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RESUMEN

Se analizaron muestras de agua del lago Ypacarai , sus afluentes (Arroyos Pirayl y Yukyry), y de su
efluente (Rio Salado), mediante parametros fisicoquimicos y bioensayos ecotoxicol6gicos con Daphnia
magna y Lactuca sativa. Mediante el Allium test y el test de Micronucleos en Danio rerio se evaluaron los
dafios genotoxicos. En Daphnia magna se registraron: efectos agudos a las 48 horas de exposicion en
muestras del Arroyo Piray(; y efectos cronicos con reducciones del 44%, en la fecundidad de los individuos
expuestos a las aguas del lago. EI Allium test, arrojo6 resultados, de elevados indice de micronicleos, ,en las
aguas del Arroyo Pirayu y del Lago. El test en Danio rerio, reportd un aumento significativo de
Micronucleos en los organismos expuestos a las muestras de aguas del arroyo Pirayd y en el Rio Salado.

Parametros fisicoquimicos ,indican que las aguas analizadas estan, entre las Clases 11 y 11l

PALABRAS CLAVE: Lago Ypacarai, Ecotoxicidad, Genotoxicidad, Daphnia magna, Danio rerio.
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ABSTRACT

In this study we analized samples of Ypacarai Lake water, its tributaries (Pirayl and Yukyry stream), and
effluent (Salado river), through physicochemical parameters and ecotoxicologycal bioassays with Daphnia
magna and Lactuca sativa. Genotoxic damages were evaluated in Allium cepa and Danio rerio. We
registered an acute toxicity with D. magna at 48 hs in Pirayu’s water exposition, and reduction of 44% of
fecundity in D. magna exposed to Ypacarai lake water. Genotoxicity and Citotoxicity was evaluated using
Allium test, with a high MN index for Yukyru and lake’s water. In the other hand, Danio rerio test showed
positive to the MN test to Pirayu and Salado River’s water. Physicochemical parameters indicate that
analized water is between classes Il to I1l according to SEAM’s standards.

KEYWORDS: Ypacarai Lake, Ecotoxicity, Genotoxicity, Daphnia magna, Danio rerio

INTRODUCCION

El lago Ypacarai, presenta tres procesos que estan contribuyendo con su deterioro; el primero es la
eutrofizacion progresiva y altamente avanzada, otro de sedimentacion debida a la deforestacion de la zona
de la cuenca y finalmente el de la contaminacion. Se considera que las fuentes de contaminacion inmediatas
son las localidades, casas de campo, asentamientos turisticos e industrias asentadas a su alrededor que
diariamente descargan sus aguas negras directamente al lago; las fuentes contaminantes mediatas las
constituyen los campos agricolas que emplean fertilizantes y plaguicidas a granel y sin control, residuos de
los cuales son arrastrados por rios y arroyos al lago (OPS/OMS, 1988; SALAS, 1995). En nuestro pais se
han llevado a cabo numerosas investigaciones sobre la contaminacion del lago y de sus afluentes, y
organismos como el SENASA (Servicio Nacional de Saneamiento Ambiental), DIGESA (Direccion
General de Salud Ambiental) y la SEAM (Secretaria del Ambiente) realizan periédicamente controles sobre
los niveles de contaminacion, y calidad de agua del lago, sin embargo existen muy pocas investigaciones
sobre el efectos de los contaminantes del Lago sobre la Salud humana y los efectos nocivos sobre las

especies que en él viven.



Los ecosistemas estdn compuestos por grupos de todo tipo de organismos que funcionan conjuntamente e
interaccionan con el ambiente fisico. A su vez, el conjunto de ecosistemas constituye el entorno. El ciclo y
el flujo de materiales mantienen una conexion variable dentro de los sistemas ecoldgicos, de modo que las
alteraciones de un elemento pueden plasmarse en otro elemento aparentemente distinto. En general, los
ecosistemas estan en un estado de comunicacién constante, lo cual facilita los efectos a gran escala de la
contaminacion. En este sentido la ecotoxicologia abarca todos los aspectos de los sistemas terrestres y
acuaticos que permiten identificar los efectos ejercidos por la exposicion a un contaminante sobre la biota.
(KLAASSEN Y WATKINS, 2005).

La ecotoxicologia es el estudio del destino de las sustancias toxicas y de sus efectos sobre un ecosistema, y
se basa en investigaciones cientificas que emplean tanto prueba sobre el terreno como métodos de
laboratorio. La ecogenotoxicologia (ibid) estudia los efectos de los contaminantes o de las sustancias
quimicas sobre el material genético de los organismos. Aunque el material genético puede sufrir dafios sin
que esto acarree consecuencias para el individuo, también es posible las mutaciones del ADN provoquen
efectos somaéticos como el cancer. Uno de los objetivos de la Genética Toxicoldgica es estimar el riesgo
genético que pueden producir los contaminantes ambientales.

FRANCO, D. FERNANDEZ, V. Y SEGOVIA, J. en el 2005, encontraron que los contaminantes del lago
en las zonas mas cercana a la desembocadura del arroyo Pirayu , demostraron tener un efecto citotoxico para
celulas meristematicas y para eritrocitos de larvas de anfibios, evidenciado por el aumento en la frecuencia
de microndcleos, y el aumento de C-mitosis o C- metafases en células en division de Allium cepa
respectivamente, y encontrando menor efecto en las muestras provenientes de la playa Municipal de
Ypacarai cercana a la desembocadura del arroyo Yukyry.

Para la determinacion de los niveles de toxicidad aguda y cronica de las aguas actualmente se disponen de
una serie de pruebas con diversos organismos modelos. Estas estan concebidas para determinar los efectos
inmediatos y tardios de la exposicion quimica sobre una serie de criterios de valoracion, como la
supervivencia, la reproduccion, y las respuestas bioquimicas y fisioldgicas

(KLAASSEN Y WATKINS, 2005). Los organismos seleccionados son Daphnia magna y Lactuca sativa ,

Danio rerio y Alium cepa. Con cada organismo biosensor seleccionado, se aplicaran los test de toxicidad



aguda, y cronica sugeridas por la red Water Tox, UESPA (U.S. Environmental Protection Agency) vy la
OECD.

Las especies del género Daphnia son las més utilizadas como organismos de prueba o de referencia en
pruebas de toxicidad. La amplia distribucion geografica, el importante papel que cumplen al interior de la
comunidad zooplanctonica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccion partenogenética, y el
corto ciclo de vida con la produccion de un alto nimero de crias, han hecho de este grupo un ideal para la
evaluacion de toxicidad, de caracter universal. (CASTILLO, et all 2004)

los ensayos de toxicidad con Daphnia magna permiten determinar la letalidad potencial de sustancias
quimicas puras (GUILHERMINO, DIAMANTINO, SILVA, & SOAREs, 2000), aguas residuales
domésticas e industriales (BARAL, ENGELKEN, STEPHENS, FARRIS, & HANNIGAN, 2006),
lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua potable y agua de poro de sedimentos, entre otros.
(CASTILLO, et all 2004; WERNERSSON & DAVE, 1997; RODRIGUEZ, MARTINEZ-MADRID, & CID,
2006)). En las pruebas de toxicidad con D. magna, se utilizan neonatos menores de 24 h de edad, que son
expuestos a los tratamientos, por un periodo de 48 h (test agudo) hasta 21 dias (test crénico).

Para estimar los efectos sobre la comunidad vegetal, se disponen de organismos modelos como Lactuca
sativa y Allium cepa . El primero se utiliza para realizar bioensayos de toxicidad aguda, de 120 horas de
exposicion, lo que permite evaluar los posibles efectos fitotoxicos de las aguas, sedimentos e inclusive de
sustancias puras y mezclas, en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas.
Se establece como punto final para la evaluacion de los posibles efectos toxicos, la inhibicion de la
prolongacion del crecimiento de la radicula. (CASTILLO, 2004). El segundo es utilizado para evaluar el
efecto genotoxico, mediante el Allium test, por la sensibilidad a los componentes del agua y de los
sedimentos (FISKESJO, G. 1985). El test con Allium cepa L. fue mejorado para ser un modelo
experimental in vivo, efectivo para determinar efectos toxicos y genotoxicos de sustancias y mezclas
complejas (POSTALLI, 2010).

Los dafios en el ADN por la exposicion a concentraciones elevadas de contaminantes ambientales, puede ser
estimado mediante el estudio de marcadores en pez cebra. EI Andlisis de micronucleos en sangre periférica
de peces es un test que se encuentra estandarizado como biomarcador de dafio genotoxico de diferentes

contaminantes ambientales ( BOLOGNESI et al , 2006), a dosis sub tdxicas y a exposicion crénicas.



Para el presente estudio se seleccionan tres organismos modelo, que permitiran estimar de manera
representativa, los posibles efectos toxicos y genotoxicos de las aguas del Lago Ypacarai y sus principales
afluentes, sobre la comunidad zooplanctonica, la vegetal y la de peces.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio y de los puntos de muestreo:

El 4rea total de la Cuenca del Lago es de 1.109 Km?, conformados a las sub-cuencas de Pirayt con 335,21
Km? (32%), Costa Este con 61,17 Km? (5,51%),Costa Oeste con 74,31 Km? (6,70%), Yuquyry con 350,62
Km? (31,61%), Salado con 212,15 Km? (19,12%) y el Lago con 5,06 Km? (0,45%). Todas las sub-cuencas
mencionadas son afluentes del lago excepto el del Salado que es su efluente.

Se seleccionaron cuatro puntos para el levantamiento de las muestras de agua (Fig. 1) El primero, ubicado
en el Arroyo Yukyry (AY1, 25°15'52.43"S, 57°25'32.59"0), en una zona limite entre las ciudades de Aregua
y Luque; el segundo en el Arroyo Pirayu (AP2, 25°23'19.54"S, 57°16'8.52"0), en la interseccion con la Ruta
N ° 2, en la Ciudad de Ypacarai; el tercero correspondiente a una zona cercana al centro del Lago Ypacarai
(LY3, 25°19'20.38"S, 57°18'45.01"0); y el cuarto punto corresponde al Rio Salado (RS4, 25°12'24.38"S,

57°22'26.86"0), en el tramo que une las ciudades de Luque y
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Figura 1: Ubicacion de los puntos de
muestreo (Google Maps, 2013).



Analisis fisicoguimico

Se realizaron determinaciones In Situ de los siguientes pardmetros: Temperatura, pH, conductividad,
oxigeno disuelto. Otros parametros como de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigeno), DQO (demanda
quimica de Oxigeno), nitrégeno total y fésforo total, se determinaron en el Laboratorio de Calidad de Agua,
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, aplicando las técnicas mencionadas en el Standar Methods

for the examination of wéater and wast-wasters (APHA, 1998)

Bioensayos

Los bioensayos ecotoxicoldgicos y genotoxicos se realizaron en el Laboratorio de Mutagénesis Ambiental,
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (Universidad Nacional de Asuncién).Las pruebas de
toxicidad aguda se efectuaron siguiendo los protocolos de Environmental Protection Agency (EPA) (2002),
de la red Water Tox, del Centro Internacional de Investigaciones para el desarrollo (2004) y de la OECD

OE (Organization for Economic Cooperation and Development, 1998 y 2011)

Bioensayos de Ecotoxicidad

Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna Straus

Cultivo de D. magna

Los individuos utilizados fueron originalmente obtenidos del Centro de Investigacién del Medio Ambiente
(CIMA) de la Universidad de la Plata, Argentina. Los cultivos se mantienen en el Laboratorio de
Mutagénesis Ambiental, en sistemas discontinuos a base de agua dura reconstituida (APHA, 1998),
alimentadas con la microalga Chlorella sp. La microalga, a su se mantiene en medio de cultivo a base de un
fertilizante foliar NPK (20:20:20). Las condiciones de mantenimiento fueron las siguientes: fotoperiodo de
luz/oscuridad de 16/8 horas, temperatura de 20 °C, pH 7-8, y una dureza de 160-180 mg CaCO3/L ( NMX-

AA-087-SCFI-2010)

Test de de toxicidad aguda por inmovilizacion de Daphnia

Las pruebas se realizaron aplicando el disefio DBCA 7x3, con dos controles y cinco concentraciones por

cada muestra: 100 %, 50 %, 25 %, 12.5 % y 6,25 % (% v/v). Las diluciones fueron preparadas con agua dura



reconstituida ( APHA, 1998). Por cada tratamiento, se prepararon 3 réplicas, cada una con 30 ml de la
muestra y 10 neonatos menores a 24 horas de nacidas. La sensibilidad del organismo de prueba fue
corroborada con dos controles: el positivo, corresponde a una solucién de 2 mg/L de Dicromato de potasio;
y el negativo, a base de agua dura reconstituida. Solo se aceptaron los resultados si la supervivencia en el
control negativo era superior al 90 %, y la mortalidad del 100 % frente al control positivo (NMX-AA-087-

SCFI1-2010)

Transcurridas las 48 horas del inicio de los ensayos, se procedio a la revision de la variable respuesta, que
consistio en la muerte o inmovilidad de los organismos en cada envase. Previo al conteo, se agitaron
suavemente por 10 segundos cada vaso, y posteriormente se contabilizaron los organismos inmdviles por
cada réplica. Se seleccion6 como medida de punto final la CEsy que representa la concentracion de la
muestra que produce la inmovilidad o muerte del 50% de los individuos expuestos al tratamiento. Los
resultados bioldgicos fueron analizados estadisticamente mediante la regresion Probit, para establecer la

C.Ex.

Test de Toxicidad crénica en Daphnia

Para los ensayos crénicos se empleo un disefio semi-estatico, las pruebas se realizaron acorde a la guia
propuesta por la OECD 211(OECD 1998). Se trabaj6 con concentraciones al 100 %, cuando no se existia de
toxicidad aguda, a excepcién de la muestra AP2, de la primera campafia, que fue diluida hasta un 40%. Se
utilizaron 10 neonatos menores a 24 horas de nacidas (uno por recipiente) para el control y para cada
muestra de agua. A cada recipiente se le adicion6 100 mL de la muestra en cada caso. Se evaluaron los
efectos sobre la supervivencia y reproduccion por 21 dias. Durante el periodo de estudio, los individuos
fueron alimentados con Chlorella sp. cada dos dias y el recambid de agua se realizo dos veces por semana.
Se contabilizaban y retiraban los neonatos cada 3 dias, durante el tiempo de duracion del test.

El criterio de aceptacion de los resultados fue la supervivencia en los controles negativos > 80%. Los
resultados bioldgicos fueron expresados como promedios +S.D, y se analizaron estadisticamente usando el
analisis de varianza (ANOVA de una via) para determinar las diferencias significativas entre el control y los
distintos tratamientos, seguido de la comparacién multiple de Dunnett, que fue realizado empleando el

software SPSS 11.0. Se consider6 un nivel de probabilidad menor a 0,05 como significativo.



Ensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa L. por inhibicidén de la elongacion radicular

La fitotoxicidad de las aguas fue determinada mediante ensayos con Lactuca sativa (DUTKA, et al ., 1989).
Se trabajé con un control negativo, y cuatro concentraciones diferentes por cada muestra, y un factor de
dilucién de 0,5; a partir de la muestra se prepararon soluciones al 50 %, 25 % y 125 % (% v/v). Se
utilizaron capsulas de Petri de plastico descartables estériles, con papel filtro Qualy, de 14 micras de poro y
12.5 cm de diametro. Se colocaron con ayuda de una pinza, 20 semillas por placa. Cada preparado fue
embebido con 4 ml de del tratamiento, envueltas en bolsas plasticas, a fin de evitar la pérdida de humedad, a
su vez estas fueron colocadas en cajas para evitar el contacto con la luz (CASTILLO, G. 2004)
Posteriormente se incubaron los preparados en una estufa LAB-LINE, modelo AMBI-HI-LO,a20+2 °C, a

oscuridad total, por un periodo de 120 horas.

El porcentaje de inhibicion de la prolongacion de la raiz (IP) se estimd mediante la siguiente ecuacion:

Muestra - Control
% de inhibicién (IP) = x 100
Control
Donde: IP negativa: Toxica (inhibicién de la prolongacion de la raiz).

IP positiva: Se considera estimulacion del crecimiento.

IP =0 : No téxica.

El criterio de aceptacion de los resultados fue la germinacion en los controles negativos > 90%.

Bioensayos de genotoxicidad

Ensayo de toxicidad crénica con Danio rerio. Ensayo de Micronucleos.

Los ejemplares del pez Danio rerio, fueron adquiridos comercialmente de una granja de piscicultura y
aclimatados en el laboratorio a una temperatura controlada (26 ° C) y fotoperiodo ( 16 h luz y 8 h de
oscuridad ) durante 4 semanas antes de los experimentos. Después de la aclimatacion se establecieron
grupos experimentales de 8 peces para cada pecera, el grupo control lo constituian los peces a los que
solamente se les inyect6 (suero fisioldgico) en forma intraperitoneal. El grupo de la muestra es expuesto al
agua en estudio por un periodo de 14 dias de tratamiento, se realizo la extraccion de sangre de las branquias

de los peces, que fueron sacrificados por congelamiento. (OECD 204)



Para la obtencidn de la muestra, se procedid a cortar con una tijera una de las branquias, posteriormente con
una micropipeta, se extrajo la muestra de sangre y de inmediato se realizé un frotis (BOLOGNESI et al ,
2006), Las preparaciones se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas. Se fijé en metanol, luego las

preparaciones se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas.

La tincion de las preparaciones son con colorante Giemsa al 6%, disuelto en buffer Sorensen, luego se lava
en agua destilada, estas preparaciones se dejan secar a temperatura ambiente por 24 horas. Las preparaciones

se dejan descansar por 48 horas, antes de proceder a la observacion.

Se analizaron al azar dos mil eritrocitos por cada pez (Fig. 3, A), con el propoésito de detectar la presencia de
micronucleos (Fig. 3, B), todo por triplicado. Se determind la toxicidad mediante el analisis de relacion
eritrocitos maduros versus eritrocitos policromatico, esta relacién no debe ser inferior a 0,1, para afirmar que

el agente no tiene una toxicidad, dirigida sobre los eritrocitos policromatidos.

El anélisis de las preparaciones se realizd al microscopio con un aumento de 100X, utilizando el objetivo
con aceite de inmersion. el indice de genotoxicidad comparando el control negativo (Suero fisioldgico)
inyectado, con las diferentes muestras de agua estudiadas. El andlisis estadistico se realiz6 mediante Prueba

de Kruskal-Wallis, para detectar las diferencias significativas entre los grupos de estudio.

Allium test. Determinacion del efecto genotdxico y citotoxicos en células vegetales

Tratamiento del control negativo:

Para cada muestreo, se seleccionaron 40 bulbos de Alliun cepa, estos fueron puestos en agua corriente por
una hora, para la eliminacion de las catéafilas y de las raices viejas del disco. Luego de este procedimiento
éstos fueron colocados en recipientes especiales en la incubadora a una temperatura 19° - 22° C, con
oxigenacion continua. (ROLDAN, R.M. et al; 2007, FERNANDEZ,V . et al;2011) .De los 40 bulbos, se
seleccionaron 15 para los diferentes tratamientos. Previamente se seleccionaron las raices de buen desarrollo
y se colocaron en fijador Carnoy, para su posterior coloracion con Orceina Acétoclorhidrica obteniendo asi

muestras de control negativo.



Tratamiento con las muestras de agua:

Para cada estacion se prepararon recipientes con tres bulbos en cada uno, los cuales fueron mantenidos en

condiciones estandar (ROLDAN, R.M. ET AL; 2007. FERNANDEZ,V . et al;2011)

Luego de 24 hs de tratamiento, se seleccionaron raices con crecimiento optimo de dos a tres centimetros,
(FERNANDEZ et al. 2000), éstas fueron cortadas y fijadas en solucion Carnoy para su posterior coloracion

con Orceina (MERCK) Acétoclorhidrica. Este procedimiento fue repetido a las 48 hs y 72hs de exposicion.

Preparacion de laminas:

Las raices fijadas, fueron hidrolizadas con Acido Clorhidico 1N por 8 minutos a 60° C y posteriormente
coloreados con orceina acetoclorhidrica por 5 minutos sobre una lamina portaobjetos, realizandose el

aplastamiento o squash (MACGREGOR, n.d.) con ayuda de laminillas.

Determinacion del Indice mitotico, de fases (IF) v aberraciones (1A) en células meristematicas de A.

cepa.

Los preparados fueron observados a través de microscopia dptica a un aumento de 1000x, registrandose las
fases y anormalidades presentes en el ciclo celular en un total de 2000 células en triplicado. Fueron
calculados el indice mitético (IM) (a) indice de fases (b) y el indice de aberraciones (c), a partir de las

siguientes formulas:

IM = N° de células en mitosis / total de células (@)
IF = N° de células en cada fase / total de células en mitosis (b)
IA = N° de células con cada aberracion / total de células (©

Se determind el grado de significancia mediante la Prueba de Tuckey para muestras homogéneas y Prueba

de Mann-Whitney para muestras heterogeneas a partir de los datos obtenidos



RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisicoguimicos

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las aguas de los cuatro sitios. Primer y segundo muestreo.

Ref.- Res.
AY1 AP2 LY3 RS4 N®222/02
Parametro 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 SEAM. Clase 2
pH  UpH 7,6 7,6 7.8 7,6 8,8 84 757 15 6,0-90
Temperatura °C 20,2 17,7 187 195 234 24 209 217 -
Conductividad pS/cm 540 - 57 70 245 195 760 215 -
0.D  mgO,/l - - 8,7 7,6 9,1 81 15 31 >5 mg/l O,
DBO5  mgO./l 16,8 6,3 3,0 18 108 44 36 15 <5 mg/l
DQO mg/l 32,1 202 455 216 690 466 7999 235 -
Fosforo Total mgP/I 0,54 0,6 011 016 017 0045 011 0,05 <0,05 mg/!
N-Orgénico Total mg/L 2,26 0,6 367 037 153 05 3225 0,70 <0,6 mg/l

¥Clase 2. Establecida por la Resolucion N° 222/02 de la SEAM- Aguas destinadas: a) Para abastecimiento doméstico después de los
tratamientos convencionales. b) Para proteccion de las comunidades acudticas. c) Para recreacion de contacto primario (esqui acuatico,
natacion). d) La irrigacion de hortalizas que son consumidas crudas, las frutas que crecen en los suelos y que sean injeridas crudas sin la
remocion de la pelicula. e) La cria natural y/o intensiva (acuicultura), de especies destinadas para la alimentacién humana.

Los resultados de los analisis fisicoquimicos determinados In situ, asi como en el laboratorio se compararon
con los niveles permitidos para aguas superficiales establecidos por la SEAM, a través de la Res. N° 222/02
que reglamenta el Padron de calidad de las aguas en el territorio nacional. Los valores determinados en el
primer, y en el segundo muestreo de agua, asi como los niveles maximos permisible se muestran en la tabla
1.

Las determinaciones fisicoquimicas realizadas indican que en la mayoria de los casos, las aguas pertenecen a
la Clase Il del padrén nacional de calidad de aguas, promulgada en la resolucién 222/02 de la SEAM.
Algunos valores sobrepasaron levemente dichos limites en el primer muestreo, con caracteristicas de aguas

de Clase I11; més en el segundo muestreo, vuelven a acercarse a los valores normales.

Los parametros que sobrepasan los valores la Clase 11, son: la DBO s, en el 37% de los caso en AY1y LY3,
con concentraciones mas elevadas en el primer muestreo (Fig. 4); los niveles de fosforo organico total y de

nitrégeno organico total sobrepasaron en el 75% de los casos (Fig. 5 y fig. 6.).
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Figura 6.Valores de Nitrogeno organico total en los sitios de muestreo para el primer y segundo muestreo.

Test agudo en D. magna

En la tabla 2, se presentan

mortalidad/inhibicion del movimiento, registrados con los neonatos menores a 24 h de edad, en las pruebas
realizadas a las muestras de agua, después de primer y del segundo muestreo, tras 48 horas de exposicion en
cada caso. En la mayoria de los casos, las aguas estudiadas no resultar ser toxicas para el biosensor. Los
ensayos con los controles para ambas campafias validaron los test; el negativo realizado con agua dura

reconstituida , presentd valores de supervivencia superiores al 90%; y la mortalidad con el dicromato de

los resultados de la evaluacion convencional de

potasio, 2 mg/L arrojo valores de mortalidad del 100 % de los individuos expuestos

los ensayos agudos de




Tabla 2. Toxicidad aguda en D. magna a las 48 horas de exposicion

C.E en % de la muestra que produce inhibicion/mortalidad

1° campafia de muestreo 2° campafa de muestreo
Sitio de muestreo
AY1 N.D N.D
AP2 C.E4=98, 38 % N.D
LY3 N.D N.D
RS4 N.D N.D

Nota: N.D.: Efecto toxico no detectado. C.E.: Concentracion efectiva (% v/v).

La prueba de toxicidad aguda solo produjo una respuesta positiva en el sitio AP2 durante la primera
campafa (Tabla 2) llegando hasta una CE4 al 98,38 % , y limite de confianza al 95% , esto indica la
presencia en bajas concentraciones de sustancias toxicas, a las que son sensibles D. magna; no obstante la
inhibicién de la movilidad no alcanz6 el valor umbral definido al comienzo del estudio. En ambas campafias
de muestreo, no se detectaron efectos toxicos agudos importantes, en los demas sitios. Las aguas analizadas
durante los dos muestreos no resultaron ser toxicas para el biosensor, teniendo en cuenta la CEsy como
medida de punto final.

Test cronico en D. magna

En las tablas 3 y 4, muestra los efectos de la exposicion a las muestras de aguas de cada sitio de estudio
sobre la reproduccién y la supervivencia de D. magna. Se presentan los valores promedios¥D.E, de la
madurez sexual (primera camada), los numeros de neonatos nacidos en 21 dias, por dia y por adulto, asi

como la longevidad de los individuos sometidos al estudio.

Tabla 3. Test de toxicidad cronica en D. magna de la primera campafia. Efectos de las aguas sobre el ciclo

de vida.
Madures sexual N° de neonatos/21 N° de Neonatos/ adulto  Longevidad /dias
dias neonatos/dias

Control 10,4+0,91 952+12.2 4,53 +0,55 9,52 +£1,15 20,6 +0,76
AY1 7,7 £0,45% 95,1+19,2 4,52 + 0,86 9,51 +1,82 20 +1,2
AP2 9,1+0,3% 76,9+ 11,2* 3,66 +0,5% 7,69 £1,06* 19,4 +1,81
LY3 8,87 +0,33* 53,75+ 10,3* 2,04 +0,5% 43 +231* 17,6 £5,86
RS4 7,8+0,4* 78,5+ 16,1 3,73+0,72% 7,85+ 1,5% 19,9 +0,66

Nota: valores medio+ desviacion estandar. *Las diferencias son significativas para p<0,05 (Método de Dunnett)



Tabla 4. Test de toxicidad cronica en D. magna de la primera campafia. Efectos de las aguas sobre el ciclo

de vida.
Madures sexual N° de neonatos/21 N° de Neonatos/ Longevidad
dias neonatos/dias adulto /dias

Control 10,3+ 1,33 99,1+9,1 4,71+0,41 9,91 +0,86 20,4 +1,14
AY1 9,5+1,08 93,4+152 4,46 £ 0,68 9,34 +1,43 19,4 +1,54
AP2 11,37 +1,40 73,75+ 19,02 3,514 0,84% 7,37 £1,77% 16,6 £7,52
LY3 9,87 +0,35 70+ 15,98+ 3,33 £0,71% 7 £ 1,49 15,9 +7.41
RS4 10,9+0,87 85,1+ 18,54 4,05+0,8 8,52+ 1,75 20+1,05

Nota: valores medio+ desviacion estandar. *Las diferencias son significativas para p<0,05 (Método de Dunnett)

Se siguid el criterio de aceptabilidad de los resultados propuesto por LIU et al (2012), basada en la
supervivencia (> 80%) y la reproduccion (> 60 neonatos por hembra al final del test) Los individuos del
grupo control, bajo las condiciones de ensayo presentaron una fecundidad promedio de 95,2 + 12,16,
individuos por cada hembra adulta de y longevidad de 20,6 +0,76 dias al finalizar la prueba del primer
muestreo; y valores promedios de 99,1 + 9,1 neonatos por hembra; y 20, 4 + 1,14 dias de longevidad, en el

segundo muestreo (Tabla 3y 4)

Trascurridos los 21 dias de la prueba cronica, Daphnia magna produjo menor nimero de descendencia en
las aguas del sitio LY3, durante el primer muestreo, con un valor medio de 53,75 neonatos, y en el segundo
muestreo con 70 individuos. Estos valores representa el 56% y el 70%, comparados con el control en ambos
casos. Los deméas parametros de crecimiento como el nimero de neonatos por dia, neonatos por adulto y la

longevidad también fueron menores en LY 3, en ambas camparfias de muestreo (Tabla 3)

Mostraron disminucién para ambos muestreo en los parametros: nimeros de neonatos a los 21 dias,
neonatos por dia, neonatos por adulto y longevidad, en el siguiente orden: LY3> AP2 >RS4> AY1. Siendo
las aguas del lago (LY3) las que presentaron los menores valores en todos los casos; en cambio el afluente

con menores resultados fue AP2.

El anélisis estadistico de los resultados (ANOVA) del primer muestreo, puso de manifiesto diferencias
significativas (nivel 0,05; método de Dunnett) entre el control y los tratamientos de LY3 en la produccion
de neonatos a los 21 dias (Fig. 7.A), los neonatos por dia, y de neonatos por adulto con valores de

(p=0,001), AP2 (p=0,023) y RS4 (p=0,043. No mostraron diferencias significativas en los tratamientos la



N° de neonatos/21 dias

longevidad, con p-valor en AY1 (p=0,99) , AP2 (p=0,195) , LY 3(p=0,222) y RS4(p=0,643). La muestra con
menor efecto negativo determinada en la prueba cronica con D. magna fue la AY1(Arroyo Yukyry), que

solo presentd diferencias significantes en el parametro definido como primera camada de neonatos

(p=0,001)

Los datos para el segundo muestreo arrojaron diferencias significativas en la produccion de neonatos a los
21 dias (tabla 4), los neonatos por dia, y de neonatos por adulto en AP2 (p=0,023) y en LY3 (p=0,001) (Fig.
7.B). No se encontraron diferencias significativas en los tratamientos en los parametros longevidad, y
primera camada para ninguno de los sitios estudiados. Tanto AY1 como RS4, no mostraron diferencias

significativas respecto al control en ningin parametro.

Los test de reproduccién son considerados parametros muy sensibles a la presencia de tdxicos
(VILLARROEL et al 2003; ZALIZNIAK and NUGEGODA 2006; LIU et al 2012). En el presente estudio
se corrobora que los niveles toxicos no detectados con el test agudo, son revelados con el test cronico, y que
la tasa de fecundidad, junto otros pardmetros como el nimero de neonatos por adulto, por dia y la

longevidad resultaron ser marcadores representativos de los efectos a largo plazo sobre el biosensor.
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Figura 7 .Grafico Box-Plot de los nUmeros de neonatos durante los 21 dias de estudio.(0,control; 1- AY1; 2-AP2;
3-LY3, y4- RS4) A. Primer muestreo. B. segundo muestreo



Test agudo en L. sativa

Las semillas expuestas a los tratamientos no exhibieron indicios importantes de inhibicion de la
prolongacion radicular en L. sativa (Tablas 5 y 6). Se aprecia una leve tendencia a un mejor crecimiento de
las raicillas mantenidas en las aguas, a excepcion de las crecidas en RS4 en el primer muestreo, en la que se
presento una ligera diferencia negativa con respecto al control (1,78 + 0,6 cm). Las muestras estudiadas, no
ejercieron efecto tdxico agudo sobre Lactuca sativa. El control negativo presentd valores de germinacion >al

90% en todos los casos, lo permite validar los test en cada caso (DUTKCA, et al., 1989)

Tabla 5. Valores correspondientes a IP en los tratamientos con L. sativa, relativos al control negativo de la

Primera campafa

I.P? para las distintas diluciones del las muestras (% Vv/v).

Sitios 12,5%"° 259%"° 50%° 100%6°
AY1 0,15 0,15 -6,06 0,31
AP2 0,13 0,1 0,1 0,21
LY3 0,18 5,5 3,1 1
RS4 0,15 -7.3 -4,09 -10

Nota:

?l.P (inhibicion de la prolongacion de la raiz): IP negativa: Téxica; IP positiva, Se considera estimulacién del
crecimiento; IP =0, No toxica.

® concentracion de la muestra en agua dura reconstituida (% V/v).

Tabla 6. Valores correspondientes a IP en los tratamientos con L. sativa, relativos al control negativo de la

Primera campafia

I.P? para las distintas diluciones del las muestras (% V/V).

Sitios 12,5%"° 25%"° 50%"° 100%"
AY1 3,64 0,13 272 234
AP2 18,48 4,79 10,68 35,68
LY3 3,40 431 5,73 4.96
RS4 -5 60 261 14,63 17,01

Nota: ®I.P (inhibicion de la prolongacion de la raiz): IP negativa: Toxica; IP positiva, Se considera estimulacion del
crecimiento; IP =0, No toxica.

® concentracion de la muestra en agua dura reconstituida (% V/v).

Al comparar el crecimiento relativo, de las raicillas de Lactuca sativa, en las cuatro muestras, se observo

solo en un caso, una leve inhibicion del crecimiento radicular (I.P negativa) en aguas de RS4 del primer

muestreo (Fig. 9), obteniéndose un valor de I.P.=,-10 unidades. Las aguas del Rio Salado del primer



muestreo arrojaron los valores fisicoquimicos mas extremos de toda la campafia, la elevada conductividad
(760 ps/em), DQO (79,99 mg/l) y 1,5 mg/l de O.D, podrian estar relacionados con la leve inhibicién
registrada. En los demés casos estudiados, se produjo un incremento o estimulo en el crecimiento respecto
al control, esto se atribuye a la presencia de nutrientes (fosforo y nitrégeno) en concentraciones elevadas

propias de sistemas hidricos en proceso de eutrofizacion.
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Figura 9. Variacion de 1.P para cada dilucion (% v/v). de las muestras de agua de RS4 de la primera campafia

Ensayos genotdxicos

Allium test

Los ensayos bajo condiciones controladas a 24 Hs, mostraron diferencias significativas en los puntos AP2,
LY3y AY1 en cuanto al indice Mitético existe una disminucion significativa con un nivel de significancia
de 95% con respecto al control (Tabla 7). A las 48 Hs los puntos AP2, LY3 y AY1 mostraron una
disminucion en el indice mitético con un nivel de significancia del 99%, sin embargo a las 72 horas, solo el

punto AY1 mostré una disminucion en el indice mitético en contraste con el control negativo.

Con respecto a la citotoxicidad, no se encontraron diferencias significativas de C-Metafases con el control

negativo en ninguno de los tiempos de exposicion.



Los indices de microndcleos, indicador de presencia de agente(s) genotdxico(s) se mostraron un aumento
significativo en la frecuencia de micronucleos en los puntos AP2 y AY1 a las 24 y 72 horas de exposicion

(Fig. 2. Dy E), siendo éstos los puntos de muestreo con mayores niveles de genotoxicidad.

El segundo muestreo no presenta niveles significativos en cuanto a indice mitdtico y aberraciones

cromosomicas en ninguno de los puntos y tiempos de exposicion (Tabla 8)

Tabla 7. Resultados de los conteos del primer muestreo y su nivel de significancia para el Indice Mitético, C-
Metafase para la determinacion de citotoxicidad y Micondcleos para la determinacién de genotoxicidad.

Puntos de Indice de C- Indice de

Muestreo Indice Mitético Significancia Metafase Significancia Microndcleos Significancia
24 horas  AP2-24hs 0.7065 0.0108 (*
4,00 0,005 (*) 0,83 0,19 *
LY3-24hs 10.000 10.000
2,42 0,003(*) 063 0.10
AY1.24hs 0.8797 0.0250 (*
4,75 0013(*) 0,21 0,18 ( )
RS4-24hs 0.5402 0.9151
4,78 0,773 029 0,11
Control Negativo
8,99 0,22 0,00
48 horas  AP2-24hs 0.00208 ** 0.999 0.350
2,62 0,33 0,21
LY3-24hs 0.00113 ** 0.981 0.828
3,47 0,53 0,11
AY1.24hs 0.00577 ** 0.920 0.845
2,08 0,33 0,24
RS4-24hs 0.67761 0.981 1.000
7,43 0,53 0,00
Control Negativo
8,99 0,22 0,00
72 horas  AP2-24hs 0.619 021 0.0350 (*)
5,89 0,627 0,32 ’
LY3-24hs 0.941 0.73 0.8430
1,60 0,971 0,83 '
AY1.24hs 0.870 0.22 0.0277 (*)
7,66 0,04(*) 0,76 '
RS4-24hs 0.934 0.00 1.000
3,72 0,181 0,33 '
I Negati
Control Negativo 8.99 0.22 0,00

Signif. codes: **' 0.01 **' 0.05.

El analisis de datos del IM es indispensable para la evaluacion de la citotoxicidad ya que miden la cinética
celular. Los controles negativos obtenidos en este trabajo presentaron un rango de IM 58, unidades, que se
encuentran dentro de los parametros reportados por FISKESJO, G. (1985). En los resultados obtenidos del
primer muestreo en base a analisis estadisticos existe una significancia en cuanto a la disminucion del indice
Mitotico (I.M.) en 3 de los 4 puntos; OLORUNFEMI et all (2011) en estudios realizados en agua residual,
se encontraron disminucion similares en el .M. Alteraciones en ciclo celular, fueron reportados en efluentes
de las curtiembres de la cuenca del Lago Ypacarai, estos efectos se asociaron desequilibrios sobre la

sintesis de proteinas que condicionan el ciclo celular (FRANCO DE DIANA, 2000).



Tabla 8: Resultados de los conteos del segundo muestreo y su nivel de significancia para el Indice Mitético,
C-Metafase para la determinacion de citotoxicidad y Miconucleos para la determinacion de genotoxicidad.

Puntos de Indice Indice de

Muestreo Mitotico Significancia Indice de C-Metafase Significancia Microndcleos Significancia

24horas  AP2 6,86 0,538 0,053 0,563 0,086 0,349
Lys 6,70 0,494 0,053 0,828 0,029 0,953
Avl 6,29 0,371 0,018 0,919 0,083 0,158
R4 6,00 0,326 0,09 0,737 0,024 0,919
Control
Negativo 8,58 0,015 0,034

48 horas  AP2 7,15 0,620 0,056 0,254 0,05 0,471
Lys 7,03 0,647 0,066 0,469 0,00 0,374
Avl 5,48 0,239 0,032 0,442 0,00 0,374
R4 6,83 0,501 0,014 0,963 0,018 0,795
Control
Negativo 8,58 0,015 0,034

72horas  AP2 541 0,253 0,05 0,316 0,01 0,688
Lys 5,90 0,306 0,013 0,337 0,00 0,374
AYl 7,45 0,647 0,011 0,818 0,033 0,883
R4 5,01 0,333 0,00 0,374 0,073 0,374
Control
Negativo 858 0,015 0,034

Signif. codes: "*** 0.01 "** 0.05.

El Allium test es un sistema efectivo para un screening de genotoxicidad en aguas residuales, permite

clasificar el potencial genotoxicidad de diferentes muestras (NIELSEN, M. 1994).



Figura 2. Aberraciones cromosémicas obtenidas con Allium test, en AP2, del primer muestreo. A.
Formacion de micronucleo. B. pérdida de cromosoma. C. Puente en anafase. D. Micronucleos en interfase
(a, micronucleos; b, brote). E. Micronucleo en profase (a, micronucleo) F. C-metafase (Coloracion de
Orceina, 400x)

Figura 3. Células sanguineas en pez cebra. A Células normales (100x). B-C. Células con
microcndcleos. a, micronucleo.(Coloracién Giemsa, 400x)

Test crénico en Danio rerio

En la tabla 9 se detalla la frecuencia de micronucleos (MN) ( Fig. 3. B-C ) observados, sobre un total de
2000 células por campo, en los puntos de muestreo Arroyo Yukyry (AY1 ), Arroyo Pirayl (AP2), Lago

Ypacarai (LY3), Rio Salado (RS4), para el primer, y segundo muestreo. Se apreciar que la frecuencia de



MN en la zona de muestreo del Arroyo Yukyry, no muestra diferencias significativas con las frecuencias de
MN del control, sin embargo se observaron diferencias significativas con respecto al control, en las
frecuencias de MN de los puntos de muestreo (X? (1)=11,75, p< 0,05), correspondientes al Arroyo Piray(
(%M.N=0,38) y del rio Salado (%M.N=0,46) La Figura 10 muestra la relacion de frecuencias de

micronucleos (MN) en cada punto de muestreo y periodo de estudio.

Tabla 9: Frecuencia de MN/ 2000 células segiin zonas de muestreo y tiempo de muestreo

Primer muestreo Segundo muestreo

puntos de Total de

muestreo células MN % MN Total de células MN % MN
AY1 6121 6 0,07 6178 4 0,06
AP2 6057 23 0,38* 6070 4 0,06
LY3 6007 10 0,16 6335 3 0,14
RS4 6110 28 0,46* 6035 1 0,02
control 6074 5 0.08 6003 4 0,07

*Las diferencias son significativas para p<0,05 (Prueba de Kruskal-Wallis)

Los microndcleos pueden originarse durante mitosis anormales, que inducen a la formacion de cromosomas
retrasados o adelantados ( efecto citotdxico), o por segmentos de cromosomas producto de rupturas de las
cromatidas, que hacen que los segmentos al carecer de centromero no migren a los polos, evidenciandose
como pequefios nucleos en el citoplasma.( efecto genotoxico) (MUDRY M.y CARBALLO, 2006). El valor
de la frecuencia de MN encontrados en las muestras de individuos expuestos al control corresponde a una
induccion natural, cuyo rango coincide con datos para frecuencias de MN basales para pez cebra, reportados
por otros investigadores (PRIETO GARCIA, F; BAEZ RAMIREZ, OA; SCOUT, W; GAYTAN
OYARZUN, JC; ZUNIGA ESTRADA, A.,2007

El aumento de MN en los peces expuestos a muestras de agua de la zona del Arroyo Pirayd, coincide con
datos reportados por FRANCO DE DIANA, D; FERNANDEZ, V; SEGOVIA,J. (2006), que indican un
aumento de MN en larvas de anfibios expuestas a muestras de aguas correspondientes a la zona de muestreo
de la desembocadura del Arroyo Pirayu. Por lo que los contaminantes que contienen estas aguas podrian

tener un efecto genotdxico o citotoxico .

El aumento significativo de MN correspondiente a la zona de desembocadura del Rio salado, también podria

estar relacionado a la concentracion subtoxica de los contaminantes que provienen del lago, que sin embargo



en la segunda campafia de muestreo no se ha encontrado efecto genotéxico debido a que en esa época de
muestreo fueron abundantes las lluvias y podrian haber diluido la concentracion de los contaminantes con

potencial efecto genotoxico

Los resultados de este estudio y de otras investigaciones similares ( PRIETO, Z. y col., 2008, OLIVERA
BAEZ R., FRANCISCO PRIETO y CARLOS GALAN VIDAL, 2004), han demostrado que el ensayo de
MN en eritrocitos de sangre periférica de peces, resulta ser un excelente indicador para la evaluacion de

efecto genotdxico de contaminantes de agua.
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Figura 10: Frecuencia de MN en diferentes muestreos comparados

CONCLUSIONES

Los ensayos fisicoquimicos indican que las muestras analizadas presentan caracteristicas de aguas de clase
Il; parametros como la D.B.Os, nitrogeno total, y fésforo total, durante la primera campafia presentaron
valores de aguas de Clase Il en algunos casos, esto se revirtio en el segundo muestreo. Los valores
fisicoquimicos de la segunda camparfia fueron menores a los registrados en el primer muestreo; también se
observd una reduccion de los efectos toxicoldgicos y genotoxicos en el segundo muestreo. Esto estaria
relacionado con las precipitaciones que se desarrollaron en las semanas previas al muestreo, lo que produjo
una gran dilucion de los contaminantes. Los bioensayos realizados con las aguas de los afluentes (AY1 y
AP2), con las del lago Ypacarai (LY3), y con la del efluente del sistema (RS4) durante los dos muestreo, en
todos los casos mostraron escasos efectos negativos para las pruebas de toxicidad aguda en D. magna, como
en L. sativa. La inhibicion del crecimiento radicular observado en una ocasion con L. sativa (RS4, del

primer muestreo) se encuentran dentro de margenes tolerables, y es clasificado como toxicidad leve.



Muy diferentes fueron los resultados obtenidos en los estudios cronicos. En el primer muestreo, se
presentaron los mayores efectos. En D. magna se reportaron efectos cronicos significativos en muestras del
primer muestreo en AP2, LY3 y de RS4; y en AP2 y LY3 en el segundo muestreo. Los efectos se
presentaron en los parametros reproductivos como la fecundidad, dia de la primera camada, numero de
neonatos por dia y por adulto; también se presentaron efectos significativos en la longevidad.

Segun los resultados obtenidos en el primer muestreo con Allium test , se ha determinado que el ciclo
replicativo celular sigue sin interrupcion acumulando aberraciones cromosémicas, como microndcleos, asi
como también puentes intercromosémicos, comosomas adelantados, células binucleadas y brotes nucleares,
siendo los puntos Arroyo Pirayd (AP2) y Arroyo Yukyry (AY1) con mayor presencia de agentes
genotdxicos, considerando los niveles significativos de micronicleos encontrados. En el segundo muestreo,
no se observan diferencias significativas en ninguno de los puntos estudiados, asi como en los tiempos de
exposicion.

En D. rerio, se presentaron resultados similares a los demas estudios cronicos, con efectos significativos en
AP2 y RS4 del primer muestreo. No se reportaron efectos cronicos en el segundo muestreo.

Las afirmaciones anteriores indican la necesidad de continuar el presente trabajo, y establecer el estudio
como un monitoreo permanente de las condiciones tdxicas y genotdxicas de las aguas que desembocan en el
lago, asi como el propio espejo de agua. Esto permitiria evaluar los posibles riesgos por la exposicién a este
importante sistema hidrico, ademas serviria para evaluar la efectividad de las estrategias de manejo de la
cuenca propuesta por las entidades nacionales.
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