son utilizados para cubrir sus limitadas necesidades metabolicas durante la
hibernacion. Se alimentan de insectos, lombrices y crustaceos terrestres. En concordancia con un
ciclo sexual potencialmente continuo, la reproduccion y puesta se extienden durante gran parte del
afio, pero mayoritariamente ocurre durante la primavera y principios del verano, lo cual coincide
con la estacion de lluvias. En el proceso reproductivo de esta especie (ver Fig. 17), las hembras
son atraidas por la voz de los machos. El amplexo o abrazo se realiza en el agua. Estas expulsan
sus huevos por el estimulo que ejerce el macho durante el amplexo. Los huevos, pequefios y
oscuros, son expulsados en cordones gelatinosos mientras son fecundados externamente por los
machos. Un promedio de 4000-5000 huevos es frecuente para la puesta de una hembra madura en

una temporada reproductiva (Herkovits & Perez-Coll, 1999).
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FIGURA 17- REPRODUCCION RHINELLA ARENARUM: (A) LLAMADA DE APAREAMIENTO DEL EJEMPLAR MACHO; (B) AMPLEXO; (C)
RISTRA DE HUEVOS FECUNDADOS; (D) LARVAS DE VIDA LIBRE (RENACUAJOS). FUENTE: ELABORACION PROPIA

La especie rhinella arenarum posee huevos de caracteristicas heteroleciticas ya que el vitelo se
acumula en mayor cantidad en el polo inferior (polo vegetativo), si bien queda mezclado todavia
con citoplasma. Condicion inversa se encuentra en el polo animal, en el que se ubica una mayor
cantidad de citoplasma mezclado con escasa cantidad de vitelo. Durante la fecundacion se produce
la rotacion cortical formando la “media luna gris. El desarrollo embrionario comienza con la
primera division mitotica del oocito recientemente fecundado dando lugar a dos blastomeros. Al
inicio de la segmentacion se producen dos divisiones meridionales iguales. Luego ocurre la
primera division ecuatorial, desplazada hacia el polo animal, por lo que se produce una desigualdad
en el tamafio de los blastomeros de los polos (segmentacion holobléstica desigual), formando

micromeros y macromeros. Los micrémeros, células mas ricas en citoplasma, se dividen con un
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ritmo bastante mas acelerado que las del polo vegetativo, macromeros, abundantes en vitelo

(Pisané, 1977).

En los primeros estadios (E) del desarrollo en rhinella arenarum desde la fecundacion del oocito
E1 hasta la finalizacion del desarrollo embrionario E25 coincidente con el inicio de la etapa larval,
representada por un organismo de vida libre con branquias internas que comienza a alimentarse

(Del Conte & Sirlin, 1951).

El embrién de dos blastomeros E3 contintia experimentando divisiones mitdticas, sin aumento en
el tamafio ni cambios en su forma esférica, pasando por diferentes estadios en los que predomina
la division celular. Este proceso es conocido como segmentacion E3 a E9. La blastula que se forma
como consecuencia de la segmentacion es una bldstula con un verdadero blastocele (celoblastula),
cuya pared tiene por lo menos dos capas de células, siendo considerablemente mayores las del

polo vegetativo. Estas células impiden una invaginacién completa durante la gastrulacion.

Entre los E10 y E12 transcurre la gastrulacion, proceso en el cual es muy importante el
desplazamiento de células hacia el interior del embrién, quedando determinado un organismo
triblastico (endodermo, mesodermo y ectodermo), con tres capas de células a partir de las cuales
se formaran los futuros 6rganos y tejidos. La gastrulaciéon comienza gracias a la invaginacion, un
movimiento de rotacion interna que involucra al endodermo y mesodermo, conocido como
rotacion vegetativa. La involucion de células emigrantes formaré el labio dorsal del blastoporo.
Mientras que continian dichos movimientos de invaginacién e involucion, la epibolia de las
células del anillo germinal acabara aislando a las células del vitelo dentro de los limites del

blastoporo, en un drea que se conoce como tapon vitelino (Scott, 2005).

Posteriormente ocurre la neurulacion E13-E16 que culmina con la formacion del tubo neural, el
incipiente sistema nervioso del embrion. Conjuntamente con la neurulacion, el embrion va

adquiriendo simetria bilateral y va elongandose.

A partir del E17, los embriones eclosionan espontdneamente de la membrana vitelina y de la
gelatina y posteriormente adquieren movimientos expresados mediante contracciones musculares

EI18.

A partir del E18 su cuerpo comienza a alargarse, se diferencia mas netamente el cuerpo de la cola

y van transformandose en embriones-larvas de vida libre.
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El funcionamiento del sistema cardiovascular se pone de manifiesto al observarse el latido cardiaco
en el E19 y la circulacion de la sangre se observa por primera vez en las branquias E20.
Posteriormente se abre la boca E21, si bien todavia no se alimenta a partir de nutrientes del medio

externo, sino que utilizan sus reservas internas (plaquetas vitelinas).

En el E22, la circulacién ya puede observarse en la aleta y a partir del E23 y hasta el E25 se va

formando la camara opercular, por lo que las branquias pasan a ser internas.

Al alcanzar el E25, las larvas miden aproximadamente 10 mm de longitud, son de cuerpo
claviforme y coloracion negruzca. A partir de esta etapa del desarrollo, las larvas buscan
activamente su alimento, aumentan de tamafio y culmina su desarrollo, luego de transitar por los
distintos estadios larvales hasta completar la metamorfosis, transformandose en pequefios
juveniles, semejantes a los adultos pero sin madurez sexual. La duracion del desarrollo varia con
las condiciones de temperatura y fotoperiodo, siendo mas corto al aumentar las dos variables. El
desarrollo embrionario temprano desde la formacion de los 2 blastomeros hasta el desarrollo de
una larva de vida libre con branquias internas E25, a 18-20°C puede tardar aproximadamente de 7
a 10 dias. A partir de este momento comienza el desarrollo larval, el cual, es mas variable
dependiendo de las condiciones externas como disponibilidad de alimento y luz, pudiendo demorar
un par de meses. El periodo larval se extiende desde la aparicion del esbozo de los miembros
posteriores hasta la desaparicion completa de la cola. Durante la pre-metamorfosis, los organismos
buscan activamente su alimento y aumentan de tamafio a la vez que se desarrollan los miembros
posteriores. El climax metamorfico se caracteriza por la emergencia y el desarrollo de los
miembros anteriores y la reabsorcion de la cola (Echeverria & Fiorito de Lopez, 1981)(ver Fig.

18).
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FIGURA 18- DESARROLLO RHINELLA ARENARUM (A) HUEVOS; (B) EMBRIONES DENTRO DE LA RISTRA GELATINOSA; (C) EMBRIONES
RECIEN ECLOSIONADOS QUE PERMANECEN FIJADOS A LA RISTRA; (D) LARVA PRE-METAMORFICA; (E) LARVA PRO-METAMORFICA,
MIEMBROS POSTERIORES EN DESARROLLO; (F) LARVA METAMORFICA, MIEMBROS ANTERIORES EN DESARROLLO; (G) LARVA
METAMORFICA, COLA REABSORBIENDOSE; (H) JUVENILES RECIEN METAMORFOSEADOS. FUENTE: (SVARTZ, 2014)

Estos anfibios poseen una amplia distribucion, tanto en ambientes hiimedos como 4aridos siempre
que exista un cuerpo de agua cercano. En Argentina, se encuentran desde el norte de la provincia
de Jujuy hasta el rio Chubut, cerca de la costa patagonica, hacia el oeste alcanzan la frontera sur
del Neuquén, cerca del rio Limay (ver Fig. 19). También se encuentran en el sur de Brasil, en
Uruguay y Bolivia. Habitan preferentemente ambientes de bosques bajos, estepas y pastizales. Esta
especie estd adaptada no sdlo a la vida en distintas condiciones térmicas sino también a distintas
situaciones de humedad y altitud. Habita desde regiones de clima tropical a regiones de
temperaturas cercanas a 0°C y zonas humedas de mas de 1000 mm anuales de precipitacion a
zonas secas con menos de 500 mm. En la cordillera alcanza los 1500 m en latitudes como Mendoza

y hasta 2400 m en latitudes mas al norte como Catamarca o La Rioja.
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FIGURA 19- DISTRIBUCION DE RHINELLA ARENARUM EN ARGENTINA FUENTE: SISTEMA DE INFORMACION DE BIODIVERSIDAD (SIB)
DE LA ADMINISTRACION DE PARQUES NACIONALES

3.3 Modelo biolégico vertebrado 1I; Pez (danio rerio)

3.3.1 Situacion de los peces

Hace unos 19 afnos, durante la segunda mitad del afio 1997 el NIH (National Institutes of Health)
comenzd a promover el uso del Pez cebra (danio rerio). Esa promocién fue una respuesta
institucional a la recomendacion de la comunidad de cientificos que quisieron favorecer el uso de

danio rerio como organismo biologico y modelo para investigaciones cientificas (especialmente
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las biomédicas). La recomendacion para utilizar esta especie en ciencia, se hizo sobre la base de

las caracteristicas bioldgicas de estos animales (Gali, 2017).

Es una especie cuyos individuos se desarrollan rapido y las camadas son muy numerosas. Esas dos
caracteristicas son las mas deseables en un modelo bioldgico animal. Que el lapso entre
generaciones sea breve y los descendientes numerosos posibilita la realizaciéon de estudios
poblacionales con un elevado nimero de individuos. También permite que se analicen
caracteristicas genéticas ya que los tiempos necesarios para la manifestacion de la herencia entre

una y otra generacion es breve (Espinoza, 2016).

El pez cebra junto a la rana africana (xenopus sp) y los gallos (gallus sp) son los modelos de
vertebrados no mamiferos mas utilizados actualmente en las ciencias biomédicas. Los peces como
modelo animal para investigaciones en biomedicina, constituyen una alternativa que se esta

extendiendo muchisimo.

Este pez normalmente se puede encontrar en rios de aguas lentas y lagunas de la India, Bangladesh
y Pakistan. Esta region geografica tiene clima monzonico, con temporadas lluviosas y secas
pronunciadas que tienen un profundo efecto en los parametros del habitat de este pez, asi como en

la quimica de los recursos hidricos.

Los ejemplares de esta especie tienen una coloracion verde aceitunada o dorada, con tonalidades
marrones, y hacia el vientre se intensifica el color blanco; cuatro lineas de color azul, que van
desde los opérculos hasta la aleta caudal, recorren los costados longitudinalmente. Los machos
tienen un cuerpo delgado y comprimido, con una papila genital muy poco notoria, y son de menor
tamano que las hembras, predominando en ellos la coloracion dorada; las hembras exhiben una
distintiva papila genital, su forma corporal es mas gruesa, tienen el vientre abultado y redondeado

y su coloracion predominante es el verde aceitunado (ver Fig.20).

El pez cebra vive en pequefios bancos que van desde cinco a veinte individuos; se reproducen y
desovan de manera asincronica; sobre el sustrato depositan sus huevos, que no son cuidados por
los padres después del desove. Como otros peces de regiones monzoénicas, la época de lluvias
marca el inicio de la estacion de reproduccion, aunque se han observado hembras con hueva
madura durante la época de sequia, lo que permite suponer que la reproduccion esta mas
correlacionada con la disponibilidad de alimento, que se ve intensificada con las lluvias. La

fecundacion es externa y los huevos, dependiendo de las condiciones ambientales, liberan larvas
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que nadan libremente después de cuatro a siete dias de ser fecundados. Los machos son territoriales
sobre los posibles sitios de desove y adoptan tacticas para perseguir a las hembras. De su ciclo de
vida solo se tienen datos de laboratorio, donde llegan a vivir hasta cinco afios (Lozada Garcia,

Sanchez Palmeros, Ramirez Benitez, & Fernandez, 2012).

Respecto a su dieta, estos peces son generalistas, es decir, consumen una amplia variedad de
crustaceos del fondo marino, ademas de gusanos y larvas de insectos, si bien muestran una marcada
preferencia por las larvas de los dipteros, por lo que se ha propuesto su uso para el control de

mosquitos.

Es un modelo animal también elegido en educacion, danio rerio se ha incorporado a la escena de
la ciencia hace poco tiempo y la historia del uso de pez cebra como herramienta educativa es breve.
Los docentes en todo el mundo estan desarrollando actividades interesantes utilizando estos peces
en los cursos. Los debates, reuniones y talleres sobre el “Pez Cebra en el Aula” se hacen desde el
afio 2008. Hay un consenso internacional a favor de la incorporacion del pez cebra para la

educacion con la idea de que tendra un impacto importante (Espinoza, 2016).

Las experiencias directas son muy valiosas y necesarias para ayudar a cambiar la forma en que
entendemos el mundo. Impulsar el uso de este modelo incluso para ensenar el cuidado que se debe

tener para con el medio ambiente, podria causar consecuencias muy beneficiosas.

Por ejemplo, se pueden realizar experimentos simples para mostrar los efectos nocivos para la
salud de las sustancias quimicas contaminantes. Mediante el empleo de estos peces y un acuario

sencillo, se pueden ensefiar una variedad de temas.
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3.3.2 El modelo bioldgico: danio rerio (Pez cebra)

FIGURA 20- EJEMPLAR HEMBRA Y MACHO DE DANIO RERIO EN LABORATORIO.

Clasificacion taxonomica de la especie segun Halminton, 1822
Reino: animal

Phylum: cordados (chordata) - subphylum: vertebrata

Clase: sctinopterygii (peces 0seos)

Orden: cypriniformes

Familia: cyprinidae

Danio rerio (pez cebra), es nativo del sureste asidtico y su rango de distribucion natural incluye
las cuencas del Ganges y el Brahmaputra y las aguas dulces tropicales de las regiones monzonicas
de la India, Bangladesh, Nepal, Pakistan, Butan, Tailandia y el norte de Myanmar. Viven préximo
a las orillas de aguas lentas y estancadas con vegetacion acudtica abundante de rios, estanques,

arrozales, etc. en Ceilan, India, Pakistan, Bangladesh y Birmania. (Ver Fig. 21).
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@todo el afo

FIGURA 21- HABITAT Y DISTRIBUCION DE PEZ DANIO RERIO. FUENTE: (VIVE LA NATURALEZA, 2020)

Es una especie gregaria que forma pequefios bancos. La reproduccién es ovipara y se reinen en
grupos para aparearse. El macho nada en circulos exhibiendo sus aletas para atraer a la hembra.
La fecundacion es externa; la hembra pone un centenar de huevos transparentes y el macho los
fecunda liberando su esperma mientras nada a su lado. Alcanza la madurez sexual entre los 3 y los
6 meses. Esta especie muy usada en ensayos de laboratorio debido a la similitud entre su genoma

y el humano y a su capacidad para regenerar los tejidos durante su etapa larval.

Puede vivir en acuarios pequeinos, de unos 20 litros, en grupos de unos 10 ejemplares, pero prefiere
acuarios largos, al menos de 60 cm, con buena iluminacion, abundante vegetacion y espacio libre
donde nadar y que podran compartir con otras especies. La temperatura oscilara entre los 18° C y
los 25° C, mejor si fluctiia entre 3° C 0 4° C. No son muy exigentes en cuanto al pH y la dureza del

agua, pero en condiciones Optimas oscilard entre pH 7,5-7,8 y DH® 15-20.

Su reproduccion es muy sencilla (ver Fig.22). Se prepara un acuario de 20 litros con fondo de
arena y 2 o 3 cm. de bolas de vidrio que protegeran la puesta tras el desove, donde se introducen
entre 10 y 15 ejemplares, mejor el doble de machos que de hembras. Parece que la presencia de
vegetacion acudtica, tanto natural como artificial, estimula la reproduccion, asi como un fondo
inclinado que simule la orilla de un rio, aunque no son necesarios. La reproduccion suele
producirse al amanecer. Los alevines se alimentan con infusorios y artemia salina (Lozada Garcia,

Sanchez Palmeros, Ramirez Benitez, & Fernandez, 2012).
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FIGURA 22- PROCESO DE DESOVE (A) SEPARACION DE HEMBRA Y MACHA CON REGULACION DE TEMPERATURA; (B) PREPARACION
DEL ESTANQUE PARA INCORPORACION DE ALGUNOS EJEMPLARES; (C) PROCESO DE APAREAMIENTO; (D) DESOVE FUENTE-
FUNDACION PROSAMA.

Ademas de ser uno de los peces mas estudiados, entre las ventajas del pez cebra estan su potencial
reproductivo de entre 100 y 200 huevos por hembra (500-600 p de didmetro por huevo), su
fecundacion y desarrollo externos que en 2 dias da lugar a un nuevo pez, sus embriones
transparentes, su pequefio tamafio (4-5 cm) que permite mantener 25 peces en unos 45 L de agua

y su corto tiempo de madurez sexual (unos 5-6 meses).

Es trabajoso conseguir niveles reproducibles de produccion de huevos cuando se utilizan pequetias
poblaciones (aproximadamente 20 peces cebra) de reproductores comparado con instalaciones de

miles de peces.
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Ello es debido al nivel de estrés que les suponen a los peces los métodos mas utilizados para su
reproduccion a pequefia escala: mantener machos y hembras separados, capturarlos cada vez,
mantenerlos por las noches en pequefas parideras (un macho y 2-3 hembras), volver a separarlos
y volver a comenzar el ciclo (Rocha, Ruiz, & Coll, 2002). La cantidad de contaminacion (heces,
particulas, etc.) que se acumula tanto en las parideras como en los acuarios en los que estas se
colocan hace dificil la descontaminacion de los embriones, lo que provoca altas mortalidades
mayormente debidas a hongos. Por otra parte, una vez desinfectados, la manipulacion de los
embriones y el seguimiento de su evolucion, es dificil de cuantificar cuando estos se mantienen

juntos. Todo ello lleva aparejado una considerable inversion en tiempo y personal.

FIGURA 23- ESTADIOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PEZ DANIO RERIO
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CAPITULO 4:

ESTACIONES DE MONITOREO,
ZONIFICACION, EXTRACCION DE
MUESTRA Y PARAMETROS
FISICOQUIMICOS




4.1 Estaciones de monitoreo

Los criterios utilizados para la seleccion de las estaciones de monitoreo establecidas para la
extraccion de muestra del cuerpo superficial, estdn estrechamente vinculados a los cambios en el
uso efectivo del suelo, por causas antropicas, desarrolladas en los ultimos cincuenta afios en la
cuenca del arroyo Las Conchitas (Calvo, Cipponeri, Salvioli, Trovatto, & Alvares, 2014). Se
utiliz6 como base comparativa un trabajo de investigacion realizado en la cuenca en el afio 2002
por el Instituto de Ciencias Ambientales y Salud (ICAS), Fundacion PROSAMA; Instituto de
Limnologia “Dr. Raul A. Ringuelet”; Universidad Nacional de La Plata (UNLP); CONICET; U.S.
Geological Survey, Colorado State University; Comisién Nacional de Energia Atomica; Escuela
de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de San Martin (UNSAM); Municipalidad de
Florencio Varela y Municipalidad de Berazategui (Herkovits, y otros, 2003). Este trabajo de
investigacion plante6 la importancia del uso apropiado de los recursos hidricos y la prevencion de
su degradacion debido a que la actividad antrépica es fundamental para objetivos de desarrollo
sustentable, como asi también las experiencias exitosas en el manejo de cuencas hidricas revelan
lanecesidad de decisiones basadas en conocimientos cientificos a los efectos de proteger la calidad
del agua, el ecosistema y la salud humana. Realizando una caracterizacion de la cuenca hidrica del
arroyo Las Conchitas mediante ensayos de ecotoxicidad con embriones de anfibio Rhinella
arenarum y analisis fisicoquimico. Siguiendo con la misma linea de trabajo se utilizaron para este
proyecto, las mismas estaciones de monitoreo seleccionadas en el trabajo de investigacion
realizado en el afio 2002 sobre la cuenca.

Estas estaciones presentan caracteristicas muy particulares y disimiles: Una zona con intensa
actividad agropecuaria, una reserva natural, una zona industrial y una residencial exclusiva antes
de que el arroyo vierta sus aguas en el estuario del Rio de La Plata.

Estas estaciones de monitoreo se ubican en:

1. Interseccion con Av. Guillermo Hudson. Altura Parque Ecologico Cultural Guillermo
Hudson (Estacion de Monitoreo N°1 - M;j); (Latitud: 34°51'21.70"S; longitud:
58°13'26.73"0) (Partido de Florencio Varela).

2. Interseccion con Ruta Provincial N° 36 “Avenida Calchaqui” (Estacion de Monitoreo N°2
- M>); (Latitud: 34°49'57.00"S; longitud: 58°12'32.50"0) (Partido de Florencio Varela).

3. Interseccion con Ruta Provincial N° 1 “Camino General Manuel Belgrano” (Estacion de

Monitoreo N°3 - M3); (Latitud: 34°48'56.83"S; 58°11'59.02"0) (Partido de Berazategui).
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4. Interseccion con Autopista Buenos Aires - La Plata (Estacion de Monitoreo N°4 - My).

(34°46'18.64"S; 58° 9'58.19"0) Altura estacion de peaje Hudson. (Partido de Berazategui).

Cuenca hidrografica del arroyo Las Conchitas , SEnca
Fr . &» A° Las Conchitas
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FIGURA 24- LIMITE DE LA CUENCA HIDRICA DEL ARROYO LAS CONCHITAS CON SUS ESTACIONES DE MONITOREO. FUENTE:
ELABORACION PROPIA

Siguiendo las caracteristicas antropicas de la cuenca se definié la siguiente distribucion de las

estaciones de monitoreo; 1 (una) en cuenca baja, 2 (dos) en cuenca media y 1 (una) en cuenca alta.

Entendiendo que la mayor actividad industrial se desarrolla entre la Av. Guillermo Hudson y la
Ruta Provincial N° 1 “Camino General Manuel Belgrano” se monitorearon 2 (dos) puntos en este
tramo. Debido a que alli se ubica una gran cantidad de establecimientos industriales de
complejidad ambiental alta, ya sea por la peligrosidad de las materias prima que se utilizan como

asi también de sus productos terminados.

Por otra parte, también se pudo determinar que aguas arriba de la Av. Guillermo Hudson se
encuentra una zona de extensa actividad agropecuaria y aguas abajo de la Av. Ranelagh una zona
de countries, barrios privados, club de campo y complejos recreativos que impactarian

directamente con el vertido de sus efluentes cloacales sobre el cuerpo superficial del arroyo.
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FIGURA 25- ESTACIONES DE MONITOREO Y DIVISION DE CUENCA EN: CUENCA ALTA, MEDIA Y BAJA. FUENTE: ELABORACION PROPIA
Hecha efectiva la subdivision geografica de la cuenca a través de la identificacion de sus curvas
de nivel por medio del software ArcGis 10.5, se pudieron establecer en este trabajo por primera
vez las areas afectadas a cada subcuenca. Esto sirvid para delimitar de manera conceptual el
alcance geografico del impacto ambiental de las distintas actividades antropicas que se desarrollan
en sus margenes. Previamente, se tuvieron que cargar todos los datos correspondientes de cada
estacion de monitoreo al software como asi también identificar las mismas mediante registros
fotograficos, datos de georreferenciacion, y otros de suma importancia. A continuacion se puede
ver como un archivo de formato “kmz” con los limites geograficos de la cuenca visibles en Google
Earth se fusiona con otro de formato “shapefile” obtenido con el software ArcGis 10.5 logrando
asi un registro unico con datos de cada estacion de monitoreo al hacer “click” en cada punto de

interés (ver Fig. 26/27/28/29).
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Cuenca arroyo Las Conchitas
Estacion de monitoreo M1- Cuenca alta CUENCA_ALTA

FID 0
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SUB_CUENCACUENCA_ALTA
| LaTITUD -34,856038
LONGITUD ~ -58,224101
MUESTRA  MUESTRA_1
REFERENCIA INTERSECCION_CON_AV_GUILLERMO_HUDSON
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FIGURA 26- ESTACION DE MONITOREO N°1: INTERSECCION CON AV. GUILLERMO HUDSON, ALTURA PARQUE ECOLOGICO
CULTURAL GUILLERMO HUDSON FUENTE: ELABORACION PROPIA

Cuenca arroyo Las Conchitas
Estacion de monitoreo M2- Cuenca media CUENCA_MEDIA

FID 1

EST_MON 2

SUB_CUENCA CUENCA_MEDIA

LATITUD -34,832589

LONGITUD  -58,209131

MUESTRA MUESTRA_2

REFERENCIA INTERSECCION_CON_AV_CALCHAQUI
CERCANIA  BARRIO_LA_ROTONDA
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FIGURA 27- ESTACION DE MONITOREO N°2; INTERSECCION RUTA PROVINCIAL N°36 “Av. CALCHAQUI) FUENTE: ELABORACION
PROPIA
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Cuenca arroyo Las Conchitas
Estacién de monitoreo M3- Cuenca media .~ ""¥ CUENCA_MEDIA

FID 2

EST_MON 2

SUB_CUENCACUENCA_MEDIA

LATITUD -34,815809

LONGITUD  -58,199759

MUESTRA MUESTRA_3
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FIGURA 28- ESTACION DE MONITOREO N°3; INTERACCION CON RUTA PROVINCIAL N°1 “CAMINO GENERAL BELGRANO” FUENTE:
ELABORACION PROPIA

Cuenca arroyo Las Conchitas
Estacion de monitoreo M4- Cuenca baja CUENCA_BAJA

FID 3

EST.MON 4

SUB_CUENCA CUENCA_BAJA

LATITUD 34771957

LONGITUD  -58,166368

MUESTRA  MUESTRA 4

REFERENCIA INTERSECCION_CON_AU_BSAS_LAPLATA
CERCANIA  PEAJE_HUDSON_AU_BSAS_LAPLATA
ZONIFICACI ~ RESIDENCIAL

LOCALIDAD ~ BERAZATEGUI

IMAGEN

Google Earth

FIGURA 29- ESTACION DE MONITOREO N°4; INTERACCION CON AUTOPISTA BUENOS AIRES LA PLATA, ALTURA PEAJE HUDSON
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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4.2 Zonificacion

La cuenca hidrica del arroyo Las Conchitas posee en toda su longitud distintas zonificaciones a
medida que avanza hacia el interior del conurbano bonaerense, observandose cambios
significativos en el uso del suelo durante las ultimas cinco décadas (Calvo, Cipponeri, Salvioli,
Trovatto, & Alvares, 2014). Si hacemos una recorrida desde su vertiente, el estuario del Rio de La
Plata hacia aguas arriba, podemos encontrarnos con una zona practicamente exclusiva de barrios
privados, countries, complejos de viviendas diferenciados, club de golf, etc. todos ellos con
potenciales vertidos de sus efluentes cloacales al arroyo, ya sea con o sin tratamiento. Asimismo,
en convivencia con estos complejos y a escasos metros se vive otra realidad: zonas de viviendas
marginales, donde efluentes cloacales se vierten a un colector pluvial con posterior destino en el

arroyo o en el mejor de los casos a suelo natural por medio de pozos absorbentes.

Cuenca hidrografica del arroyo Las Conchitas Eeyendn
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FIGURA 30 - COUNTRIES Y BARRIOS PRIVADOS CON INCIDENCIA DIRECTA O INDIRECTA PREDOMINANTEMENTE EN CUENCA BAJA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

Saliendo de cuenca baja, al cruzar la Av. Ranelagh la situacién cambia. Inicia una zona industrial
exclusiva con establecimientos de complejidad ambiental alta, todos ellos encuadrados dentro de
segunda y tercera categoria ambiental segiin el Organismo Provincial para el Desarrollo Sostenible
(OPDS) (Ley 11.459, 1993). Podemos encontrar manipulacion de metales pesados como ser cromo

hexavalente en curtiembres como La Hispano o niquel en industrias destinadas al galvanizado de
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metales como Siderar. Ademas, existen grandes aportes de carga organica producto de la matanza
de ganado vacuno en frigorificos como La Huella. Fébrica de baterias, productos fitosanitarios,
derivados del plomo e industrias quimicas entre otras, son los rubros que predominan en esta zona
de la cuenca. Obviamente estos tipos de establecimientos conviven con barrios del conurbano, en
algunos casos y barrios residenciales en otros. Tal es el caso del barrio La Rotonda en Florencio
Varela que se encuentra rodeado de una zona industrial. Limitada por la Ruta Provincial N°36 (Av.
Calchaqui) y el arroyo Las Conchitas con empresas que impactan sobre las aguas del cuerpo
superficial, suelo y aire de la zona. Los habitantes de este barrio fueron los primeros en hacer
visible los efectos de la contaminacidn de las empresas (Giannuzzi & Godoy, 2006). Es aqui donde
inicio todo, ya que a partir de estos reclamos constantes se cre6 un Comité de Crisis Ambiental
dictado por la antigua Secretaria de Politica Ambiental de la provincia de Buenos Aires bajo la

resolucion 1127/2006.

Cuenca hidrografica del arroyo Las Conchitas Leyenda
Cuenca media & A° Las Conchitas

© Establecimientos de 2° y 3° categoria

n
idson
ERargue Industrial Platanos.

Rarque ndustrialiFHudson

gentina Curtiembre
SRL
Eniganfico kaltu Textil S.A

Red Surcos'S'ATCoopt Feriox Seven (Ex C. Malden)

ChimagroiS.A

FIGURA 31- ESTABLECIMIENTOS INDUSTRIALES DE 2° Y 3° CATEGORIA AMBIENTAL EN CUENCA MEDIA. FUENTE: ELABORACION
PROPIA

Siguiendo aguas arriba, la densidad poblacional al ser una zona rural disminuye pero alli se puede
ver con mucha mas claridad el impacto sobre suelo natural de los basurales a cielo abierto y la
peligrosidad de antiguas tosqueras que se encuentran inactivas. Todo ello muy visible hasta la Av.

Guillermo Hudson, a escasos metros de la casa y Parque Ecologico del conocido naturalista y
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escritor argentino del siglo XIX Guillermo Enrique Hudson. Desde este parque en adelante hasta
el Complejo Penitenciario de Florencio Varela podemos decir que la actividad agropecuaria es

exclusiva en la zona.

Cuenca hidrografica del arroyo Las Conchitas Leyenda
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FIGURA 32- CUENCA ALTA: PARQUE ECOLOGICO GUILLERMO HUDSON Y COMPLEJO PENITENCIARIO DE FLORENCIO VARELA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

4.3 Extraccion de muestras

Previamente a la extraccién de muestras del arroyo se tuvo que diagramar un plan de muestreo
para las 4 (cuatro) estaciones de monitoreo de la cuenca, donde se contemplaron las distintas
variables que pudiesen surgir en campo para lograr obtener la mayor representatividad y eficacia

en los diferentes puntos de muestreo.

También tuvo que contemplarse un factor sumamente importante, la seguridad fisica de las
personas que intervinieron en el procedimiento de muestreo ya que 3 (tres) de las 4 (cuatro)
estaciones de monitoreo se ubican en zonas inseguras. Para ello, y afortunadamente las personas
destinadas a realizar dicho procedimiento fueron: quien suscribe, Especialista en Ingenieria
Ambiental y certificado por la Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR) para realizar
muestreo de suelos, efluentes liquidos industriales y cuerpos superficiales; y el Licenciado en

Quimica, Candia Alberto perteneciente al Departamento de Delitos Ambientales de la Policia
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Federal Argentina. Este ultimo ademas se encuentra inscripto en el Registro Nacional de

Tomadores de Muestra (ReNaToM) del Consejo Profesional de Quimica.

Otro factor a considerar fueron las condiciones climaticas, buscando que sean lo mas similares
posibles al ultimo estudio realizado sobre la cuenca (Herkovits, y otros, 2003). Por eso se decidio,
en acuerdo con el director de tesis el Dr. Herkovits Jorge muestrear en el mismo periodo del afo.
Se seleccion6 un dia que no haya sufrido anteriormente intensas precipitaciones porque €so
interferiria en la concentracion de la muestra diluyéndola. Asimismo, el muestreo debi6 realizarse
un dia hébil para garantizar el normal desarrollo de actividades en los establecimientos
industriales. El horario de muestreo coincidid con picos de productividad de las empresas.
Teniendo presentes todas estas variables se defini6 realizar el muestreo de las 4 (cuatro) estaciones
de monitoreo el dia jueves 27 de junio de 2019 iniciando el mismo a las 10 hs y finalizandolo a las
15 hs. Todas las muestras extraidas en cada estacion de monitoreo se hicieron por duplicado,
fueron trasvasadas de forma manual a envases virgenes de polietileno con capacidad de 3 L
adquiridos directamente de fabrica. Cada envase se rotulo debidamente como los siguientes datos:
Titulo del trabajo, fecha, hora, identificacion de la estacion de monitoreo, tipo de muestra y nimero
de muestra. Este rotulo fue confeccionado previamente y contemplado en el plan de monitoreo
para que luego en campo fuese de facil aplicacion (ver llustracion 1). Una vez extraida la muestra
previo a su trasvase, se midieron parametros in situ (pH, conductividad, oxigeno disuelto y
temperatura) con equipo multiparamétrico marca Hach HQ40D debidamente calibrado. Este
equipo nos permitid obtener un primera diagndstico rapido de la calidad del agua del arroyo sin la
necesidad de tener que usar otros instrumentos. Ademas nos permitio georreferenciar cada punto

de extraccion (ver llustracion 4).

Todo el procedimiento de muestreo, conservacion y traslado de las muestras se realizé siguiendo

las recomendaciones establecidas por las normas del Instituto Argentino de Normalizacion y

Certificacion (IRAM) (IRAM 29012-10, 1995).
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ILUSTRACION 3-ELEVACION DE MUESTRA DESDE EL PUENTE DE LA AV. |LUSTRACION 2- MEDICION Y REGISTRO IN SITU DE PARAMETROS CON
CALCHAQUI (ESTACION MONITOREO M3), TRASVASO Y REGISTRO. MULTIPARAMETRICO (ESTACION MONITOREO M?2)

; -

GPSmar 78

g5t 27/06/2019
Hora 41100 ) 1130 [ 12.00 | 12.30 5 =
13.30 | 14.00 | .
EST. DE Est. | est. | esv. A BT
MONITOREO| M-1 | M2 | m3(]| M«
TIPO DE - x
MUESTRA AGUA SUP. SEDIMENTO -
NDE [ 1. e 3N A
MUESTRA 6 7 [

ILUSTRACION 4- EQUIPO MULTIPARAMETRICO HACH HQ40D UTILIZADO
EN CAMPO

ILUSTRACION 1- MUESTRA ENVASADA Y ROTULADA EN CAMPO
(ESTACION DE MONITOREO M4). ELEVACION DE MUESTRA, REGISTRO
Y LIMPIEZA DE EQUIPO MULTIPARAMETRICO.
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4.4 Parametros fisicoquimico de las muestras extraidas en las estaciones de monitoreo
4.4.1 Parametros in situ
Al momento de realizar el muestreo del arroyo Las conchitas se realizo la medicion de una serie

de parametros in situ. Para luego contrastarlos con los analisis de laboratorio.

Parametros M1 M2 M3 M4

pH 8,14 8,69 8,26 8,07

Temp (°C) 10,8 14,7 13,8 12,0
Conductividad (ps/cm) 980 2092 2330 1735
Oxigeno disuelto (mg/L) 6,73 9,23 3,70 3,32

CUADRO 1- PARAMETROS FISICOQUIMICOS MEDIDOS EN CAMPO (IN SITU). INSTRUMENTAL EMPLEADO: MULTIPARAMETRICO
MARCA HACH, MmoDELO HQ40D; SONDA DE PH MODELO PHC101 Y SONDA DE OXIGENO DISUELTO LBOD101.

4.4.2 Parametros ex situ

Se recepciono en laboratorio, dos conservadoras. En cada una de ella, se trasladaron 2 (dos) bolsas
negras de polietileno debidamente precintadas y refrigeradas con gel liquido correspondiente al
muestreo de 2 (dos) estaciones de monitoreo del arroyo Las Conchitas. Recepcionada y realizada
la apertura de las bolsas, se chequea que las actas de toma de muestras realizadas en campo
coincidan con los datos de los envases; identificacion, caracteristicas de las muestras, precintos,
cadena de custodia, etc. Cada bolsa contiene 2 (dos) envases de polipropileno de 3 L, original y

duplicado correspondiente al muestreo de una estacion de monitoreo.

Un envase fue destinado para los ensayos de toxicidad y otro para los ensayos fisicoquimico en ex

Situ.

A continuacion se muestra la recepcion en laboratorio de las muestras ambientales y el desarrollo

de los andlisis fisicoquimicos realizados in situ y ex situ:
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ILUSTRACION 5- - RECEPCION DE MUESTRAS EN LABORATORIO PARA ANALISIS FISICOQUIMICOS. DE DERECHA A IZQUIERDA; M1,

M2, M3, M4

Muestra

Tipo de muestra, envase e identificacion

Estacion monitoreo 1

(M1)

en su totalidad.

Muestra liquida contenida en 1 bidén de plastico capacidad 3 litros, lleno

Estacion monitoreo 2

(M2)

en su totalidad.

Muestra liquida contenida en 1 bidén de plastico capacidad 3 litros, lleno

Estacion monitoreo 3

(M3)

en su totalidad.

Muestra liquida contenida en 1 bidén de plastico capacidad 3 litros, lleno

Estacion monitoreo 4

(M4)

en su totalidad.

Muestra liquida contenida en 1 bidén de plastico capacidad 3 litros, lleno

CUADRO 2- MUESTRA ANALIZADA, SU IDENTIFICACION, TIPO DE MUESTRA Y ENVASE

Parametros M1 M2 M3 M4
Aspecto Liquido pardo claro | Liquido gris oscuro | Liquido gris claro | Liquido pardo claro
Olor Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro
Con poco Con considerable Con considerable Con considerable

Observaciones

sedimento en la
base

sedimento en la

base

sedimento en la
base

sedimento en la
base

CUADRO 3- CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DETERMINADAS SOBRE LA MUESTRA
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Parametros M1 M2 M3 M4

pH 7,9 8,5 8,1 7,8

TDS (mg/l) 276 1409 1173 900
Conductividad (ps/cm) 453 2230 1875 1462
Oxigeno disuelto (mg/L) 6,60 9,03 3,55 3,12

CUADRO 4- PARAMETROS FISICOQUIMICOS DETERMINADOS EX SITU SOBRE LA MUESTRA EN EL LABORATORIO. INSTRUMENTAL
EMPLEADO: MULTIPARAMETRICO MARCA HACH, MODELO HQ40D; SONDA DE PH MODELO PHC101 Y SONDA DE OXIGENO
DISUELTO LBOD101. ESPECTROFOTOMETRO MARCA HACH, MODELO DR6000.

Parametros M1 M2 M3 M4
DQO (mg/l) 20 24 49 22
DBO (mg/l) 12 14 37 13

SULFUROS (mg/1) 0,042 0,052 0,193 0,060
SSEE (mg/I) 58 6 4 8

CUADRO 5- PARAMETROS BIOLOGICOS Y QUIMICOS DETERMINADOS EX SITU SOBRE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO

Parametros M1 M2 M3 M4
NIQUEL (mg/I) 0,021 0,090 0,042 0,044
COBALTO (mg/l) 0,084 0,118 0,225 0,099
CROMO TOTAL (mg/I) No detectable No detectable 0,07 No detectable
COBRE (mg/l) 0,02 0,05 No detectable No detectable

CUADRO 6- PARAMETROS QUIMICOS DETERMINADOS EX SITU SOBRE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO. INSTRUMENTAL
EMPLEADO: ESPECTROFOTOMETRO MARCA HACH, MoDELO DR6000.

Metodologia empleada

¢ Demanda quimica de oxigeno (DQO): Técnica de digestion acida en reactor, Método 8000
Hach, adaptado de “Jirka, A.M.; Carter, M.J., Analytical Chemistry, 1975, 47(8), 1397”.

e Demanda bioldgica de oxigeno (DBO): Método de medicion de oxigeno disuelto por
luminiscencia, Método Hach 10360, APHA. 1992. Standard methods for the examination
of water and wastewater. 18th ed. APHA, Washington, DC.
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Sulfuros totales: Técnica de Azul de metileno, Método 8131 Hach, adaptado de “APHA-
AWWA-WPCF. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 15°d.
1980”.

Sustancias solubles en éter etilico (SSEE). Standard Methods for the examination of water
and wastewater (A.P.H.A.) 6a. edicién (modificada por Obras Sanitarias de la Nacion).
Cobalto: Método del 1-(2 piridilazo) -2-naftol (PAN), Método 8079 Hach, adaptado de
Watanbe, H., Talanta, 21 295 (1974).

Cobre: Método de Bicinchoninato, Método 8506 Hach, aceptado por la USEPA (United
States Environmental Protection Agency-Agencia de Proteccion Ambiental de los
E.E.U.U) para andlisis de aguas residuales. Técnica adaptada de Nakano, S., Yakugaku
Zasshi, 82, 486-491 (1962). Chemical abstratcs, 583390e (1963).

Niquel: Técnica de 1-(2-Piridilazo) -2-naftol (PAN), Método 8078 Hach, adaptado de
Watanabe H. Talanta, 21, 295. 1974.

Cromo Total: Técnica de oxidacién alcalina con Hipobromito, Método 8024 Hach
adaptado de Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
Procedimiento equivalente al “Standard Method 3500-CRD for wastewater”.
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CAPITULO 5:

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD,
DISENO EXPERIMENTAL I:
EMBRIONES DE ANFIBIOS




5.1 Materiales y métodos generales

5.1.1 Obtencion del material bioldgico vertebrado I — rhinella arenarum

Los embriones pueden ser obtenidos y criados rapidamente en gran nimero con métodos sencillos
y econdémicos en laboratorio. Por cada pareja de anfibio pueden llegar a obtenerse hasta 10.000
embriones induciendo la ovulacion de hembras maduras y fertilizando “in vitro” los ovocitos. La
ovulacion puede ser inducida ya sea por la administracion (inyeccidn intraperitoneal) de un
macerado de hipofisis homologas o de una mezcla de hormonas heterélogas, desde 1.000 hasta
5.000 UI de gonadotrofina corionica y 250-500 UI de gonadotrofina sérica, utilizando una jeringa

tipo tuberculina (Herkovits & Perez-Coll, 1999).

Para este estudio fueron recolectados de un sitio natural no impactado de la localidad de San
Vicente, provincia de Buenos Aires, Argentina (35° 00" 57.1068"" S; 58° 25" 37.4304"" O),
ejemplares adultos de Rhinella arenarum (200-250 gr). Se seleccionaron sapos saludables y
sexualmente maduros. El mantenimiento de los animales, la ovulacion y la obtencion de los

embriones se realizé de acuerdo al protocolo ANFITOX (Herkovits & Perez-Coll, 1999).

Para la obtencion de embriones en los bioensayos de toxicidad se indujo la ovulacion de hembras
adultas por la administracion de una inyeccién subcutanea de una suspension conteniendo el
macerado de una hip6fisis homologa por hembra (Pisand, 1956) en 1 mL de solucion ANFITOX
(SA). Al no obtener respuesta a la estimulacion efectuada al cabo de 24 hs, se tomod la
determinacion de estimularlas nuevamente. Las hembras se mantuvieron a 25°C durante 48 hs
antes de la estimulacion. Luego de 16 a 24 horas post segunda induccion, las hembras comenzaron
a ovular. En ese momento fueron “exprimidas” mecanicamente por suave compresion abdominal
con el fin de completar la expulsion de los oocitos que son liberados dentro de las ristras de

gelatina.

Una vez iniciada la ovulacién se practico la desmedulacion de los machos, se abrieron
ventralmente haciendo un corte longitudinal (parasagital) desde caudal hacia cefélico tratando de
no cercenar los vasos sanguineos grandes, se extrajeron los testiculos (retroperitoneales), que
fueron macerados en SA con el fin de obtener una suspension de espermatozoides al 10%. La
viabilidad de los espermatozoides fue comprobada por observacion de la motilidad y morfologia

al microscopio optico.
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Los oocitos remanentes en los ovisacos fueron extraidos por diseccion y colocados en bandejas

plésticas apenas humedecidas con solucion ANFITOX (SA) (ver Fig.33).

Composicion SA: Cloruro de Sodio (NaCl) 36 mg/L, Cloruro de Potasio (KCl) 0,5 mg/L, Cloruro
de Calcio (CaCl) 1 mg/L, Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 2 mg/L disueltos en agua destilada,
asegurando la disponibilidad de oxigeno (Herkovits, Peréz-Coll, & Herkovits, 2002).

ILUSTRACION 6- SOLUCION DE ANFITOX PRODUCIDA EN LABORATORIO Y CONTENIDA EN ENVASE DE 40 L.

La fecundacioén de los oocitos se realizo pinceldndolos con una suspension de macerado testicular
preparado en 1 mL de SA. La viabilidad de los espermatozoides fue confirmada observando su

movimiento y morfologia bajo microscopio estereoscopico binocular (ZEISS Stemi DV4).

El material biolégico se mantuvo en SA hasta el estadio en que fueron utilizados para los
bioensayos (E25). La solucion fue renovada cada 72 hs, momento en el cual los embriones
detenidos o muertos fueron retirados de las bandejas. También fue monitoreada diariamente, para
asegurarse que los valores de pH de la SA fueran aceptables (7+0,5). Los estadios embrionarios

fueron clasificados de acuerdo procedimiento (Del Conte & Sirlin, 1951).
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FIGURA 33- IMAGENES OBTENIDAS CON CAMARA DIGITAL QUE MUESTRAN LA SECUENCIA DEL PROTOCOLO ANFITOX PARA LA
OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO: (A) HEMBRA RHINELLA ARENARUM DISECCIONADA; (B) RISTRA DE HUEVOS RECIEN
FECUNDADOS INMERSOS EN LA GELATINA; (C) RISTRA DE HUEVOS EN SA; (D) SELECCION DE EMBRIONES; (E) HUEVOS FECUNDADOS
LUEGO DE LA DESGELATINIZACION; (F) EMBRIONES (E25).

5.1.2 Criterio de aceptacion del material biologico
La calidad y fertilidad de los huevos fueron inspeccionadas, considerando aceptable una tasa de
fecundacion mayor que el 75% y mas de un 70% de sobrevida de embriones normales al alcanzar

el estadio de opérculo (E25) (Herkovits & Perez-Coll, 1999).

5.1.3 Bioensayos de toxicidad

Un bioensayo es un experimento para estimar la naturaleza, constitucion o efecto de una muestra
mediante las respuestas que puedan registrarse en el organismo test utilizado o en un conjunto de
ellos. Un bioensayo uniespecifico tipico involucra un estimulo o dosis absorbible que es aplicada
a un individuo cuya respuesta es estimada mediante la deteccion y evaluacion de cambios en
algunas caracteristicas biologicas o el estado del sujeto, que hayan ocurrido luego de un
determinado tiempo de exposicion. Asi, el objetivo primario de un bioensayo de toxicidad es
determinar la toxicidad de una sustancia, una mezcla de ellas, o una muestra ambiental, que son
objeto de examinacion, los bioensayos siempre incluyen en su disefio la determinacion de la

toxicidad de un patrén toxicoldgico conocido o de referencia (Ossama, 2011).
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Para el desarrollo del disefio experimental con embriones de rhinella arenarum se determino
aplicar diluciones volumen/volumen (v/v) de muestra ambiental al: 40% “¥; 60% *¥; 80% “¥; 100%
). Por ejemplo: se tomaron 40 mL de muestra y se llevd a volumen final en un matraz de 100
mL con solucion ANFITOX (SA). Estos rangos de las diluciones en los bioensayos permitieron
estimar las distintas concentraciones letales a fin de obtener las curvas de toxicidad de la muestra

ambiental a diferentes tiempos de exposicion.
Bésicamente, se realizo el siguiente disefio experimental:

1) Exposicion continua a partir del desarrollo embrionario (E25) en distintos periodos de
tiempo: test agudo (ANFIAGU) de 96 h de exposicion, un test cronico corto (ANFICOR)
de 168 h (7 dias) de exposicion y un test cronico (ANFICRO) de 336 h (14 dias) (Herkovits
& Perez-Coll, 1999). De acuerdo a (USEPA, 1991) tratamientos cronicos en organismos

de vida libre se consideran a partir de 7 dias de exposicion.

Con los datos provenientes de cada de test individual se construiran las curvas concentracion-
respuesta para la mortalidad (pudiéndose también registrar algunos efectos subletales como ser;

retraso en el desarrollo, incurvaciones en el eje, ausencia de la aleta ventral de la cola, etc.).
Los test ANFITOX propuestos tienen como condiciones generales:

1) La exposicion de los embriones es continua a través del test y la renovacion de las
soluciones es diaria, o cada 48 hs en los test cronicos cortos, cronicos o con estadios
tempranos de desarrollo.

2) Para cada muestra se utilizaron camaras con 10 embriones en (E25), cada una con 40 ml
de solucion MUESTRA/ANFITOX dependiendo de la dilucidn; los controles también se
realizan de igual manera.

3) Los embriones deben ser asignados a las camaras al azar, al igual que la disposicion
espacial de las camaras.

4) A fin de evaluar la toxicidad sobre el desarrollo embrionario se registraran en tablas la

informacion correspondiente a la sobrevida.

5.1.3.1 Test agudo (ANFIAGU)
Para la realizacion de este test propone la utilizacion de embriones de rhinella arenarum en los

estadios de su desarrollo (E23, E24 o E25). Cabe destacar que los embriones de anfibio van
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adquiriendo progresivamente una mayor resistencia a los toxicos a partir de los estadios néurula
hasta la etapa final del desarrollo embrionario en que la susceptibilidad se mantiene relativamente
constante durante las 96 horas subsiguientes y mas (Del Conte & Sirlin, 1951). Si bien los test
agudos pueden realizarse por tiempo menores (24, 48, 72 horas), los efectos toxicos de
determinadas sustancias, formulados, efluentes y ciertas muestras de aguas superficiales y
subterraneas se expresan recién después del cuarto dia de exposicion. Considerando que los
estandares internacionales reconocen como agudo los test hasta las 96 horas de tratamiento,
corresponde informar sobre todo en caso de obtenerse efecto toxico antes, los resultados a las 96
h de exposicion registrando los resultados parciales a las 24, 48 y 72 horas de exposicion (USEPA,

1988).

5.1.3.2 Test cronico corto (ANFICOR)

Para la realizacion de este test propone la utilizacion de embriones de rhinella arenarum en los
estadios de su desarrollo (E23, E24 o E25). Si bien el periodo organogenético en esta etapa del
desarrollo estd culminando y no es recomendable para evaluar efectos teratogénicos
(malformaciones), las susceptibilidad a las sustancias toxicas continua siendo elevada y se puede
homologar a un test de estadios tempranos de desarrollo en el que se evalia solamente sobrevida

durante 7 (siete) dias.

5.1.3.3 Test cronico (ANFICRO)

Este test utiliza embriones de rhinella arenarum en los Gltimos estadios de su desarrollo (E23, E24
o E25), con exposicion del toxico por mas de 10 dias. Se recomienda la evaluacion de los efectos
sobre la sobrevida de los embriones durante 14 dias informando la mortalidad en forma parcial

cada 24 horas de tratamiento.

Este test permite evaluar muestras de baja toxicidad como por ejemplo, aguas subterrdneas y

cuerpos receptores en puntos alejados en los sitios de descarga de efluentes.

5.1.4 Condiciones de los bioensayos

Los bioensayos de toxicidad se realizaron segin el método estandarizado ANFITOX (Herkovits
& Perez-Coll, 1999). Se colocaron 10 embriones en E25 en cépsulas de Petri de 10 cm de didmetro
tapadas, formando camaras, con 40 mL de muestra ambiental diluida en ANFITOX.
Simultaneamente se mantuvieron individuos control en SA. Los ensayos fueron semiestaticos con

renovacion de las soluciones cada 24 hs. Con cada cambio de solucion, se realizo una revision en
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microscopio optico a fin de observar malformaciones, retrasos madurativos y retirar los individuos
sin vida. El cambio de estas solucion se hizo por medio de succion con una pipeta lo mas
rapidamente posible pero evitando succionar o dafiar los embriones. Si existe mucho material

organico proveniente de la desintegracion de los embriones se podra reemplazar la cdmara test.

Durante todo el desarrollo del test, la temperatura se mantuvo estable en 20 +/- 21°C. Las
eventuales variaciones en la temperatura de muy corta duracién no afectan los resultados de los
test. Las altas o bajas temperaturas pueden incrementar las malformaciones y/o mortalidad ya que
representan un estrés adicional al toxico evaluado (Peréz Coll, Herkovits, & Salibian, 1986). Por
ello se mantuvo un ambiente con temperatura controlada por medio de un equipo de aire
acondicionado frio-calor durante todo el desarrollo del estudio. Los ensayos se realizaron sin
alterar las condiciones originales en las que fueron extraidas las muestras del arroyo (excepto
temperatura) ya que el concepto es evaluar en forma integrada la toxicidad de todas las condiciones

fisicoquimicas que caracterizan cada muestra.

5.1.5 Registro y analisis de los datos

La sobrevida de los embriones se registrd en tablas y los embriones muertos fueron extraidos cada
24 h al renovarse el medio, a fin de evitar la contaminacion por microrganismos. Este registro se
hizo durante las 336 h que dur6 el ensayo. La muerte se diagnosticéd por pérdida de la integridad,

ausencia de movimiento ciliar y por ausencia de latido cardiaco.

La inhibicion del crecimiento es otro indicador muy sensible de toxicidad durante el desarrollo
embrionario y es relativamente para cuantificar. El desarrollo del crecimiento embrionario fue
observado bajo microscopio estereoscopico binocular (ZEISS Stemi DV4), y fotografiado con una
camara digital Sony DSC-90. La sobrevida fue registrada diariamente hasta los 14 dias de
exposicion. Los datos fueron transformados en Unidades de Toxicidad aguda (UTa= 100/ LC50)
y Unidades de Toxicidad cronica (UTc=100/NOEC).
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ILUSTRACION 7- PROCESO DE REVISION, SELECCION Y RETIRO DE MATERIAL CON PRESENCIA DE ANORMALIDADES Y SIN VIDA.

5.2 Toxicidad del arroyo sobre el desarrollo embrionario del rhinella Arenarum

5.2.1 Preparacion de las diluciones de exposicion

Los bioensayos de toxicidad se realizaron utilizando diluciones volumen/volumen (v/v) de muestra
ambiental sobre solucion de ANFITOX (SA). Se prepararon diluciones al 40% “"V; 60% V; 80%
YWy 100% ¥V para cada estacion de monitoreo. Se realizaron controles con solucion ANFITOX
(SA) en paralelo a estas diluciones. Las soluciones se analizaron a diario a fin de comprobar su

estabilidad en el tiempo.

Por ejemplo para la Estacion de Monitoreo (EM1): se tomaron 16 mL de muestra y se llevo a
volumen final en una probeta de 40 mL con SA (Muestra al 40 % “"). Esta metodologia fue
empleada para el resto de las diluciones. Los rangos de las diluciones en los ensayos fueron
necesarios para estimar las distintas diluciones letales a fin de obtener las curvas de toxicidad de

la muestra a diferentes tiempos de exposicion.
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5.2.2 Bioensayos de toxicidad

Para cada estacion de monitoreo se realizaron los siguientes ensayos:

Concentracion al 100 % YV: Se colocaron 10 embriones de rhinella arenarum (E25) en una
placa de Petri de 10 cm de didmetro con 40 mL de MUESTRA al 100 %. Simultdneamente
se mantuvieron individuos control en SA.

Concentracion al 80% “V: Se colocaron 10 embriones de rhinella arenarum (E25) en una
placa de Petri de 10 cm de didmetro con 40 mL de una dilucién al 80 % “V
MUESTRA/ANFITOX. Simultdneamente se mantuvieron individuos control en SA.
Concentracion al 60% “¥: Se colocaron 10 embriones de rhinella arenarum (E25) en una
placa de Petri de 10 cm de didmetro con 40 mL de una dilucion al 60 % “
MUESTRA/ANFITOX. Simultaneamente se mantuvieron individuos control en SA.
Concentracion al 40% YV: Se colocaron 10 embriones de rhinella arenarum (E25) en una

placa de Petri de 10 cm de didmetro con 40 mL de una dilucién al 40 % “V

MUESTRA/ANFITOX. Simultaneamente se mantuvieron individuos control en SA.

ILUSTRACION 8- COLUMNA IZQUIERDA: DILUCIONES UTILIZADAS; FILA SUPERIOR: MUESTRAS DE LAS DISTINTAS ESTACIONES DE
MONITOREO DEL ARROYO LAS CONCHITAS Y CONTROLES.
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5.3 Registro de sobrevida de embriones rhinella arenarum a partir del E25 cada 24 (h)

ESTACION DE MONITOREO 1 - CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS
ANFITOX - EMBRIONES RHINELLA ARENARUM (E25)
TIEMPO DE EXPOSICION
ANFIAGU ANFICOR ANFICRO
15-jul [16-jul| 17-jul] 18-jul]| 19-jul| 20-jul| 21-jut| 22-jul] 23-jul | 24-jut | 25-jul] 26-jul | 27-jul | 28-jul| 29-jul
oh | 24nh]a8nh| 72h | 96h [ 120n]| 144h ] 168h| 192h| 216 h | 240h| 264 h | 288 h | 312h] 336N

Concentracion
(%)
Sobrevida (%)

100 10 10 10 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 8 91%

80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 | 100%
60 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 | 100%
40 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 | 100%

Control 10 10 10 10 10 9 9 9 9 9 9 9 8 8 8 91%

CUADRO 7- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM A PARTIR DEL E25 CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 1 DURANTE 336 (H)

ESTACION DE MONITOREO 2 - CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS
ANFITOX - EMBRIONES RHINELLA ARENARUM (E25)

C —
:é TIEMPO DE EXPOSICION 5;\-:—
£ R ANFIAGU ANFICOR ANFICRO 2
é 15-jul | 16-jul| 17-jul| 18-jul | 19-jul] 20-jul | 21-jul| 22-jul | 23-jul| 24-jul | 25-jul|26-jul| 27-jul| 28-jul| 29-jul E
S Oh |24 h] 48h ]| 72h | 96h | 120h| 144 h| 168 h | 192 h| 216 h | 240 h]| 264 h| 288 h|312h| 336 h &
100 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7%
80 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7%
60 10 10 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12%
40 10 10 10 10 10 9 8 7 7 5 4 1 0 0 0 | 58%
Control 10 10 10 10 10 9 9 9 9 9 9 9 8 8 8 | 91%

CUADRO 8- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM A PARTIR DEL E25 CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 2 DURANTE 336 (H)

ESTACION DE MONITOREO 3 - CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS

c ANFITOX - EMBRIONES RHINELLA ARENARUM (E25) _
?§ TIEMPO DE EXPOSICION 9\2
g S ANFIAGU ANFICOR ANFICRO %
= 15-jul | 16-jul [ 17-jul| 18-jul | 19-jul| 20-jul [21-jul | 22-jul | 23-julf 24-jul [25-jul|26-jul| 27-jul| 28-julf 29-jul| 5
o oh |24 nh|48h| 72h | 96h | 120h| 144 1| 168 h|192h] 216 h | 240|264 h| 288 h[312h]336h]|
100 0] o 0 0 o] o 0 0 0 o|lo|lo|ofof of o%
80 0] o 0 0 o] o 0 0 0 ol oo of|of of o%
60 10| 8 1 1 o] o 0 0 0 ol oo of|of of 7
40 10 | 10 | 1 1 1| o 0 0 0 ol ol o ofof of
Control | 10 | 10 | 10 | 10 ] 10 | 9 9 9 9 9 9 | 9 8 | 8 | 8 [91%

CUADRO 9- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM A PARTIR DEL E25 CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 3 DURANTE 336 (H)
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ESTACION DE MONITOREO 4 - CUENCA HIDRICA ARROYO LAS CONCHITAS
ANFITOX - EMBRIONES RHINELLA ARENARUM (E25)

c —_
3 TIEMPO DE EXPOSICION %
?, S ANFIAGU ANFICOR ANFICRO =
§ 15-jul| 16-jul| 17-jul] 18-jul | 19-jul| 20-jul | 21-jul | 22-jul | 23-jul| 24-jul | 25-jul] 26-jul| 27-jul| 28-jul] 29-jul _§
o oh |2ah|a8h| 72h [ 96h [ 120h] 144h] 168K [ 192h] 216 h | 240h[ 264 h| 288 h[312h]336 K|
100 0|l ool o]lo]o|loflo]o]o|o]o|o|ofofo
80 0| 7ol oflolololo|lo]o]o]o]o 5%
60 w| 93] 2lo]lololo]lo]o|lo[o|lo|[of ofamx
40 0| w|s | s 776 ]s]| 3211 1]1/]amx
Control | 100 | 10 [ 10| 0020 9 [ 9] 9 [ o] o oo s s8] 8%

CUADRO 10- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM A PARTIR DEL E25 CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 4 DURANTE 336 (H)

5.4 Curvas de sobrevida de embriones de rhinella arenarum a partir del E25

5.4.1 Estacion de Monitoreo 1
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FIGURA 34- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM1-ANFIAGU.
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FIGURA 35- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM1- ANFICOR.
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FIGURA 36- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM1-ANFICRO.
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La Figura 34 muestra las curvas de sobrevida de los embriones de rhinella arenarum a partir del
E25 expuestos a distintas concentraciones con muestras del arroyo Las Conchitas y organismos de
control. Esta figura no destaca un efecto letal significativo de la muestra extraida en la Estacion de
Monitoreo N°I en un periodo de 96 h. Sin embargo, se observa un decaimiento del 10% en la

sobrevida de los embriones expuesto al 100%.

La Figura 35, no refleja incremento de la toxicidad en los embriones expuestos al 100% durante
la exposicion cronica corta en el lapso de 168 h. Si se observa, decaimiento en el nivel de sobrevida

no mayor al 10% en los organismos control.

La Figura 36, expresa un incremento de letalidad en los embriones expuestos al 100% con respecto
a los tiempos de exposicion de 96 h y 168 h. En los embriones expuestos al 40%, 60% y 80% con
muestra ambiental del arroyo no se registraron letalidad en los periodos de tiempo 96 h, 168 h 'y
336 h.

A B

2 mm

FIGURA 37- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS EN FORMA
CONTINUA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DE LA ESTACION DE MONITOREO N°1 DEL ARROYO LAS CONCHITAS A
PARTIR DEL ESTADIO DE OPERCULO COMPLETO (E25): (A) ORGANISMO CONTROL 96 (H); (B) 100% DE MUESTRA A 96 (H); (C)
100% DE MUESTRA A 168 (H), HIDROPESIA, COLA ONDULADA; (D) 100% DE MUESTRA A 336 (H), HIDROPESIA, COLA ONDULADA.
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5.4.2 Estacion de Monitoreo 2
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FIGURA 38- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM2- ANFIAGU.
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FIGURA 39- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM2- ANFICOR.
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FIGURA 40- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM2- ANFICRO.

En la Figura 38, se puede observar que el porcentaje de sobrevida para las concentraciones al 100%
y 80% es 0%, o sea, hubo una letalidad del 100% de los embriones de anfibios en tan solo 48 h.
Para la concentracion al 60%, el porcentaje de sobrevida 0% se registrd a las 96 h pero con un
decaimiento significativo de mas del 50 % en los periodos de 48 h y 72 h. En cambio, en la

concentracion al 40% no se registro letalidad en el periodo de toxicidad aguda de 96 h.

La Figura 39, refleja como el porcentaje de sobrevida de la concentracion al 40% comienza a

disminuir. Llegando al 70% en un periodo de 168 h para la exposicion cronica corta.

La Figura 40, confirma los datos de toxicidad anteriores y la muestra con concentracion al 40%
continua incrementando su toxicidad alcanzando un valor de sobrevida del 0% a las 288 h, en los
ensayos de exposicion cronica de 336 h. En los organismos control se registrd una sobrevida del

80% en el periodo de toxicidad cronica de 336 h.
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FIGURA 41- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS EN FORMA
CONTINUA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DE LA ESTACION DE MONITOREO N°2 DEL ARROYO LAS CONCHITAS A
PARTIR DEL ESTADIO DE OPERCULO COMPLETO (E25): (A) ORGANISMO CONTROL 96 (H); (B) 100% DE MUESTRA A 96 (H),
EMBRION MUERTO; (C) 60% DE MUESTRA A 168 (H), HIDROPESIA, INCURVACION DORSAL DE LA COLA; (D) 40% DE MUESTRA A
240 (H), HIDROPESIA, COLA ONDULADA, MICROCEFALIA.
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5.4.3 Estacion de Monitoreo 3
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FIGURA 42- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM3- ANFIAGU.
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FIGURA 43- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM3- ANFICOR.
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FIGURA 44- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM3- ANFICRO.

La Figura 42, refleja altos niveles de toxicidad superiores a los valores obtenidos en la Estacion de
Monitoreo N°2. Para las concentraciones al 100% y 80% se registr6 una sobrevida del 0% en tan
solo 24 h. Las concentraciones al 60% y 40%, en cambio, alcanzaron el mismo valor de sobrevida

en 48 h'y 72 h para los ensayos de toxicidad aguada en 96 h.

En la Figura 43, los embriones expuestos a la concentracion del 40% alcanzan el 100% de letalidad

a las 120 h de exposicion en los ensayos de toxicidad cronica corta de 168 h.

La Figura 44, ratifica el alto nivel de toxicidad de las Estacion de Monitoreo N°3, con una letalidad
del 100% en todas sus concentraciones en tan solo 120 h de exposicidn en los ensayos de toxicidad

cronica de 336 h.
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FIGURA 45- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS EN FORMA
CONTINUA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DE LA ESTACION DE MONITOREO N°3 DEL ARROYO LAS CONCHITAS A
PARTIR DEL ESTADIO DE OPERCULO COMPLETO (E25): (A) EMBRION EXPUESTO A CONCENTRACION DEL 100% EN 24 H, INHIBICION
EN EL SUBDESARROLLO GENERAL, SIN VIDA; (B) EMBRION EXPUESTO A CONCENTRACION DEL 80% EN 24 H, SIN VIDA; (C) EMBRION
EXPUESTO AL 60% EN 96 H, SIN VIDA; (D) EMBRION EXPUESTO AL 40% EN 120 H, SIN VIDA.
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5.4.4 Estacion de Monitoreo 4
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FIGURA 46- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM4- ANFIAGU.
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FIGURA 47- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM4- ANFICOR.
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FIGURA 48- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM4- ANFICRO.

La Figura 46, presenta para la concentracion al 100%; sobrevida 0% en 24 h, para la concentracion
al 80%; sobrevida 0% en 48 h, para la concentracion al 60%; sobrevida 0% a 96 h, y para la

concentracion al 40%; sobrevida del 80%, para el test de toxicidad aguda de 96 h.

La Figura 47, con letalidad del 100% en las concentraciones al 100%, 80% y 60% en tan solo 96
h. Alli se puede observar un decaimiento del 20% en el nivel de sobrevida de los embriones

expuestos a una concentracion del 40% en el test de toxicidad cronica corta de 168 h.

Y en la Figura 48, se observa un constante decaimiento en el nivel de sobrevida de la muestra
expuesta a una concentracion del 40%, llegando al 10% de embriones vivos y manteniéndose en

ese nivel hasta finalizar el test de toxicidad cronica de 336 h.
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FIGURA 49- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM EXPUESTOS EN FORMA
CONTINUA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DE LA ESTACION DE MONITOREO N°4 DEL ARROYO LAS CONCHITAS A
PARTIR DEL ESTADIO DE OPERCULO COMPLETO (E25): (A) EMBRION EXPUESTO A CONCENTRACION DEL 100% EN 24 H, SIN VIDA;
(B) EMBRION EXPUESTO A CONCENTRACION DEL 80% EN 24 H, HIDROPESIA, INCURVACION DORSAL DE LA COLA; (C) EMBRION
EXPUESTO AL 60% EN 72 H, MARCADA HIDROPESIA; (D) EMBRION EXPUESTO AL 40% EN 144 H, HIDROPESIA, SUBDESARROLLO
GENERAL, MICROCEFALIA.
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5.5 Comparacion de las curvas de sobrevida de las estaciones de monitoreo para las mismas

concentraciones
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FIGURA 50- EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM (E25) EXPUESTOS AL 100% CON MUESTRA AMBIENTAL
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FIGURA 51- EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM (E25) EXPUESTOS AL 80% CON MUESTRA AMBIENTAL
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FIGURA 52- EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM (E25) EXPUESTOS AL 60% CON MUESTRA AMBIENTAL
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FIGURA 53- EMBRIONES DE RHINELLA ARENARUM (E25) EXPUESTOS AL 40% CON MUESTRA AMBIENTAL
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5.6 Resultados ANFITOX

A partir de los registros y curvas de sobrevida obtenidos con embriones de anfibio rhinella
arenarum analizados con muestra de agua superficial de las 4 (cuatro) estaciones de monitoreo del
arroyo Las Conchitas, los resultados toxicidad se expresaron en Unidades de Toxicidad Cronica y

Unidades de Toxicidad Aguda. Los resultados obtenidos fueron:

ESTACION DE | NOEC 168 h | UTec 168 h | NOEC 336 h | UTc336 h
MONITOREQO (%) (%)
M1 100 1,0 100 1,0
M2 40 >2,5 40 >2,5
M3 40 >2,5 40 >2,5
M4 40 >2,5 40 >2,5

CUADRO 11- UNIDADES DE TOXICIDAD CRONICO CORTO Y TOXICIDAD CRONICO (UTcc; UTc)

ESTACIONDE | CL5096h | UTa9h
MONITOREO (%)
M1 0 <0.3
M2 60 2
M3 40 3
M4 60 2

CUADRO 12- UNIDADES DE TOXICIDAD AGUDA (UTA)
De todas las estaciones relevadas; la Estacion de Monitoreo N°1 correspondiente al Parque
Ecologico Cultural Guillermo Hudson no presento toxicidad. Para el periodo de exposicion aguda
no se registrd toxicidad siendo el valor expresado en UTa < 0.3 (valor limite maximo para ese
tiempo de exposicion) y en los de toxicidad crdénica registrd un valor de 1, esto significa que

tampoco existe toxicidad.

Para la Estacion de Monitoreo N°2, el valor de UTa es de 2; esto significa que como minimo estaria
6 (seis) veces por encima del limite para toxicidad aguda. Con respecto a la UTc, el valor fue
mayor a 2,5. Si bien no se registrd un valor exacto para la toxicidad cronica, siendo la aguda 6
(seis) veces mayor que la admisible, la cronica normalmente registra una toxicidad mayor que la

obtenida en el ensayo agudo.

Con respecto a la Estacion de Monitoreo N°3, se registré un valor para la UTa igual a 3;
encontrandose como minimo 10 (diez) veces por encima del limite para toxicidad agua. Siendo

este el valor el mas alto para este periodo de exposicion detectado en las cuatro estaciones de
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monitoreo. Para las UTc, se registrdé un valor mayor a 2,5. La situacion es igual a la informada
para la Estacion de Muestreo N°2.

Y por ultimo, en la Estaciéon de Monitoreo N°4 se registrd un valor de 2 para las UTa, lo que
significa mas 6 (seis) veces por encima del limite para toxicidad aguda. Finalmente para las UTc
se registrd un valor mayor a 2,5. Siendo su situacion similar a la informada para las estaciones de

monitoreo anteriores.
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CAPITULO 6:

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD,
DISENO EXPERIMENTAL II:
EMBRIONES DE PECES




6-1 Materiales y métodos generales

6-1.1 Obtencion del material bioldgico vertebrado II — danio rerio

Los embriones de danio rerio, pueden ser obtenidos y criados rdpidamente en gran nimero con
métodos sencillos en laboratorio. Esta especie de pez puede ser utilizada durante 1 afio a 1,5 afos
luego de los 6 meses de vida. Ademas de ser uno de los peces mas estudiados, entre las ventajas
del pez danio rerio estan su potencial reproductivo de entre 100 y 200 huevos por hembra (500-
600 p de didmetro por huevo), su fecundacion y desarrollo externos que en 48 horas da lugar a un
nuevo pez, sus embriones transparentes, su pequeiio tamaio (4-5 cm) que permite mantener 25

peces en unos 45 litros de agua y su corto tiempo de madurez sexual (5-6 meses).

En este estudio se utilizdo un método sencillo para reproducir huevos embrionados de pez danio
rerio (Rocha, Ruiz, & Coll, 2002). El desarrollo de este método consto en utilizar dos acuarios de
60 L, uno con hembras y el otro con machos. Previamente se seleccionaron entre 5 o 6 ejemplares
adultos de cada sexo y se aislaron dentro de sus respectivos acuarios por medio de una maya de
polietileno a fin de que la distribucién de oxigeno y temperatura sea uniforme para todos los peces

en el recinto.

ILUSTRACION 9- (A) EJEMPLARES MACHOS DE DANIO RERIO AISLADOS; (B) EJEMPLARES HEMBRAS DE DANIO RERIO AISLADOS. EN
AMBOS ACUARIOS SE SEPARARON DENTRO DEL MISMO ALGUNOS EJEMPLARES PARA SER UTILIZADOS EN LA REPRODUCCION

Se instal6 un difusor conectado a un equipo adquirido comercialmente para aireacion
suplementaria en acuarios, junto con este también se incorpor6 un termostato de temperatura y un
filtro de agua para mantener las condiciones 6ptimas del acuario. Conductividad, pH y temperatura

fueron los pardmetros que se monitorearon de forma continua dentro del acuario. Se sobrealimento
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a los peces los dias previos a la reproduccion pero no se les dio de comer antes de colocarlos en

los tanques de desove.

Todos los tanques, recirculadores, termostatizadores, mangueras y piedras difusoras de oxigeno
fueron higienizados con agua caliente y luego enjuagados con agua destilada. 48 horas antes de
iniciar el proceso de reproduccion, los tanques donde se realizdo el desove se puso en

funcionamiento a fin de estabilizar el sistema.

Los tanques, fueron llenados en un 75% de su capacidad total con una mezcla de 60% de agua
desclorada (12 litros) y 40% de agua desionizada (8 litros). La conductancia fue de unos 300 a
400 microsiemes. La temperatura ideal para la puesta se encuentra entre 24° y 26°C. Alrededor de
las 19 horas del 3 de julio del 2019 se dio inicio al proceso de ovulacion del pez danio rerio,
colocando 2 hembras y 4 machos en cada tanque. Para inducir la puesta, la iluminacion artificial
se mantuvo por encima de los acuarios con ciclos de 14 horas de iluminacion y 10 horas de
oscuridad mediante dos ldmparas en un espacio cerrado y con temperatura controlada mediante

equipo de aire acondicionado frio-calor.

ILUSTRACION 10- PROCESO DE REPRODUCCION Y DESOVE DE DANIO RERIO. (A) TANQUE N°1 CON TERMOSTATO, DIFUSOR Y FILTRO;
(B) BANDEJA DE VIDRIO UTILIZADA COMO CONTENCION; (C) RECIPIENTE PLASTICO CON ORIFICIOS EN PARTE INFERIOR A FIN DE
PERMITIR EL PASO DE LOS HUEVOS; (D) TANQUE EN RECIRCULACION CON EJEMPLARES MACHOS Y HEMBRAS; (E) PROCESO DE
ILUMINACION ARTIFICIAL; (F) DESOVE DE HUEVOS
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Una vez concretado el desove, con mucho cuidado se separaron los huevos con una pipeta de vidrio
y se juntaron en un vaso de precipitados. Se enjuagaron dos veces con solucion de Zebratox (SZ)
con una gota de azul de metileno diluido, para luego suspenderlos solo en solucidon de Zebratox.
Dado que los huevos son pesados, sedimentan rapidamente por lo cual es facil separar los

sobrenadantes por vertido supervisando mediante lupa y luz el procedimiento.

Composicion SZ: Cloruro de Sodio (NaCl) 117 mg/L, Cloruro de Potasio (KCI) 5,2 mg/L, Cloruro
de Calcio (CaCly) 31,6 mg/L, Sulfato de Magnesio (MgS0O4) 33,3 mg/L disueltos en agua destilada,
asegurando la disponibilidad de oxigeno (Herkovits, Peréz-Coll, & Herkovits, 2002).

ILUSTRACION 11- SOLUCION DE ZEBRATOX PRODUCIDA EN LABORATORIO Y CONTENIDA EN ENVASE DE 40 L
Una vez efectuados estos lavados se colocaron todos los huevos en una fuente de vidrio
transparente y con luz de perfil y fondo azul, mediante lupa se separaron los huevos “blancos”
(“coagulados” = muertos, no fecundados) de los “transparentes” (vivos fecundados). Una vez
efectuada la primera separacion, los huevos fecundados se colocaron en un vaso de precipitado
con unos 150 ml de SZ y se mantuvieron en estufa a 28°C hasta el dia siguiente. Al otro dia, se
repite nuevamente el procedimiento de separar los huevos muertos de los vivos. Se colocan en

placas de Petri con SZ los huevos fecundados hasta su utilizacion en los bioensayos.
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ILUSTRACION 12- (A) SEPARACION DEL MATERIAL SOBRENADANTE FINALIZADO EL DESOVE; (B) SEPARACION DE HUEVOS BLANCOS
(COAGULADOS=MUERTOS) DE LOS HUEVOS VIVOS; (C) HUEVOS PREVIO REPOSO EN ESTUFA; (D) REPOSO EN ESTUFA A 28°C PARA
POSTERIOR UTILIZACION EN BIOENSAYOS

6-1.2 Criterio de aceptacion del material biolégico
La calidad y fertilidad de los huevos fueron inspeccionadas, considerando aceptable una tasa de
fecundacion mayor que el 75% y mas de un 70% de sobrevida de embriones normales al alcanzar

el estadio de 18 h (18-SOMITE) (Kimmel, Ballard, Kimmel, Ullmann, & Schilling, 1995).

6-1.3 Bioensayos de toxicidad

Para el desarrollo del disefio experimental con embriones de danio rerio se determind aplicar
diluciones volumen/volumen (v/v) de muestra ambiental al: 20% “"V; 40% “V; 60% “V; 80% “;
100% *"). Por ejemplo: se tomaron 20 mL de muestra y se llevo a volumen final en un matraz de
100 mL con solucion ZEBRATOX (SZ). Estos rangos de las diluciones en los bioensayos
permitieron estimar las distintas concentraciones letales a fin de obtener las curvas de toxicidad de

la muestra ambiental a diferentes tiempos de exposicion.
Bésicamente, se realizo el siguiente disefio experimental:

1) Exposicion continua a partir del desarrollo embrionario (18-somite) en distintos periodos
de tiempo: test agudo (ZEBRAGU) de 96 h de exposicidon, un test crénico corto
(ZEBRACOR) de 168 h (7 dias) de exposicion y un test cronico (ZEBRACRO) de 336 h
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(14 dias) (Herkovits & Perez-Coll, 1999). De acuerdo a (USEPA, 1991) tratamientos

crénicos en organismos de vida libre se consideran a partir de 7 dias de exposicion.

Con los datos provenientes de cada de test individual se construirdn las curvas concentracion-
respuesta para la mortalidad (pudiéndose también registrar algunos efectos subletales como ser;

retraso en el desarrollo, incurvaciones en el eje, ausencia de la aleta ventral de la cola, etc.).
Los test ZEBRATOX propuestos tienen como condiciones generales:

2) La exposicion de los embriones es continua a través del test y la renovacion de las
soluciones es diaria, o cada 48 hs en los test cronicos cortos, cronicos o con estadios
tempranos de desarrollo.

3) Para cada muestra y duplicado se utilizaron camaras con 10 embriones en (18-SOMITE),
cada una con 10 ml de solucion MUESTRA/ZEBRATOX dependiendo de la dilucion; los
controles también se realizan de igual manera.

4) Los embriones deben ser asignados a las cdmaras al azar, al igual que la disposicion
espacial de las camaras.

5) A fin de evaluar la toxicidad sobre el desarrollo embrionario se registraran en tablas la

informacion correspondiente a la sobrevida.

6.1.3.1 Test agudo (ZEBRAGU)

Para la realizacion de este test se propone la utilizacion de embriones de danio rerio en el estadio
de desarrollo (18-SOMITE). Si bien los test agudos pueden realizarse por tiempo menores (24, 48,
72 horas), los efectos toxicos de determinadas sustancias, formulados, efluentes y ciertas muestras
de aguas superficiales y subterraneas se expresan recién después del cuarto dia de exposicion.
Considerando que los estandares internacionales reconocen como agudo los test hasta las 96 horas
de tratamiento, corresponde informar sobre todo en caso de obtenerse efecto toxico antes, los
resultados a las 96 h de exposicion registrando los resultados parciales a las 24, 48 y 72 horas de

exposicion (USEPA, 1988).

6.1.3.2 Test cronico corto (ZEBRACOR)
Para la realizacion de este test se propone la utilizacion de embriones de danio rerio en el estadio
de desarrollo (18-SOMITE). Si bien el periodo organogenético en esta etapa del desarrollo esta

culminando y no es recomendable para evaluar efectos teratogénicos (malformaciones), las
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susceptibilidad a las sustancias toxicas continua siendo elevada y se puede homologar a un test de

estadios tempranos de desarrollo en el que se evalta solamente sobrevida durante 7 (siete) dias.

6.1.3.3 Test cronico (ZEBRACRO)

Este test utiliza embriones de danio rerio en el estadio de desarrollo (18-SOMITE), con exposicion
del toxico por mas de 10 dias. Se recomienda la evaluacion de los efectos sobre la sobrevida de
los embriones durante 14 dias informando la mortalidad en forma parcial cada 24 horas de

tratamiento.

Este test permite evaluar muestras de baja toxicidad como por ejemplo, aguas subterraneas y

cuerpos receptores en puntos alejados en los sitios de descarga de efluentes.

6-1.4 Condiciones de los bioensayos

Los bioensayos de toxicidad se realizaron segiun el método ZEBRATOX siendo este una
adaptacion para los embriones de danio rerio del método estandarizado ANFITOX (Herkovits &
Perez-Coll, 1999). Se colocaron 10 embriones en estadio 18-SOMITE en cépsulas de Petri de 4
cm de diametro tapadas, formando camaras, con 10 mL de muestra ambiental diluida en
ZEBRATOX. Para cada muestra se realizd en simultineo un duplicado bajo las mismas
condiciones e individuos control en SZ. Los ensayos fueron semiestaticos con renovacion de las
soluciones cada 24 hs. Con cada cambio de solucién, se realiz6 una revision en microscopio Optico
a fin de observar malformaciones, retrasos madurativos y retirar los individuos muertos. El cambio
de estas solucion se hizo por medio de succidon con una pipeta lo mas rapidamente posible pero
evitando succionar o dafiar los embriones. Si existe mucho material organico proveniente de la

desintegracion de los embriones se podra reemplazar la camara test.

Durante todo el desarrollo del test, la temperatura se mantuvo estable en 28°C con estufa. Las
eventuales variaciones en la temperatura de muy corta duracion no afectan los resultados de los
test. Las altas o bajas temperaturas pueden incrementar las malformaciones y/o mortalidad ya que
representan un estrés adicional al toxico evaluado (Peréz Coll, Herkovits, & Salibian, 1986). Por
ello se mantuvo un ambiente con temperatura controlada por medio de un equipo de aire
acondicionado frio-calor durante todo el desarrollo del estudio. El pH de las soluciones,
normalmente de 6.6-7.5 fue medido al comenzar el test y cada 24 hs hasta finalizar el mismo. En

caso de que los valores de pH estén por fuera de los de referencia habrd que acondicionar una
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condicion con pH neutralizado. Las variaciones en el pH también pueden modificar los resultados

de los test.

6-1.5 Registro y analisis de los datos

La sobrevida de los embriones se registrd en tablas y los embriones muertos fueron extraidos cada
24 h al renovarse el medio, a fin de evitar la contaminacion por microrganismos. Este registro se
hizo durante las 336 h que dur6 el ensayo. La muerte se diagnostico por pérdida de la integridad,

ausencia de movimiento ciliar mientras y por ausencia de latido cardiaco.

La inhibicién del crecimiento es otro indicador muy sensible de toxicidad durante el desarrollo
embrionario y es relativamente para cuantificar. El desarrollo del crecimiento embrionario fue
observado bajo microscopio estereoscopico binocular (ZEISS Stemi DV4), y fotografiado con una
camara digital Sony DSC-90. La sobrevida fue registrada diariamente hasta los 14 dias de
exposicion. Los datos fueron transformados en Unidades de Toxicidad aguda (UTa= 100/ LC50)
y Unidades de Toxicidad cronica (UTc=100/NOEC).

ILUSTRACION 13- PROCESO DE REVISION Y SELECCION DE EMBRIONES DANIO RERIO. (A) SELECCION DE EMBRIONES Y TRASPASO A
PLACAS DE PETRI; (B) REVISION DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EN MICROSCOPIO; (C) PREPARACION DE LAS PLACAS DE PETRI;
(D) EMBRIONES DE DANIO RERIO EN MUESTRA DILUIDA CON SOLUCION DE ZEBRATOX
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6.2 Toxicidad del arroyo sobre el desarrollo embrionario del danio rerio

6.2.1 Preparacion de las diluciones de exposicion

Los bioensayos de toxicidad se realizaron utilizando diluciones volumen/volumen (v/v) de muestra
ambiental sobre solucion de ZEBRATOX (SZ). Se prepararon diluciones al 20% “"V; 40% “"V; 60%
YIV: 80% YV 'y 100% ¥ para cada estacion de monitoreo. En paralelo para cada dilucion se realizo
un duplicado y controles con solucion ZEBRATOX (SZ). Las soluciones se analizaron a diario a

fin de comprobar su estabilidad en el tiempo.

Por ejemplo para la Estacion de Monitoreo (EM1): se tomaron 6 mL de muestra y se llevo a
volumen final en un tubo de ensayo de 10 mL con SZ (Muestra al 60 % *"). Esta metodologia fue
empleada para el resto de las diluciones. Los rangos de las diluciones en los ensayos fueron
necesarios para estimar las distintas diluciones letales a fin de obtener las curvas de toxicidad de

la muestra a diferentes tiempos de exposicion

6.2.2 Bioensayos de toxicidad

Para cada estacion de monitoreo se realizaron los siguientes ensayos:

e Concentracion al 100 % “": Se colocaron 10 embriones de danio rerio en estadio 18-
SOMITE en una placa de Petri de 4 cm de diametro con 10 mL de MUESTRA al 100 %.
Simultaneamente se realiz6 un duplicado y mantuvieron individuos control en SZ.

e Concentracion al 80 % Y: Se colocaron 10 embriones de danio rerio en estadio 18-
SOMITE en una placa de Petri de 4 cm de diametro con 10 mL de MUESTRA al 80 %.
Simultaneamente se realiz6 un duplicado y mantuvieron individuos control en SZ.

e Concentracion al 60 % Y: Se colocaron 10 embriones de danio rerio en estadio 18-
SOMITE en una placa de Petri de 4 cm de diametro con 10 mL de MUESTRA al 60 %.
Simultaneamente se realizé un duplicado y mantuvieron individuos control en SZ.

e Concentracion al 40 % YV: Se colocaron 10 embriones de danio rerio en estadio 18-
SOMITE en una placa de Petri de 4 cm de diametro con 10 mL de MUESTRA al 40 %.
Simultaneamente se realiz6 un duplicado y mantuvieron individuos control en SZ.

e Concentracion al 20 % “: Se colocaron 10 embriones de danio rerio en estadio 18-
SOMITE en una placa de Petri de 4 cm de didmetro con 10 mL de MUESTRA al 20 %.

Simultaneamente se realiz6 un duplicado y mantuvieron individuos control en SZ.
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ILUSTRACION 14- COLUMNA I1ZQUIERDA: DILUCIONES UTILIZADAS; FILA SUPERIOR: MUESTRAS DE LAS DISTINTAS ESTACIONES DE
MONITOREO DEL ARROYO LAS CONCHITAS Y CONTROLES

6.3 Registro de sobrevida de embriones danio rerio a partir del 18 - SOMITE cada 24 (h)

ESTACION DE MONITOREO 1 - CUENCA HIiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS

ZEBRATOX - EMBRIONES DANIO RERIO (E18-SOMITE)

§ _ TIEMPO DE EXPOSICION -
*a&; X ZEBRAGU ZEBRACOR ZEBRACRO %
§ 05-jul |06-jul| 07-jul] 08-jul| 09-jul] 10-jul| 11-jul] 12-jul| 13-jul] 14-jul | 15-jul] 16-jul | 17-jul | 18-jul] 19-jul _‘g
o Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h|168h| 192h| 216 h ]| 240h| 264h| 288 h|312h| 336 h|
100 20 19 19 19 19 19 19 19 19 18 18 16 16 16 16 | 90%
80 20 19 19 19 19 19 18 18 18 17 17 17 17 16 16 | 89%
60 20 20 19 19 18 18 18 18 18 18 18 16 16 14 14 | 87%
40 20 20 20 20 20 19 19 19 19 19 19 19 16 15 13 | 92%
20 20 20 20 20 20 19 18 18 18 17 17 16 15 14 13 | 88%
Control 20 19 19 19 19 19 19 19 19 19 18 18 17 17 17 | 92%

CUADRO 13- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO A PARTIR DEL E18-SOMITE CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 1 DURANTE 336 (H)

-115-




ESTACION DE MONITOREO 2 - CUENCA HIDRICA ARROYO LAS CONCHITAS

s ZEBRATOX - EMBRIONES DANIO RERIIO (E18-SOMITE) s
'8 _ TIEMPO DE EXPOSICION -
E X ZEBRAGU ZEBRACOR ZEBRACRO %
g 05-jul |06-jul| 07-jul] 08-jul] 09-jul] 10-jul] 11-jul] 12-jul| 13-jul| 14-jul | 15-jul| 16-jul | 17-jul | 18-jul] 19-jul _§
o Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h| 144h|168h] 192h| 216 h| 240h| 264h| 288h|312h|336h| ¢
100 20 20 18 15 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19%
80 20 20 20 8 4 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 21%
60 20 20 19 18 16 16 16 15 15 14 14 14 14 14 14 | 78%
40 20 20 18 18 18 18 18 18 18 18 17 17 17 17 15 | 88%
20 20 20 17 17 17 16 16 16 15 15 14 14 14 14 13 | 78%
Control 20 19 19 19 19 19 19 19 19 19 18 18 17 17 17 | 92%

CUADRO 14- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO A PARTIR DEL E18-SOMITE CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 2 DURANTE 336 (H)

ESTACION DE MONITOREO 3 - CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS
ZEBRATOX - EMBRIONES DANIO RERIO (E18-SOMITE)
TIEMPO DE EXPOSICION
ZEBRAGU ZEBRACOR ZEBRACRO
05-jul {06-jul| 07-jul| 08-jul| 09-jul] 10-jul] 11-jul| 12-jul 13-jul] 14-jul| 15-jul] 16-jul | 17-jul | 18-jul] 19-jul
oh |2an|48h| 72h | 96h [ 120h]| 144|168 h] 192h| 216 h| 240h | 264 h | 288K | 312h| 336 h

Sobrevida (%)

Concentracidon
(%)

100 20 18 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10%
80 20 18 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11%
60 20 20 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14%
40 20 19 18 17 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25%
20 20 19 18 18 18 10 9 9 8 8 8 7 7 6 6 54%

Control 20 19 19 19 19 19 19 19 19 19 18 18 17 17 17 | 92%

CUADRO 15- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO A PARTIR DEL E18-SOMITE CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 3 DURANTE 336 (H)

ESTACION DE MONITOREO 4 - CUENCA HiDRICA ARROYO LAS CONCHITAS

s ZEBRATOX - EMBRIONES DANIO RERIO (E18-SOMITE) 5
g TIEMPO DE EXPOSICION <
g S ZEBRAGU ZEBRACOR ZEBRACRO s
§ 05-jul |06-jul] 07-jul] 08-jul| 09-jul] 10-jul| 11-jul] 12-jul| 13-jul] 14-jul | 15-jul] 16-jul | 17-jul | 18-jul] 19-jul _g
o oh |2anh]ash| 72h [ 96h[120n]14an|168h| 192|216 h | 240n ] 264 n [ 288 [ 3121 3360]
100 20|20 o]lofl o] o]o]o|l o] ol ol o ofo]ux
80 20|20 ool o] ololol o] ool ool o]
60 20 [ 20| 191716 16] 16|16 16| 1616 16| 16[ 16 15]383%
40 2020wl vl v ovlol ool ool o] 7] 5]
20 20 [ 20| 202019 19191919 1919 19 19 29[ 16]95%
Control | 20 | 19| 19 [ 19 | 19| 19 19 [ 19 190 19 18| 18| 17 17 17| 92%

CUADRO 16- REGISTRO DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO A PARTIR DEL E18-SOMITE CADA 24 HS PARA LA ESTACION
DE MONITOREO 4 DURANTE 336 (H)
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6.4 Curvas de sobrevida de embriones de danio rerio a partir del E18-SOMITE

6.4.1 Estacion de Monitoreo 1
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FIGURA 54- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM1-ZEBRAGU
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FIGURA 55- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DAN/O RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM1-ZEBRACOR
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FIGURA 56- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DAN/O RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM1-ZEBRACRO

La Figura 54, muestra las curvas de sobrevida de los embriones de danio rerio a partir del E18-
SOMITE expuestos a distintas concentraciones con muestras del arroyo Las Conchitas y
organismos de control. Esta permite visualizar que para un tiempo de exposicion agudo no se

verifica una toxicidad significativa en la muestra extraida en la Estacion de Monitoreo N°1.

La Figura 55, refleja que ampliando la exposicion a 168 h, la toxicidad para la Estacion de

Monitoreo N°1 continta practicamente sin modificaciones significativas.

La Figura 56, refleja que ampliando el tiempo de exposicion a 336 h, se profundiza levemente el
efecto toxico (20% y 25% de mortalidad) pero contintia sin una diferencia significativa controles

cuya sobrevida se mantuvo en un 85%.
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FIGURA 57- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DAN/O RERIO ECLOSIONADOS (A) EXPOSICION AL 20%
EN 96 H; (B) EXPOSICION AL 40% EN 96 H; (C) EXPOSICION AL 60% EN 96 H. EN LAS CONCENTRACIONES MENCIONADAS NO SE
REGISTRAN OBSERVACIONES. (D) EXPOSICION AL 80% EN 96 H, SE OBSERVA MALFORMACION: COLA DORSAL DOBLADA Y PERDIDA
DE LA PIGMENTACION DE ORDEN GENETICO.
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6.4.2 Estacion de Monitoreo 2
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FIGURA 58- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM2-ZEBRAGU
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FIGURA 59- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANI/O RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM2-ZEBRACOR

-120 -



SOBREVIDA (%)

L L il
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

TIEMPO DE EXPOSICION (H)

—4— 100 —8—80 60 40 —¥—20 —@— Control

FIGURA 60- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM2-ZEBRACRO

La Figura 58, muestra como las curvas de sobrevida de los embriones expuestos a las
concentraciones 100% y 80% caen precipitosamente hasta casi alcanzar una letalidad absoluta en
tan solo 96 h. Se puede observar también como los embriones expuestos a concentraciones

menores de la muestra no registran un efecto toxico destacable.

La Figura 59, los embriones expuestos a la concentracion 100% mueren en su totalidad en 120 h
de exposicion. Al 80%, la curva de sobrevida es casi del 0% en 168 h de exposicion. Al 60%, la
curva de sobrevida de los embriones expuestos a 168 h tiende a reducirse un 5%. El resto de los
embriones expuestos a las demdas concentraciones como los organismos control mantienen

practicamente su curva de sobrevida en el periodo de exposicion de 168 h.

La Figura 60, Los embriones expuestos al 80 % alcanzan un 100% de letalidad a las 264 h de
exposicion. Las concentraciones al 60% y 40% registran una sobrevida de casi el 60% en 336 h de

exposicion cronica.
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FIGURA 61- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DANIO RERIO ECLOSIONADOS (A) EMBRION SIN VIDA SIN
ECLOSIONAR EXPUESTO 96 H AL 20%; (B) ORGANISMO CONTROL 96 H; (C) EXPOSICION AL 60% 168 H, SE OBSERVA AUSENCIA
DE PIGMENTACION DE ORDEN GENETICO, HIDROPESIA Y ONDULACION VERTEBRAL (D) EXPOSICION AL 20% 336 H, INCURVACION
DORSAL LATERAL.
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6.4.3 Estacion de Monitoreo 3
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FIGURA 62- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM3-ZEBRAGU
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FIGURA 63- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANI/O RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM3-ZEBRACOR
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FIGURA 64- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM3-ZEBRACRO

La Figura 62, los embriones expuestos al 100%, 80% y 60% registraron una curva de sobrevida
de 0% en tan solo 72 h, siendo la Estacion de Monitoreo N°3 una de las que mayor toxicidad
presenta en el periodo de exposicion de toxicidad agua de 96 h. Los organismos control se
mantienen estables. Y en las concentraciones al 40% y 20% no se observa una letalidad mayor al

10%.

La Figura 63, los embriones expuestos al 40% caen precipitosamente en la curva de sobrevida para
el periodo de exposicion cronica corta alcanzando una letalidad del 100% a 120 h. Al 20% se
observo un decaimiento de la sobrevida de mas del 50%. Todos ellos expuestos una exposicion

cronica corta de 168 h.

La Figura 64, solo se registra supervivencia en los embriones expuestos al 20%, no mas del 30%
en la curva de sobrevida y en los organismos control. Todos ellos con una exposicion cronica de

336 h.
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FIGURA 65- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DANIO RERIO ECLOSIONADOS (A) EMBRION
ECLOSIONADO EXPUESTO AL 40% EN 48 H; (B) EMBRION ECLOSIONADO EXPUESTO AL 60% EN 48 H, SE OBSERVA AUSENCIA DE
PIGMENTACION E INCURVACION DORSAL, RETRASO EN EL DESARROLLO; (C) EMBRION SIN VIDA, EXPUESTO AL 80% EN 48 H; (D)
EMBRION CON RETRASO EN EL DESARROLLO DE ECLOSION EXPUESTO AL 80% EN 48H
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6.4.4 Estacion de Monitoreo 4
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FIGURA 66- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 96 (H) PARA LA EM4-ZEBRAGU
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FIGURA 67- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANI/O RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 168 (H) PARA LA EM4-ZEBRACOR
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FIGURA 68- CURVAS DE SOBREVIDA DE EMBRIONES DE DANIO RERIO EXPUESTOS DE FORMA CONTINUA A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE MUESTRAS DEL ARROYO LAS CONCHITAS DURANTE 336 (H) PARA LA EM4-ZEBRACRO

La Figura 66, los embriones expuestos al 100% y 80% registran letalidad del 100% en 72 h. El
resto de las concentraciones mantuvieron la curva de sobrevida por encima del 80%. Los
organismos control se mantienen estable. Todos ellos expuestos a un periodo de 96 h para toxicidad

aguda.

La Figura 67, la muestra al 60% reduce su curva de sobrevida hasta un 80% durante la exposicion

crénica corta en el lapso de 168 h.

La Figura 68, registra una curva de sobrevida por encima del 75% para el resto de las

concentraciones durante la exposicion cronica de 336 h.
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FIGURA 69- IMAGENES DE MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA DE EMBRIONES DANIO RERIO ECLOSIONADOS. (A) EMBRION EXPUESTO
AL 60% EN EL PERIODO DE TOXICIDAD AGUA DE 96 H, SE REGISTRA AUSENCIA DE PIGMENTACION, AUSENCIA DE ALETA VENTRAL EN
COLA; (B) EMBRION MUERTO POS ECLOSION, EXPUESTO AL 100% EN EL PERIODO DE TOXICIDAD AGUDA DE 96 H; (C) EMBRIONES
DE DANIO RERIO SIN PIGMENTACION, INCURVACION DORSAL, RETRASO EN EL DESARROLLO DE CRECIMIENTO, EXPUESTOS AL 60%
EN EL PERIODO DE TOXICIDAD AGUA; (D) EMBRIONES CON AUSENCIA DE PIGMENTACION, COLA DOBLADA, INCURVACION DORSAL Y
RETRASO EN EL DESARROLLO DEL CRECIMIENTO. EXPUESTOS AL 60% EN EL PERIODO DE TOXICIDAD AGUA DE 96 H

-128 -



6.5 Comparacion de las curvas de sobrevida de las estaciones de monitoreo para las mismas

concentraciones
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FIGURA 70- EMBRIONES DE DANIO RERIO (E18-SOMITE) EXPUESTOS AL 100% CON MUESTRA AMBIENTAL EN 336 H
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FIGURA 71- EMBRIONES DE DAN/O RERIO (E18-SOMITE) EXPUESTOS AL 80% CON MUESTRA AMBIENTAL EN 336 H
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FIGURA 72- EMBRIONES DE DANIO RERIO (E18-SOMITE) EXPUESTOS AL 60% CON MUESTRA AMBIENTAL EN 336 H
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FIGURA 73- EMBRIONES DE DANIO RERIO (E18-SOMITE) EXPUESTOS AL 40% CON MUESTRA AMBIENTAL EN 336 H
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FIGURA 74- EMBRIONES DE DANIO RERIO (E18-SOMITE) EXPUESTOS AL 20% CON MUESTRA AMBIENTAL EN 336 H

6.6 Resultados ZEBRATOX

A partir de los registros y curvas de sobrevida obtenidos con embriones de pez danio rerio

analizados con muestra de agua superficial de las 4 (cuatro) estaciones de monitoreo del arroyo

Las Conchitas, los resultados toxicidad se expresaron en Unidades de Toxicidad Cronica y

Unidades de Toxicidad Aguda. Los resultados obtenidos fueron:

ESTACION DE | NOEC 168 h | UTcc 168 h | NOEC 336 h | UTc336 h
MONITOREO (%) (%)
M1 100 1,0 100 1,0
M2 60 >1,7 60 >1,7
M3 20 >5.0 20 >5,0
M4 60 >1,7 60 >1,7
CUADRO 17- UNIDADES DE TOXICIDAD CRONICO CORTO Y TOXICIDAD CRONICO (UTcc; UTc)
ESTACIONDE | CL5096h | UTa96 h
MONITOREO (%)
M1 0 <03
M2 60 2
M3 20 5
M4 60 2

CUADRO 18- UNIDADES DE TOXICIDAD AGUDA (UTA)
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De todas las estaciones relevadas; la Estacion de Monitoreo N°1 correspondiente al Parque
Ecoloégico Cultural Guillermo Hudson tampoco presento toxicidad. Para el periodo de exposicion
aguda no se registrd toxicidad siendo el valor expresado en UTa < (.3 (valor limite maximo para
ese tiempo de exposicion) y en los de toxicidad cronica registrd un valor de 1, esto significa que

tampoco existe toxicidad.

Para la Estacion de Monitoreo N°2, el valor de UTa es de 2; esto significa que como minimo estaria
6 (seis) veces por encima del limite para toxicidad aguda. Con respecto a la UTc, el valor de

toxicidad fue algo inferior registrandose 1,7.

Con respecto a la Estacion de Monitoreo N°3, se registro un valor para la UTa igual a 5;
encontrandose como minimo 16 (dieciséis) veces por encima del limite para toxicidad agua.
Siendo este el valor el més alto para este periodo de exposicion detectado en las cuatro estaciones
de monitoreo. Para las UTc, también se registré un valor de 5.

Y por tltimo, en la Estacion de Monitoreo N°4 se registro un valor de 2 para las UTa estando como
minimo 6 (seis) veces por encima del limite para toxicidad aguda. Finalmente para las UTc el valor

de toxicidad fue algo inferior registrandose 1,7.
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CONCLUSIONES GENERALES




7.1 Conclusion sobre los parametros fisicoquimicos obtenidos del arroyo Las Conchitas

La evaluaciéon de los efectos de toxicidad en periodos de exposicion aguda y cronica de las
muestras extraidas del arroyo Las Conchitas sobre el desarrollo embrionario del anfibio rhinella
arenarum 'y pez danio rerio, resultd ser mas alarmante de lo esperado en base a los parametros
fisicoquimicos histdricos o los medidos en el presente trabajo, lo que expresa efectos sinérgicos
entre diferentes agentes que afectan severamente la sobrevida de los organismos utilizados en los
bioensayos de toxicidad.

Los analisis fisicoquimicos de las estaciones de monitoreo obtenidos en el laboratorio reflejaron
una relacion directa entre el tipo de actividad industrial predominante en la region con los
detectados en cada estacion.

En la Estacion de Monitoreo N°3, una zona con fuerte actividad curtiembrera, se detectaron niveles
de cromo total (inica estacion donde se detectd), y sulfuros cuatro veces por encima del valor
detectado en el resto de las estaciones. Sucede lo mismo para el caso del Niquel (Ni), en las
Estaciones de Monitoreo N°2, N°3 y N°4 se registraron valores que se duplican y triplican al
momento de compararlos con la Estacion de Monitoreo N°1, siendo que aguas arriba de la primera
estacion no se registra actividad industrial. En cambio, para el resto de las estaciones existen
actividades industriales vinculadas al tratamiento quimico de metales, fabricacion y reparacion de
baterias, entre otras.

Sorprendentemente los valores obtenidos para la demanda biologica de oxigeno (DBOs) y
demanda quimica de oxigeno (DQO) de la Estacion de Monitoreo N°4, donde se esperaban
encontrar altas concentraciones ya que alli se radican una gran cantidad de barrios cerrados,
complejos recreativos y countries, se mantuvieron similares a los de la Estacion de Monitoreo N°1
y N°2. No asi para la Estaciéon de Monitoreo N°3, donde los valores practicamente se duplicaron
en relacion al resto de las estaciones. Este incremento podria deberse a la ausencia de servicios
cloacales en la zona, ya que sobre los margenes del arroyo se radican una gran cantidad de
viviendas que constituyen una serie de barrios populares y socialmente sensibles, con ausencia de
servicios sanitarios. Es presumible que tanto los efluentes cloacales y los domiciliarios de esta
zona se viertan de forma directa y clandestina a las aguas del arroyo impactando directamente en
la Estacion de Monitoreo N°3. También se detectaron valores elevados de Cobalto (Co) y Cobre
(Cu) en las Estaciones de Monitoreo N°2 y N°3. Con respecto al oxigeno no se detectaron zonas

anodxicas (ausencia de oxigeno), siendo el valor més bajo registrado en la Estacion de Monitoreo
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N°4 con 3,32 mg/L. Es importante aclarar que los valores de conductividad y solidos disueltos
totales de las Estaciones de Monitoreo N°2, 3 y 4 estan como minimo 5 (cinco) veces por encima
de los detectados en la Estacion de Monitoreo N°1.

Al momento de aplicar los valores guia de referencia establecido en la Tabla II- Niveles guia de
calidad de agua para proteccion de vida acudtica, agua dulce superficial, del Anexo II del Decreto
831/93 reglamentario de la Ley 24.051 de Residuos peligrosos nos encontramos con analitos que
se encuentran por encima de la norma. Con esta tabla se pudo comprobar que la Estacion de
Monitoreo N°2 supera casi por 4 (cuatro) veces el valor guia de referencia para el Niquel (Ni); la
Estacion de Monitoreo N°3 supera por casi 4 (cuatro) veces el valor guia de referencia para el
Cromo total (Cr), tomando como referencia el valor maximo de 0,002 mg/L establecido para la
proteccion de la vida acuatica fitoplancton y zooplancton.

A fin de tener una comparaciéon mas visible y objetiva del impacto ambiental antropogénico
generado sobre el arroyo Las Conchitas en relacion a los parametros fisicoquimicos detectados, se
us6 el mismo modelo de calidad de aguas para la Franja Costera Sur del Rio de la Plata desarrollado
por el Instituto Nacional del Agua (INA); Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR)
y la Universidad Tecnologica Nacional Regional Avellaneda (UTN-FRA) (INA, 2011).
Presentado en el marco del Plan Integral de Saneamiento Ambiental de la Cuenca Hidrica Matanza
Riachuelo (PISA) con la intension de efectuar un diagnostico de situaciéon en cuanto a
posibilidades de uso de las aguas (consumo humano, recreacion, preservacion de vida acuatica).
Usando este modelo, podria clasificarse al arroyo Las Conchitas bajo la misma categoria de uso
que la cuenca hidrica Matanza Riachuelo. Siendo esta de: “Uso IV- Apta para actividades
recreativas pasivas”. Contemplando actividades recreativas que apuntan solo al disfrute estético -

bE 1Y

apreciacion del paisaje, circuitos pedestres, sendas para “jogging”, “footing” y ciclismo.

7.2 Conclusion sobre los estudios ecotoxicologicos obtenidos del arroyo Las Conchitas

Los efectos de toxicidad de las muestras obtenida del arroyo Las Conchitas en periodos de
exposicion aguda y cronica sobre el desarrollo embrionario del anfibio rhinella arenarum
(ANFITOX) y pez danio rerio (ZEBRATOX), resultaron mucho mas toxicas de lo estimado. Los
valores de toxicidad obtenidos en este trabajo son tan o aiin mas graves que lo informado en el
trabajo anterior del afio 2002 (Herkovits, y otros, 2003). A tal punto que en algunos casos no se
pudo informar un valor exacto para las unidades de toxicidad sino simplemente se expresé que el

resultado fue mayor al valor detectado debido a que se registraron altos niveles de mortalidad aun
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en muestras muy diluidas con solucidon de mantenimiento fisiologico (ANFITOX y ZEBRATOX).
A partir de las curvas y registros de sobrevida de los embriones de rhinella arenarumy danio rerio
de las 4 (cuatro) estaciones de monitoreo se ratifico que de todas las estaciones relevadas; la
Estacion de Monitoreo N°1 correspondiente al Parque Ecoldgico Cultural Guillermo Hudson no
presenta toxicidad para los periodo de exposicion aguda ni cronica. En cambio, las Estaciones de
Monitoreo N°2 y N°4 si bien presentaron letalidad aguda, la estacion de monitoreo con mayor
registro de toxicidad aguda tanto para los bioensayos de ANFITOX y ZEBRATOX fue la Estacion
de Monitoreo N°3. Siendo el gradiente de toxicidad para las aguas superficiales del arroyo Las
Conchitas el siguiente: EM°3>EM°2>EM°4>EM°1. Presentandose un cambio en el orden de la
estacion de monitoreo mas toxica con respecto al estudio realizado en el afio 2002 (Herkovits, y
otros, 2003), siendo en aquella oportunidad la muestra mas toxica la extraida en la Estacion de
Monitoreo N°2. Considerando que el valor maximo de toxicidad admitido como valor de
referencia para efluentes industriales es 0,3 y 1 para toxicidad aguda y crdnica respectivamente
(USEPA, 1991), la magnitud de la toxicidad del arroyo Las Conchitas queda documentada con los
valores obtenidos para exposiciéon aguda ya que en el caso de la cronica ha superado nuestra
prevision en cuanto a magnitud.

Si bien ya desde la toxicidad aguda, los embriones de anfibio rhinella arenarum resultaron ser mas
sensibles que los de pez danio rerio, el presente estudio revela que ambos bioensayos pueden
documentar en forma razonablemente similar la toxicidad del arroyo en los diferentes puntos de
muestreo.

El estudio también revela la necesidad de ampliar el rango de diluciones con las que se realicen
los ensayos de toxicidad a futuro, en la medida que los actuales rangos utilizados superaron

nuestras previsiones de toxicidad.
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Anexo I

Los primeros estadios del desarrollo en bufo arenarum (Del Conte & Sirlin, 1951)

Estadio 1 0 I!oras
FECUNDACION

Estadio 2 1 hora
MEDIA LUNA GRIS

Estadio 3 3 horas
PRIMER HENDIMIENTO
(1-2 blastémeros)

Estadio 4 4 horas
SEGUNDO HENDIMIENTO
(2-4 blastémeros)

Estadio 5 5 horas
TERCER HENDIMIENTO
(8 blastémeros)

Estadio 6 51/2 horas
CUARTO HENDIMIENTO
(12-16 blastémeros)

-138 -



-139-

Estadio 7 6 1/2 horas
QUINTO HENDIMIENTO
(24-32 blastémeros)

Estadi9 8 12 horas
BLASTULA MEDIA

Estadip 9 18 hon:as
BLASTULA TARDIA

Estadio 10 22 horas
LABIO DORSAL
DEL BLASTOPORO

Estadip 1 27 horas
GASTRULA MEDIA

Estadip 12 34 hogas
GASTRULA TARDIA
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Estadio 13 44 horas
PLACA NEURAL

Estadio 14 54 horas
SURCO NEURAL

Estadio 15 59' horas
ROTACION

Estadio 16 64 horas
TUBO NEURAL

Estadio 17 70 horas
BROTE CAUDAL



Estadio 18 4 dias
RESPUESTA MUSCULAR
(3,5 mm)

Estadio 19 5 dias
LATIDO CARDIACO
(5 mm)

Estadio 20 ’ 5 1/2 dias
CIRCULACION BRANQUIAL
(5,5 mm)

Estadio 21 6 1/2 dias
BOCA ABIERTA
(7 mm)

-141 -



Estadio 22 7 1/2 dias
CIRCULACION
EN LA ALETA DE LA COLA
(7,5 mm)

Estadio 23 8 dias
PLIEGUE OPERCULAR
(8 mm)

Estadio 24 9 1/2 dias
OPERCULO CERRADO
EN LA DERECHA
(S mm)

Estgdio 25 11 dias
OPERCULO COMPLETO
(10 mm)

-142 -



Anexo 11
Estadios del desarrollo embrionario de danio rerio (Kimmel, Ballard, Kimmel, Ullmann, &

Schilling, 1995)
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