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RESUMEN;

La accidn de los seres humanos provoca el vertido de contaminantes a los cursos de



agua, muchos de estos con accion mutagénica. Debido a esta situacion se estudian 4
puntos de cursos de agua de la ciudad de Carmelo. Dos situados sobre el Rio de la Plata,
donde se encuentra la zona que se utiliza para recreacién y potabilizar para abastecer la
ciudad; y los otros sobre el Arroyo de las Vacas, lugar que tiene menor caudal y mayor
actividad antropogénica. Los mismos fueron seleccionados teniendo en cuenta que reciben
el vertido de aguas residuales domiciliarias, desechos industriales, agricolas y ganaderos.
Frente a este problema se realiza un estudio comparativo entre los puntos mencionados,
utilizando como bioindicador al mejillon dorado Limnoperma fortunei. Es una especie
invasora de vida sedentaria que se alimenta por filtracion del agua permitiendo obtener una
informacion de un lapso de tiempo de lo que sucede en el curso de agua a diferencia de los
parametros fisicoquimicos que lo indican en ese momento. En cada punto se miden
parametros y se colectan mejillones. Se cuentan células multinucleadas de hemolinfa de
musculo aductor posterior de estos para analizar el nivel de dafio genético mediante test
de micronucleos. Se comparan los datos obtenidos en cada punto y se observa que el
Arroyo de las Vacas, presenta mayor numero de células multinucleadas a medida que
desciende su curso hacia el Rio de la Plata.

ABSTRACT

The action of human beings provokes the dumping of contaminants in the watercourses,
many of them with mutagenic action. Due to this situation, 4 points of water courses are
studied in the city of Carmelo. Two located on the River Plate, where you will find the area
used for recreation and purify to supply the city; And the others on the stream of cows, a
place that has lower flow and increased anthropogenic activity. They were selected taking
into account that they receive the discharge of household sewage, industrial, agricultural
and livestock waste. In the face of this problem, a study is carried out between the
aforementioned points, using the Limnoperma fortunei golden mussel as a bioindicator. It
is an invasive species of sedentary life that feeds by filtering water allowing to obtain
information of a lapse of time of what happens in the course of water unlike the
physicochemical parameters that indicate it at that time. At each point parameters are
measured and mussels are collected. Multinucleate cells of the adductor muscle are
counted posterior of these to analyze the level of genetic damage by Micronuclei test. The
data obtained at each point are compared and it is observed that the stream of cows,
presents a greater number of multinucleate cells as it descends its course towards the Rio
de la Plata.

Palabras Claves: Limnoperma Fortunei, contaminantes ambientales, test de micronucleos,
bioindicador o biomarcador.



Marco tedrico

La Comision Administradora del Rio Uruguay, afirma que “las actividades
humanas tales como la urbanizacion creciente y la expansion de la agricultura junto con las
variaciones climaticas, han modificado el flujo y la calidad del agua de la Cuenca del Plata
resultando condiciones que alteran la calidad del agua”.

Las caracteristicas, fisico-quimicas y biolégicas del agua de los rios y arroyos son
alteradas por causa de la urbanizacion creciente sobre estos. Este hecho cambia las
condiciones para que los seres vivos nazcan, crezcan y se desarrollen en este medio, asi
como sus relaciones tréficas.

Por otra parte, la calidad del agua esta determinada por el cumplimiento de
directrices, valores, guias o estandares acordados para los parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos del recurso hidrico, segun sea éste destinado a la potabilizacidn, la recreacion o
el riego, 0 a otros usos como el transporte o la refrigeracion, entre otros (OMS, 2016).

Es importante clasificar los cuerpos de agua segun su uso de forma de preservarlo y
poder utilizarlo correctamente y sin riesgos para la salud. En cuanto a la clasificacién
segun su uso, el Decreto 253/79 prevé cuatro categorias o clases, que ordena
jerarquicamente: Clase 1: son los cuerpos destinados a toma de agua para potabilizacion
por procesos convencionales. Clase 2: se divide a su vez en dos categorias, que incluyen el
riego de frutas y hortalizas que se consumen crudas, cuando la(s) parte(s) que se
consume(n) se moja(n) con el agua de riego (Clase 2a); y la recreacion por contacto directo
(Clase 2b). Clase 3: aguas destinadas al riego de vegetales que o no son de consumo
humano o su forma de consumo no esta incluida en la clase 2b, y aguas destinadas a la
preservacion de los peces en general y de otros integrantes de la flora y fauna hidrica.
Clase 4: cuerpos de agua que deben cumplir ciertas reglas de armonia paisajistica a su
pasaje por centros urbanos.

Dado la variabilidad de los ambientes naturales, y particularmente de los sistemas
fluviales o rios, determinar la calidad del agua requiere estudios de mediano y largo plazo,
de modo que se consideren los efectos de eventos locales y regionales, y puedan definirse
tendencias y ciclos. La pérdida de la calidad del agua es objeto de preocupacion y de
estudios a nivel mundial. Esta pérdida se asocia al incremento de las actividades
productivas vinculadas con el crecimiento poblacional y el desarrollo econémico. En
nuestra region, este desarrollo se vincula fuertemente con las actividades agropecuarias y
el uso del suelo, complementado por la actividad industrial. Por otra parte, también los
efectos del cambio climatico son factores que repercuten en los procesos fisicos y
bioquimicos que inciden en la calidad del agua (N.U., 2014; Paerl et al., 2011).

En estos ultimos afios ha crecido la preocupacion sobre la calidad del Rio Uruguay
que desemboca en el Rio de la Plata, desde la instalacién de UPM y los sucesivos pleitos
con la Republica Argentina los estudios de la calidad del agua de estos rios han aumentado.

El Rio de la Plata nace en el km 0 de Punta Gorda recibiendo como principal afluente
al rio Uruguay y al Rio Parand. El agua recibida viene de zonas industrializadas vy
agropecuarias de Brasil, Paraguay y Argentina, por lo que resulta indispensable para la
salud de las personas del litoral sur del Uruguay conocer en qué condiciones llega.



Ciudades como Carmelo y Colonia, toman de esta agua para potabilizarla, también se
utiliza para bafios y deportes acuaticos, destacando que las mismas tienen gran afluencia
de turistas y esta, una de sus principales actividades econémica en la region.

El area de estudio elegido se ubica en el comienzo del rio de La Plata, donde,
ademas de los rios ya mencionados desemboca el arroyo de Las Vacas, es por ello que nos
centraremos en la ciudad de Carmelo que se encuentra localizada en la zona suroeste del
departamento de Colonia, a ambos margenes del citado arroyo de las Vacas.

Segun los aportes de investigaciones publicados en el libro “GEO Carmelo” la zona
de estudio es contaminada fundamentalmente por descargas de agua residuales
domésticas e industriales, por aportes no controlados de residuos sélidos, también por
contaminantes derivados de la actividad agropecuaria(los contaminantes derivados de
vertidos incluyen agroquimicos, pesticidas, hidrocarburos y metales pesados, vertido de
material de dragado, residuos del trafico maritimo y drenaje de bafiados.

Debido a toda la situacién antes descrita se utiliza como base el proyecto realizado
durante el afio 2017 “Monitoreo del curso inferior del Rio Uruguay con test de micronucleos
de Limnoperma fortunei’ de las alumnas Nirvana Fraga y Astrid Ulasik, y la docente Laura
Vico del Liceo Dr. Medulio Pérez Fontana. Este proyecto utiliza el mejillén dorado como
bioindicador de calidad de un curso de agua para evaluar la bioacumulacion de estos seres
vivos en ese punto durante un periodo de tiempo y no solo en un instante como lo permiten
hacer los parametros fisicoquimicos como pH, O2 disuelto, temperatura y turbidez. En el
mismo se seleccionan puntos del Rio Uruguay y se monitorean pero no se llega a hacer
recuento de células uni y multinucleadas. La técnica utilizada de extraccion de hemolinfa se
hizo del pericardio, pero en nuestro caso se utiliza la técnica del musculo aductor posterior
ya que esta permite extraer la hemolinfa con mayor facilidad. Esta técnica fue sugerida por
la investigadora del CONICET Jaqueline Caffetti de Argentina., con quien se mantiene
comunicacion en varias instancias de esta investigacion.

Se seleccionan cuatro puntos de la ciudad de Carmelo en el cual se vierten
diferentes contaminantes dos de ellos en el Arroyo de las Vacas donde aguas arriba se
vierten residuos de la planta pasteurizadora de leche, aguas residuales de criaderos de
cerdos, aves y vacunos de los campos linderos, y aguas que llegan desde la zona de
plantaciones durante periodos de lluvia por escurrimiento, principalmente vifiedos. También
hacen su aporte los desechos domiciliarios de la ciudad (ver mapa google earth). Los
puntos restantes se ubican en el Rio de La Plata inmediatamente a la salida del Arroyo de
las Vacas, donde llegan todos los cursos de agua con los contaminantes que reciben agua
arriba del Rio Parana y Uruguay, y Arroyo de las Vacas ya descrito anteriormente

Los principales parametros que se utilizan para determinar la calidad de aguas son:

- Turbidez: se debe a los sélidos suspendidos, y esto afecta a la dispersion de la luz.
Puede ser causada por particulas de arcilla o lodo, descargas de liquido doméstico o
industrial, o por presencia de gran numero de microorganismos. También puede ser
causada por burbujas muy pequefias de aire. La turbidez es un factor ambiental importante
en las aguas naturales, y afecta al ecosistema ya que la actividad fotosintética depende en
gran medida de la penetracion de la luz. Las aguas turbias tienen, , una actividad



fotosintética mas débil. En el caso del mejillon, es un animal filtrador por lo que las
particulas que estan alli ingresan a su cuerpo y permanecen un tiempo, por lo que se indica
como un buen bioindicador.

- Temperatura: Es un parametro de facil determinacién, tanto en campo como en
laboratorio. En general interesan las modificaciones de temperatura que resultan de una
determinada intervencion, por ejemplo descarga de desechos. El ascenso de la
temperatura de un cuerpo de agua puede generar modificaciones en la biota que en él
habita, ya sea por via directa como a través de modificaciones (descenso) en el oxigeno
disuelto disponible al variar el nivel de saturacion y aumentar las tasas metabdlicas de
procesos bioldgicos en los que se consume oxigeno. Su alteracidén suele deberse a su
utilizacién industrial en procesos de intercambio de calor (refrigeracion). Influye en la
solubilidad de los gases y las sales. Temperaturas elevadas implican aceleracion de la
putrefaccion, con lo que aumenta la DBO y disminuye el oxigeno disuelto.

- pH: La mayoria de las aguas naturales tiene un pH cercano al neutro.
Aproximadamente el 95 % de todas las aguas naturales tiene un pH entre 6 y 8, debido a la
presencia de diéxido de carbono disuelto proveniente de la atmdsfera. Los valores de pH
extremos en aguas no son compatibles con la presencia de formas de vida superiores.
Asimismo, las fluctuaciones amplias del pH del medio condicionan la permanencia de
especies con rangos de tolerancia estrechos. Las aguas contaminadas con vertidos
mineros o industriales pueden tener pH muy acido. El pH tiene una gran influencia en los
procesos quimicos que tienen lugar en el agua, actuacion de los floculantes, tratamientos
de depuracidn, y otros

- El oxigeno disuelto OD: indica la presencia de oxigeno molecular 02 disuelto en la
masa de agua y en consecuencia disponible para la respiracion de los organismos aerobios.
Se puede determinar tanto en campo (con una sonda adecuada) como en laboratorio. El
valor que suele tomarse como limite minimo para sostener la presencia de formas de vida
medianamente complejas en un cuerpo de agua es de 5 mg/L de OD. Desde el punto de
vista de las variables fisicas del ambiente, la temperatura y la salinidad condicionan el valor
del OD de saturacién en el agua. Desde el punto de vista de la actividad bioldgica, la
presencia de materia organica conduce a procesos que consumen OD, esto puede darse en
la masa de agua o en el fondo del cuerpo de agua como demanda benténica. Asi como la
presencia de organismos fotosintéticos aporta OD durante las horas de luz solar. A mayor
temperatura o mayor salinidad, menor concentracién de oxigeno disuelto de saturacién.
Las aguas superficiales limpias suelen estar saturadas de oxigeno, lo que es fundamental
para la vida. Si el nivel de oxigeno disuelto es bajo indica contaminacion con materia
organica, mala calidad del agua e incapacidad para mantener determinadas formas de vida.

Los analisis quimicos del agua para determinar la calidad son caros, porque muchos
de ellos no se pueden realizar en el laboratorio de un centro educativo, y se deben enviar a
laboratorios especializados, por o que se decide trabajar con un bioindicador . Para esta
investigacion se elige al mejillon dorado, Limnoperma fortunei. Se realiza esta seleccion
teniendo en cuenta una serie de datos recabados del trabajo de Ulasik A. y Fraga Nirvana
que utilizan este bivalvo como bioindicador en la zona de Nueva Palmira:

- Es una especie exdtica invasora, que se adapta muy bien a este ecosistema Este
molusco tiene origen asiatico y su transporte hasta esta region de América Latina puede



haberse realizado en su estado larval por medio de las embarcaciones comerciales cuyos
tanques de agua dulce (usada en los bugues como contrapeso) son vaciados en los
puertos de destino. Por lo anteriormente explicado no es una especie de prioridad para
conservary proteger.

- Su tamanio en el periodo adulto (3 afios) es como maximo de 35 mm, este tamafio
es el adecuado para poder hacer los estudios ya que permite observar con facilidad su
anatomia interna, en particular el musculo aductor posterior. (Fraga N., 2017)

- Es un bivalvo con alta capacidad reproductiva. Por lo que se encuentran gran
cantidad de individuos facilmente. Su ciclo de vida es de 3 0 mas afios. Esto asegura su
abundancia y la posibilidad de utilizarlo

- Es de amplia distribucion, lo encontramos en todos los rios y arroyos de la region,
por lo que es muy practico obtener los ejemplares para investigar. Son muy abundantes en
la costa de Carmelo tanto en la playa como el Arroyo de las Vacas,

- Tiene habitos epifaunales, vive toda su vida adherido a diferentes sustratos, por
medio de filamentos del biso, puede ser cualquier sustrato duro, ya sea natural, como
troncos, vegetacion acuatica y limo-arenoso-compacto-, o artificial, como muelles,
espigones, cafos, etcétera. (Fraga N., 2017). Por esto Ultimo causan muchos dafos y
deben ser removidos y eliminados periodicamente de estos lugares.

- Son faciles de extraer del lugar, ya que habitan a pocas profundidades, no es
necesario sumergirse ni nadar.

- La falta de movilidad permite que sea considerado un buen bioindicador u
organismo centinela definiéndose este como “ser vivo que aporta informacion sobre la
calidad del medioambiente a partir de un marcador puntual, en este caso el dafio genético
observable a través del test de microntcleos “(Gutiérrez, 2013)

- Durante toda su vida estan expuesto al mismo flujo de agua y por lo tanto obtiene
los nutrientes y contaminantes que alli se encuentran debido a que se alimentan por
filtracion de macroparticulas disueltas en agua.

- Una vez recolectados se logran mantener con pocos cuidados en un laboratorio,
utilizando solo pecera y oxigenador.Se debe tener en cuenta cambiar el agua para asegurar
su alimentacién y traer la misma del mismo lugar donde fueron recolectados.

Segun la investigacion realizada por Caffeti sobre la evaluacién genotoxica y el
monitoreo ambiental consideramos relevante utilizar Limnoperma fortunei para el ensayo
de micronucleos, porque permite evaluar el daino cromosdmico durante la division celular,
esta técnica rapida y sencilla sirve para observar y cuantificar al microscopio 6ptico el
dafio ocurrido a nivel celular de un organismo y compararlo con variables fisico/quimicas
como pH, temperatura, oxigeno disuelto y turbidez. Dichos parametros permitir obtener
datos de lo que esta ocurriendo en el momento pero no de lo que ha sucedido durante el
transcurso de la vida del mejillén en el curso de agua. (Fraga N., 2017)

Objetivo general:

- Determinar la contaminacion ambiental en relacion a la cantidad de contaminantes



de cuatro puntos estratégicos de la ciudad de Carmelo utilizando el test de micronucleos
de hemolinfa de Limnoperma fortunei

Objetivos especificos:

-Buscar los puntos estratégicos para recolectar los mejillones

-Cuantificar el numero de células micronucleadas de hemolinfa de Limnoperma fortunei en
2 puntos del inicio del Rio de la Plata (Costa de ciudad Carmelo) y en 2 puntos del Arroyo
de las Vacas

-Vincular la alteracion genética de Limnoperma fortunei con parametros fisicoquimicos y la
cantidad de contaminantes que se vierten en la ciudad de Carmelo

Hipétesis:

Hay un mayor numero de células polinucleadas de Limnoperma fortunei en Arroyo
de las Vacas debido al mayor numero de contaminantes que recibe.

CRONOGRAMA
2018 Buscar Realizar el Determinar Andlisis de Reelaboracié
informacién | marco los puntos datosy n del informe
del tema. tedricoy de elaboracion
plantear extracciony | del informe
objetivos e medir
hipétesis parametros y
analisis
Marzo/Abril
Mayo
Junio
Julio
Agosto
Septiembre
MATERIALES Y METODOS:

Disefno experimental:

*Se seleccionan 4 puntos de cursos de agua de Carmelo que tienen diferente




impacto ambiental para la extraccion de Limnoprma fortunei:
1- Playa Seré
2
3
4

Playa Treintay Tres

Arroyo de las Vacas Punto A

Arroyo de las Vacas Punto B

Google Earth

Haz cic en imdgenes histéricas desde o afio 2013

* Estos cuatro puntos se consideran estratégicos porque alli se realizan bafios, deportes
acuaticos y clases de natacion durante la temporada estival, por lo tanto son utilizados por
la poblacion carmelitana, el turismo interno y del exterior sobre todos argentinos. También
al encontrarse un muelle se constata la presencia de mejillones. Y esto facilita el acceso y
recoleccion, esta ultima es muy dificil cuando crece el rio y esto debe tenerse en cuenta
para elegir el lugar de recoleccién.

* Se colectan la misma cantidad de mejillones de cada punto manteniéndolos vivos en una
pecera con agua recogida en el lugar de origen. En esta oportunidad se miden: temperatura,
pH, turbidez y oxigeno disuelto.

-Se extrae la hemolinfa de 4 mejillones de cada punto para su posterior observacion.
-La hemolinfa se extrae con aguja para insulina buscando el corazon

-Se centrifuga y luego se hace extendido sobre un portaobjetos.

-Se deja secar y se lava con alcohol

-Se deja secar y se tifie por 10 minutos con azul de metileno

-Lavado con agua, observacion y recuento de células uni y multinucleadas

Debido al tamafio de los mejillones colectados, (1,5 cm los mas grandes) esta
técnica hizo imposible tomar muestras puras de hemolinfa. Al intentar llegar al pericardio
se extraia agua de filtrado en la cual se observaron en las muestras importante cantidad de
organismos unicelulares ciliados con importantes vacuolas.



Se consulta con Jaqueline Cafetti investigadora Argentina de CONICET y nos

asesora para extraer hemolinfa del musculo aductor posterior.
Técnica 2-
1-Tomar 2 mejillones de igual tamafio de cada muestra

2-Raspaldo con un bisturi en su borde

3-Introducir un bisturi, abriendo ambas valvas y observar el musculo aductor

posterior
4-Introducir aguja de insulina en el musculo y extraer hemolinfa
5-Depositar sobre un portaobjetos y hacer extendido
6-Dejar secar, lavar con alcohol
7-Dejar secar y tefiir por 10 minutos con azul de metileno

8-Oservar al microscopio 6ptico .Contar células uni y multinuclead

Foto tomada por Daniela Pérez

Musculo
aductor

foto de células
RESULTADOS:

Datos de recuento de células uni y multinucleadas en los puntos seleccionados:

Fecha No. de células No. de células Total de
18/09/2018 uninucleadas multinucleadas Células
Portaobjetos 1 Arroyo de las 10 1 11

Vacas A




Portaobjetos 2 Arroyo de las 7 3 10
Vacas B

Portaobjetos 1 Rio de la Plata 8 0 8
Playa Treintay Tres

Portaobjetos 1 Rio de la Plata 11 1 12
Playa Seré

Se debe mencionar que actualmente se esta trabajando en el recuento de células uni y
multinucleadas de 4 puntos. Ya se tomaron datos de parametros fisicoquimicos de los

lugares antes mencionados

Parametros | pH Turbidez O2disuelto Temperatura | Observacion
Fisicoquimic (NTU) mg/I °C es
0s Fecha
Arroyo delas | 5,8 45 8.32 15 15/7/2018
Vacas
Rio de la 7.2 10 15.22 14 15/7/2018
Plata
Parametros pH Turbidez O2disuelto Temperatura | Observacione
Fisicoquimico (NTU) mg/I °C s
S Fecha
Arroyo delas | 7,20 26 12,33 14,5 21/09/2018
Vacas. Punto
A
Arroyo delas | 7,21 46,02 8,32 17,7 21/09/2018
Vacas. Punto
B
Rio de la Plata | 7,77 36,12 16,33 16,1 21/09/2018
Playa Treinta
y Tres
Rio delaPlata | 7,2 25 14,22 16 21/09/2018
Playa Seré
DISCUSION:

De acuerdo a los datos de los parametros fisicoquimicos obtenidos en los 2 puntos
seleccionados, los de la playa de Carmelo: el pH, turbidez y 0 2 disuelto indican que el
estado del agua es mejor en el Rio de la Plata (playa Seré) que en el Arroyo de las Vacas.
La temperatura practicamente no varia como era de esperarse. En esta primera etapa de
observaciones de muestras podemos ver que hay mayor numero de células polinucleadas
en Arroyo de las Vacas, hecho que coincide con peores datos de parametros




fisicoquimicos del lugar. Segun la hipétesis esto es lo esperado. Al arroyo llegan los
vertidos de la planta pasteurizadora de leche, aguas residuales de criaderos de cerdos,
aves y vacunos de los campos linderos, y las aguas que llegan desde la zona de
plantaciones, principalmente vifiedos; también de los desechos domiciliarios de la ciudad
(ver mapa) y la cercania de muchos basurero, hace que lleguen contaminantes al agua. En
la playa, si bien llega el agua de los rios Parana Y Uruguay, es mas ancho y la corriente los
lleva alejandolos de la costa. El agua que llega a la playa es de zonas de bafados y monte
donde no hay plantaciones, criaderos de animales ni industrias, solo se encuentran algunos
pequefios basureros ocasionales no permitidos que se limpian periédicamente, el
saneamiento desemboca un kildmetro después de terminada la zona de playas y la
corriente los lleva lejos de las mismas.

Es dificil extraer hemolinfa de ejemplares pequefios con la técnica de llegar al
pericardio. La técnica de musculo aductor facilita la extraccion de hemolinfa, su color
blanquecino es observable a simple vista.
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