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A mis sobrinos y ahijado,
“Ningun sonador es demasiado
pequeiio, ningin sueilo es
demasiado grande.”



Mi pueblo

La Hermosa.

Bafiada por el sol.
Coreada por el trino de tus aves.
Siguiendo tus calles voy.

Tus noches hermosas, ya no son.
Tu puente
Sus aguas, sin su antigua limpidez.
Tu camino blanco al anochecer...
Su sendero que pretendo seguir
Y quedo anonadado,

Sin comprender.

(Qué pasa en mi?

(Qué pasa en ti?

La civilizacidn te ha alcanzado
Ya no hay mafiana de paz
iOH! si pudiera brindarte la paz que te quedo atras.

Miguel Angel Machado (27-9-1981)



INDICE

RESUMEN --- --- 1
ABSTRACT--- --- --- ---5
INTRODUCCION GENERAL
Actividades antrépicas y degradacion del ambiente 9
Ecotoxicologia - 11
Bioensayos- --- 12
Anfibios anuros como bioindicadores- 14
Ecotoxicologia de anfibios --- - 16
CAPITULO 1: AREA Y ESPECIES DE ESTUDIO
1.1. Introduccion
1.1.1 Descripcion de los recursos naturales de Argentina---------------- 20
1.1.2 Actividades antrépicas - --20
1.1.3 Especies de estudio - - --28
1.1.4 Induccion artificial de la reproduccion --31
1.2Materiales y Métodos
1.2.1 Seleccion de los sitios de muestreo-----------==-==-mmmmmmmmmmm oo 32
1.2.2 Caracterizacion climatica del periodo estudiado (2015-2018) ---------- 32
1.2.3 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento 33
1.2.4 Relevamiento de anfibios - ---33
1.2.5 Induccion de la reproduccion de Boana pulchella 34
1.2.6 Andlisis estadisticos - ---36
1.3 Resultados
1.3.1 Descripcion de 10S Siti0S -===-=======m==mmmmmm e 37
1.3.2 Caracterizacion climatica del periodo estudiado (2015-2018) --------- 47
1.3.3 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento
de los sitios de estudio ---48
1.3.4 Relevamiento de anfibios 55



1.3.5 Induccion de la reproduccion en B. pulchella - -60
1.4 Discusion y Conclusion 61

CAPITULO 2: CARACTERES MORFOLOGICOS
LARVARIOS SENSIBLES A FACTORES DE ESTRES.

2.1 Introduccion

2.1.1 Larvas de anuros como modelo de estudio 65
2.1.2 Descripcion de la Anatomia larval normal---- - -66
2.1.3 Descripcion del desarrollo normal-----=--==========emmcmmmmmmem e 67
2.1.4 Alteraciones en el desarrollo larval------=-==-===emmemmommmm oo 73

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Colecta de huevos y mantenimiento en laboratorio----------------------- 77

2.2.2 Descripcion de larvas normales - --- --77

2.2.3 Analisis de larvas anormales --- --- --78

2.2.4 Analisis de datos--- 80
2.3 Resultados

2.3.1 Descripcion de larvas normales--------=-==-=-=mmmmmmmmmmmm oo 80

2.3.2 Anadlisis de larvas anormales - --84
2.4 Discusion y Conclusion - 91

CAPITULO 3: BIOENSAYOS CON SEDIMENTOS

3.1 Introduccion

3.1.1 Composicion y estructura de los sedimentos- --- --96
3.1.2 Los sedimentos como destino final de los contaminantes---------------- 97
3.1.3 Bioensayos con sedimentos como herramienta bioanalitica ------------- 99
3.1.4 Bioensayos de sedimento con larvas de anuros----------- 101

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Colecta de sedimentos - 105
3.2.2 Organismos Prueba -105
3.2.3 Adecuacion del protocolo para las especies de estudio. ---------------- 106

3.2.4 Puntos Finales Evaluados - 109




3.2.5 Control de la calidad del agua y sedimentos 109

3.2.6 Anélisis estadistico asociado con los bioensayos- 110
3.3 Resultados

3.3.1 Condiciones de ensayo --- --110

3.3.2 Bioensayos de toxicidad aguda con sedimento completo EG25-------- 112

3.3.3 Bioensayos de toxicidad aguda con sedimentos

empleando embriones (EGS) --120
3.3.4 Evaluacion de la sensibilidad en diferentes etapas del desarrollo------ 126
3.3.5 Bioensayo cronico con Rhinella arenarum --- -136
3.3.6 Bioensayo utilizando diluciones de sedimento --- 140

3.3.7. Interpretacion integral de resultados obtenidos de la aplicacion

de la herramienta bioanalitica desarrollada y sus variantes- 141

3.4 Discusion y Conclusion del capitulo 143

CAPITULO 4: EVALUACION DE LARVAS A CAMPO

4.1 Introduccion

4.1.2 Anfibios como bioindicadores de calidad ambiental. 150

4.1.2 Factores que determinan la magnitud del impacto

de la contaminacion - 152

4.1.2 Efectos subletales - 153
4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Area de estudio 157

4.2.2 Toma de muestras --- 158

4.2.3 Procesamiento y abordaje de la morfologia larvaria--------------------- 158

4.2.4 Atlas de anormalidades 160

4.2.5 Analisis estadisticos 160
4.3 Resultados

4.3.1 Sitios de estudio 161

4.3.2 Muestreos-- --- --- 162

4.3.3 Analisis de la Morfologia larvaria--- -163




4.3.4 Integracion e Inferencia de la calidad ambiental 175

4.3.5 Nomenclatura unificada de Anormalidades --- 776
4.4 Discusion y Conclusiones 184
CONSIDERACIONES FINALES Y CONCLUSIONES---------- 190
BIBLIOGAFIA S
ANEXOS
Anexo I-Produccion Cientifica vinculada con la tesis -------------- 227

Anexo II-Lista de publicaciones ecotoxicolégicas con
referencia en anormalidades de anuros 229

Anexo III-Protocolo de Bioensayo 237

Anexo VI Tablas correspondientes al capitulo 3------------- ---245



AGRADECIMIENTOS

Mi mas profundo agradecimiento a todos aquellos que me acompafaron, guiaron y
apoyaron en este camino.

Al CONICET, por su beca que permitié que me dedique exclusivamente a esta tesis.

A la UNLP y la FCNyM por brindarme una educacion publica, gratuita y de calidad.

A mis directores, Guillermo Natale y Leandro Alcalde, por guiarme y brindarme siempre
su apoyo durante estos afios de trabajo.

A los jurados de la tesis por las sugerencias y correcciones realizadas.

Al CIM por otorgarme el lugar para desarrollar mis tareas y a toda su gente por la ayuda
brindad en cada momento. En especial a Alicia Ronco (Nina) en su memoria por sus
consejos, apoyo y ayuda. A Leticia Peluso quien en muchos sentidos cumpli6 tareas de
directora sin serlo, a Pablo Demetrio y Federico Rimoldi por estar siempre respondiendo
dudas y brindando una mano cuando la he necesitado y muy especialmente a los que
conformaron y conforman el grupo Anfibio (Carolina, Nadia, Juan Manuel, Florencia,
Evelina, Valeria, Emilia, Federico) por su compafierismo y apoyo constante, asi como
también a los pasantes que colaboraron activamente con la ejecucion de esta tesis.

A Horacio Beldustegui, quien me abri6 las puertas de su fundacion y me acerco al estudio
de los anfibios.

A mi familia que siempre me apoyd incondicionalmente. A mis padres, por darme la
posibilidad de estudiar e incentivarme a hacerlo y por ensefiarme a no bajar los brazos. A
mis hermanos, por estar siempre. A mis sobrinos por llenarme de felicidad. A mis tias,
tios, primos y primas por su incondicional apoyo desde el inicio y por estar siempre
atentos a las salidas de ranas y sapos para avisarme. A Moénica y Roberto por el apoyo y
acompanamiento.

Agradezco a mis abuelos, por motivarme el espiritu y a seguir los suefios.

A Agustin, por ser mi compafiero de vida, por su apoyo y paciencia.

A mis amigos, Agustina, Agustin, Maila, Milagros, Nadia, Nicole, Patricio y Sabrina, con
quienes comparti largos afios de la carrera de grado y a quienes vuelvo a elegir para
compartir mi vida.



RESUMEN

Las actividades antropicas generan presiones ambientales que en muchos casos superan la
capacidad de depuracion, adaptacion y regulacion de los patrones normales de estabilidad
que poseen los ecosistemas, poniendo en riesgo su integridad y la calidad del ambiente. Este
trabajo de tesis doctoral en su concepcion y desarrollo se ubica en el seno de la
Ecotoxicologia, una disciplina cientifica emergente que provee estrategias de evaluacion y
diagnostico de los efectos de la contaminacion sobre los ecosistemas y los elementos que los
componen.

Considerando por un lado, que los anfibios poseen ciertas caracteristicas biologicas que los
disponen como especies indicadoras, utiles para medir efectos causados por cambios locales
en el ambiente, y que la ocurrencia de anormalidades morfoldgicas en individuos presenta
relevancia biologica, se planted desarrollar, a partir del estudio detallado de la presencia de
anormalidades y alteraciones en los patrones normales del desarrollo de larvas de dos
especies autoctonas (Boana pulchella y Rhinella arenarum), valores de referencia que
permitan utilizar la ocurrencia de diferentes tipos de anormalidades y su frecuencia de
aparicion como biomarcadores (puntos finales de evaluacion ecotoxicoldgicos), y a su vez
utilizar a los anuros como bioindicadores de calidad ambiental para finalmente promover su
empleo e incorporacion en estrategias de diagndstico ambiental.

El desarrollo del plan de trabajo se presenta en 4 capitulos en los que se abordan de manera
detallada los objetivos especificos. Estos siguen un orden que refleja el avance en la
investigacion y hacia el final se integran los resultados en virtud de alcanzar el objetivo
general.

En el primer capitulo se presenta una descripcion del area de estudio, la cual se ubica en la
Ciudad de La Plata y alrededores. Dentro del area de estudio se identificaron 4 problematicas
ambientales evidentes: Agricultura, Urbanismo, Industrializacion y Descargas cloacales.
Ademas, se selecciond un area como zona de referencia, con caracteristicas ambientales
similares, pero sin influencia directa de estas actividades antropicas. Dentro de estas zonas
se seleccionaron un total de 28 sitios de estudio, los que cumplieron con ciertos criterios de
accesibilidad, influencia de actividades antrdpicas e indicios evidentes de contaminacion. En
cada sitio se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica de la calidad del agua y sedimentos.
Complementariamente, se realizé una revision exhaustiva de trabajos cientificos publicados
que presentaran informacion de la presencia de contaminantes en las zonas de estudio. La
interpretacion conjunta de los resultados obtenidos y de la informacion proveniente de las
publicaciones existentes permitid caracterizar los sitios de estudio en relacion con las
problematicas que los afectan. A partir de datos cedidos por el Servicio Meteorologico
Nacional se realizo una caracterizacion climatica del periodo estudiado (2015-2018) y una
comparacion con el comportamiento normal esperado segun los datos del periodo 1981-
2010. Las fluctuaciones en las variables ambientales registradas se asociaron con la actividad



reproductiva de las especies estudiadas, y permitieron explicar eventos particulares. Los
relevamientos de las especies de anuros, siguiendo métodos normalizados, permitieron
determinar la riqueza de especies en cada sitio. En los sitios de referencia se hallaron un total
de 13 especies (entre ellas las dos especies seleccionadas), en el resto de los sitios la riqueza
especifica fue menor. Los resultados obtenidos permitieron distinguir a las especies, Scinax
squalirostris; Scinax granulatus; Odontophrynus americanus, Ceratophrys ornata;
Leptodactylus gracilis como candidatos para ser utilizados como indicadores. Para una de las
especies seleccionadas (Boana pulchella), y con la intencion de lograr la reproduccion en
cautiverio, se realizaron estudios detallados de aspectos reproductivos. A saber, se realizaron
monitoreos en sitios de referencia obteniéndose datos morfométricos de hembras y machos
en diferentes etapas del ciclo reproductivo, lo que permiti6 determinar el estado 6ptimo para
la reproduccion. Los individuos colectados fueron utilizados para la induccion artificial de la
reproduccion mediante el método AMPHIPLEX en reiteradas oportunidades. E1 método
resultd exitoso en dos ocasiones y en la totalidad de las inducciones se evidenciaron
respuestas a nivel reproductivo: emision de canto nupcial y coloracion del saco bucal en
machos, formacion de amplexos, y colocacion de huevos siguiendo los patrones normales
descriptos para la especie.

En el segundo capitulo se describe el desarrollo normal de larvas de B. pulchella y R.
arenarum en condiciones de laboratorio. Para ello se colectaron puestas en los sitios de
referencia y se mantuvieron en condiciones controladas de laboratorio realizando
extracciones (mediciones y fijaciones) de individuos a intervalos de tiempo regulares. Dichos
procedimientos permitieron obtener informacion suficiente para calcular de manera precisa
las tasas de crecimiento, desarrollo y supervivencia, y realizar una descripcion cuali y
cuantitativa del desarrollo larval normal de las especies de estudio y establecer los pardmetros
estimados como valores de referencia. Una vez estudiados los caracteres morfoldgicos
normales de las larvas y valores de referencia, se procedio a caracterizar las anormalidades
presentes en larvas como consecuencia de su exposicion a contaminantes. En una primera
instancia se realiz6 un estudio comparativo de las anormalidades presentes en larvas de
Rhinella arenarum procedentes de bioensayos, mediante los cuales las larvas fueron
expuestas a 10 contaminantes de relevancia ambiental incluyendo metales y plaguicidas.
Dicho analisis permiti6 identificar mas de 20 tipos de anormalidades. Luego, se realiz6 una
busqueda bibliografica exhaustiva de publicaciones que informaran sobre la presencia de
anormalidades en larvas de anfibios. Se analizaron en detalle y se realizaron comparaciones
entre las descripciones buscando identificar patrones comunes, asi como también detectar
diferencias, desacuerdos y contradicciones. Finalmente, se propuso una lista con la
nomenclatura revisada y unificada, acompafiada de una descripcion de cada una de las
anormalidades junto con una valoracion de su gravedad segin su implicancia en la
supervivencia de los individuos. Esta lista sirvio de guia para la identificacion de las
anormalidades detectadas en los bioensayos y en las larvas de campo (Capitulos siguientes).
Los resultados permiten asociar la expresion de anormalidades con la exposicion a



determinados factores de estrés, esto aporta evidencias para proponer la presencia de
anormalidades en larvas de anuro como punto final de evaluacion. En el capitulo 3 se describe
en detalle la adecuacion y puesta a punto de los bioensayos de toxicidad con sedimentos que
plantea la incorporacion de larvas de especies autoctonas. Para ello se evalud el patron de
respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas de B. pulchella y R.
arenarum expuestas a sedimentos provenientes de los sitios de estudio. Inicialmente, los
protocolos de bioensayos con sedimentos y larvas de anuros estandarizados por USEPA
(1996) y ASTM (2007) se analizaron en detalle. Ademas, se cotejo la informacion existente
sobre la biologia, ecologia y cria de las larvas de las especies de estudio. Con la informacion
obtenida se determinaron las mejores condiciones para cada especie y se confecciono un
protocolo. Una vez establecido el protocolo se puso a prueba con numerosos ensayos, los que
permitieron evaluar su utilidad, su practicidad y realizar ajustes y mejoras. La adecuacion y
puesta a punto de los protocolos normalizados para ser utilizados con las especies autoctonas
propuestas, se llevo a cabo exitosamente. Se realizaron un total de 12 bioensayos en los que
se evaluaron los siguientes puntos finales: mortalidad, crecimiento, desarrollo,
comportamiento y presencia y frecuencia de anormalidades. Una de las variaciones del
protocolo consistid en realizar bioensayos empleando estadios mas tempranos del desarrollo
como lo es el estadio (STD) 8 (blastula con segmentacion media), considerando que la
exposicion en etapas tempranas del desarrollo aumentaria la probabilidad de ocurrencia de
malformaciones, lo que provocaria un aumento no solo en el numero (frecuencia de
ocurrencia), sino en la gravedad de las anormalidades evaluadas. Posteriormente, y con el
objetivo de conocer la sensibilidad de las diferentes etapas del desarrollo, se realizaron
bioensayos con sedimentos en tres etapas relevantes: embriones en STD 8 y larvas en STD
25 y 30. Esto permitié conocer la sensibilidad de la respuesta en cada etapa y realizar
comparaciones, posibilitando obtener informaciéon muy valiosa para el desarrollo de la
herramienta propuesta. Finalmente, con el objetivo de obtener informacion complementaria
que permita comprender la respuesta de la herramienta y su versatilidad, se probo el
procedimiento propuesto realizando un ensayo de exposicion a sedimentos desde STD 8
(embrion) hasta la metamorfosis con la especie Rhinella arenarum. Este permitio obtener
informacion valiosa sobre la respuesta en diferentes etapas y corroborar algunas hipotesis
sobre la gravedad y consecuencia de las anormalidades. Por otra parte, con el objetivo de
obtener informacidon mas detallada sobre la toxicidad de los sedimentos que resultaron mas
toxicos al evaluar mortalidad, se realizaron bioensayos empleando diluciones de dichos
sedimentos, lo que permiti6 obtener informacion sobre efectos subletales. La totalidad de los
bioensayos realizados en este capitulo permiti6 corroborar la factibilidad de los
procedimientos desarrollados y la utilidad de la herramienta bioanalitica propuesta, la que
demostrd ser sencilla, practica, de bajo costo y precisa en cuanto a sus resultados. La
aplicacion de esta herramienta permitio clasificar los sedimentos provenientes de los sitios
estudiados segun su toxicidad. Ademads, el empleo de la ocurrencia y frecuencia de
anormalidades, como posible biomarcador y punto final de evaluacion, resultd ser una
herramienta Util que brinda informacion relevante y complementaria al empleo de puntos
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finales usados convencionalmente (mortalidad, crecimiento y desarrollo). Los resultados
obtenidos en este capitulo, constituyen lineas de evidencia a favor de la utilidad de B.
pulchella como especie modelo de estudio sensible y util al momento de evaluar efectos en
ecosistemas acudtico y evidencia la importancia de evaluar la exposicion desde etapas
tempranas del desarrollo. Por ultimo, en el capitulo 4 se emplea el conjunto de caracteres
morfologicos externos propuestos en los capitulos 2 y 3, incorporando el andlisis de
caracteres morfologicos internos para evaluar grupos de larvas provenientes de los sitios de
estudio. Para ello se consideraron los sitios en los que se detecto la presencia y reproduccion
de ambas especies estudiadas, y se realizaron muestreos a lo largo del ciclo larval. Las larvas
colectadas fueron anestesiadas y fijadas en formol para posteriores analisis en laboratorio.
Cada larva fue analizada en detalle bajo lupa estereoscopica determinando y registrando la
presencia de anormalidades, ademas de variables como tamaio y estadio del desarrollo. Con
fines comparativos, se seleccionaron grupos de larvas de aspecto normal, y grupos de larvas
malformadas, en estadios avanzados, y se procedio a la diseccion y prospeccion de anomalias
en los 6rganos internos. Complementariamente, algunos individuos fueron procesados con
tinciones que permitieron analizar el desarrollo del condrocraneo y la musculatura
mandibular. Los resultados  permitieron estimar la frecuencia de ocurrencia de
anormalidades y comparar el patron de respuesta de las larvas expuestas mediante bioensayos
con las observaciones realizadas de larvas procedentes de los sitios de estudio. Ello posibilitd
corroborar no solo la versatilidad y utilidad de la herramienta aqui propuesta sino también su
aplicacion en campo. La interpretacion de los resultados obtenidos y su contextualizacion en
el marco teorico aqui expuesto, permiten concluir que la presencia de larvas de diferentes
especies de anuros, brinda informacion sobre la calidad del ambiente. Por otro lado la
evaluacion de puntos finales subletales en larvas de anuros provenientes de ecosistemas
acuaticos naturales y antropizados, brindan informacién que permite inferir la calidad del
ambiente y el estado del ecosistema. El hallazgo en el campo de larvas anormales posee gran
relevancia ecoldgica y es un indicador de la ocurrencia previa de un evento de estrés sobre el
ecosistema. Considerando los resultados obtenidos y la experiencia adquirida, finalmente se
propuso un atlas de anormalidades con la nomenclatura revisada y unificada, acompafiado de
una descripcion de cada una de las anomalias junto con una evaluacion de su severidad de
acuerdo a su implicacion en la supervivencia de los individuos.



ABSTRACT

Anthropic activities generate environmental pressures that frequently exceed the purification,
adaptation and regulation capacity of ecosystems, putting at risk their integrity and the quality
of the environment. This thesis was formulated and developed within the Ecotoxicology, an
emerging scientific discipline that provides strategies for evaluation and diagnosis of the
effects of pollution on ecosystems and their elements. In this context, it was considered that
amphibians have certain biological characteristics that make them useful indicator species to
measure effects caused by local changes in the environment, and that the occurrence of
morphological abnormalities in individuals has biological relevance. Therefore, the
development of reference values that allow the use of the occurrence of different types of
abnormalities and their frequency of appearance as biomarkers (endpoints of
ecotoxicological evaluation), and the use of anurans as bioindicators of environmental quality
to finally promote their employment and incorporation into environmental diagnostic
strategies was proposed. Such values were developed from the detailed study of the presence
of abnormalities and alterations in the normal patterns of development of larvae of two native
species (Boana pulchella and Rhinella arenarum), reference values that allow the occurrence
of different types of abnormalities and their frequency of appearance to be used
as biomarkers ( ecotoxicological evaluation endpoints ), and in turn use anurans
as bioindicators of environmental quality to finally promote their use and incorporation into
environmental diagnostic strategies.

The development of this study is presented in four chapters in which specific objectives are

addressed in detail. These follow an order that reflects the progress in the investigation. The
results are integrated towards the end to reach the overall objective.

The first chapter presents a description of the study area, which is in the City of La Plata and
surroundings. Within the study area, four apparent environmental problems were identified:
Agriculture, Urban Planning, Industrialization and Sewer Discharges. In addition, an area
was selected as a reference zone, with similar environmental characteristics but without direct
influence of these anthropic activities. Within these areas, a total of 28 study sites were
selected, which met certain criteria of accessibility, influence of anthropic activities and signs
of contamination. A physicochemical characterization of water and sediment quality was
performed at each site. In addition, an exhaustive review of published scientific papers that
presented information on the presence of contaminants in the study areas was carried out.
The joint interpretation of the results obtained and the information from the existing
publications allowed characterizing the study sites in relation to the problems that affect
them. Based on data provided by the National Meteorological Service, a climatic
characterization of the period studied (2015-2018) and a comparison with the expected
normal behavior according to the data for the period 1981-2010 were made. Fluctuations in
the environmental variables recorded were associated with the reproductive activity of the
study species and allowed to explain particular events. Anurans sampling, following
standardized methods, allowed to determine the species richness in each site. A total of 13
species were found in the reference sites (including the two selected species) while in the rest
of the sites the specific richness was lower. The results obtained allow us to distinguish the
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species, Scinax squalirostris ; Scinax granulatus ; Odontophrynus americanus ; Ceratophrys
ornata ; Leptodactylus gracilis as candidates to be used as indicators. For one of the selected
species (Boana pulchella), and with the intention of achieving captive reproduction, detailed
studies of reproductive aspects were carried out. Thus, monitoring was carried out at
reference sites obtaining morphometric data of females and males at different stages of the
reproductive cycle, which allowed to determine the optimal state for reproduction. Collected
individuals were used for artificial induction of reproduction using the AMPHIPLEX method
on several occasions. The method was successful twice. In all the inductions, normal
reproductive behavior was registered: emission of mating calls and pigmented vocal sac in
males, amplexus, and laying of eggs following the normal patterns described for the species.
The second chapter describes the normal development of larvae of B. pulchella and R.
arenarum under laboratory conditions. Clutches of both species were collected at the
reference sites and kept under controlled laboratory conditions. Extractions of individuals
(measurements and fixations) were performed at regular intervals of time. These procedures
allowed obtaining enough information to accurately calculate growth, development and
survival rates, and to make a qualitative and quantitative description of the normal larval
development of the study species and to establish the estimated parameters as reference
values. Once the normal characters of the larvae were studied, we proceeded to characterize
the abnormalities in larvae exposed to contaminants. First, a comparative study of Rhinella
arenarum larval abnormalities exposed to 10 environmentally relevant contaminants,
including metals and pesticides, was carried out. This analysis allowed identifying more than
20 types of abnormalities. Then, an exhaustive literature search of publications that reported
on the presence of abnormalities in amphibian larvae was performed. They were analyzed in
detail and comparisons were made between the descriptions seeking to identify common
patterns, as well as to detect differences, disagreements and contradictions. Finally, a list with
the revised and unified nomenclature was proposed, accompanied by a description of each
of the abnormalities along with an assessment of their severity according to their implication
in the survival of the individuals. This list served as a guide for the identification of
abnormalities detected in bioassays and field larvae. The results allow associating the
expression of abnormalities with exposure to certain stress factors, this provides evidence to
propose the presence of abnormalities in anuran larvae as an evaluation end point.

Chapter 3 describes in detail the adequacy and development of sediment toxicity bioassays
with the incorporation of larvae of native species. Accordingly, the response pattern at the
individual level (lethal and sublethal effects) of larvae of B. pulchella and R. arenarum
exposed to sediments from the study sites was evaluated. Initially, the bioassay protocols
standardized by USEPA (1996) and ASTM (2007), with sediments and anuran larvae, were
analyzed in detail. In addition, the existing information on the biology, ecology and breeding
of the larvae of the study species was compared. Then, the best conditions for each species
were determined and a protocol was developed. Once the protocol was established, it was
tested with numerous bioaasays, which allowed evaluating its usefulness and making
adjustments and improvements. The adaptation and fine-tuning of the standard protocols to
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be used with the proposed native species was carried out successfully. A total of 15 bioassays
were performed in which the following endpoints were evaluated: mortality, growth,
development, behavior, and presence and frequency of abnormalities.

One of the introduced variations in the protocol was to perform bioassays using earlier stages
of development such as stage (STD) 8 (blastula with medium segmentation), considering that
an exposure in early stages of development would increase the probability of occurrence of
malformations, which would cause an increase not only in the number (frequency of
occurrence), but in the severity of the abnormalities evaluated.

Subsequently, and with the objective of knowing the sensitivity of the different stages of
development, bioassays with sediments were performed in three relevant stages of
development: embryos in STD 8§, and larvae in STD 25 and 30. This allowed knowing the
sensitivity of the response at each stage and making comparisons, making it possible to obtain
very valuable information for the development of the proposed tool. Finally, in order to
obtain complementary information that allows understanding the response of the tool and its
versatility, the proposed procedure was tested by performing a sediment exposure test from
STD 8 (embryo) to metamorphosis with Rhinella arenarum. This allowed obtaining valuable
information about the response at different stages and corroborating some hypotheses about
the severity and consequence of the abnormalities. On the other hand, in order to obtain more
detailed information on the toxicity of the sediments that were more toxic when assessing
mortality, bioassays were performed using dilutions of these sediments, which allowed
obtaining information on sublethal effects. The totality of the bioassays carried out in this
chapter allowed us to corroborate the feasibility of the procedures developed, and the
usefulness of the proposed bioanalytical tool, which proved to be simple, practical,
inexpensive and precise in terms of its results. Its application allowed classifying the
sediments of the study sites according to their toxicity. In addition, the use of the occurrence
and frequency of abnormalities, as a possible biomarker and endpoint of evaluation, proved
to be a useful tool that provides relevant and complementary information to the use of
frequently used endpoints (mortality, growth and development). The results obtained in this
chapter constitute lines of evidence in favor of the utility of B. pulchella as a sensitive and
useful study model species when evaluating effects on aquatic ecosystems, and shows the
importance of evaluating exposure from early stages of development

Finally, in chapter 4 the set of external morphological characters proposed in chapters 2 and
3 is used, incorporating the analysis of internal morphological characters to evaluate groups
of larvae from the study sites. The study sites considered were those where the presence and
reproduction of both species were detected. There, samples were taken throughout the larval
cycle. The larvae collected were anesthetized and fixed in formalin for further laboratory
analysis. Each larva was analyzed in detail under a stereoscopic magnifying glass
determining and recording the presence of abnormalities, as well as variables such as size
and stage of development. For comparative purposes, groups of larvae of normal and
malformed appearance, in advanced stages of development, were selected for dissection and
prospecting of abnormalities in internal organs. In addition, some individuals were processed
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with stains that allowed analyzing the development of the chondrocranium and mandibular
musculature. The sampling results allowed us to estimate the frequency of occurrence of
abnormalities, and compare the response pattern of the larvae exposed by bioassays with the
observations made on larvae from the study sites. This made it possible to corroborate not
only the versatility and usefulness of the tool proposed here but also the established procedure
and its sensitivity. The interpretation of the results obtained and their contextualization in the
theoretical framework presented here, allow us to conclude that the presence of larvae of
different species of anurans provides information on the quality of the environment. On the
other hand, the evaluation of sublethal endpoints in anura larvae from natural and anthropized
aquatic ecosystems provide information that allows us to infer the quality of the environment
and the state of the ecosystem. The finding in the field of abnormal larvae has great ecological
relevance and is an indicator of the previous occurrence of a stress event on the ecosystem.
Considering the results obtained and the experience acquired, finally, an atlas of
abnormalities with the revised and unified nomenclature was proposed, accompanied by a
description of each of the anomalies together with an evaluation of its severity according to
its implication in the survival of the individuals.



INTRODUCCION GENERAL

ACTIVIDADES ANTROPICAS Y DEGRADACION DEL AMBIENTE

La poblacion humana en los ultimos siglos ha alcanzado los 7.600 millones de habitantes
(WWF., 2016). Este crecimiento trae aparejado un aumento en la demanda de alimentos,
agua y vivienda entre otras cosas. La historia muestra que la forma que el ser humano
eligio para realizar estas actividades y satisfacer sus necesidades modifica el estado y
funcionamiento del planeta (Jordan ef al., 1990).

La organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO)
definen al uso del suelo como el total de acuerdos, actividades e insumos que las personas
realizan en un cierto tipo de cobertura de la tierra (FAO & PNUMA, 1999). Esto abarca
una amplia variedad de actividades que se desarrollan con diferente intensidad y a
diferentes escalas. Como se puede observar en la Figura 1, la agricultura y la produccion
de alimentos, la industria en general, la produccién de energia y la urbanizacion son
algunas de las actividades antropicas que estan transformando la superficie terrestre y la
biosfera, alterando sus ciclos biogeoquimicos y generando diferentes problemas
ambientales tales como contaminacion, modificacion, fragmentacion, y destruccion de
habitats entre otros. Estos cambios o modificaciones a nivel global, regional y local
generan efectos adversos sobre los componentes de la biota y los procesos que ocurren
en los ecosistemas a diferentes niveles (Steffen et al., 2006) (Figura 1).

PERTURBACION DE FUNCIONES

PERTURBACION DE HABITATS

ACTIVIDADES HUMANAS

x/a,\..m,

";;iiPERUIDA DIRECTA DE BIODIVERSIDAD

Nk T >t

Figura 1. Modelo conceptual que ilustra los efectos directos e indirectos de las actividades
humanas en la tierra (modificado de Grooten & Almond, 2018).

Como se dijo previamente uno de los problemas ambientales mas preocupantes desde el
punto de vista de la calidad del ambiente es la contaminacion quimica. Se considera
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contaminante a cualquier sustancia, que ingresa en un sistema natural, y que al superar
ciertos niveles de concentracion produce un efecto perjudicial neto sobre su entorno o
sobre algo de valor en ese entorno (Manahan, 2011). El registro de sustancias quimicas
CAS (Chemical Abstracts Service), identifica en la actualidad més de 144 millones de
sustancias organicas e inorgéanicas. Considerando que se conoce el efecto toxico que
producen solo el 20% de estas sustancias y que diariamente se incorporan al mercado
aproximadamente 15.000 nuevas sustancias, existe una necesidad de tomar medidas
preventivas e impulsar las investigaciones relacionadas con estas sustancias, sus
propiedades, su comportamiento ambiental, los efectos sobre la biota y el riesgo que
implican para la salud de los ecosistemas (Persson et al., 2013).

Existen numerosas clasificaciones de contaminantes, siendo una de ellas, la que
diferencia contaminantes organicos e inorganicos. Los contaminantes organicos son los
que provienen de organismos vivos y los inorganicos son aquellos que se originan de los
minerales (Walker, Sibly, & Peakall, 2016). Muchos contaminantes, tanto organicos
como inorganicos, han sido sintetizados y producidos intencionalmente para ejercer un
efecto toxico sobre alguna especie considerada como plaga, por ejemplo: insecticidas,
herbicidas, fungicidas, conservantes de la madera y arsenato de sodio, los cuales
constituyen un problema al ingresar en los diferentes compartimentos ambientales e
interactuar con los componentes de la biota (especies no blanco) (Adeola, 2004). Por otra
parte, hay muchas sustancias sintetizadas con otros fines, por ejemplo, desengrasantes,
disolventes y diversos subproductos industriales o productos farmacéuticos, los cuales
estan disefiados para el bienestar de las personas, pero luego de ser liberados en el
ambiente pueden presentar toxicidad y causar problemas ambientales (Besada, Gonzalez,
& Schultze, 2006).

Los contaminantes, una vez liberados al ambiente, al igual que toda sustancia, ingresan
en los ecosistemas y rara vez permanecen en el sitio donde ocurre la descarga, estos se
transportan, se distribuyen entre los diferentes compartimentos ambientales como ser el
aire, el agua, el suelo y los sedimentos (Klein, 1989; Wang, Sun, & Yao, 2016). Otra
caracteristica preocupante es la posibilidad de que estos compuestos puedan ingresar en
la biota (bioacumulacion, biomagnificacion), alcanzando concentraciones mas elevadas
que las presentes en el medio, aumentando la concentracion a medida que se avanza en el
nivel tréfico de la cadena alimenticia e incluso biotransportarse, en los tejidos corporales
de los animales.

El destino de los contaminantes es a su vez bastante variable si consideramos que estos
pueden, a lo largo de su transporte, transformarse en productos finales diferentes a la
forma quimica en la que se emitieron inicialmente. Estos nuevos productos quimicos
(metabolitos ambientales) pueden ser menos toxicos que los originales o inofensivos o lo
que es peor aun, transformarse en una molécula mas toxica que la que fue liberada
inicialmente (Daley, Paterson, & Drouillard, 2014).
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ECOTOXICOLOGIA

Segun Forbes, (1993) “El campo de estudio, que integra los efectos ecoldgicos y
toxicologicos de los contaminantes quimicos en las poblaciones, comunidades y
ecosistemas con el destino (transporte, transformacion y descomposicion) de dichos
contaminantes en el medio ambiente” es la Ecotoxicologia. Si bien las definiciones y
alcances de esta ciencia estdn siendo continuamente discutidos, lo que no escapa a
ninguna de las definiciones es que esta ciencia aborda el estudio de la interaccion entre
los contaminantes y los ecosistemas (Newman, 2014).

La Ecotoxicologia es una ciencia de sintesis que integra a las disciplinas conocidas como
ciencias ambientales, las que dentro de su paradigma estudian el destino y transporte de
los compuestos quimicos. Aborda temas desde la quimica y la fisica y por otro lado busca
respuestas sobre el efecto de los estresores ambientales y lo hace a diferentes niveles (sean
estos de organizacion de la materia, como los jerarquicos ecoldgicos) como ser el nivel
genético-molecular, bioquimico, organismo, poblacional y los niveles de organizacion
ecoldgico como paisaje, biosfera (por ejemplo, cambio climatico global) (Newman,
2014).

Con el fin de mantener la coherencia conceptual entre las escalas jerarquicas y
especialidades asociadas, la ecotoxicologia toma la idea desarrollada por Caswell, (1996)
en la cual los procesos en un nivel toman sus explicaciones de los procesos ocurridos al
nivel inmediato inferior, y realizan inferencias sobre las consecuencias en el nivel
inmediato superior. (Newman & Clements, 2007), introducen el término holon, definido
por Koestler (1991), como cada unidad de un sistema jerarquico y proponen un esquema
representado por la concatenacion causa-efecto-significancia, siendo la unidad con la que
uno debe moverse entre los holones de esa ciencia jerarquica (Figura 2).

Holon
Biosfera

Hemisferio
Region
Paisaje
Ecosistema

Comunidad

Significancia

=—p  Poblacion
Observacion

— Organismo
Explicacion

—> Suborganismo

Molécula

Figura 2. Esquema de la concatenacion o cascada “explicacion-observacion-significancia” para
niveles adyacentes dentro de la estructura jerarquica. Traducido de Newman y Clements (2007).
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La relacion causa-efecto-significancia puede ser visualizada de manera sencilla
empleando un modelo predictivo de tipo caja negra, el cual es utilizado para corroborar
hipotesis simples (causa-efecto). Este modelo, si bien no explica los procesos que suceden
dentro de la caja, permite adjudicar al factor estudiado (variable independiente), la
culpabilidad de generar el efecto observado. La medicion de los efectos, a su vez, se
realiza habitualmente como diferencias significativas en la magnitud de la variable de
respuesta del grupo tratado (variable dependiente) respecto al grupo no tratado
denominado grupo control, en otras palabras, se estudian efectos entendidos como
negativos o adversos para el sistema estudiado respecto de la normalidad (Figura 3). De
esta forma por ejemplo se puede evaluar la relacion concentracion-respuesta, como el
nimero de moléculas de un contaminante en un compartimento ambiental determinado
(concentracion), las cuales entran en contacto con el organismo estudiado (organismo de
prueba), siendo la variable de respuesta denominada punto final de evaluacion. Los
métodos para analizar los datos obtenidos de un bioensayo (estimacion de la curva
concentracion-respuesta) se basan en el concepto de tolerancia individual. Seglin este
concepto, existe una dosis o concentracion umbral necesaria para matar a un individuo en
particular, ya que cada individuo presenta una tolerancia individual caracteristica.

Factor evaluado Diseio Variables de

/I. ' experimental respuesta
—

—
—

Contaminante Bioensayo Puntos finales

Figura 3. Modelo de caja negra, utilizada para esquematizar la relacion causa-efecto observada
al evaluar un factor (Contaminante) mediante el disefio experimental (Bioensayo) midiendo las
variables de respuesta (Puntos finales).

BIOENSAYOS

En el presente trabajo de tesis se utiliza el bioensayo de toxicidad (caja negra) como la
herramienta experimental y bioanalitica. Este, tal como lo definié Finney (1952) es "un
experimento realizado para estimar la naturaleza, constitucion o potencia de un material
(o de un proceso), por medio de una reaccidon que se aplica a la materia viviente". El
concepto de bioensayo derivado de la Toxicologia clasica ha sido modificado, adaptado
y extendido al diagnostico y manejo ambiental dentro del campo de la Ecotoxicologia.
De manera resumida la realizaciéon de un bioensayo implica la aplicacion, de manera
controlada, de un estimulo externo conocido a un organismo prueba cuya respuesta al
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estimulo (cambio de alguna caracteristica biologica o del estado del organismo prueba)
es considerada como efecto (Lewis, 1998; USEPA, 2000).

El desarrollo historico de la toxicologia acuatica y el empleo de bioensayos hasta 1970
ha sido resumido en detalle por Rand, Wells, & McCarty (1995). La mayoria de los
ensayos de toxicidad consistieron en la exposicion a corto plazo de productos quimicos o
efluentes a un numero muy reducido de especies, sin contar con procedimientos
estandarizados (Carpenter, 1924; Penny & Adams, 1863; Weigelt, Saare, & Schwab,
1885). Los primeros procedimientos estandarizados o normalizados surgieron de la
publicacién de Doudoroff (1951), en los cuales se incluyeron métodos estandarizados
para la evaluacion de toxicidad de aguas y aguas residuales. De esta forma se comenzaron
a estandarizar los ensayos empleando especies acudticas y la agencia de proteccion
ambiental (EPA) patrocind un taller que dio como resultado un documento titulado
Métodos Estandar para Pruebas de Toxicidad Aguda para Peces e Invertebrados, que
sirvid de base y permitid el posterior desarrollo de estandares acudticos en todo el mundo.

McKee (1952), ptblico un informe titulado Water Quality Criteria (WQC) (Criterios de
calidad del agua), esta publicacion proporciond orientacion sobre valores de
concentraciones quimicas de referencia para juzgar limites de variacion o alteracion de la
calidad del agua.(McKee & Wolf, 1963) ampliaron la lista de productos quimicos y
generaron una base de datos de toxicidad. La EPA public6 pautas formales para el
establecimiento de WQC para la vida acuatica que fueron revisadas posteriormente en
1985 (EPA, 1986). Estos documentos sentaron las bases y lineamientos para el desarrollo
de numerosas herramientas, que permitieron que, en la actualidad, se encuentren
disponibles métodos estandarizados para numerosas especies de agua dulce y marinas,
incluyendo peces, invertebrados y algas, que habitan en el agua y sedimentos.

Existen diferentes pruebas de toxicidad las cuales pueden agruparse segiin el tiempo de
exposicion al toxico en agudas o cronicas. Los ensayos agudos son pruebas a corto plazo
disefiadas para medir los efectos de los agentes toxicos durante un corto periodo de su
vida 1til, estas evaltian los efectos sobre la supervivencia durante un periodo de 24 a 96
horas. Los ensayos de toxicidad cronica, por otro lado, estan disefiados para medir los
efectos de los toxicos sobre una parte significativa del ciclo de vida del organismo,
tipicamente una décima o mas del total de la vida. Los estudios crénicos evaltan
generalmente los efectos subletales de los toxicos a largo plazo en la reproduccion, el
crecimiento y el comportamiento por alteraciones fisioldgicas y bioquimicas (USEPA,
1996). La Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM), Environment Canada
y la Agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (USEPA) han publicado guias
estandarizadas sobre como realizar estudios agudos y cronicos.

Si bien los bioensayos mas utilizados son los que evaluan efecto de un solo compuesto
sobre una especie determinada, también existen bioensayos especificos que evaluan
mezclas de compuestos, e incluso la evaluacion de la toxicidad de muestras provenientes
de los diferentes compartimentos ambientales como son el agua, el suelo y el sedimento
(Ver capitulo 3).
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ANFIBIOS ANUROS COMO BIOINDICADORES

Los anfibios son un grupo de vertebrados abundantes y funcionalmente importantes en la
mayoria de los ecosistemas acudticos dulceacuicolas y terrestres, poseen ciertas
caracteristicas biologicas que los disponen como especies indicadoras, Utiles para medir
efectos provocados por cambios locales en el ambiente (Blaustein & Kiesecker, 2002;
Wake, 1991; Welsh Jr & Ollivier, 1998). Estas caracteristicas particulares son, por
ejemplo, la presencia de una piel muy permeable (desnuda: sin faneras), comparada con
otros vertebrados, la cual tiene un rol importante en el intercambio de gases y la
osmorregulacion. Esto los hace particularmente sensibles a los cambios en las
condiciones fisicoquimicas del agua, la presencia de contaminantes y susceptibilidad a
enfermedades de la piel. Otra caracteristica es el rol que ocupan en las redes tréficas, ya
que emplean diversos nichos troficos, y a menudo sirven como presas abundantes e
importantes debido a la biomasa que generan. La fisiologia ectotérmica les permite
explotar los recursos energéticos y, por lo tanto, servir como enlaces criticos entre los
niveles troficos mas bajos y altos dentro de una comunidad. La ausencia de cascara en
sus huevos y su consecuente embriogénesis expuesta contribuye con su sensibilidad a
diferentes factores ya sea fisicos (UV) quimicos (contaminantes ambientales) y
biologicos (parasitos) desde etapas tempranas del desarrollo. Por otro lado, la
dependencia de dos ambientes (acudtico y terrestre) en su ciclo de vida hace que estos
individuos estén expuestos a cualquier perturbacion de la calidad o disponibilidad de los
habitats pudiendo interrumpir su ciclo de vida y afectar a las poblaciones. Por ultimo,
presentan un acotado “home-range” es decir que no realizan migraciones a grandes
distancias y utilizan los mismos lugares para reproducirse (Blaustein, Wake, & Sousa,
1994; Briihl, Schmidt, Pieper, & Alscher, 2013; Hopkins, 2007). Estas caracteristicas
sumadas a su diversidad morfologica, el uso de habitats y su presencia en la mayor parte
de los ecosistemas, son las razones por las que han sido propuestos y utilizados como
indicadores de la calidad ambiental (Attademo, Peltzer, & Lajmanovich, 2005; Blaustein
& Wake, 1995; Guzy et al., 2012; Paola M. Peltzer et al., 2013). Por ultimo estas
caracteristicas relativas a su sensibilidad, sumadas a la facilidad de cria y mantenimiento
en laboratorio, permitieron el desarrollo y su incorporaciéon como modelos utiles para
llevar a cabo estudios ecotoxicologicos (Sparling, 2000).

A partir de 1990 los herpetdlogos reconocieron la existencia del problema de la
disminucion numérica de las poblaciones de anfibios a nivel global (Barinaga, 1990;
Beebee et al., 1990; Belden & Blaustein, 2002). Al comienzo de las investigaciones, la
falta de informacion sobre la biologia y los parametros normales individuales, y la
dinamica de poblaciones no permitidé determinar con precision, si la disminucion de las
poblaciones de anfibios se debia a fluctuaciones normales en la naturaleza, o si realmente
estaba ocurriendo una disminucién numérica en las poblaciones a escala global a causa
de factores antropicos (Pechmann & Wilbur, 1994). Varios grupos de investigadores
abordaron las problematicas de la disminucién numérica de las poblaciones de anfibios a
nivel global. Estos aportaron evidencias que permitieron lograr un enfoque mas claro al
problema y comenzaron a explorar la naturaleza de sus causas y posibles soluciones.
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Los primeros trabajos enfatizaron la necesidad de generar datos sobre el comportamiento
y dindmica de poblaciones naturales de las diferentes especies de anfibios a nivel global
(Blaustein et al., 1994; Kuzmin, 1994; Wake, 1991). Es importante mencionar que, si
bien se ha realizado un gran esfuerzo desde ese momento a esta parte, aun en la actualidad
esta necesidad sigue vigente, y mas atin en América del Sur.

La necesidad de comprender de manera global el estado actual de las poblaciones de
anfibios llevo a la Union internacional para la conservacion de la naturaleza (UICN) a
organizar la Global Amphibian Assessment (GAA) (Stuart et al., 2004). Como estrategia
de abordaje se dividié al mundo en regiones geograficas y se designé un coordinador
regional para supervisar el proceso de evaluacion en cada una de las regiones. Todas las
especies conocidas de anfibios (6.500) se evaluaron segun los criterios de la UICN para
el estado de las especies (Stuart et al, 2004). Los resultados de la GAA indicaron que se
estd produciendo una crisis real. Casi un tercio de las especies existentes (32,5%) se
consideraron de interés para la conservacion (categorias de la UICN "vulnerables"),
aunque el estado del 22,5% de las especies no pudo evaluarse debido a la falta de
informacion. En el 2007, con la actualizacién de la GAA se logré acumular datos
adicionales (UICN, 2008).

Es importante destacar que las categorizaciones se realizan a partir de la participacion de
expertos con la informacion disponible, siendo este el mejor diagnostico que se puede
hacer, pero falta mucha informacion ecoldgica de las poblaciones de anfibios,
provenientes de monitoreos y estudios a largo plazo. Esta informacioén no esté disponible
o resulta fragmentaria para la mayor parte de las especies de anfibios del mundo, situacion
que en Argentina es mas notoria.

Stuart et al. (2004) discutieron los cambios en el estado de las poblaciones de anfibios
entre 1980 y 2004, sefialando que un total de 435 especies pasaron a categorias mas altas
de amenaza durante este periodo. También examinaron las amenazas para estas especies
y encontraron que las amenazas principales eran la sobreexplotacion de las especies, la
fragmentacion y pérdida de habitats, y reconocieron una categoria denominada
"disminuciones enigmaticas" que considera razones que no son completamente
comprendidas. Otros autores han estudiado mas detalladamente estas amenazas, por
ejemplo,(Collins & Storfer, 2003), realizaron una revision donde destacan las hipotesis
mads investigadas sobre la declinacion global de los anfibios y las areas que requieren
investigacion adicional. Las amenazas que destacan estos autores son la presencia de
especies exoticas, la sobreexplotacion de las especies, el cambio de uso de la tierra, el
cambio climatico (aumento de la radiacion ultravioleta y el calentamiento global) el uso
de pesticidas y otros contaminantes y el avance de enfermedades infecciosas.
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ECOTOXICOLOGIA DE ANFIBIOS

Los efectos de los contaminantes en anfibios comenzaron a estudiarse a partir de 1970,
publicandose numeros trabajos (Birge, Black, & Kuehne, 1980). A partir de estos estudios
se desarrollaron las primeras normas y protocolos estandarizados, las cuales fueron
fundamentales para evaluar toxicidad de numerosas sustancias y construir bases de datos
al respecto. Otro paso importante fue el desarrollo de pruebas de deteccion que podrian
usarse para indicar toxicidad de agua de procesos, e incluso mezclas complejas
empleando a Xenopus Laevis como especie modelo (Bantle, 1995; Dumont, Schultz,
Buchanan, & Kao, 1983). El desarrollo de estos métodos condujo al protocolo para el
Ensayo de Teratogénesis de Embriones de Rana -Xenopus (FETAX). El desarrollo de
este tipo de herramienta y variantes aplicadas a diferentes casos continua hasta la
actualidad.

Semlitsch & Bridges, (2005) propusieron la incorporacion a los bioensayos de un mayor
realismo ecologico, utilizando especies nativas para las pruebas de toxicidad, comparando
diferencias entre los diferentes modos de vida y las tasas de desarrollo de las especies,
propusieron ademds la incorporacion de la variabilidad genética como medida de
representatividad, incluyendo en los bioensayos mas de una especie de estudio. En la
década pasada los estudios fueron orientados a evaluar efectos de multiples estresores, y
matrices complejas, alejandose de los estudios de un solo contaminante (Linder, Lehman,
& Bidwell, 2010; Sparling, Linder, Bishop, & Krest, 2010).

En Argentina los primeros estudios ecotoxicoldgicos se enfocaron en evaluar la toxicidad
de diferentes compuestos quimicos (mayormente contaminantes de preocupacion
ambiental) evaluando mortalidad en bioensayos de tipo agudo y calculando la
concentracion, de una sustancia que causa mortalidad en el 50% de los animales
expuestos durante un periodo determinado (CL50), para algunas especies de anuros
autdctonos. Entre los grupos de trabajo que comenzaron esta linea de investigacion se
encuentra el grupo del Dr. Salibian, que publico trabajos sobre larvas de Rhinella
arenarum (sapo comun) expuestas a diferentes plaguicidas en ensayos toxicologicos. En
afos posteriores los estudios comenzaron a incorporar, ademas de la mortalidad, otros
puntos finales evaluados a nivel individual utilizando metales pesados y plaguicidas
(Carolina M Aronzon, Sandoval, Herkovits, & Pérez-Coll, 2011; Julie C Brodeur, Svartz,
Perez-Coll, Marino, & Herkovits, 2009; Herkovits & Helguero, 1998; Herkovits & Pérez
Coll, 1993; Guillermo S Natale, Basso, & Ronco, 2000; Pérez-Coll, Herkovits, &
Salibian, 1988). El Dr. Herkovits y colaboradores evaluaron efectos de varios
contaminantes en la rana africana Xenopus laevis y el sapo R. arenmarum; lo que
posteriormente concluyo en el desarrollo del protocolo AMPHITOX (Herkovits, Perez-
Coll, & Herkovits, 2002; Herkovits & Perez-Coll, 2003) este fue el primer protocolo o
procedimiento estandarizado para una especie autoctona en nuestro pais. Otros estudios
de indole mas ambiental incorporaron al enfoque ecotoxicologico bioensayos aplicados a
la evaluacion de la toxicidad de agua de rios urbanos contaminados (Chiesa, Rosenberg,
Fink, & Salibian, 2006; Demichelis, De La Torre, Ferrari, Garcia, & Salibian, 2001;
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Salibian, 1992) y se comenzaron a realizar estudios con otras especies de anuros
autoctonos (Bach, Marino, Natale, & Somoza, 2018; Costa, Ronco, Trudeau, Marino, &
Natale, 2018; Guillermo Sebastian Natale, 2006; Juan Manuel Pérez-Iglesias et al., 2016;
C Salgado Costa, Ronco, Trudeau, Marino, & Natale, 2018).

Finalmente comenzaron a realizarse estudios asociados al uso de agroquimicos y los
efectos que producen los herbicidas e insecticidas sobre larvas y adultos de anfibios. Estos
estudios fueron abordados a diferentes niveles y escalas de estudio desde el nivel
bioquimico (evaluando la actividad de las enzimas colinesterasas y de stress oxidativo),
hasta el nivel individual (alteraciones morfologicas, etoldgicas y mortalidad) tanto en
laboratorio como en anuros que habitan agroecosistemas (Attademo et al., 2011;
Lajmanovich, Attademo, Peltzer, Junges, & Cabagna, 2011; Paola M Peltzer et al., 2008).
En esta misma linea, hacia principios del afio 2000 y hasta la actualidad, surgen nuevos
estudios sobre el efecto de estresores ambientales, utilizando bioensayos de toxicidad
aguda siguiendo los protocolos estandarizados (USEPA-ASTM) con pequefias
modificaciones para especies locales. Dichos estudios posteriormente fueron aplicados a
evaluar efectos in situ en anuros autdctonos que habitan la provincia de Buenos Aires,
mediante las investigaciones del grupo coordinado por el Dr. Natale. Estos estudios ponen
énfasis en evaluar los efectos a diferentes escalas de organizacion y evaluan efectos
principalmente a nivel individual con alteraciones morfoldgicas, etologicas, de
crecimiento y desarrollo en especies representativas de los ecosistemas pampeanos (M.
Agostini, Natale, & Ronco, 2009, 2010; Julie C. Brodeur, Suarez, Natale, Ronco, & Elena
Zaccagnini, 2011; G. S. Natale, Ammassari, Basso, & Ronco, 2006; Guillermo S Natale
et al., 2000; Ruiz de Arcaute, Salgado Costa, Demetrio, Natale, & Ronco, 2012). En los
ultimos afios y con el aumento de la interaccion y colaboraciéon con otros grupos de
investigacion, se fueron agregando nuevos puntos finales, como ser la evaluacion de
efectos genotoxicos y citotoxicos en larvas y adultos principalmente inducidos por
exposicion a diferentes formulados comerciales y principios activos de nuevos
plaguicidas (Julie C. Brodeur, Candioti, Soloneski, Larramendy, & Ronco, 2012; J C.
Brodeur, Vera Candioti, Soloneski, Larramendy, & Ronco, 2012; Candioti, Natale,
Soloneski, Ronco, & Larramendy, 2010; De Arcaute et al., 2014b; Nikoloff, Natale,
Marino, Soloneski, & Larramendy, 2014; J. M. Pérez-Iglesias ef al., 2014).

Como se menciond anteriormente la mortalidad y el crecimiento de los organismos
ensayados son puntos finales a nivel individual comunes que pueden usarse con la
mayoria de las especies, pero actualmente los ecotoxicologos han planteado la necesidad
de desarrollar nuevos biomarcadores utilizando especies autdctonas para evaluar
problemas ambientales locales. La presencia de anormalidades como punto final ha sido
utilizada en numerosos trabajos ecotoxicologicos ya que se entiende que los diferentes
estresores ambientales pueden afectar los procesos de organogénesis produciendo
malformaciones o generar anormalidades en 6rganos ya desarrollados. El estudio de este
tipo de respuestas es altamente prometedor ya que tales efectos pueden explicar el vinculo
entre los factores estresantes ambientales y el estado de las poblaciones de anuros.
(Lannoo, 2008; Meteyer, 1997).
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No obstante, a pesar de la informaciéon obtenida hasta el momento en estas
investigaciones, aun persisten varias preguntas por resolver acerca de los efectos de
contaminantes presentes en el ambiente sobre las especies de anuros autdctonos, en
escenarios de exposicion complejos, no solo por la cantidad de sustancias que pueden
interactuar entre ellas, sino por las caracteristicas fisicoquimicas de las matrices
ambientales donde se encuentran mezclas complejas de contaminantes. Por lo tanto, la
realizacion de bioensayos con sedimentos como herramienta bioanalitica, brinda un
mayor realismo ecologicos y permite evaluar efectos de multiples estresores, y matrices
complejas (Ver capitulo 3).

En tal sentido el objetivo general de la presente tesis doctoral fue desarrollar, a
partir del estudio detallado de la presencia de anormalidades y alteraciones en los
patrones normales de desarrollo de larvas de dos especies autoctonas, indices y
valores de referencia que permitan utilizar estas especies de anuros como
indicadores de calidad ambiental y su incorporacion en estrategias de diagndstico
ambiental.

ESTUDIO DE CALIDAD AMBIENTAL CON LARVAS
ANFIBIOS COMO BIOINDICADORES

Especies de estudio Problematicas ambientales
* Rhinella arenarum * Agricultura * Industrializacién
+ Boana pulchellla * Urbanizacion < Descargas cloacales

Area de estudio

Capitulo 1

Y A 4
Caracteres morfologicos Bioensayos con sedimentos
larvarios sensibles a Capitulo 3
factores de estres 1
Capitulo 2

Evaluacion de larvas a
campo
Capitulo 4

} '

Consideraciones finales y conclusiones

Figura 4. Esquema general del estudio realizado y la relacion entre los capitulos del estudio.
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El presente trabajo de tesis presenta la informacién en cuatro capitulos (Figura 4). En el
primer capitulo se describe el area de estudio detallando las problematicas ambientales
abordadas, se caracteriza la calidad de los sitios, las especies estudiadas en dichas areas
y la puesta a punto de la induccion artificial de la reproduccion en cautiverio de Boana
pulchella mediante el método AMPHIPLEX. En el segundo capitulo se describe
cualitativa y cuantitativamente la variabilidad de un conjunto de caracteres morfoldgicos
externos a lo largo del desarrollo larval de Boana pulchella y Rhinella arenarum criadas
en condiciones controladas de laboratorio. Esto permitié obtener informacion de la
morfologia normal de las larvas de anuros estudiadas y establecer los parametros de
referencia para el resto del estudio. A continuacion, se identificaron y seleccionaron, a
partir de informacion publicada y datos propios no publicados provenientes de estudios
ecotoxicologicos, caracteres morfoldgicos externos mas frecuentemente afectados en
larvas de anuros. Esto permitié proponer una lista y descripcion de las anormalidades que
consideramos significativas y relevantes al momento de evaluar factores de estrés sobre
larvas de anuros y aportar evidencias que permitan proponer la presencia de
anormalidades en larvas de anuros como punto final de evaluacion en el contexto
ecotoxicologico. En el tercer capitulo se presentan los resultados de la evaluacion del
patron de respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas de B.
pulchella y R. arenarum en relacién con la exposicion a sedimentos provenientes de
ecosistemas acuaticos afectados por distintos tipos de actividades antropicas, mediante
bioensayos estandarizados (ASTM-USEPA). Uno de los efectos subletales evaluados es
la presencia de anormalidades para lo cual se aplica la herramienta desarrollado en el
capitulo 2 (lista de anormalidades). En el capitulo cuatro se realizan comparaciones entre
grupos de larvas de anuros colectadas en campo provenientes de los sitios de estudio
aplicando la herramienta desarrollada y los puntos finales de evaluacion propuestos. Por
ultimo, en la discusion y conclusiones finales se integra la informacion obtenida, se
discute y se contextualiza en el marco tedrico propuesto (paradigma actual de la
Ecotoxicologia), considerando el concepto de consiliencia, entendido como la unioén de
los conocimientos y la informacion proveniente de distintas disciplinas involucradas, para
crear un marco unificado de entendimiento. Finalmente se presentan las conclusiones.
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CAPITULO 1: AREA Y ESPECIES DE ESTUDIO.

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Descripcion de los recursos naturales de Argentina

La Republica Argentina esta situada en el Cono Sur de Sudamérica y presenta una
superficie de 3,7 millones de km?, siendo el segundo pais mds extenso de Latinoamérica
y uno de los diez paises mas grandes del mundo (Brown, Martinez Ortiz, Acerbi, &
Corcuera, 2006).

La ubicacion latitudinal de la Argentina entre el Tropico de Capricornio y la region
Antartica le confiere una enorme diversidad climatica y ecorregional. Se encuentran
ambientes de clima tropical himedo (selvas subtropicales como las Yungas y la Selva
Paranaense), bosques xerodfilos (Chaco y Espinal), pastizales con fuertes variaciones de
precipitaciones (Pampa) hasta ambientes de climas desérticos (Puna, Estepa Patagonica,
Monte). El pais se encuentra actualmente subdividido en dieciocho ecorregiones. De
ellas, quince corresponden al area continental y las otras tres, a las islas del Atlantico Sur,
a la Antartida Argentina y al Mar Argentino (Burkart, 2005).

Hay en la Argentina 48 Areas Protegidas Nacionales (AP), entre las que cuentan los
parques nacionales y otras unidades a cargo de la Administracion de Parques Nacionales
(APN), a las que se suma un nimero mucho mayor de areas a cargo de otros 6rganos de
gobierno (nacionales, provinciales o municipales de ONG y particulares). Estas areas que
protegen sitios silvestres son fragmentos donde se conserva la diversidad de vida y los
recursos naturales, asi como también los recursos culturales asociados.

Al presente, las 48 AP comprenden una superficie total de 14.796.251 ha del territorio
nacional, segiin la base de datos actualizada en 2019 del Sistema de Informacién en
Biodiversidad de la APN. El esfuerzo de preservacion de las ecorregiones ha sido muy
desigual. Hay ecorregiones que tienen mas del 20% de su superficie protegida como las
ecorregiones del Ibera, Puna y Bosques Patagdnicos; otras presentan alrededor del 10%
protegido como Altos Andes, Monte de Sierras y Bolsones, y Selva Paranaense, mientras
que las ecorregiones restantes tienen menos del 5% protegido. Por lo dicho podemos
afirmar que Argentina cuenta con valiosos recursos naturales, pero a pesar de los
esfuerzos realizados por las organizaciones, los ambientes naturales no estan
completamente protegidos lo que conlleva a que la biodiversidad se encuentre en peligro.

1.1.2 Actividades antropicas

Muchas de las areas protegidas han quedado fragmentadas debido al uso del suelo en las
regiones circundantes. Las estrategias adoptadas para proteger areas son cada vez
mayores, por ejemplo, el enfoque de corredores ecoldgicos es una estrategia para
garantizar la conectividad y la funcionalidad de los ecosistemas, asi como también la
supervivencia de la biodiversidad contenida en ellos (Frassetto, Daniele, Somma, &
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Bachmann, 2005). Pero estos esfuerzos no son suficientes comparados con el rapido
avance de las actividades antropicas que emplean grandes superficies del suelo para el
desarrollo de actividades que por una razén u otra terminan siendo problematicas
ambientales que afectan los recursos naturales y la soberania. Por ejemplo, la erosion del
suelo por actividades antropicas afecta a mas de 60.000.000 ha en la Argentina y cada
afno se agregan otras 650.000 ha con distintos grados de erosion (Pérez Pardo, 2005).
Asociada a este problema se encuentra la pérdida de la cobertura vegetal debida
principalmente al desmonte para la ganaderia y la agricultura, al sobrepastoreo y a la
explotacion forestal con destinos maderero y energético (Adamoli, 2005). La
deforestacion en la Argentina alcanza las 200.000 ha/afio y se concentra en el Chaco
Semiarido (130.000 ha/afio), el Chaco humedo (42.000 ha/afo), la Selva Pedemontana de
las Yungas (10.000 ha/afio) y la Selva Paranaense (Gasparri & Grau, 2005). Ademas de
estas actividades, otra problematica comun y presente en el pais es la expansion urbana.
En la Pampa Ondulada, las urbanizaciones y su periurbano ocupan cerca de 674.000 ha,
es decir, casi el 18% de lo que resultan ser los suelos mas fértiles del pais se encuentran
tapados por cemento. En los ultimos afios, se ha acentuado la estructura que concentra
recursos, poblacidn y servicios en los puertos, lo que ha derivado en la conformacion de
un conglomerado urbano casi continuo desde La Plata hasta Rosario, en una tUnica
“megaciudad”.

Estas actividades generan problemas ambientales evidentes, que repercuten sobre la
poblacion humana, como son: la fragmentacion, el reemplazo, degradacion y
contaminacion de habitats con la consecuente pérdida de biodiversidad (Montenegro,
2012; Navarrete, 2006), siendo esta ltima una preocupacion no so6lo a escalas local y
regional sino también global (IUCN, 2017). Es evidente que las megaciudades son
concentraciones de habitantes que generan residuos de todo tipo en grandes cantidades y
que rara vez se manejan de manera responsable y sostenible.

La ciudad de La Plata y sus alrededores contiene, en una escala abordable, gran diversidad
de actividades y usos de suelo tipicos de la region pampeana, donde se ven reflejados los
procesos de transformacion. En sus inicios la region comprendia un area geografica con
gran prosperidad social y econémica que con el tiempo ha ido transformandose en una
megaciudad con evidentes falencias en el planeamiento territorial (Vapiiarsky, 2000). Por
esta razon, en la presente tesis se propone el area del Gran La Plata como sistema de
estudio representativo de problematicas asociadas al crecimiento urbano, identificando el
avance de la frontera agricola y desarrollo industrial (Hurtado, Giménez, & Cabral, 2006).

Se han seleccionado, para el area de estudio cuatro problematicas ambientales evidentes,
las cuales se enumeran y describen a continuacion (Figura 1.1):

Agricultura: Es una de las actividades humanas que mas afecta a los ecosistemas
naturales (Lasier et al., 2016; Lotz, 2009; Paruelo, Guerschman, & Verdn, 2005). Una de
las razones por las cuales este tipo de actividad antropica es tan perjudicial para los
ecosistemas es la utilizacion de grandes extensiones de tierra, lo que conlleva a la
fragmentacion y en algunos casos al reemplazo de hébitat y simplificacion del ambiente.
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Otra de las razones, estrechamente relacionada con la anterior, es el uso de agroquimicos
de manera sostenida (Devine & Furlong, 2007; Grau & Aide, 2008; Lasier et al., 2016;
Suarez et al., 2016). Estos son utilizados en todo el mundo para control de plagas
agricolas como insectos, malezas, roedores, etc. Ademas, el argumento de su extendido
uso es que permiten mejorar y estabilizar el rendimiento de los cultivos y facilitan el
almacenamiento de los productos permitiendo suministros de produccion durante todo el
afio (Richardson, 1996).

Para abordar esta problematica se seleccion6 una zona ubicada en El Cinturén Horticola
y Floricola Platense (CHFP) el cual esta en las afueras de la ciudad de La Plata, es uno
de los mas importantes en nuestro pais. Posee una gran superficie con un area de 2880
hectareas, de las cuales 1888 ha (66%) son de campo abierto y 992 ha (34%) son de
cultivo cubierto, siendo esta zona la mas grande del pais ocupada por invernaderos
(Ringuelet, 2008). Presenta ademas una alta variedad de especies cultivadas, si bien el
area de cultivo bajo cubierta es mucho mayor que la cultivada bajo invernadero, es en
esta ultima donde se aplica el mayor empleo de productos agroquimicos (MAA, 2006).

Los cultivos mas importantes en cuanto a inversion y rentabilidad son los de frutos como
tomate, pimiento y berenjena, que se implantan principalmente bajo invernadero. El
periodo de cultivo va desde agosto hasta abril /mayo y puede afirmarse que es durante el
ciclo de estos cultivos donde se aplica el mayor volumen y diversidad de fitosanitarios
(Cappello, Fortunato, Tangorra, & Vergara, 2013). Dichos compuestos, son liberados al
ambiente, ingresan en los ecosistemas y llegan a los ambientes acuaticos en donde se
reproducen los anfibios. La gran mayoria de los productores no cuenta con asesoramiento
técnico, por lo tanto, obtiene las recomendaciones para aplicar los productos fitosanitarios
en los comercios del rubro. En estos casos, para seleccionar el plaguicida suelen aplicar
una légica en la que prevalece el menor precio del producto, por lo que tienden a aplicar
fitosanitarios de accion mas generalizada (piretroides, organofosforados y carbamatos) y
peores efectos ambientales (OPDS 2013). Para este trabajo se seleccionaron sitios
ubicados en la planicie de inundacioén del arroyo “El Carnaval” el cual se encuentra
inmerso en el CHFP. Dicho arroyo se encuentra al NorOeste de la ciudad de La Plata. Es
tipico de la region y corre de Oeste a Este. En general, esta zona presenta llanuras con
poco relieve, el area de drenaje de 9,1 km? tiene 16 km de largo (M. Manassero, Camilion,
& Ronco, 2004; A Ronco, Camilion, & Manassero, 2001). Ademas de estos sitios se
seleccionaron dentro de la zona de influencia agricola dos sitios mas asociados con la
presencia de anuros.

Urbanizacion: Para el estudio de las problematicas asociadas al desarrollo urbano y
periurbano consideramos aquellas derivadas del crecimiento de la ciudad, mayormente
asociadas a la construccion de barrios, caminos y carreteras; sumado a las obras que
generan el desvio de los cursos naturales de rios y arroyos.

El desarrollo urbano, al igual que el avance de la frontera agricola, trae aparejada la
fragmentacion y/o pérdida de una parte o de la totalidad del héabitat (R. Acosta, Mesones,
& Nuiez, 2005), agravando el proceso de impermeabilizacion de los suelos que se genera
por la construccion. Esto altera la hidrodinamica de la region, ya que modifica las vias de
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flujo de agua subterranea y superficial y dificulta la remediacion (Sharp, 2010). Por otro
lado, se incrementan las descargas pluviales que contienen una gran cantidad de
componentes lixiviados del entorno urbano entre ellos metales e hidrocarburos
policiclicos aromaticos provenientes de los vehiculos. A su vez, en las areas donde no
hay cloacas, las descargas domiciliarias se realizan en zanjas. Estas aguas contienen alto
contenido de detergentes fosforados e hidrocarburos, jabones y grasas (provenientes de
productos de limpieza) y los aceites y grasas denominados FOG por sus siglas en inglés
(Fats, oils, and grease) que son los subproductos de la coccidn, restos de comida, grasas
de carne, etc. (Husain et al., 2014).

Otra fuente de contaminacion relacionada con los asentamientos urbanos es la gran
cantidad de basura producida que, al no ser adecuadamente manejada, termina en
basurales a cielo abierto, algunos de ellos clandestinos, a partir de los cuales, los
contaminantes llegan a los cuerpos de agua por lixiviacion y escorrentia superficial. En
los ultimos afios también se han detectado problemas ambientales asociados a nuevas
sustancias denominadas contaminantes emergentes, definidos como “quimicos nuevos”,
sin estatus regulatorio y cuyo impacto en el ambiente y la salud humana esta pobremente
entendido (Deblonde, Cossu-Leguille, & Hartemann, 2011), como por ejemplo los
microplasticos, productos de belleza y farmacos (Pazos, Bauer, & Gomez, 2018).

Como representacion de esta problematica se seleccionaron para el estudio dos cuencas.
La primera localizada en el arroyo “El Gato”. Dicho arroyo se encuentra al Oeste de la
ciudad de La Plata. Tiene una superficie total de 12.412 ha. Su cauce principal recibe los
desagiies pluviales del casco urbano de la ciudad de La Plata, siendo los arroyos “Pérez”
y “del Regimiento” sus afluentes mas importantes. Al alcanzar la planicie costera es
canalizado hasta su desembocadura en el Rio de la Plata. En la cuenca alta predomina el
uso frutihorticola intensivo, siendo la cuenca media la de mayor densidad poblacional,
industrial y comercial. A lo largo de su recorrido se pueden observar las descargas
pluviales, cloacales e industriales que vuelcan sobre el curso principal, situacién que se
agrava por los asentamientos poblacionales precarios que se encuentran en algunos
sectores de su planicie de inundacion (Curutchet, Grinberg, & Gutiérrez, 2012; Rimoldi,
Peluso, Rossini, Ronco, & Demetrio, 2018; Ronco et al., 2001). El segundo arroyo
seleccionado es el “Maldonado”. Este arroyo nace en la zona interior a casi 25 m s.n.m
con una extension de 10 km y su cuenca abarca 36,22km? junto con sus tributarios tienen
una marcada influencia sobre la morfologia de la zona periurbana de la ciudad. Recibe
los desechos de las casas ubicadas en sus cercanias (Bozzano, 2018). Ademas de estos
sitios se seleccionaron dentro de la zona de influencia de Urbana un sitio mas asociados
con la presencia de anuros.

Industrializacion: Para esta problematica se selecciono la industria petroquimica, la cual
involucra una gran cantidad de procesos capaces de producir impactos sobre el aire, el
agua y el suelo (Olawoyin, Heidrich, Oyewole, Okareh, & McGlothlin, 2014). El
emplazamiento de este tipo de industrias, debido a las dimensiones de sus obras, modifica
la hidrodinédmica del area a través de tuberias y acciones de relleno de tierra, provocando
modificaciones en la quimica de las aguas superficiales y subterrdneas (Santucci, Carol,
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Borzi, & Garcia, 2017). A pesar que sus procesos estan sumamente monitoreados,
controlados y regulados, como resultado de esta actividad se emiten gran cantidad y
variedad de compuestos (mayormente hidrocarburos) al ambiente. La contaminacion de
aguas superficiales y subterraneas por actividad petroquimica puede darse también por
fugas accidentales de aceite y otros productos quimicos diferentes que incluyen grasas,
fenoles, sulfuros, amoniaco, solidos suspendidos, cianuros, nitrogeno, hidrocarburos y
metales pesados por tuberias o tanques rotos (Coté, 1976). En las refinerias, el petroleo
crudo se calienta para que sus componentes se puedan separar y recolectar, procesos en
los cuales pueden ocurrir derrames accidentales y fugas lentas de gasolina y otros
productos de tanques de almacenamiento y tuberias. Durante afios de operacién y gran
cantidad de accidentes acumulados, el resultado es la liberacion de grandes cantidades de
hidrocarburos liquidos, que contaminan el suelo y el agua (Botkin & Keller, 2010).

Como representacion de esta problemdtica se seleccionaron sitios localizados en los
canales Este y Oeste de Berisso y Ensenada al Nor-este de la ciudad de La Plata. Ambos
canales rodean el emplazamiento industrial que se encuentran dentro del area conocida
como Polo Petroquimico de Ensenada-Berisso. Estos canales poseen 12 metros de ancho
y dos de profundidad. Estos conforman un sistema casi simétrico, separados entre si por
900 metros, que servian para la circulacion del agua y su renovacion, y para la navegacion
de cabotaje. El canal Oeste desemboca en el Rio Santiago y éste a su vez en el Rio de la
Plata, ademas de estar al borde del predio de la destileria, parte de su recorrido atraviesa
sectores de otras empresas. El canal Este, desemboca en el Gran Dock del Puerto de La
Plata, que también se vincula con el Rio Santiago (M. J. Manassero, Da Silva, Boff, &
Hurtado, 2013; Palermo, Chaparro, Jurado, Bidegain, & Sinito, 2011) Ademas de estos
sitios se seleccionaron dentro de la zona de influencia de la petroquimica tres sitios mas
asociados con la presencia de anuros

Descargas cloacales: Las cloacas son un sistema de tuberias subterrdneas que transportan
aguas residuales a las plantas de tratamiento. Estos sistemas de tuberias pueden ser
sanitarias si transportan aguas residuales de los hogares, comerciales, industriales e
institucionales o tuberias pluviales si transportan el escurrimiento del agua de calle o
combinadas si transportan tanto aguas residuales sanitarias como de escorrentia pluviales
(Hill, 2010). Los contaminantes ambientales que estos sistemas reciben son muy variados
debido a las diversas fuentes de efluentes descargados en las alcantarillas. Estos incluyen
productos de excrecion humana con presencia de patdogenos. El tipo de patdgenos
encontrados dependera del estado de salud de la poblacion, asi como la presencia de
hospitales, curtiembres, fabricas de procesamiento de carne y mataderos en la misma zona
(Bruce & Davis, 1983). El grado de contaminacion microbiologica y parasitologica de la
poblacion es por lo general una cualidad al considerar el riesgo. Entre los productos
quimicos que se vierten a las cloacas, se pueden mencionar los productos usados en el
hogar entre los que se pueden nombrar los jabones y detergentes con presencia de
surfactantes y gran variedad de aditivos. Otros contaminantes son los derivados del uso
de combustibles para automoviles y lubricantes, los cuales se suman al ingreso de aguas
pluviales por escorrentia de calles y autopistas, asi como también efluentes de diferentes
industrias. Ademds de estos contaminantes, las aguas residuales suelen tener
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contaminantes emergentes, como ser, productos farmacéuticos los cuales causan efectos
a bajas concentraciones, ademds una proporcion considerable de estas sustancias
producen productos metabdlicos intermedios que pueden alcanzar los cuerpos de agua y
causar efectos en la biota y los diferentes componentes de los ecosistemas. Ademas de
los efectos directos que causan los contaminantes presentes en estas aguas también se
pueden observar otros efectos en la calidad del agua, por ejemplo, si la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO) de las aguas residuales es demasiado grande para las aguas
receptoras, puede producirse una reduccion sustancial del oxigeno disuelto. El aumento
de las concentraciones de nutrientes también ha demostrado tener graves efectos en los
organismos y los ecosistemas, en relacion a la eutrofizacion.

Por lo tanto, las descargas de aguas residuales en aguas superficiales representan una
fuente importante de contaminantes a nivel mundial (Walker et al., 2016) ya que alcanzan
los cuerpos de agua con escaso o nulo tratamiento (Carriquiriborde & Somoza, 2015;
Ternes, 1998; Walker et al., 2016), y ademas pueden llegar a sistemas terrestres cuando
el efluente de aguas residuales se utiliza para el riego o cuando se aplican lodos de aguas
residuales como fertilizante de tierras agricolas (Kinney ef al., 2006; Ternes ef al., 2004).

Como representacion de esta problematica tomamos la descarga de efluentes cloacales y
domésticos provenientes de las ciudades de La Plata, Berisso, Ensenada y alrededores,
las cuales se realizan hacia el Rio de La Plata. El conocido popularmente como “cafo de
la 66” recoge y lleva al Rio de La Plata los desechos cloacales de la mayor parte de la
Region, El mismo se encuentra roto desde hace mas de cuatro décadas, justo en la costa.
Los desechos que llegan a esta zona tienen un escaso o nulo tratamiento ya que solo existe
una planta de pre-tratamiento que no siempre funciona.

La otra zona seleccionada para abordar esta problemadtica se ubica en la ciudad de
Chascomus, sobre el arroyo Girado. En dicha ciudad los desechos cloacales son llevados
a una planta depuradora la cual cuenta con 2 lineas, una mas “antigua” y otra “nueva”
inaugurada en el afio 2011. La primera linea recibe 1/3 de los efluentes y la segunda 2/3
del total y, una vez depurados, los efluentes se vuelcan al arroyo Girado (sin uso
recreativo) (DINAPREM, 2018). La planta se encuentra afectada en cuanto a su
capacidad para depurar eficazmente los efluentes cloacales que llegan a la misma ya que
ésta no cuenta con el equipamiento necesario en funcionamiento para lograr rendimientos
de depuracion que permitan cumplir las normas de vertido en condiciones normales
(DINAPREM, 2018).

Referencia: En los estudios ecotoxicologicos, al igual que en toda investigacion
cientifica, es fundamental comparar los resultados de zonas estudiadas con los obtenidos
a partir de mediciones realizadas en sitios de referencia, libres de contaminacion, que nos
permita contar con informacidon de base necesaria para realizar comparaciones validas
como elementos para corroborar o refutar las hipotesis planteadas. Actualmente,
encontrar sitios que no presenten alteraciones antropicas es poco probable y dificil de
corroborar.
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Por tal motivo, para la realizacion de la presente tesis se seleccionaron como sitios de
referencias areas lo suficientemente alejadas de las problematicas ambientales
anteriormente nombradas, que no reciban influencia directa o al menos se encuentren
fuera de lo que consideramos el area de influencia.

La primera corresponde a una zona ubicada al Este de la Ciudad de La Plata sobre la
planicie de inundacién del arroyo “El Pescado”. El arroyo es tipico de la region y corre
de Oeste a Este, atravesando la zona interior y la planicie costera posee 10 cauces menores
(Sala, 1972), entre los que se puede mencionar al arroyo Cajaravilla, el arroyo Difuntos
y el Arroyo del Sauce. La superficie total de su cuenca es de 356 km2 y el valle de
inundacion alcanza en algunas partes los 500 m de ancho (Camilién, Manassero, Hurtado,
& Ronco, 2003; A Ronco et al., 2001). A los fines de esta investigacion se seleccionaron
dos sitios dentro de esta zona, el primero localizado en la region media de la planicie de
inundacion del arroyo “El Pescado” y el segundo a 3,37 km NE del arroyo. Dentro del
primer sitio se trabajo en el establecimiento “Santa Ana”, el cual se localiza a mitad del
recorrido del arroyo. Es un campo de aproximadamente 300 hectéareas, que posee 180
hectareas destinadas al pastoreo de ganado bovino para tambo y en las zonas mas bajas
de su geografia, se forman charcas temporarias donde ocurre la reproduccioén de los
anfibios que alli habitan. En el segundo sitio se trabajo en el campo denominado “Frisén”,
de aproximadamente 11 ha destinadas al pastoreo de ganado bovino. Este campo
comprende principalmente ambiente de pastizal y, en sus sectores topograficamente mas
bajos la acumulacién de agua de lluvia forma una charca temporaria de 1 ha donde se
reproducen las distintas poblaciones de anuros que habitan el ecosistema. Ademas, se
seleccionaron dos sitios mas, con la intencidon de contar con mas sitios de referencia y
aumentar el tamafio de muestra. Uno de ellos corresponde a una charca temporaria
formada por agua de lluvia al costado de la ruta 20 y el otro es una laguna ubicada en la
reserva ecoldgica de Punta Lara. Por ultimo, se seleccion6 un sitio de referencia ubicado
en la zona costera del Rio de la Plata a la altura de la ciudad de Magdalena, dicho sitio
sera utilizado para comparar los resultados de las descargas cloacales de La Plata ya que
ambos sitios se localizan en la costa del Rio de La Plata, presentando caracteristicas
similares entre si, pero muy diferentes a los otros sistemas estudiados (que estarian
situados en pastizales sin relacion con el rio)

26



La Plata

w5,

Lf}o

N \_\ \’ 0

Berisso

= {
.

sitios
® agroecosistema
® cloaca
© petroquimica
® referencia
© urbano

Figura 1.1. Area de estudio cuerpos de agua superficial.
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Como se describid previamente, las problematicas ambientales mencionadas se asocian a
la liberacion de un gran nimero de contaminantes al ambiente, muchos de los cuales
alcanzan los cuerpos de agua superficial.

Mediante una busqueda bibliografica en Scopus, sobre los efectos que causan las
problematicas ambientales mencionadas, se estimo la informacidon que existe actualmente
de manera relativa y comparativa. Podemos ver que el mayor numero de publicaciones a
nivel mundial (73%) se centran en los efectos de la agricultura, siguiendo en orden
decreciente la urbanizacion (17%), la petroquimica (6%) y las descargas cloacales (4%).
Si solo consideramos trabajos en los cuales utilizan anfibios como bioindicadores se sigue
viendo la misma tendencia en cuanto a la cantidad de publicaciones de cada problematica
las cuales se centran en los efectos de la agricultura (67%), siguiendo en orden
descendiente la urbanizacion (31%), la petroquimica (1%) y las descargas cloacales (1%)
y si restringimos la blisqueda a Argentina solo aparecen trabajos que abordan las
problematicas de la agricultura (74%) y la urbanizacién (16%). Esto nos da un panorama
de la desigualdad que existe en cuanto a la bibliografia de cada una de las problematicas
resaltando la escasez y necesidad de realizar trabajos enfocados en las problematicas
menos estudiadas.

1.1.3 Especies de estudio

Las especies seleccionadas para la realizacion del presente trabajo son Rhinella arenarum
v Boana pulchella. Ambas habitan la region pampeana de Argentina y son abundantes y
de amplia distribucion en nuestro pais y paises limitrofes. En cuanto al estado de
conservacion son consideradas de "menor preocupacion” o "no amenazadas" segun las
clasificaciones de la International Union for Conservation of Nature o ITUCN (2019) y de
la Asociacion Herpetologica Argentina (Vaira et al., 2012).

Vale aclarar que R. arenarum es una especie ampliamente estudiada a nivel local y en el
contexto de la ecotoxicologia es considerada modelo de estudio a pesar de ser considerada
una especie tolerante a diferentes contaminantes (Ruiz de Arcaute et al., 2012; Suarez et
al., 2016). En este sentido y considerando la gran diversidad de nuestra region
actualmente, herpetologos y ecotoxicélogos locales reconocen, la necesidad de generar
informacion sobre la biologia, ecologia y especificamente la sensibilidad de otras especies
representativas de la region pampeana para ser utilizadas como modelo de estudio en
ecotoxicologia, o como especies indicadoras de la calidad ambiental de ecosistemas
acuaticos, motivo por el cual se incluye en este trabajo a la especie Boana pulchella.

Rhinella arenarum (Hensel, 1867): (Figura 1.2), vulgarmente conocido como sapo
comun sudamericano, es una especie de anfibio anuro que se distribuye ampliamente en
Sudamérica, y es comin en ambientes periurbanos. Mide aproximadamente 15 cm de
longitud hocico-cloaca, presentando el dorso de color marron verdoso con verrugas y el
vientre de color claro. En invierno se ocultan en refugios naturales o artificiales, incluso
bajo tierra. Los grandes cuerpos grasos asociados a sus gonadas son utilizados para cubrir
sus limitadas necesidades metabolicas durante la hibernacion. Se alimentan de insectos,
lombrices y crustaceos terrestres. La reproduccion ocurre durante la primavera y
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principios del verano, lo cual coincide con la estacion de lluvias. Los huevos, pequeiios y
oscuros, son expulsados en cordones gelatinosos mientras son fecundados externamente
por los machos (Cei, 1980; Fernandez, 1927; Gallardo, 1987). Un promedio de 40000
huevos es frecuente para la puesta de una hembra madura en una temporada reproductiva
(Natale, 2006). Las larvas eclosionan entre el 2° y 3° dia, entre los estadios 19-20 de
desarrollo (Gosner, 1960), con un tamafio de 3 mm aproximadamente. Luego de la
eclosion permanecen adheridas a la vegetacion durante los primeros ocho dias momento
en el que alcanzan el estadio 25 de desarrollo (Gosner, 1990). Son larvas de hébitos
bentonicos lo que favorece la interaccion con los sedimentos (Fernandez, 1927; Cei,
1980; Gallardo, 1987) Rhinella arenarum es una especie ampliamente estudiada a nivel
local. En lo que respecta a su desarrollo ontogenético y su morfologia son numerosos los
trabajos que abordan este tema (Castafe, Salibian, Zylbersztein, & Herkovits, 1987; Del
Conte & Sirlin, 1952; Echeverria, 1990; Filipello & Echeverria, 1990; Herkovits, 1977).
También se han desarrollado estudios de la ecologia reproductiva (C. L. Bionda,
Lajmanovich, Salas, Martino, & di Tada, 2011). Otros estudios, han utilizado a la especie
como modelo para evaluar el crecimiento y desarrollo (C. Bionda et al., 2015). En lo que
concierne a los estudios ecotoxicologicos son numerosos los trabajos realizados con R.
arenarum, mencionamos algunos de ellos que han evaluado puntos finales que van desde
la mortalidad hasta biomarcadores individuales, bioquimicos y citogenéticos en relacion
con la exposicion a plaguicidas ( Aronzon, Marino, Ronco, & Pérez Coll, 2014; Brodeur,
Poliserpi, & Sanchez, 2014; Candioti et al., 2010;. Ferrari et al., 2008; Junges et al., 2013;
Lascano, Ferrari, & Venturino, 2011; Sotomayor, Lascano, de D'Angelo, & Venturino,
2012; Svartz, Herkovits, & Pérez-Coll, 2012; Svartz, Aronzon, & Coll, 2016; Svartz, J.
Herkovits, & Pérez-Coll, 2012). Ademas, se han realizado varios estudios de laboratorio
evaluando los efectos adversos de metales pesados ( Ferrari & Salibian, 1999; Herkovits
& Pérez Coll, 1993; Herkovits & Pérez-Coll, 1999; Hojman, Meichtry, Litter, & Coll,
2015; Pérez-Coll, Herkovits, & Salibian, 1985; Pérez-Coll et al., 1988), asi como también
estudios a campo (Babini et al., 2015; Bionda et al., 2013).

Boana pulchella (Duméril y Bibron 1841): (Figura 1.2) Posee varios nombres comunes
como: Ranita de Zarzal, Rana Trepadora Comun (en inglés Montevideo Treefrog). Es una
especie arboricola de la familia Hylidae que se distribuye en Uruguay, Praguay, Sur de
Brasil y parte de Argentina, siendo una especie abundante en la region pampeana de
Argentina (Cei, 1980). Su tamafio va desde 32—46 mm en machos y de 4148 mm en
hembras. Presentan un color dorsal variable, crema, grisaceo o verde, tanto homogéneo
como reticulado y con capacidad de realizar cambios de coloraciéon en un mismo
individuo. Presenta coloracion flash en la zona inguinal, axial y femoral interna siendo el
vientre amarrillo- blancuzco. Se alimenta de moscas, pequefias langostas, grillos y
polillas entre otras cosas. Se reproducen al menos dos veces por afio (fines de otofio-
principio de invierno y fines de verano principios de otofio) incluso con bajas
temperaturas. Las puestas estan formadas por 300 a 3.000 huevos agrupados en una masa
irregular adheridos a la vegetacion sumergida dentro de los 10 cm superficiales de la
columna de agua. Las larvas eclosionan entre los dos y cuatro primeros dias, entre los
estadios 19-21 de desarrollo (Gosner 1990), con un tamafio aproximado de 3 mm. Luego
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de su eclosion permanecen adheridas a la vegetacion hasta llegar al estadio 25 (Gosner
1990) (5- 7 dias aproximadamente). Son larvas muy nadadoras, con héabitos nectdnicos-
bentoénicos lo que favorece la interaccion con los sedimentos (Cei 1980; Natale, 2006).

Varios autores han trabajado utilizando esta especie como modelo, por lo cual se han
realizado importantes aportes en varios aspectos de la biologia de las larvas con estudios
que abarcan el desarrollo y morfologia (G. N. Acosta, Baldo, Kolenc, Borteiro, &
Candioti, 2017; Alcalde, 2005; Hoyos, Sanchez-Villagra, Carlini, & Mitgutsch, 2012; A.
I. Kehr, 1987; Kolenc et al., 2008). Otros estudios han utilizado a la especie como modelo
para evaluar los efectos de la densidad larval sobre el crecimiento, desarrollo y la
variabilidad que presentan (A. Kehr, 1989; A. 1. Kehr, 1987; Ziegler, Berazategui, &
Arim, 2014). Finalmente, un menor nimero de investigaciones, utilizando a B. pulchella,
han profundizado sobre los mecanismos moleculares para mitigar el dafio genético por
exposicion a UV en larvas (Schuch et al., 2015) y se han descripto las anormalidades
morfoldgicas presentes en adultos (Peltzer et al., 2011; Peri & Williams, 1988) y hasta
multiples amplexos durante la reproduccion (Lombardo, Carreira, & Maneyro, 2016).

En lo que concierne a los estudios ecotoxicoldgicos en B. pulchella, algunos de ellos han
demostrado que la especie puede ser afectada por distintos estresores ambientales en
diversas etapas de su desarrollo, principalmente mediante la evaluacion de parametros
poblacionales y puntos finales que van desde la mortalidad hasta biomarcadores
individuales, bioquimicos y citogenéticos en los ambientes naturales alterados por la
actividad agricola y donde se aplican diferentes tipos de pesticidas (Agostini ef al., 2013;
Agostini et al., 2009; Agostini, Saibene, Roesler, & Bilenca, 2016;. Brodeur et al., 2011;
Brodeur et al., 2009; J C. Brodeur et al., 2012; Lopez, Scarabotti, & Ghirardi, 2015;
Moreira, Moura, & Maltchik, 2016; Sanchez et al., 2013; Suarez et al., 2016). Ademas,
se han realizado varios estudios de laboratorio evaluando los efectos adversos de metales
pesados (Natale et al., 2006; Natale et al., 2000), insecticidas en larvas (Agostini et al.,
2009, 2010; De Arcaute et al., 2014a; Junges, Lajmanovich, Peltzer, Attademo, & Basso,
2010; Natale et al., 2018; Pérez-Iglesias, Soloneski, Nikoloff, Natale, & Larramendy,
2015; Pérez-Iglesias, Natale, Soloneski, & Larramendy, 2018; Pérez-Iglesias, Ruiz de
Arcaute, Natale, Soloneski, & Larramendy, 2017; Pérez-Iglesias et al., 2014) y herbicidas
sobre esta especie (Peltzer et al., 2013).

Rhinella arenarum Boana puichella

Figura 1.2. Especies de estudio.
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1.1.4 Induccion artificial de la reproduccion

La reproduccion de anuros en cautiverio no es facil de lograr, esto se debe en mayor
medida a las condiciones especificas que requieren cada especie. Una de las técnicas que
ha sido més utilizada es la administracion de una hormona o la combinacion de varias: la
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) (Licht & Porter, 1987), una forma sintética
de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LH-RH) (Licht, 1979), o
gonadotrofina corionica humana (HCG) (Herkovits & Pérez-Coll, 1991; Licht, 1979). El
método AMPHIPLEX (Trudeau et al., 2010) se probd por primera vez en Argentina,
trabajando en colaboracion con un grupo de investigadores de la Universidad de Ottawa
a cargo del Dr. Trudeau. La primera especie en la cual se probd el método fue en
Ceratophrys ornata 'y luego se aplic a otras especies de anfibios autdctonos (C. cranwelli
y Odontophrynus americanus), demostrando su aplicabilidad para la cria en cautividad
de especies pertenecientes a diferentes familias de anuros (Salgado Costa, 2016; Salgado
Costa et al., 2018). El método se basa en la inyeccion combinada de un agonista de la
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) y un antagonista de la dopamina. Si bien
es sabido que para anfibios tanto la GnRH como los agonistas de la GnRH pueden
estimular la liberaciéon de hormona luteinizante (LH) por parte de la glandula pituitaria
(Licht et al., 1983), el desove puede no resultar eficaz si el tratamiento no es acompafado
con otras hormonas o agentes neuroactivos (Browne, Seratt, Vance, & Kouba, 2006;
Kouba, Vance, Milam, & Carr, 2012) Esto indica la existencia de un mecanismo
neuroendocrino inhibidor que controla la liberacion excesiva de LH, la cual es necesaria
para la ovulacion y el desove. Al momento de emplear una especie modelo o desarrollar
métodos estandarizados para la experimentacion, es muy importante garantizar la
disponibilidad de organismos, por lo que lograr su reproduccion en cautiverio es un punto
clave que requiere atencion.

En el presente trabajo de tesis, se propuso recabar informacidon sobre aspectos
reproductivos de las especies, de modo que permita realizar la induccion de la
reproduccion por medio de AMPHIPLEX de manera exitosa. Brindando asi bases mas
solidas al momento de argumentar o fundamentar la propuesta de emplear las especies
como modelo de estudio.

Hipotesis
1. Los sitios seleccionados estan influenciados por las problematicas ambientales
evaluadas presentando caracteristicas singulares.
2. Los diferentes sitios de estudio presentan una riqueza especifica similar.

3. La induccidn artificial de la reproduccion por el método AMPHIPLEX resulta
exitoso para la especie B. pulchella.
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Objetivos

1. Realizar una descripcion del area de estudio, detallando las caracteristicas
meteoroldgicas del periodo estudiado y las caracteristicas limnologicas y
fisicoquimicas del agua y sedimentos en cada sitio de estudio.

2. Realizar un relevamiento de la anfibiofauna en los sitios de estudio.

3. Obtener informacién sobre el estado reproductivo de individuos de B. pulchella
que habitan en sitios reproductivos de referencia, util para realizar pruebas de
induccion artificial AMPHIPLEX.

1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Seleccion de los sitios de muestreo

Lo sitios de estudio fueron seleccionados a partir de prospecciones y muestreos previos
realizados en La Plata y sus alrededores. Una vez identificadas las problematicas
ambientales relevantes para el estudio (descriptas en la introduccion del capitulo) se
realizaron recorridos en las diferentes zonas y se seleccionaron los sitios siguiendo los
siguientes criterios.

1-Uso del suelo: Se identificaron sitios con diferentes usos del suelo y grado de desarrollo
dentro de las problematicas seleccionadas previamente.

2- Grado de contaminacion: Se seleccionaron sitios que contardn con informacion
previa publicada, que indicaré evidencias de contaminacion especifica de cada actividad,
e incluso del grado de contaminacidn, considerando como preferencia los sitios que
actualmente estén siendo estudiados por otros investigadores de nuestra universidad.

3- Factibilidad y Accesibilidad: Se consideraron las distancias, la accesibilidad a los
sitios y los permisos de los propietarios, prefiriendo sitios en areas cercanas, que
presentaran facil acceso, con caminos en buen estado (calles asfaltadas que permitan el
acceso durante y/o luego de lluvias) y en los cuales se contara con los permisos y
autorizaciones por parte del duefio particular, o de instituciones gubernamentales.

4- Calificacion de los ambientes: Se seleccionaron charcas o cuerpos de agua que
contengan habitats con caracteristicas necesarias para la reproduccion de las especies de
anuros de laregion y en particular los requerimientos de habitat de las especies de estudio.

1.2.2 Caracterizacion climatica del periodo estudiado (2015-2018)

Para el andlisis de las variaciones climaticas del periodo de estudio (2015-2018) se
utilizaron datos del servicio meteorologico nacional (https://www.smn.gob.ar/descarga-
de-datos) correspondientes a temperatura (°C), humedad relativa (%), presion (hPa),
viento (Km/h) y precipitaciones (mm) medias. Con estos datos se construyeron
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climatogramas y se compararon con datos climatoldgicos del periodo 1981-2010,
considerados como normales por el Servicio Meteoroldgico Nacional. Esta informacion
se empled para interpretar los resultados de los muestreos de anfibios.

1.2.3 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento

Se realizaron caracterizaciones de la calidad del agua de los diferentes sitios,
registrandose in-situ la temperatura, conductividad, oxigeno disuelto y pH utilizando una
sonda multiparamétrica modelo WA-2017SD. Ademas, se tomaron muestras de agua por
triplicado en botellas de vidrio color caramelo y muestras de 200 gr de sedimento
compuestas en bolsas de polipropileno para andlisis quimico en laboratorio. Para las
determinaciones fisicoquimicas realizadas en laboratorio se siguieron los métodos
analiticos normalizados, descritos en (APHA, 1998): fosforo total (4500-PC), fosforo
reactivo soluble (4500-PC), nitritos (4500-NO2-B), nitratos (4500-NO3-B), nitrégeno
amoniacal (4500-NH3F), solidos totales (2540B ST), s6lidos disueltos (2540-C), s6lidos
suspendidos (2540-D). DQO (EPA, 410.4), dureza (2340-C), alcalinidad (2320) para la
matriz agua. Para la matriz sedimento se determiné la materia orgénica.
Complementariamente se confecciond una base de datos producto de una exhaustiva
revision bibliografica para constatar la presencia de contaminantes ambientales
(pesticidas- metales pesados- hidrocarburos- FOG- detergentes-contaminantes
emergentes) en los diferentes sitios de estudio.

1.2.4 Relevamiento de anfibios

Se realizaron relevamientos de anfibios para constatar la presencia y reproduccion de las
diferentes especies en los sitios de estudio. Para ello se realizaron salidas al campo
nocturnas y diurnas. El método empleado para la identificacion de las especies presentes
fue el de muestreo auditivo (Zimmerman, 1994). Este método consiste en la audicion de
las vocalizaciones de anfibios. Durante las inspecciones en cada uno de los sitios se
registro durante 60 minutos la presencia de las especies que cantaban (Heyer, Donnelly,
Foster, & Mcdiarmid, 2014).

Con la finalidad de probar y poner a punto el método AMPHIPLEX para lograr la
reproduccion de Boana pulchella en cautiverio, se realizaron muestreos detallados (con
mayor esfuerzo de muestreo en funcion del tamafio del area recorrida) en uno de los sitios
de referencia. Para ello se aplicaron dos técnicas propuestas por (Heyer et al., 2014), las
técnicas de encuentros visuales y la técnica de transectas. Para la técnica de encuentros
visuales se realizaron caminatas por el sitio de estudio (generalmente alrededor de la
charca) por un periodo de 30 minutos. Para el muestreo por transectas se trazaron 3
transectas imaginarias de 250 m de longitud. En la Figura 1.3 se muestra el disefio de
muestreo en el campo que rodea el sitio reproductivo seleccionado para el estudio.
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Figura 1.3. Transectas realizadas en el sitio de referencia.

A cada uno de los individuos de B. pulchella encontrados mediante estas técnicas se les
determind el sexo y se tomaron medidas corporales con la intencion de estimar su estado
reproductivo. Con calibre de 0,01 mm se midi6 in sifu la longitud hocico- cloaca, y en las
hembras el ancho de vientre y con balanza analitica de precision 0,01 g se determiné el
peso. Los individuos, una vez pesados y medidos fueron fotografiados y finalmente
liberados, a excepcion de 30 individuos (capturados 10 por afio) que fueron colectados,
transportados al laboratorio y mantenidos en un terrario confeccionado siguiendo las
recomendaciones para individuos de la familia Hylidae (ASolaH, 2004; Mattison, 1987;
Nace, 1977; Staniszewski, 1995) con la finalidad de ser utilizados como adultos
reproductivos. Previo a la recoleccion de los individuos se solicitaron los permisos
correspondientes a Direccion de Flora y Fauna de la provincia de Buenos Aires (codigo
22500-41820/17 disposicion 73; codigd6-2019-37803203).

Los ejemplares adultos de B. pulchella mantenidos en cautiverio fueron alimentados dos
veces por semana con larvas de Tenebrio molitor, y variedades de dipteros adultos e
isopodos (Antoniazzi, Lopez, Duré, & Falico, 2013; Da Rosa, Canavero, Maneyro, &
Camargo, 2011). Para evaluar la condiciéon de bienestar en cautiverio, se realizaron
prospecciones generales de los individuos cada 30 dias y se tomaron medidas de los
individuos (las mismas que en el campo) para conocer su estado de condicion. Los
procedimientos de cria y mantenimiento de anfibios en cautiverio fueron evaluados
debidamente por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata
(Numero de protocolo: 023-22-15).

1.2.5 Induccion de la reproduccion de Boana pulchella

Para realizar las pruebas de induccion artificial de la reproduccion en laboratorio se
calculd el indice de condicion corporal (K) pre reproductivo a partir de datos previos
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obtenidos por el grupo de trabajo, los que se complementaron con datos obtenidos en el
presente trabajo. Estos datos fueron obtenidos de hembras colectadas en amplexo en el
campo a las cuales se les tomd las medidas antes y después de desovar. Finalmente, de
las hembras mantenidas en el laboratorio se seleccionaron aquellas que presentaran un
indice K entre 0,04 y 0,07 consideradas como Optimas para lograr la reproduccion.

Con las hembras seleccionadas se realizaron experimentos de induccion, tanto machos
como hembras, fueron inyectados intraperitonealmente con 0,4 ng/g de peso corporal del
agonista de la hormona liberadora de gonadotrofina (des-Glyl10, D-Ala6, Pro-NHEt9-
GnRH, marca Sigma-Aldrich®) mas 10 ug/g de peso corporal del antagonista de la
dopamina (hidrocloruro de metoclopramida, marca Sigma-Aldrich®) disuelto en 0,7%
NaCl. La solucion fue preparada e inyectada en el mismo momento, habiéndose inyectado
1 upl/g de peso corporal de individuos maduros sexualmente siguiendo Ilas
recomendaciones de Trudeau et al (2010).

A continuacion, se detalla cada experimento de induccién y cada pareja:

Experimento I: El 12 de Abril de 2018, se realiz6 el primer experimento para el cual se
emplearon 10 parejas de adultos de B. pulchella. El peso, la longitud hocico-cloaca y la
dosis administrada se muestran en la Tabla 1.1. Se indujeron 5 parejas y las restantes 5 se
utilizaron como control inyectandoles solucion fisiologica. Posteriormente todas las
parejas fueron acondicionadas en frascos de 3 L con dos porciones de juncos
(Schoenoplectus californicus) para la adherencia de las ovas y 1,5 L de agua, se
mantuvieron en un cuarto con fotoperiodo 18/6 y a 25 °C (Figura 1.4 A).

Tabla 1.1- Parejas de B. pulchella inducidas para probar induccion artificial

Inducidas Control
Pareja  Sexo Peso LT  Dosis Pareja Sexo Peso LT Dosis
(® (mnm) (pl) (® (mm) (p)
i Macho 3,08 43,2 30 6 Macho 3,88 43,1 39
Hembra 5,65 47 56 Hembra 5,56 50,5 55
) Macho 3,74 40,7 37 . Macho 4,8 474 48
Hembra 5,09 53,9 51 Hembra 8,22 57,9 82
3 Macho 4,04 445 40 g Macho 4,03 46,1 40
Hembra 4,66 42,7 46 Hembra 7,06 55,1 70
4 Macho 4,82 46,8 48 9 Macho 3,13 51,9 31
Hembra 8,22 51,1 82 Hembra 5,18 46,1 52
5 Macho 4,73 419 47 10 Macho 3,28 37,3 33
Hembra 4,06 43,7 40 Hembra 4,37 51,9 31

Experimento II: El 21 de Junio de 2018, se indujeron 10 individuos (5 hembras y 5
machos) adultos de B. pulchella. El peso, la longitud hocico-cloaca y la dosis
administrada se muestran en la Tabla 1.2. Los adultos fueron acondicionados en una
pecera de 80cm de largo, 50cm de alto y 20cm de profundidad, con plantas acuaticas para
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la adherencia de las ovas, 2,5 L de agua y 10 L de suelo. Durante las primeras 24 horas
se mantuvo la temperatura a 25 °C luego se bajo a 16°C. (Figura 1.4B).

Tabla 1.2. Parejas de B. pulchella inducidas para probar induccion artificial

Inducidas
Peso LT Dosis

Sexo (g (mm)  (ul)

Hembra 5,55 51,9 55
Hembra 9,7 57,9 97
Hembra 74 50,5 74
Hembra 6,21 51,1 62
Hembra 7,36 55,1 73
Macho 4,46 47,4 45
Macho 5,74 427 57
Macho 3,46 42.4 35
Macho 4 43,1 40
Macho 4,99 46,1 50

"'/‘.’;/.‘l' dwp

A

Figura 1.4. Induccion de B. pulchella. A- Frascos utilizados en el primer experimento de

induccidn. B- Pecera utilizada en el segundo experimento de induccion.

Luego de cada induccion, se monitore6 diariamente a los individuos inyectados durante
tres dias, en busca de signos vinculados con la respuesta a la induccion, como emision de
cantos en machos y formacion de amplexos y presencia de puestas.

1.2.6 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en las diferentes actividades realizadas, fueron analizados mediante
estadistica descriptiva, con el objetivo de conocer la distribucion de los datos, y describir
su comportamiento. Se construyeron tablas y graficos para su presentacion. Se realizaron
pruebas de ANOVA con prueba posteriori de Dunnet para determinar diferencias
significativas entre los sitios para el conjunto de pardmetros analizados en los sitios
(0=0,05) y se realizd un andlisis de componentes principales para describir el
comportamiento del conjunto de pardmetros analizados y conocer el grado de relacion
entre la totalidad de las variables. Mediante analisis de regresion y correlacion entre datos
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morfométricos se calcularon indices de condicidn corporal para seleccionar ranas en buen
estado reproductivo.

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Descripcion de los sitios

De un total de 35 sitios visitados, se seleccionaron, siguiendo los criterios nombrados
anteriormente, 28 sitios para la realizacion de la tesis en el marco propuesto por el
proyecto PICT 2015-3137. La ubicacion de estos sitios puede verse en la Figura 1.1. En
la Tabla 1.3 se muestra la lista de los sitios seleccionados seglin la problematica junto con
sus coordenadas.

Tabla 1.3. Sitios seleccionados para el estudio.

Problematicas Sitios Latitud Longitud
1-Control Atalaya -35.015811° -57.527810°
2-Control Frisén -35.151304° -57.389143°

REFERENCIA 3-Control Molfesa -35.020621° -57.857203°
22-Control Ruta 20 -35.265016° -57.435017°
23-Control Reserva. -34.51220° -58.35989°
4-Agroecosistema 1 -34.930104° -58.112883°
5-Agroecosistema 2 -34.929245° -58.112493°
6-Agroecosistema 3 -34.918093° -58.108998°
7-Agroecosistema 4 -34.923533° -58.110900°

AGRICOLA 8-Agroecosistema 5 -34.920060° -58.114377°
9-Agroecosistema 6 -34.972538° -58.065182°

24- Agroecosistema charca 2 -34.9229250 -58.112498°

25- Agroecosistema charca 5  -35.5732° -58.63756°

26- Agroecosistema Remes -35.13206° -57.594302°

10-Urbano villa Elvira -34.941771° -57.914351°

11-Urbano Zanjon -34.841965° -57.935058°

URBANO 12-Urbano Gato -34.859528° -57.960984°
13-Urbano Ceamce -34.859483° -57.961891°

27-Urbano Regatas -34.848730° -57.926666°

14-Petroqca. Canal Este 1 -34.892868° -57.913604°

15-Petroqca. Canal Este 2 -34.881223° -57.900535°

INDUSTRIAL 16-Petroqca. Canal Qeste -34.863992° -57.899972°
17-Petroqca. Fosforito -34.874295° -57.915926°
18- Petrogca. Simpson -34.879608° -57.922008°
19-Petroqca. Arenal -34.857839° -57.899883°
28-Petroqca. GESA -35.522789 -57555240"
20-Cloaca Berisso -34.866869° -57.816384°

CLOACAS 21-Cloaca Chascomus -35.630890° -58.004613°
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Como referencia se seleccionaron cinco sitios (Figura 1.5). El sitio 1 se ubica en la costa
del Rio de la Plata a la altura del pueblo de Atalaya. El acceso al mismo se dificulta en
los dias de lluvia y de crecidas del rio ya que la calle que lleva al sitio no se encuentra
asfaltada. El sitio se encuentra totalmente influenciado por el rio presentando los
ambientes tipicos costeros (pajonales, juncales, pastizales). Los sitios 2 y 3 se encuentran
en la planicie de inundacion del arroyo el pescado a 11 y 14 km, respectivamente del
centro de la ciudad de La Plata. El sitio 2 se ubica en un campo privado sobre avenida 7
a la altura de 523. Esto le confiere un facil acceso, ademas de contar con los permisos por
parte del duefio. Como se dijo en la introduccion, en los sectores topograficamente mas
bajos del campo, y favorecido por un bloqueo artificial del escurriendo natural del agua
se forma un endicamiento con la consecuente acumulacion de agua de lluvia forma una
charca semi permanente con una superficie aproximada de 1 ha. La vegetacion
predominante es de pastizal, con pocos arboles en su mayoria Celtis tala y abundantes
plantas acuaticas como Potamogeton sp, Azolla sp. El sitio 3 se ubica en un campo
privado a 100 m del puente que conduce a la localidad de Ignacio Correa. El acceso es
facil ya que la calle principal esta asfaltada y ademas se cuenta con los permisos por parte
de los duefios del campo. Se trabajo en el establecimiento “Santa Ana”, el cual se localiza
a mitad del recorrido del arroyo. Como se dijo en la introduccién en las zonas mas bajas
se forma una charca de lha aproximadamente donde predominan los juncos
(Schoenoplectus californicus), y en menor proporcion Typha latifolia. Las zonas mas
profundas presentan vegetacion acudtica tupida (Potamogeton sp, Lemna sp, Sagitaria sp
y Azolla sp). Rodeando esta charca existe un pajonal de cardas Eryngium sp. El sitio 22
se ubica al costado de la Ruta 20 en a la altura del Arroyo Samboromboén. El acceso es
facil. Al costado de dicha ruta se forman charcas temporarias con agua de lluvia y del
desborde del arroyo de aproximadamente de lha donde predominan Potamogeton sp,
Lemna sp, Sagitaria sp y Azolla sp. El sitio 23 se ubica en la reserva ecoldgica de Punta
Lara. El acceso al mismo no es facil, pero se cuenta con los permisos necesarios. Este
sitio se caracteriza por ser un ambiente Iéntico formado con agua proveniente de lluvia y
de los arroyos cercanos.

F

1- Atalaya 2- Frison
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3- Molfesa 22- Ruta 20

23- Reserva

Figura 1.5. Sitios de estudio considerados como referencia.

Para evaluar la problematica agricola se seleccionaron 9 sitios (Figura 1.6). Los sitios 4-
5-6-7-8-24 y 25 se encuentran ubicados en la planicie de inundacién del arroyo “El
Carnaval” e inmersos en el CFHP. Para acceder a los mismos se obtuvo previamente la
autorizacion del duefo de los campos. En cuanto a la facilidad de llegada, el acceso a
estos sitios se dificulta en periodos de lluvia ya que las calles 448 y 178 no se encuentran
asfaltadas.

El arroyo atraviesa desde su nacimiento un area con gran cantidad de invernaderos
llegando al sitio 4 que se caracteriza por ser un sector del arroyo que posee 6 m de ancho
y abundante vegetacion con dominio de 7. latifolia y Juncus sp en los margenes y
Potamogeton sp, Lemna sp, Sagitaria sp y Azolla sp en la superficie. El arroyo continua
su curso llegando a un predio donde se realizan cultivos de tipos intensivos, el sitio S se
ubica en dicho predio, se caracteriza por ser un ambiente mas bien léntico, que recibe
agua del arroyo y del lavado de los camiones y verduras que llegan al sitio mediante una
zanja de desagiie. En los margenes se observa gran cantidad de 7. latifolia y Azolla sp en
la superficie. A los margenes del arroyo, en este sector se encuentra el sitio 24 el cual
consiste en una charca temporaria de 611 m? que se encuentra inmersa en el cultivo. El
sitio 7 se encuentra aguas abajo del anterior, en un campo de cultivo intensivo,
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principalmente de soja. El ancho del arroyo en este sector es de 3m y presenta gran
cantidad de 7. latifolia en sus margenes. El sitio 8 se ubica en el mismo predio y a la
misma altura que el sito 6 pero mas al norte, en un brazo del arroyo que corre paralelo al
anteriormente descripto. En este sitio el arroyo presenta un ancho de 4m y no presenta 7.
latifolia en los margenes, por lo tanto, los cultivos se extienden casi hasta el margen del
arroyo lo que ocasiona que la vegetacion presente sea la del cultivo y que las fumigaciones
se realicen practicamente sobre el arroyo. El sitio 24 corresponde a charcas temporarias
que se forman en la unién de ambos brazos del arroyo. El sitio 6 se ubica en la confluencia
de ambos brazos, en este sector el arroyo tiene un ancho de 3m y presenta caracteristicas
similares a las del sitio 7, con abundante vegetacion en los margenes con dominio de 7.
latifolia. El sitio 9 se ubica en una zanja de desagiie al costado de la ruta provincial 36 a
metro de la calle 526. Este sitio se caracteriza por ser de ambiente 1éntico, con agua que
proviene principalmente de lluvia y del escurrimiento de los invernaderos que se ubican
en esa manzana. El ancho de la zanja en este sector es de 10 m y presenta plantas acuéticas
como Potamogeton sp, Lemna sp, Sagitaria sp y Azolla sp. Por ultimo el sitio 26 esta
ubicado al costado de la ruta 36 y calle 89 es de facil acceso ya que la calle principal se
encuentra asfaltada. Consiste en un ambiente lentico que se corresponde con un brazo del
arroyo el Pescado en un sector de cultivo intensivo.
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6-Agroecosistema

8- Agroecosistema

9- Agroecosistema
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24- Agroecosistema 25- Agroecosistema

26- Agroecosistema

Figura 1.6. Sitios de estudio seleccionados para el estudio de la problematica agricola.

Para la problematica urbana se seleccionaron cinco sitios (Figura 1.7). El sitio 10 se
ubica sobre uno de los brazos del arroyo Maldonado al sur este del centro de la ciudad de
La Plata, en el Barrio Villa Elvira especificamente en la manzana entre la avenida 7, calle
8, 85 y 86 siendo un sitio de muy facil acceso. Este sitio se caracteriza por ser un ambiente
lotico de bajo flujo y caudal por lo que presenta variaciones marcadas del nivel de agua
durante el afio, dependientes de las lluvias. El canal posee 6, 35 metros de ancho, los
margenes son empinados y presenta poca vegetacion asociada, ya que al estar proximo a
las viviendas se realizan desmalezado con regularidad. El sitio 11 se ubica en la zona baja
del arroyo el Gato, cercano a su desembocadura sobre el camino Costanero Almirante
Brown que al ser una calle asfaltada facilita la accesibilidad. El sitio se caracteriza por ser
un ambiente 16tico con mucho flujo y caudal, con poca variacion del nivel de agua durante
el afo (no se seca). El canal posee 28 m de ancho y sobre el mismo se encuentra un puente.
En cuanto a la vegetacion se observé en la orilla Sagitaria sp, Conium maculatum y en
ocasiones Eichhornia crassipes siendo arrastrados por la corriente hacia el Rio de la Plata.
El sitio 12 se ubicada en la zona media del arroyo “El Gato”, a 300 m de la Av. Domingo
Mercante accediendo al mismo por una calle de tierra de facil acceso. El sitio se
caracteriza por ser un ambiente 16tico con mucho flujo y caudal, con poca variacion del
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nivel de agua durante el ano (no se seca). El canal posee 62 m de ancho, el borde es
empinado y presenta diversas de plantas con gran prevalencia de Dipsacus sp, ademas de
observarse mucha basura tanto en el borde como en el lecho del arroyo la cual es
arrastrado hacia el Rio de La Plata, ocasionalmente hay olor a podrido. El sitio 13 se
ubica a 50 metros del sitio 12 corresponde a un arroyo que atraviesa el relleno sanitario
de la ciudad. El sitio se caracteriza por ser un ambiente 16tico. El canal posee 4,5 m de
ancho, presenta diversos arboles Celtis tala, y Acacia sp entre otros y pocas plantas
palustres. El sitio 27 se ubica en un campo situado en la calle Camino Costanero
Almirante Brown y el acceso Fuerte Barragan, el acceso a este sitio es sencillo ya que la
calle principal se encuentra asfaltada. En este campo se forman charcas temporarias con
agua de lluvia de 340 m? aproximadamente con muy poca vegetacion.

10- Villa Elvira 11- Zanjon

2]

13- CEAMSE
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27- Regatas

Figura 1.7. Sitios de estudio seleccionados para el estudio de la problematica urbana.

Para la problematica industrial representada por la petroquimica se seleccionaron 6 sitios
(Figura 1.8). Los sitios 14 y 15 se ubican sobre el canal que les da el nombre, sobre la
Avenida del Petréleo Argentino lo cual les confiere facil accesibilidad. El sitio 14 se
encuentra a 5 km del centro de la Ciudad de la Plata en un sector que actualmente est4
siendo remedido por lo que presenta un sistema de aeracion continua. El sitio 15 se
encuentra mas alejado de la ciudad (7 km) y no presenta ningun tipo de remediacion.
Ambos canales presentan un ancho de 23 m. En cuanto el tipo de ambiente, ambos
corresponden con ambientes 16ticos en donde el nivel del agua estd regulado por las
mareas del rio, en los bordes del canal se puede observar la presencia de gran cantidad de
gramineas y plantas de [pomea palmata 'y en la superficie del agua se ve una capa aceitosa.
El sitio 16 se encuentra en el Canal Oeste, a 8 km del centro de la Ciudad de la Plata
sobre la calle Almafuerte. Dicha calle se encuentra asfaltada por lo que la accesibilidad
el sitio es facil. Este sitio se caracteriza por ser un ambiente lotico, que al igual que el
Canal Este, el nivel de agua depende mayoritariamente de las mareas del Rio de La Plata.
El ancho del canal es de 25 m. Es un ambiente l6tico, con poca vegetacion. Se ha
observado basura en el lecho de canal y la superficie del agua aceitosa.

Los sitios 17 y 18 estan ubicados en una zanja de desagiie que se encuentran al costado
de la calle Camino Vergara a 6 y 5 Km del centro de la Ciudad de La Plata
respectivamente. El sitio 17 se ubica frente a las antorchas de quemado de gas mientras
que el sitio 18 se ubica frente a las torres de enfiramiento. Los sitios corresponden con un
ambiente Iéntico con periodos de sequia, ya que el agua es principalmente de lluvia, la
zanja tiene un ancho de 10 m y se puede encontrar una vegetacion variada, observandose
gramineas, Sagitaria sp, Juncus sp y Eucalyptus sp. Las hojas de estos arboles caen a la
zanja volviendo el agua de color oscura, en las zonas sin arboles se puede observar mayor
desarrollo de plantas acuaticas como Azolla sp y Hydrocotile ranunculoides. Durante el
tercer afio que se tomaron muestras la zanja sufri6 una serie de variaciones y remocion de
sedimentos por lo que los muestreos se realizaron en uno u otro sitio dependiendo del
sitio que se encontrara menos perturbado. El sitio 19 se encuentra ubicado a 9 km del
centro de la ciudad, frente a la arenera de Ensenada. Este sitio corresponde a una zona
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baja de inundacién que recibe basicamente agua de lluvia y en cuyo sitio hay un basural
formado por desechos domiciliarios. El ambiente es 1éntico temporal y en sus alrededores
se pudo observar la presencia de gramineas, C. tala y Iris pseudoacorus. El sitio 28 se
encuentra ubicado sobre camino Rivadavia. Este sitio corresponde a una zona baja de
inundacion que recibe basicamente agua de lluvia formandose varias charcas. El
ambiente es léntico temporal y en sus alrededores se pudo observar la presencia de
Eucalyptus sp.

o

-

28- GESA
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Figura 1.8. Sitios de estudio seleccionados para el estudio de la problematica industrial.

Para la problematica de descargas cloacales se seleccionaron dos sitios (Figura 1.9). El
sitio 20 ubicado en la costa del Rio de la Plata, en la desembocadura de las descargas de
efluentes cloacales. El acceso a este sitio se dificulta en periodos de lluvia y crecidas del
rio ya que el tltimo tramo de la calle Avenida Rio de la Plata no se encuentra asfaltada y
se inunda facilmente. El cafo pluvial que desemboca en el rio se encuentra roto generando
un sitio donde se mezclan los efluentes cloacales y el agua de rio, formando una zanja
entre la vegetacion costera en la cual domina la presencia de Schoenoplectus californicus.
El sitio 21 se encuentra ubicado en la ciudad de Chascomus, sobre el arroyo Girado. El
arroyo tiene 2 m de ancho y se pude observar en su cercania arboles de C.tala y Salix sp

y en el borde del arroyo algunas gramineas y plantas Cucurbita moschata y Solanum
lycopersicum.

20- Cloaca La Plata 21-Cloaca Chascomus

Figura 1.9. Sitios de estudio seleccionados para el estudio de la problematica de descargas
cloacales.
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1.3.2 Caracterizacion climatica del periodo estudiado (2015-2018)

En la Figura 1.10 se muestran los graficos de precipitaciones y temperaturas para cada
afio desde 2015 a 2018 junto con el grafico de valores normales esperados segun los datos
del periodo 1981-2010. Como se puede observar durante los afos de estudio las
temperaturas y precipitaciones fueron particulares con respecto al grafico normal.
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Figura 1.10. Graficos de las precipitaciones y temperaturas medias mensuales del periodo
estudiado (2015- 2018) y el grafico de valores normales esperados segiin los datos del periodo
1981- 2010. Datos obtenidos del Servicio Meteoroldgico Nacional. El afio se indica en la parte
superior de cada grafico. Los meses se referencian con numeros consecutivos desde Enero hasta
Diciembre.

El promedio de las temperaturas media anual de los cuatro afios fue de 18,52°C, siendo
tres grados superiores a la observada normalmente en los datos del periodo (1981-2010).
La precipitacion media anual fue para 2015 de 96,4mm siendo este el afio en el que se
registro la menor media de precipitacion observandose en los meses de enero, agosto,
octubre y noviembre los valores maximos. Durante el ano 2016, los meses mas lluviosos
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fueron febrero, abril, julio y octubre con valores de precipitacion media de 102 mm. En
2017 las precipitaciones fueron muchos menores a las de los afios anteriores con una
media de 99,4 mm siendo los meses mas lluviosos mayo y septiembre. En 2018 la
precipitacion media fue de 122,74 mm con precipitaciones maximas en los meses de abril
y diciembre. Estas variaciones en las precipitaciones influyeron en los periodos
reproductivos de las especies de estudio, las cuales se reprodujeron, en los meses de
maxima precipitacion manteniéndose dentro del periodo reproductivo descripto para cada
especie.

La humedad relativa y la presion atmosférica media anual para el periodo estudiado se
mantuvo en 80% y 1014,0 hPa respectivamente, muy cercado al valor normal del periodo
(1981-2010), 79,8% y 1012 hPa.

La velocidad del viento promedio para el periodo de estudio fue de 15,26 Km/h siendo
mas alta que la registrada para el periodo de 1981- 2010 (12,8 Km/h).

Esta informacion fue empleada en la planificacion y disefios de muestreo que contemplan
los periodos reproductivos de las especies de estudio, incorporando informacién cada afio
y mejorando la precision de las estimaciones y predicciones realizadas. Ademas, los datos
obtenidos sirvieron para interpretar de manera conjunta con los datos obtenidos de las
caracterizaciones fisicoquimicas de las charcas.

1.3.3 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento de los sitios
de estudio

En la Tabla 1.4 se muestran los parametros de calidad de agua de los sitios estudiados.

Tabla 1.4. Parametros Fisicoquimicos

Probleméatica Sitios Temp. pH Cond. OD Dureza
Referencia 2 17,3+0,00 6,07+0,01 0,14+0,001 0,87+0,06 104,58 +2,45
3 16,57+0,51 6,38+0,45 0,14+0,001 1,8+0,10 50,88 + 8,48
22 23,16+ 1,11 7,89+0,030 0,63 £0,01 6,93+0,15 55,120+4,24
Agricola 5  219+0,10 7,57+0,15 027+0,01 7,56+0,15 69,25+2,45
8 248+0,17 6,75+0,02 0,21+£0,001 54+0,17 67,84 + 4,24
9 24,83+0,25 7,49+0,01 0,24+0,01 7,00+0,026 39,57 +4,90
Urbana 11 2390+0,78 7,17+0,03 0,56+0,001 137+0,12 31,09+2,45
Industrial 14 25,80+0,10 7,12+0,01 1,081+0,001 0,80+0,20 118,72+ 8,48
16 26,03+0,15 79+0,01 0,62+0,01 870+0,10 142,75+9,79
28 2543+0,06 6,59+0,04 0,38+0,001 1000+0,173 21,20+ 00
Descargas cloacales 20 21,60+3,45 7,09 £0,30 0,89+0,44 0,87+0,23 160,42+ 76,72
21 23,53+0,06 7,54+0,01 0,29+0,001 090+0,10 308,11+245
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Tabla 1.4. Continuacion Parametros Fisicoquimicos*

Problematica sitios  Alcalinidad NH4+ NO2- NTF NT PT PRS
Referencia 2 10453+1132 0,004+0,01 001=0001 169+011 2,12+023  1,14=0,14 0,66 0,02
3 98,00+0,001 0,09+0,005 0,04=0,001 228+0,12 2,19+0,17  087=004 0,26+ 0,02
22 130,66+ 11316 0,00 0,14 0,001 145+0033 140021  057+004 0,07+ 0,00
Agricola 5 15026+ 11,32 0,04+0,02 0006+0,00 1314009 1,03=0,14  1,87£0,15 1,95<0,10
8 1568+19,60 0,03+0,003 0,02+0,001 1,810,011 2,17+£025  248+0,59 1,52+092
9 111,06+ 11,32 0,05+0,02 0,004=0,001 063+002 090+0,13 312008 2,14 +0,06
Utbana 11 44427+22.63 04240 06 0,14+0,007 1534003 202+0,17  0,76+0,15 0,18+ 0,03
Industrial 14 182,93+1132 0,03+0,02 008+0001 1,07+0,02 123+035  0,63+0,10 0,05 0,00
16 437,73+£90,53 136+025 0024002 1474008 305+055  099+0,10 030+ 0,04
28 307,07+ 1131 0,12+0,08 001+0,001 131+0,13 1,76£039  1,49+0,19 0,73 + 0,05
Descargas cloacales 20 2254+90,03 2,74+2,55 001+001 057+05 3467+1035 1574002 1,12+0,58
21 816,66+ 1132 2374041 1,64£039 698+ 1,87 2988=622  438+003  2,65+0,07
Problematica sitios DQO ST SS SD LOI *La Temperatura (Temp.) fue expresada en
Referencia 2 148,67+5326 22233+666 2500+721 19733+£896 9,86 +2,52 °C, la Conductividad (Cond) en pSimens/m.
3 100,69+ 18,16 169,00+ 6,08  533+1,53 163,676,111 9,93 +0,54 el Oxigeno disuelto (OD) en mgl. la Dureza
, 22 96,68+ 1,75 56333+ 1747 253,66+ 19,65 309,67+ 10,78 2,65+ 0,21 s I Alcalinidad en mg CaCO3/L, NHd-,
Agricola 5 52724342 308,66+9,02 4433+379 26433+1234  43+0,57 NO2- y of Nitrégeno total filtrado (NTE) en
8 56064192 3303341210 71,00+ 12,12 259,33 +23,59 15,58 + 19,30 , .
mg/l, Fosforo total (PT) y fosforo reactivo
9 61,50+673 222,66+ 12,01 52,30+5,13 17033 =14,57 15,51 +3,07 o
Utbana 11 19,81 +£3305 378,66+8,50 28,00+20,70 350,66+2272 627+ 1,05 soluble en mg/l, la Demanda Quimica de
Industrial 14 2144+6889 67433£7,09 6,66=551 667,66 =321 oxigeno (DQO) en mg 02/, Solidos totales
16 4545+458  40233+7,76 1633+0,58 386,00 + 8,18 (ST), S6lidos en suspension (SS) y Solidos
28 73.66+7,54 3356642362 80334493 25533+23,11 9,95+0,71 disueltos (SD), en mg/l y el Peso seco (LOI)
Descargas cloacales 20 56,95 + 6,543 502,16+ 208,47 16,66+ 10,97 4855+217,13 3128+1856 /0 depérdidade peso en ignicion.
21 7593+1028 201833+ 1,15 21,66+ 19,50 1996,66+ 18,82 23,97 +0,16
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De la lectura e interpretacion de cada uno de los parametros evaluados de modo general
podemos decir que:

Las temperaturas registradas en los diferentes cuerpos de agua no presentaron diferencias
significativas. Por lo tanto, no se detectaron rangos de temperatura que pudieran provocar
efectos o que pudieran interpretarse como indicadores de contaminacion térmica.

Los valores de pH hallados en los cursos de agua estudiados permanecieron entre 6 y 7,90
mg/l en los diferentes sitios. Segun los indices de calidad del agua de la Nacional
Sanitation Fundation index (NSF-Manual EPA II-I), los valores 6ptimos de pH estan
comprendidos entre 7,2 y 7,4. Por otro lado, el rango de pH 6,5-9,0 es considerado
protectivo para los anfibios por lo cual la mayoria de los valores hallados estan en esos
rangos o proximos.

En cuanto a la conductividad los sitios, 14 de la petroquimica y 20 de la cloaca
presentaron valores significativamente mayores al resto de los sitios (F (9,23) = 19,195
p<0.005), lo que se explica por la gran cantidad de iones disueltos asociados a
contaminacion quimica.

Los valores de oxigeno disuelto fueron superiores a los indicados o recomendados para
la vida acuatica (Smg/l) a excepcion de los sitios 20 y 21 de las descargas cloacales, 14
de la petroquimica, y en dos ocasiones sitios 2 y3 de referencia, asociados con el alto
contenido de materia organica.

La mayoria de los sitios presentaron un agua de blanda a moderadamente dura (13 a 120
mg/l de CO;Ca) a excepcion de los sitios 15 y 20 en los cuales la dureza dio entre 121 y
180 mg/l de CO;Ca correspondiendose con un agua dura y el sitio 21 que se correspondio
con un agua muy dura (>181 mg/l CO;Ca). En cuanto a la alcalinidad los sitios 11, 16 y
21 presentaron una alcalinidad significativamente mayor que el resto de los sitios (F
(9,26) =19,195< 0,05). El nitrogeno total y el LOI fueron significativamente mayores en
los sitios 21 y 20 (F (7,19) =2,714 p<0,005).

La DQO fue significativamente mayor en el sitio 2 y significativamente menor en el sitio
11 (F (9,23) =24,187 p<0,005) En cuanto a los solidos los sitios 14 y 21 presentaron
concentraciones significativamente mayores que el resto de los sitios (F (9,23) = 11,391
p<0,005), este aumento se corresponde a su vez con una mayor concentracion de soélidos
en dilucidn en estos sitios (F (9,23) = 87,330 p<0,005).

En cuanto al nitrégeno total medido, los sitios perteneciente a la problematica de
descargas cloacales presentaron valores significativamente mayores a los observados para
el resto de los sitios (F (11,27) =27,295 p<0,001), asi como también valores
significativamente mayores de amoniaco (F (11,27) =4,2790 p<0,005).

Los valores de fosforo medidos fueron significativamente mayores en los sitios
pertenecientes a la problematica agricola (F (11,27) =88,491 p<0,005).
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En la figura 1.11 se observa el anélisis de componentes principales realizado con todas
las variables medidas en los sitios. En el grafico B se puede observar que estos parametros
permiten diferenciar las probleméaticas ambientales. El factor 1 nos permite diferenciar,
hacia el lado derecho del grafico, a los sitios correspondientes a las descargas cloacales
las cuales se asocian con valores elevados de dureza, alcalinidad y nitrogeno total, en el
cuadrante superior derecho se diferencia el sitio 20 asociado a altos valores de amoniaco,
mientras que en el cuadrante inferior derecho se diferencia el sitio 21 asociado a valores
elevados de nitrogeno filtrado total y fésforo reactivo soluble. Por otro lado, en el
cuadrante superior izquierdo se pueden diferenciar los sitios de la problematica industrial
y urbana asociados con altos valores de Nitrito y por ultimo en el cuadrante inferior
izquierdo se diferencian los sitios de referencia asociadas con una elevada demanda
quimica de oxigeno.

0.0

Factor 2: 18,34%

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 6 4 2 0 2 4 6 8 10
Factor 1: 40,04%

Figura 1.11. Analisis de componentes principales PCA para los parametros fisicoquimicos
tomados en los sitios de estudio. A-Proyeccion de las variables en el plano segun los factores 1 y
2. Temperatura (Temp), Conductividad (Cond), Oxigeno disuelto (OD), Alcalinidad (Alca)-
Demanda quimica de oxigeno (DQO) Solidos totales (ST), Sélidos en suspension (SS) y Solidos
disueltos (SD), Nitrito (NO2) Amoniaco (NH3), Nitrogeno total (NT), Nitrogeno total filtrado
(NTF), Fosforo total (FT), Fosforo reactivo soluble (FRS) B- proyeccion de los sitios en el plano
segun lo factores 1 y 2. Los sitios de referencia (2, 3 y 22), agricolas (5, 8 y 9), urbano (11),
industrial (14, 16 y 28) y descargas cloacales (20 y 21).

Producto de una exhaustiva revision bibliografica se constataron indicios de
contaminacion ambientales en las diferentes zonas de estudio. En la tabla 1.5 se muestran
las concentraciones de contaminantes detectadas con sus respectivas citas.

Los sitios tomados como referencia presentan, en muestras de agua, niveles de
concentracion de metales pesados minoritarios, no detectables con las técnicas analiticas
empleadas o cercanos a dicho limite. Los dos metales méas abundantes detectados Fe y
Mn estan dentro de los valores esperables para a region. Para las muestras de sedimento
los niveles detectados de metales son inferiores a los niveles guias de calidad en
sedimento (IADC/CEDA, 1997 Environment, 2002), no presentando problemas para la
vida acuatica. En estos sitios, ademas se midieron las concentraciones de hidrocarburos
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totales en muestras de sedimento, las cuales resultaron por debajo de los valores guias y
las presencias de plaguicidas tanto en muestras de agua como de sedimento no fueron
detectadas (M. Agostini et al., 2013; Guillermo Sebastian Natale, 2006; M. L. Peluso,
2011; Rimoldi et al., 2018).

En la zona agricola, Camilion et al. (2003) detectaron altas concentraciones de plomo y
zinc en muestras de sedimentos. Agostini et al. (2013b), (Mac Loughlin, Peluso, &
Marino, 2017) y (Sansifiena et al., 2018) detectaron concentraciones de plaguicidas en
muestras de sedimento (Glifosato, acido Aminometilfosfonico, Atrazina, Trifluralina,
Cipermetrina, Lamndacialotrina, Clorpirifos, Endosulfan, Acetaclor, Azoxystrobin y
Epoxiconazole). Lamentablemente en la zona no se midieron concentraciones de
hidrocarburos y medicamentos para comparar con el resto de las zonas.

En la zona urbana (Camilion et al., 2003) y ( Peluso et al., 2011;. Peluso, 2011)
detectaron, en muestras de sedimentos altas concentraciones de metales (cobre, plomo,
zinc y cadmio), concentraciones bajas de hidrocarburos totales y no detectaron presencia
de plaguicidas. Por otro lado, (Elorriaga, Marino, Carriquiriborde, & Ronco, 2013)
detectaron altas concentraciones de medicamentos (Atenolol, Cafeina, Carbamacepina,
Ibuprofeno y Diclofenac).

En la zona de la petroquimica diferentes investigadores (Colombo, Khalil, Arnac,
Horth, & Catoggio, 1990; Labunska, Brigden, & Stringer, 2000; Alicia Ronco, Peluso,
Jurado, Rossini, & Salibian, 2008), detectaron concentraciones elevadas de metales
pesados, hidrocarburos totales y plaguicidas.

Por ultimo, la zona de desagiies cloacales Colombo et al. (1990), detectaron en muestras
de agua del Rio de la Plata, concentraciones elevadas de ciertos plaguicidas (Lindano,
DDts,) y en muestras de sedimento y agua concentraciones elevadas de PCBs. Por otro
lado, Elorriaga ef al. (2013) y Valdés et al, (2015) detectaron altas concentraciones de
farmacos y Estradiol en muestras de sedimento y agua respectivamente provenientes de
la laguna de Chascomus.
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Tabla 1.5. Concentraciones de contaminantes detectados en las zonas de estudio. *

Referencia

Agricola

Urbano

Cu Pb 7Zn Cr Fe Mn Cd Al Ca Mg Na K As Hg Ni Hc total plaguicidas
Camilio et al 2003 (mg/kg) 14,1 129 4198 nm nm nm nm nNmM nNmMm hm nNmM nm nm hm hm nm nm
Natale 2006 (mg/l) <0,01 <0,02 0,1 <001 247 032 <002 nm nm nm nm nm nhm nm nm nm nd
Natale 2006 (mg/l) <0,01 <0,02 <0,01 <002 nm nm nm nm nm nm nm nm nm nd
Peluso 2011 (mg/kg) 156 272 195 194 11,718 <1,0 46,57 nd 2929 1562 3906 035 004 156 <200 nd

Gly AMPA ATZ TRF CYP A-CYAL CLP

END AZX EPX ATC Cu Pb Zn

Camilio et al 2003 (mg/kg) nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm 27,7 734 130,2
Agostini et al., 2013 (mg/kg) nm nm nm nm 3+1 nm 5+2 11 +93 nm nm nm nm nm nm
Mac Loughlin et al., 2017 (ng/g) 404 225,00 32,70 649,04 14,80 649 2258 14,80 153,00 21430 nd nm nm nm
Sansifiena et al., 2018 (n/mg) nd nd nd 5590 nd 265 26,00 16,00 nd nd 17,70 nm nm nm
Cu Pb Zn Cr Fe Mn Cd Al Ca Mg Na K As Hg Ni Hc total plaguicidas
Camilio et al 2003 (mg/kg) 4142 11574 1536 nm nm nm nm nm nNm nNm nNm nhm nm nm nm nm nm
Peluso 2011 (mg/kg) 324 54 97,6 27 641 nm 1,08 34921 nd 1,027 594 3423 <035 0,11 108 <200 nd
Rimoldi et al 2018 (pg/l) nd nd nd nd 76,1 106 nd =nm 33 11,7 224 108 nd =nd nd nm
Rimoldi et al 2018 (ng/kg) 13,6 78,8 766 161 7600 966 nd 7600 nm nm nm nm nd 12 nd nm 300 (CYP)

Atenalol Cafeina CARBA IBU DICLO

Elorriaga et al 2013 (u/mg) 0,1

04 0,1 0,6 0,1
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Cu Pb Zn Cr Fe Mn Cd Ca Mg Na K As Hg Ni
Colombo et al 1990 (ng/l) nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Colombo et al 1990 (ng/g) nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Greempace 2000 (mg/kg) 6325 1076 225 26 nm 4115 11 nm nm nm nm nm 2,165 2725
Palermo 2011 (mg/kg) 116 61 610 275 ntm nm nm nm nm nm nm nm nm 72
Peluso 2011 (mg/kg) 55,8 125 387 <25 34263 nm 32 12994 5972 3.026 5436 18,2 6,8 39,7
Indus trial Hc total Co N°COI HAP COP HA PCBs lindano HCL HCLEPOX TRANS CL DDTS p,p’-DDT CYP
Colombo et al 1990 (ng/l) nm nm nm nm nm nm 49 60,1 nd 22 0,6 7,7 nm nm
Colombo et al 1990 (ng/g) nm nm nm nm nm nm 548 1,5 8,6 21,9 nm nm
Greempace 2000 (mg/kg) nm 3425 1850 10,67 2,00 833 nm nm nm nm nm nm nm nm
Palermo 2011 (mg/kg) nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Peluso 2011 (mg/kg) 22361 nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm 159 (ug’Kg) 6,7 (ng/Ke)
AT Cafeina CARBA IBU DICLO El1 E2 EE2 PCBs lindano HCL HCLEPOC TRANS CL DDTS
Colombo et al 1990 (ng/l) nm nm nm nm nm nm nm nm 13,8 49,2 nd 29 nd nd
Colombo et al 1990 (ng/g) nm  nm nm nm nm nm nm nm 3 nd nd 0,07 02 1
Elorriaga et al2013 (u/mg) nd 0,1 0,3 45 <0,1 nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Descargas Cloacales
Valdes et al 2014 (ng/l) nm  nm nm nm nm <lod 122 80 nm nm nm nm nm nm
Elorriaga et al 2013 (w/mg) <1 132 <1 <1 <1 nm nm nm nm nm nm nm nm nm
Valdes et al 2015(ng/l) nm nm nm nm nm <lod 631 65 nm nm nm nm nm nm

*1- referencia; 2 agricola; 3- wbana 4 industrial; 5- descargas cloacales. He: Hidrocarburos totales GLY: Glifosato, AMPA- Acido
Aminometilfosfonico, ATZ Atrazina TRF: Trifluralina, CYP: Cipermetrina, A-CYAL: Lambdacialotrina, CLP: Clorpirifos END: Endosulfan, AZX:
Azoxystrobin, EPX: Epoxiconazole. ATC: Acetaclor, CARBA- Carbamarzepina IBU: Ibuprofeno: DICLO: Diclofenac, NCOI: Mimero de compuestos
organicos identificados. HAP: Hidrocarburos aromdticos policidlices, COP: Compuestos organicos persistentes, HA- Hidrocarburos alifificos,
HCLEFPX Heptaclor epoxido, TRANS CL: Trans- Clordan, AT: Atenolol, E1: Estrona, E2: 1 7Tb-estradiol, EE2: 17a-etinilestradiol, HCL: Heptacloro.
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1.3.4 Relevamiento de anfibios

Los resultados de los relevamientos se presentan en la (Tabla 1.6).

SITIOS Bp D Ss Sg Pm Oa Co Llat L1 Lg Pf Ra Rf Riqueza

2 R R R R 4
3 R P PP R P P R R P R P R 13
4 R P 2
5 P 1
6 P P 2
7 0
8 R P R P P P R R 8
9 R P 2
10 0
11 0
12 P P 2
13 P P 2
14 0
15 0
16 P 1
17 P 1
18 P P 2
19 R R P R R R R R 8
20 P P P P P P 6
21 P P R 3
22 R R R R 4
23 R R R 3
24 P R 2
25 R R P P P R R 7
26 R P P P P 5
27 P R 2
28 R P R P P R P 7

Tabla 1.6. Especies de anfibios detectados en los sitios de estudio Bp: Boana pulchella; D:
Dendropsophus Sp; Ss: Scinax squalirostris; Sg: Scinax granulatus;, Pm Pseudis minuta; Od:
Odontophrynus americanus;, Co: Ceratophrys ornata; Llat: Leptodactylus latrans; Lli:
Leptodactylus latinasus, Lg: Leptodactylus gracilis, PfPseudopaludicola falcipes; Ra: Rhinella
arenarum, Rf: Rhinella fernandezae. *

*P: presencia, R: reproduccion.

Se identificaron un total de 13 especies. La mayor riqueza de especies se observo en el
sitio 3 de referencia. En siete sitios del agroecosistema se identificaron un total de 8
especies observandose la mayor riqueza en el sitio 8. En cinco sitios de la problematica
industrial se identificaron un total de 8 especies, pero la reproduccion de las mismas solo
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se constato para el sitio 19 y 28, de los cuales el sitio 19 presento6 la mayor riqueza, dentro
de los sitios de esta problematica. En los sitios de descargas cloacales se observo la
presencia de 6 especies presentando la mayor riqueza el sitio 21. Por ultimo, en los sitios
urbanos solo se detecto la presencia de tres especies en tres sitios.

Por lo tanto, segn el nimero de las especies detectadas los sitios de referencia fueron los
mas ricos, seguidos en orden decreciente de riqueza por los sitios agricolas, industrial,
descargas cloacales y por ultimo los sitios urbanos.

En cuanto a las especies de estudio, ambas se identificaron en al menos uno de los sitos
de cada problematica a excepcion de la urbana donde solo se detectd a R. arenarum en
uno de los sitios.

Para el analisis detallado del ciclo reproductivo de las especies estudiadas se tuvo en
cuenta la primera reproduccion de B. pulchella, que ocurre a fines de otofio-principio de
invierno, y la Unica para R. arenarum que ocurre a fin de primavera-principio de verano.

Como se observa en la Figura 1.12 el aumento en la abundancia relativa de B. pulchella
y R. arenarum estan asociado a eventos posteriores de precipitacion intensa en los sitios
reproductivos. En el caso de B pulchella este aumento se ve, a su vez asociado con el
descenso de la temperatura a diferencia de R. arenarum que se da con aumentos en la
temperatura. En los afios de estudio la reproduccion de las especies ocurrid segun lo
esperado en cuanto a las precipitaciones y temperaturas. Durante 2015 B. pulchella se
reprodujo mas tarde que otros afios (aproximadamente 2 meses) probablemente debido a
las altas temperaturas registradas ese afo y las pocas lluvias al comienzo del afo, por el
contario la especie R. arenarum comenzd su reproduccion en el mes de septiembre con
un pico maximo de actividad en noviembre cuando las precipitaciones aumentaron. En
2016 y 2018 B. pulchella se reprodujo en abril y R. arenarum en septiembre, coincidiendo
con los meses de mayor lluvia. En 2017 las especies se reprodujeron en mayo (B.
pulchella) y a principios de octubre (R. arenarum) nuevamente coincidiendo con las
mayores precipitaciones y la disminucion o aumento de la temperatura en el caso de cada
especie.
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Figura 1.12. Abundancia relativa por mes de B. pulchellus (linea Azul) y R. arenarum (linea
naranja) estimado en individuos colectados a campo en funcion de las precipitaciones (linea
negra) y temperatura (baras) corresponden al periodo comprendido entre los afios 2015-2018. La
figura también permite visualizar los meses en que se reprodujeron las especies para cada afio
(estrellas).

A partir de los muestreos realizados en el sitio 3 de referencia durante los afios 2017 y
2018 se obtuvieron datos morfométricos de 110 machos y 80 hembras adultas de B-
pulchella.

Tabla 1.7. Medidas de los individuos adultos de B. pulchella colectados en campo.

Longitud Peso Long. Vientre
Afio Sexo N (cm) (g) (cm) K
2017 Macho 46 4,01+ 0,30  3,30+0,57 0,05+0,01
Hembra 22 4,35+0,26 4,45+1,03 2,82+0,42 0,05+0,04
2018 Macho 64 3,94+0,40 3,28+3,64 0,05+0,01
Hembra 58 4,39+0,63 4,47+2 3,454+4,83 0,05+0,05

*Se presentan los promedios de las mediciones + el desvio estandar. Numero de individuos (N).
El indice de condicion corporal (K) calculado como (peso /Longitud”3).

Para el céalculo del indice de condicién corporal de las hembras pre-reproductivas se
obtuvieron datos de 30 amplexos registrados en el campo, sumado a datos previos
obtenidos por el grupo de trabajo.
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De los resultados obtenidos se constatd que los machos no presentan diferencias
significativas (o al menos detectables por este modo) en sus indices morfométricos al
comparar antes y después de un evento reproductivo (p > 0,05), por otro lado, las hembras
presentaron diferencias significativas en el indice K (p < 0,05) luego de un evento
reproductivo. En la Tabla 1.8 se presentan los resultados obtenidos relacionados con el
estado de condicion reproductiva.

Tabla 1.8. Medidas de los individuos adultos de B. pulchella colectados en amplexo en campo.

Sexo N Longitud Peso K
(mm) (2
Pre-rep. 50 39,36+3,72 3,20+0,83  0,051+0,013
Machos
Post-rep. 50 40,72+3,67 3,54+0,88  0,052+0,007
Pre-rep. 80 44,46+5,38 4,97+1,99 0,055+0,01
Hembras

Post-rep. 80 44,40+£5,58  4,57+1,69  0,050+0,008

*Se presentan los promedios de las medidas + el desvid estandar. Pre-rep: individuos pre-
reproductivos, post- rep: individuos post reproductivos, Nimero de individuos (N). El indice de
condiciodn corporal (K) calculado como (peso /Longitud”3).

A partir de los datos de hembras obtenidas en el campo y datos histéricos del grupo de
trabajo se realizaron correlaciones entre los pesos y las longitudes de los individuos
(Figura 1.13).

Hembras Pre-reproductivas , Hembras Post-reproductivas
! Var2:vart: y=04759 +0,0486"; r=0,8320;p =0.0000; Vard-Vard: y=04156 +0,0449%; r=0,9410;p =0.0000;
2206922 =0,8856
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Figura 1.14- Graficos de correlacion entre las variables de peso y longitud*3 de hembras de B.
pulchella pre y post- reproductivas.

A partir de las ecuaciones de las rectas obtenidas se graficaron las rectas ajustadas
logrando de este modo un grafico que permitié determinar el estado reproductivo de las
hembras colectadas en campo (Figura 1.14)
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Figura 1.15- Grafico de la correlacion entre las variables de peso y longitud”*3 de hembras de B.
pulchella pre y post- reproductivas.

Esto permitié calcular el indice de condicion corporal de las hembras pre- reproductivas,
en condiciones Optimas para lograr exitosamente la reproduccion, este indice fue de 0,06
+0,01.

Del total de adultos observados en campo se colectaron 5 parejas por ano, los cuales
fueron criados en laboratorio para posteriores pruebas de induccién artificial de la
reproduccion.

Los adultos de Boana pulchella criados en condiciones controladas de laboratorio
mostraron un incremento de los valores del indice K, respecto de los valores que
presentaban en el momento inicial de cria en cautiverio. (Figura 1.15). En el mes de
octubre el indice de condicion corporal fue menor debido al ingreso de nuevos individuos.
Estos resultados permitieron avalar la metodologia utilizada en la crianza y
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Figura 1.15. Indice de condicion corporal en adultos de B. pulchella mantenidos en cautiverio.
4,5,6,7y 10: corresponden a los meses (Abril, Mayo, Junio, Julio y Octubre) transcurridos desde
que fueron colocados por primera vez en las jaulas para la cria en cautiverio.

1.3.4 Induccion de la reproduccion en B. pulchella

Siguiendo los resultados obtenidos, para la induccion se seleccionaron hembras que
presentaban indices de condicion corporal entre 0,04 y 0,07.

Los resultados de las inducciones mostraron que las parejas control no presentaron
indicios de actividad reproductiva. Por otro lado, en el primer experimento, el método
resulto efectivo para el 80% de los machos constatada por la emision de cantos (machos
5y 1)y laexpresion de caracteres sexuales secundarios como la marcada coloracion del
saco bucal (machos 3 y 2) (Figura 1.16 A). Luego de 24 horas de ser inducidas se
evidenci6 el amplexo de una pareja (pareja nimero 4) (Figural.16 B) y posterior desove
(Figura 1.16 C). El peso total de la puesta fue de 17,21 g con un total de 2000 huevos
aproximadamente. 48 h después de la primera induccion se inyectaron las parejas control
observandose amplexos de las parejas 6 y 7 sin posterior desove (Figura 1.16 D).

TET TS

Figura 1.16. Induccion artificial de B. pulchella. A- Macho con saco bucal marcado. B- Amplexo
de la pareja 4. C- Puesta de la pareja 4. D- amplexo de la pareja 6
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En el segundo experimento el método resulto efectivo para el 100% de los machos
evidenciado por la emisioén de cantos y la expresion de caracteres sexuales secundarios
coma la coloracion marcada del saco bucal. En las primeras 24 h no se evidenciaron
amplexos ni puestas, por lo que se procedi6 a reiterar la dosis de AMPHIPLEX y se bajo
la temperatura del cuarto de cria a 16°C. Luego de 48 h, se evidencid la presencia de una
puesta (Figura 1.17) la cual tenia un peso total de 8,5 g y aproximadamente 800 huevos.
Para determinar cudl de las hembras fue la que puso los huevos, se pesaron las hembras

y se compar6 el peso con el inicial. Concluyendo por la diferencia de pesos (1,42 g) que

la puesta correspondio a la hembra 2.

Figura 1.17. Induccion artificial de B. pulchella. Puestas de la hembra 2.

Por lo tanto, para ambas pruebas de induccion la proporcion de éxito, expresada como
cantidad de parejas que lograron la reproduccion sobre cantidad de parejas inducidas fue
de 0,13. Si bien estos resultados no son lo suficientemente concluyentes, en relacion con
su efectividad aportan evidencias que indican una respuesta favorable constituyendo las
bases para continuar con la puesta a punto de la técnica.

1.4 DISCUSION Y CONCLUSION

La ciudad de La Plata y sus alrededores contiene, gran diversidad de actividades y uso
del suelo tipicos de la Region Pampeana. Dentro de esta area se identificaron cuatro
problemadticas ambientales (agricola, urbana, industrial y descargas cloacales) y un area
de referencia. Se seleccionaron en total 28 sitios por sus cercanias a las problematicas
plantadas, con facil acceso y caracteristicas tipicas de los habitats y nichos ecoldgicos de
las especies estudiadas, constituyendo posibles sitios reproductivos de las especies de
estudio.

Las temperaturas y precipitacion medias, determinadas por el Servicio Metereologico
Nacional para el periodo de estudio fueron acordes con los valores normales registrados
entre 1981 y 2010 presentando variaciones naturales las cuales pueden ser explicadas
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debido a fendmenos como El Nifio, que genera un aumento de la temperatura y
precipitaciones, y La Nifia, que trae aparejado un descenso de la temperatura. El intenso
episodio de El Nifio 2015/2016 contribuyo a que se registraran temperaturas altas y mas
precipitaciones. Por el contrario, en el afio 2017 comenzd con un episodio de La Nifa
muy débil. Estas variaciones climaticas influyeron en la reproduccion de las especies de
estudio que, si bien estuvieron dentro de los periodos de tiempo esperados, variaron afio
a afio. Las altas temperaturas y poca lluvia ocurrida en los primeros meses del 2015
provocaron un retraso en la reproduccion de B. pulchella mientras que las llegadas de las
precipitaciones a fines del 2015 acompafiadas de temperaturas altas favorecieron la
reproduccion temprana de R. arenarum. Las altas precipitaciones debidas al nifio se
mantuvieron en 2016 favoreciendo que la reproduccion de ambas especies ocurra
tempranamente. Mientras que para el afio 2017 la llegada de la nifia propicio las
condiciones climaticas para que las especies se reproduzcan a principios de mayo (B.
pulchella) y Octubre (R. arenarum).

Los resultados de los parametros de calidad de agua medidos en los sitios estudiados y la
recopilacion de informacién de mediciones de contaminantes en las zonas de estudio
permitieron realizar una caracterizacion de las zonas estudiadas. La zona de referencia
presento niveles de temperaturas, pH y conductividad acordes a los niveles guia para la
proteccion de la vida. Los niveles de oxigeno resultaron ser mas bajos de lo esperado esto
seguramente se deba a que estos cuerpos de agua se encontraban con mucha vegetacion,
gran parte de ella en descomposicion, lo que se puede observar también en una elevada
DQO. En cuanto a la bibliografia, Camilion et a/ (2003), Natale (2006) y Peluso (2011)
detectaron en estos sitios concentraciones bajas de metales pesados e hidrocarburos
totales, y no detectaron presencia de plaguicidas. Los resultados obtenidos y la
informacion proveniente de la literatura existente contribuyen a la hipotesis de que estos
sitios no se encuentran afectados por la actividad antrépica evaluada. Por lo tanto, estos
sitios son adecuados como sitios de referencia.

La zona agricola present6 niveles de temperaturas, oxigeno, pH y conductividad acordes
a los niveles guia para la proteccion de la vida. El agua de estos sitios es blanda con alta
alcalinidad lo que le confiere una gran amortiguacion de los acidos, presenta ademas una
elevada cantidad de solidos disueltos en comparacion con los sitios de referencia y
concentraciones elevadas de fosforo siendo estos superiores a los esperados para aguas
no contaminadas (0,01 mg/l), lo cual pude estar indicando un ingreso de fosforo al
ambiente que puede provenir de las tierras fertilizadas. En cuanto a la bibliografia,
trabajos previos en la zona determinaron concentraciones altas de metales pesados
(Camilion et al., 2003) y de varios plaguicidas en muestras de sedimento (Agostini et al.,
2013; Mac Loughlin et al., 2017 y Sansifiena ef al., 2018). Los resultados obtenidos y la
informacion proveniente de la literatura existente contribuyen a la hipétesis de que estos
sitios se encuentran afectados por la actividad agricola. Por lo tanto, estos sitios son
adecuados para evaluar esta problematica.
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La zona urbana presentd pardmetros acordes a los reportados para la region, a excepcion
de una elevada concentracion de Nitritos lo cual puede indicar la presencia de procesos
biologicos activos, influenciados por contaminacion organica. En cuanto a la bibliografia
consultada se detectaron en la zona, altas concentracion de metales pesados,
concentraciones normales de hidrocarburos totales y no detectaron plaguicidas en
muestras de sedimento (Camilion et al., 2003 y Peluso., 2011). Por otro lado, las
mediciones de Elorriaga et al. (2013) detectaron la presencia de medicamentos en
muestras de sedimento. Los resultados obtenidos y la informacion proveniente de la
literatura existente contribuyen a la hipdtesis de que estos sitios se encuentran afectados
por la actividad urbana. Por lo tanto, estos sitios son adecuados para evaluar esta
problematica.

La zona industrial present6 valores normales de temperatura, oxigeno disuelto y pH. Por
otro lado, los niveles de conductividad fueron mucho mayores que los registrados en otros
sitios presentando a su vez una gran cantidad de solidos disueltos. Los trabajos previos
realizados en la zona detectaron altas concentraciones de metales pesados (mayores a las
registradas para la zona urbana), hidrocarburos y algunos plaguicidas (Colombo et al.,
1990; Labunska, Brigden and Stringer, 2000; Ronco ef al. 2008; Palermo et al. 2011).
Los resultados obtenidos y la informacién proveniente de la literatura existente
contribuyen a la hipdtesis de que estos sitios se encuentran afectados por la actividad
industrial. Por lo tanto, estos sitios son adecuados para evaluar esta problematica.

Las zonas de descargas cloacales presentaron valores normales de temperatura y pH
(Serra, et al., 1992). La conductividad fue muy alta correspondiéndose con la alta
salinidad resultando en aguas muy duras con cantidades elevadas de solidos disueltos.
Los niveles de oxigeno disuelto se encontraron por debajo de los reportados como
apropiados para la vida, posiblemente debido al contenido de materia organica que resulto
ser muy alto, asi como también la concentraciones de nitrégeno total y de sus especies
16nicas lo cual puede estar indicando aportes antropogénicos En cuanto a la bibliografia,
para esta zona se reportaron en varios trabajos elevadas concentraciones de contaminantes
emergentes, tipicos de contaminacion de descargas cloacales (Elorriaga et al., 2013;
Valdés et al., 2015). Estos resultados apoyan la utilizaciéon de estos sitios como
representantes de la problematica descarga de efluentes cloacales.

De la interpretacion conjunta de los resultados obtenidos en el presente trabajo y de
la informacion proveniente de las publicaciones existentes surgen evidencias
suficientes para caracterizar los sitios de estudio en relacion a las problematicas que
los afectan.

El relevamiento de las especies de anuros presentes en los diferentes sitios de estudio
permitid evidenciar que, en los sitios pertenecientes a las problematicas urbana, industrial
y descargas cloacales la riqueza de especies es mucho menor a la observada en los sitios
de referencia, ademads en la mayoria de estos sitios no se evidenci6 la reproduccion de las
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pocas especies relevadas. Estos resultados son acordes con el perfil quimico presentado
anteriormente en cual se evidencid la presencia de contaminantes ambientales que
podrian estar afectando a las poblaciones de anuros. Si bien los resultados obtenidos
indican que algunas especies no estan presentes en los sitios afectados (actuando como
indicadoras), consideramos que dicha afirmacion requiere la realizacion de estudios
ecologicos mas detallados en los sitios, que escapan a los objetivos y duracién de esta
tesis. Estos estudios estan siendo realizados por el grupo de trabajo, y se espera contar
con mayor informacion al respecto.

Las especies, Scinax squalirostris; Scinax granulatus; Odontophrynus americanus;
Ceratophrys ornata; Leptodactylus gracilis son buenas candidatas para ser utilizadas
como indicadores.

Las dos especies de estudio fueron identificadas y se constatd su reproduccion en al
menos un sitio de cada problematica a excepcion de los sitios urbanos, en los cuales solo
se constatd la presencia y reproduccion de R. arenarum en un sitio. Como se dijo
anteriormente las especies de estudio se reprodujeron de acuerdo a lo esperado segun las
condiciones climaticas presentadas en cada afio y de manera simultdnea en el area de
estudio.

Mediante la recoleccion de datos morfoldgicos de la poblacion de B. pulchella presente
en el sitio 3 de referencia se logro establecer un valor de referencia que permitid
identificar hembras pre- reproductivas en estado 6ptimo para ser inducidas con éxito.

La cria en cautiverio en las condiciones establecidas fue exitosa, observando un aumento
en el indice de condicion corporal de los individuos a lo largo de los meses. Si bien los
resultados de las pruebas de induccion artificial no fueron suficientemente concluyentes,
en relacion a su efectividad, aportan evidencias que indican una respuesta favorable,
constituyendo las bases para continuar con la puesta a punto de la técnica.

Considerando lo expuesto anteriormente concluimos que la reproduccion de B.pulchella
en laboratorio es posible y el uso del indice de condicion corporal para detectar
hembras en estado optimo de oviposicion es una buena herramienta.
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CAPITULO 2: CARACTERES MORFOLOGICOS
LARVARIOS SENSIBLES A FACTORES DE ESTRES.

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Larvas de anuros como modelo de estudio

La utilizacion de animales como modelo de estudio ha permitido acceder al conocimiento
sobre aspectos basicos de numerosos procesos bioldgicos fundamentales. El entendimiento
de estos procesos, que en la actualidad conforman parte del paradigma de la biologia, permite
realizar inferencias y deducciones y/ o explicar procesos relacionados, e incluso aquellos que
ocurren a otros niveles bioldgicos superiores y que poseen mayor complejidad. Este abordaje
ha permitido lograr importantes avances en la comprension de los procesos que conforman y
dan sustento a los principios basicos de la genética, la fisiologia, bioquimica y la etologia,
entre otras disciplinas biologicas.

Las larvas de anuros, poseen caracteristicas que las predisponen como un modelo util de
estudio. Entre estas caracteristicas podemos mencionar su pequefio tamafio, puestas con
elevado niimero de huevos debido a la alta tasa reproductiva del grupo, su modo de vida
acuatico, su posicion relativamente baja en la cadena trofica, y la breve duracion de su fase
de vida larval. Sumado a estas caracteristicas, esta la facilidad de mantenimiento en
cautiverio, y su alta tasa de supervivencia incluso a altas densidades, lo cual es fundamental
a la hora de elegir un modelo de estudio.

El estudio de la biologia del desarrollo se ha beneficiado enormemente de los conocimientos
adquiridos utilizando anuros como modelos experimentales. El modelo predominante es
Xenopus sp, pero gran parte del conocimiento embrioldgico deriva de la investigacion sobre
otras especies de anuros. En el trabajo de Callery (2006) se puede encontrar una revision de
las contribuciones de los anfibios al avance de la biologia del desarrollo que sustenta lo
antedicho.

Las vias y procesos de formacién de 6érganos se conservan filogenéticamente en el linaje de
los vertebrados, por lo tanto, los conocimientos adquiridos en estudios, que utilizan anuros
como modelo, pueden ser extrapolables a otros vertebrados, incluido el ser humano (Schmitt,
Gull, & Brindli, 2014). Estos aportes favorecen y han contribuido en el pasado al desarrollo
de innumerables tratamientos y terapias en el campo de la medicina humana (Burggren &
Warburton, 2005).
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Estos son algunos de los principales argumentos y motivos que nos llevaron a emplear a las
larvas de anuros como organismos modelos y objetos de estudio para el desarrollo de este
trabajo de tesis.

2.1.2 Descripcion de la Anatomia larval normal

Actualmente se reconocen 8042 especies de anuros que habitan el plantea, las larvas de estas
especies presentan, por lo tanto, una gran diversidad de formas y tamafios que se relaciona a
su vez, con sus habitos de vida (ej: alimentacion y habitat que ocupan). A pesar de las
diferencias asociadas con esta gran diversidad, comparten caracteristicas anatobmicas como
resultado de su adaptacion a los habitos de vida acuatica que la mayor parte de las especies
posee como factor comun, lo que permite construir un modelo general para describir la
morfologia larval (Figura 2.1 A).

Cuerpo —\{7 Cola —\

Labio
superior

Labia
Inferior

Figura 2.1. A-. Morfologia de larva acuética: a- narinas, b- ojos, c- espiraculo, d- Tubo anal, e-
musculatura de la cola, f- aleta dorsal, g- aleta vental, h- disco oral. B- Detalle del disco oral: a- 1°y
2° fila de queratodontes superiores, b- Vaina de la mandibula superior, c- papilas marginales, d- 1°,
2°y 3° fila de queratodontes inferiores, e- Vaina de la mandibula inferior, f- papilas submarginales.

Las larvas de habitos acuaticos presentan la cabeza y el tronco no diferenciados, formando
una masa globular hidrodindmica (Lavilla & Rouges, 2004) denominada cuerpo que es
claramente diferenciable de la cola. En la region anterior ventral del cuerpo presentan un
disco oral (Figura 2.1 B) que rodea a la boca el cual posee un margen cubierto de papilas, las
que presentan gran variedad de formas, aunque su funcion no es del todo conocida, una de
las funciones propuestas es la sensorial por quimiotéaxis. En el disco oral, por encima y debajo
de la boca, presenta vainas queratinosas sobre la mandibula (rostrodontes) los cuales
conforman un pico corneo que se utilizan para cortar el alimento. También hay filas paralelas
de dientes labiales queratinosos denominados queratodontes, los que actiian como raspadores
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para extraer alimentos y materia organica adherida a sustratos sumergidos. Dorsalmente,
entre el hocico y los ojos, se encuentran las narinas. El didmetro y la forma de las narinas
varian segin la especie y puede tener un ligero borde o papilas las cuales son menos
frecuentes. Los 0jos son expuestos y carecen de parpados. El tamafio, orientacion y posicion
de los ojos son caracteres utiles empleados en la identificacion de especies, estos pueden
ubicarse dorsalmente, dorso lateral o lateralmente. Las branquias, se desarrollan
externamente en los primeros estadios del desarrollo, generalmente son tres pares que se
proyectan desde el exterior de los arcos branquiales. En el desarrollo las mismas son
recubiertas por un opérculo que crece desde la parte posterior de la cabeza y se fusiona con
el tronco, y culmina su crecimiento encerrando las branquias y las extremidades anteriores
en desarrollo. Al costado del cuerpo, aunque con posicion variable, presentan una estructura
tubular denominada espiraculo a través de la cual evacuan el agua de la camara bucofaringea
después de haber sido bombeada y circulada a través de la boca y las branquias. Esta
estructura puede ser unica o doble, ubicandose en este ultimo caso a ambos lados del cuerpo.

En la region posterior del cuerpo se ubican los sistemas de o6rganos vitales. El sistema
digestivo ocupa la mayor cantidad del espacio desembocando en el tubo o abertura anal que
se ubica en la region posterior de cuerpo. La cola utilizada como propulsora en la natacion
se compone de musculatura central, soportada internamente por una notocorda libre de
vértebras y rematada dorsal y ventralmente por aletas de tejido conectivo cubierto por
epidermis. La piel consta de dos capas epidérmicas, es delgada y estd muy vascularizada en
relacion con su papel en la respiracion.

El esqueleto puede ser total o principalmente cartilaginoso y el sistema de linea lateral se
encuentra bien desarrollado.

Entre las numerosas clasificaciones propuestas para clasificar a las larva (Mann, 1999)
consideran el origen de la fuente de energia utilizada para las primeras etapas del desarrollo
(endotroficas y exotroficas) y dentro del grupo exotrofico llega a reconocer 15 gremios segliin
el habitat, la morfologia general del renacuajo (cuerpo y cola, posicion del ojo, aparato oral)
y su alimentacién. Por ejemplo, las larvas con tipo de hébitat pelagico son de cuerpo
comprimido lateralmente y aletas en general bien desarrolladas, caracteristicas que en general
se contraponen a las de larvas de habitat bentdnico, que presentan cuerpo deprimido y aletas
de menor desarrollo. De este modo para cada habitat y comportamiento, se han descripto
diversos morfotipos denominados “tipos ecologicos”.

2.1.3 Descripcion del desarrollo normal

Debido a que las larvas de anuros constituyen una fase efimera del ciclo de vida, y presentan
una gran variabilidad entre especies, para facilitar su descripcion se emplean tablas
normalizadas para ordenar el desarrollo en estadios. Estas tablas utilizan referencias
morfologicas comunes para describir, comparar y secuenciar los eventos que ocurren durante
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el desarrollo. Actualmente existen mas de 45 tablas de desarrollo para diferentes especies,
siendo las mas utilizadas (Nieuwkoop & Faber, 1967; Shumway, 1940; Taylor & Kollros,
1946). Gosner (1960) (EG) estandarizo la informacién con fines comparativos y present6 una
tabla simplificada, adecuada para ordenar series de desarrollo generalizadas en 46 estadios
discretos. El sistema propuesto resulto sumamente exitoso, y su aceptacion se materializo en
su uso extendido en un gran nimero de estudios, ya que permite comparaciones
interespecificas por lo que creemos apropiada su utilizacion en esta tesis para la descripcion
de los estadios de desarrollo de las especies utilizadas.

Como mencionamos anteriormente, los avances en el estudio del desarrollo larval en anuros
han permitido caracterizar las etapas, los estadios y describir en detalle los eventos que guian
la formacion de las capas germinales, la gastrulacion, la neurulacion (Keller, Davidson, &
Shook, 2003; Shook & Keller, 2003) e incluso establecer los momentos en los que se
comienza a formar cada 6rgano y los sistemas que componen (Blitz, Andelfinger, & Horb,
2006). El estudio en detalle ha permitido generar mapas completos de linaje celular, los
cuales permiten determinar el destino preciso para las primeras blastomeras (32 células) y el
patron mitotico que dio origen a ese destino (Moody, 1987a, 1987b; Moody & Kline, 1990).

Para su estudio, el desarrollo ontogenético puede ser subdividido en dos periodos, el
embrionario y el larvario. El periodo embrionario se inicia con la fecundacion del oocito y
se extiende hasta el momento en que el embrion comienza la alimentacidon activa, mientras
que el periodo larvario parte de este punto hasta que se completa la metamorfosis, con la
reabsorcion del ultimo vestigio de cola. Si bien existe una gran variabilidad en cuanto al
momento del desarrollo en el que las larvas comienzan a alimentarse, muchos autores, entre
ellos Gosner (1960) indican al estadio 25 como el estadio mas frecuente en el que las larvas
comienzan a alimentarse libremente.

De manera resumida el desarrollo embrionario puede ser descrito de la siguiente manera.
Luego de la fecundacion, se produce la segmentacion con dos divisiones meridionales
iguales. La primera division ecuatorial ocurre 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. (Herkovits, 1977) El embrion
continlla experimentando divisiones mitoticas, sin aumento significativo en el tamafio ni
cambios en su forma esférica, pasando por diferentes estadios en los que predomina la
divisién celular. Como consecuencia de la segmentacion se forma la blastula con blastocele
y por lo menos dos capas celulares mas desarrolladas en el polo vegetativo. Las células
comienzan a desplazarse hacia el interior del embrion quedando determinadas las capas
germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), proceso denominado gastrulacion. A
partir de las capas germinales se formaran los futuros 6rganos y tejidos (Gilbert & Epel,
2009). Posteriormente ocurre la neurulacion que culmina con la formacion del tubo neural y
el incipiente sistema nervioso del embrion. Juntamente con la neurulacion, el embrion va
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adquiriendo simetria bilateral y comienza a elongarse. Los embriones eclosionan de la
membrana vitelina y posteriormente adquieren movimientos mediante contracciones
musculares. En los sucesivos estadios el cuerpo comienza a alargarse y a diferenciarse la
forma tipica distinguiéndose el cuerpo y la cola.

Posteriormente comienza a funcionar el sistema cardiovascular, se abre la boca y se forma la
camara opercular, las branquias pasan a ser internas, alcanzando de esta forma el estadio 25
de desarrollo (EG). En gran parte de las especies, a partir de esta etapa del desarrollo se pasa
a la vida larvaria, caracterizada por el movimiento activo, la vida libre y la natacion. Esta
actividad facilita la busqueda de alimento y, mediante su consumo, la larva crece en tamafio
y se desarrolla en sus rasgos propios y en aquellos relativos al proceso de metamorfosis hacia
la forma adulta. Tanto la tasa de crecimiento como la de desarrollo resultan variables,
dependiendo de las condiciones ambientales, como ser la disponibilidad de recursos, el
fotoperiodo, la cantidad de agua (profundidad) y la biomasa de la biota entre otros.

La mayoria de los autores coinciden en dividir al periodo metamorfico en 2 etapas:
prometemorfosis y climax o crisis metamorfica. La primera comprende el momento de la
aparicion de los miembros anteriores y la segunda etapa comprende los cambios mas notables
y répidos que conducen a la forma juvenil. (Etkin & Gona, 1967; Gosner, 1960)

Los cambios que sufren los organismos durante la metamorfosis son, en parte progresivos
(6rganos nuevos o modificacion de los ya existentes) y en parte regresivos (reduccion o
desaparicion completa de 6rganos).

Los procesos constructivos se relacionan con todas aquellas caracteristicas que seran propias
de la forma adulta: el desarrollo progresivo de las extremidades, cuyo tamafo y grado de
diferenciacion aumentan; el desarrollo del oido medio; el desarrollo de la membrana
timpanica; la formacion de los parpados y el sobre salimiento de los ojos en la superficie
dorsal de la cabeza y el desarrollo de la lengua (Balinsky, 1983).

Los 6rganos que funcionan en la larva, pero se transforman durante la metamorfosis son
principalmente, la piel y el intestino. La piel del renacuajo esta cubierta por una epidermis en
bicapa. Durante la metamorfosis aumenta el nimero de capas de células y las células
superficiales constituyen el estrato corneo. Se forman glandulas y varia la pigmentacion.

El intestino en los renacuajos, mayormente de dieta omnivora, se acorta y la mayor parte de
las asas propias de la larva se convierten en tramos rectos. Es interesante destacar que los
pulmones no experimentan cambios drasticos durante la metamorfosis, desarrollandose
gradualmente

Los procesos regresivos que ocurren durante la metamorfosis son la reabsorcion de cola,
branquias y cdmara branquial. Los queratodontes y el pico corneo se desprenden, el tubo
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cloacal se acorta y reduce, se reestructura el sistema circulatorio y los 6rganos de la linea
lateral, existentes en la piel de los renacuajos, desaparecen en la mayoria de las especies.

Los cambios morfologicos que ocurren durante la metamorfosis se presentan junto con
cambios fisioldgicos. Los mas notables son el inicio de la funcion enddcrina del pancreas en
relacién con una mayor intervencion hepatica en la sintesis de urea, lo que resulta en un
cambio en el mecanismo excretor (Munro, 1939).

Las tasas de crecimiento, desarrollo y supervivencia de las larvas de anuros se encuentran
relacionadas entre si y a su vez estan influenciadas por varios factores. Estos factores pueden
ser identificados como primarios (Factores bidticos o ambientales) o secundarios. Estos
ultimos operan a través de la ecologia reproductiva y el comportamiento de los adultos,
mediante la seleccion de sitios de puesta, lo que afecta directamente el ambiente de las larva,
tal como se muestra en la Figura 2.2 (Alford & Richards, 1999)

En lo que respecta a las tasas de crecimiento los factores que mas influyen son, la
competencia, la cual puede ser tanto intra como interespecifica y los factores ambientales,
que describen la calidad del agua como ser oxigeno disuelto, pH, asi como también factores
fisicos como la temperatura y el fotoperiodo (Loman, 2016; Wijethunga, Greenlees, & Shine,
2015; Woolrich-Pifia, Smith, & Lemos-Espinal, 2015).

Las tasas de desarrollo pueden estar influenciadas por los factores ambientales nombrados
previamente o también por sefiales intrinsecas como la tasa de crecimiento y los umbrales
del tamafio corporal, asi como también por interacciones intra e interespecificas.

La supervivencia puede ser directamente afectada por la depredacion e indirectamente por la
tasa de crecimiento ya que los renacuajos que presentan crecimientos mas rapidos a menudo
llegan a la metamorfosis antes que los individuos de crecimiento lento y, por lo tanto,
experimentan tasas de mortalidad mas bajas. Ademas, la supervivencia se ve afectada por
factores ambientales biodticos y abioticos (Boone, Semlitsch, Little, & Doyle, 2007;
Govindarajulu & Anholt, 2006)
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Factores

Procesos Factores Componentes dari
P H secunaarios
Primarios Competencia
interespecifica
) Medio Competencia Comportamiento
Supervivencia * % pistico | intraespecifica antipredatorio
4 Predacion interespecifica Plasticidad
Predacion intraespecifica fenotipica
Enfermedades/parasitos
1 Efectos prioritarios
\ Ihistoricos
Crecimiento Seleccion del

microhabitat

I

Temperatura media
‘ / Medio Fluctuaciones de temperatura
Desarrollo fisico <= Movimientos del agua
PH/nutrientes/contaminantes
Enfermedades/parasitos
O, disuelto

Riesgo de desecacion

Figura 2.2 Resumen de los factores que influyen sobre los procesos de vida de las larvas de
anfibios. (Tomado de Mann 1999).

Como producto de numerosos trabajos realizados en el campo de la ecologia de larvas de
anuros, (Wilbur & Collins, 1973) propusieron un modelo tedrico que explica los factores que
influyen sobre los procesos de desarrollo, crecimiento y supervivencia de larvas, ademas de
las relaciones entre ellos (Figura 2.3). Los autores sefialan que las tasas de desarrollo y
metamorfosis de individuos de la misma especie a menudo varian ampliamente dentro de un
ambiente fisico dado. Esto consistiria en una ventaja evolutiva conferida a las especies que
son capaces de ajustar sus tasas de desarrollo en respuesta a su tasa de crecimiento.

De forma resumida, estos autores sugieren que, si las condiciones resultan favorables para
las larvas, estas presentaran un crecimiento rapido, asociado con una disminucion en la tasa
de desarrollo llegando a la metamorfosis con un gran tamafo corporal. Por el contrario, si las
condiciones acuaticas fueran desfavorables, las larvas aceleraran su tasa de desarrollo
llegando a la metamorfosis con tamafos corporales pequefios (incluso minimos para cada
especie), continuando su crecimiento en la etapa terrestre y supeditada a poseer un menor
fitness o performance, siendo esto un riesgo para la supervivencia. Por ejemplo, ha sido
ampliamente documentado que las larvas criadas a altas densidades y alimentadas ad libitum
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presentan menor tamafo al llegar a la metamorfosis respecto de larvas criadas a baja densidad
con mismas disponibilidades de recursos (alimento) (Brockelman, 1969; Denver et al., 1968;
Laufer y Maneyro 2008). Esto es debido a que a baja densidad o alta disponibilidad de
recursos la competencia es menor, la mayoria de los individuos crece a tasas mayores y
retrasan la tasa de desarrollo, alcanzando la metamorfosis con tamafio mayor. Por el contario
si el desarrollo ocurre a mayores densidades bajos recursos, los individuos crecen lentamente
y llegan a la metamorfosis con tamafios corporales pequefios (minimo tamafio necesario
segun este modelo). Las larvas restantes tendrian de esta forma mas recursos disponibles lo
cual les permitiria crecer rapidamente y retrasar su metamorfosis hasta alcanzar tamafos
corporales ligeramente méas grandes. Este proceso permitiria a los individuos restantes lograr
tasas de crecimiento que permitan obtener un mayor tamano llegada la metamorfosis (Collins
& Wilbur, 1979).

Tal como propone este modelo los rangos de tamafio corporal y la duracion de la
metamorfosis estarian determinados por un tamafio corporal minimo que debe obtenerse para
lograr la metamorfosis y un tamafio corporal maximo (optimo) a la metamorfosis. Entre estos
dos limites umbrales de tamafo corporal, se espera que el inicio de la metamorfosis esté
relacionado con las tasas de crecimiento de las larvas, las cuales a su vez se veran
influenciadas por las condiciones ambientales a las cuales estan expuestas las larvas. De esta
forma, las especies que explotan ambientes inestables tendran una mayor variabilidad de
tamafios posibles a la metamorfosis a diferencia de aquellas especies que viven en entornos
relativamente estables, las cuales tendran tamafios a la metamorfosis mas homogéneos

(Wilbur & Collins 1973).

Crecimiento |+
G s
NO

Si

Iniciacion de la
metamorfosis

NO

Figura 2.3. Modelo de Wilbur-Collins relaciona las tasas de crecimiento y desarrollo. Abreviaturas:
b = tamafio minimo para la metamorfosis; ¢ = diferencia entre el tamafio corporal minimo y maximo
para la metamorfosis; g = tasa de crecimiento especifica por debajo de la cual se inicia la
metamorfosis, por encima de la cual se retrasa la metamorfosis; y W = masa corporal. Después de
Cohs (1979). (Tomado de (McDiarmid & Altig, 1999).
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2.1.4 Alteraciones en el desarrollo larval

Durante el desarrollo larval, tal como se describié anteriormente, ocurre un proceso
denominado morfogénesis, el cual se caracteriza por una serie consecutiva de divisiones,
migraciones, diferenciaciones y muertes celulares programadas que son guiadas por mapas
genéticos bien definidos (Gilbert & Epel, 2009). A través de este proceso se van formando
los tejidos que determinan el Bauplan de los individuos y la correcta funcionalidad de los
organos y sistemas (Cock, 1966), lo cual condicionara la morfologia larval. Esta etapa resulta
critica para la supervivencia y el desarrollo normal de los individuos ya que cualquier cambio
relativamente pequefio en el desarrollo temprano puede tener efectos profundos en la
expresion del fenotipo (Gans, 1985).

Los anuros, durante su desarrollo, ademas de pasar por esta etapa critica de gran
susceptibilidad a cambios en el ambiente, experimentan otros cambios no menos importantes
que condicionan su sensibilidad. Las larvas sufren un cambio de medio al abandonar la
proteccion y la homeostasis que le brindan las membranas del huevo (medio interno) y
eclosionan a un medio externo menos estable y adverso a la vez que comienzan a alimentarse,
a interactuar de manera mas compleja con el medio y con los estresores ambientales. Esta
etapa larval de vida libre se prolonga por un periodo relativamente largo hasta que comienza
la metamorfosis. La metamorfosis constituye otra etapa significativa de sensibilidad, ya que
durante la metamorfosis las larvas se ven afectadas por cambios morfoldgicos significativos,
nombrados previamente, siendo mas susceptibles (menos plésticas) a sufrir alteraciones
durante esta etapa.

Por los argumentos presentados, es esperable que las alteraciones ocurridas en estas tres
etapas sensibles (desarrollo embrionario, eclosion y metamorfosis), provoquen efectos sobre
las etapas de vida poseriores pudiendo derivar en patologias o incluso la muerte de los
organismos (Sparling, Linder, Bishop, & Krest, 2010).

Considerando esto, el presente plan de tesis propone que cualquier cambio provocado por un
estresor (natural o artificial) ocurrido en estas etapas tendra como consecuencia un efecto que
puede provocar alteraciones en el normal desarrollo de los individuos, el desarrollo de
patologias subletales e incluso la muerte de los individuos.

Tal como define Johnson et al. (2010): “cualquier desviacion grave de los limites normales
en morfologia” constituye una anormalidad, este término general incluye a las
malformaciones que son alteraciones que ocurren por un desarrollo anormal resultando en
defectos estructurales permanentes, y distingue de estas a las deformidades como alteraciones
de un d6rgano o estructura que se form6 correctamente.

En condiciones normales, las anormalidades poseen una tasa de ocurrencia espontanea baja,
dentro de un rango del 2 % (Ouellet, 2000), pero el aumento en su frecuencia de ocurrencia
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se puede asociar con el efecto provocado por diferentes factores de estrés, tal cual lo define
Michael Newman (2012) en su libro “Quantitative Ecotoxicology”.

La ocurrencia y el tipo de anormalidad provocado por factores de estrés dependen del
momento del desarrollo en el cual ocurre la interaccion y accidon del estresor (ademas de la
magnitud del estimulo y el tiempo de exposicion), tal como se describié anteriormente,
mientras mas temprano en el desarrollo ocurran los eventos de interaccion mas graves seran
los efectos. Siguiendo este razonamiento, se puede deducir que una vez ocurrida una
anormalidad se podria determinar el momento del desarrollo aproximado en el cual ocurrid
el dafio, por ejemplo, si la malformacion es un 6rgano incompleto, el factor o la agresion
debe haber ocurrido durante un periodo susceptible anterior a la formacién completa de ese
organo (Hood, 2005). Los estresores ambientales también influyen sobre el tipo de
anormalidad, es decir un mismo estresor que actua en diferentes etapas del desarrollo
ocasionara diferentes tipos de anormalidades. Por otra parte, diferentes estresores que ejerzan
accion en la misma etapa de desarrollo pueden ocasionar alteraciones en el desarrollo que
causen una misma malformacion (Riley & Vorhees, 2012).

Por lo tanto, el hecho de que los anfibios sean animales considerados como indicadores de
calidad del ambiente por su sensibilidad y las caracteristicas descriptas anteriormente, y que
la ocurrencia de anormalidades se pueda asociar como un efecto ocasionado por un factor de
estrés, da lugar a la propuesta de los principales objetivos del presente trabajo de tesis que es
evaluar la presencia de anormalidades en anuros como indicadores de efecto producido por
estresores ambientales y en particular la contaminacion.

Si bien las anormalidades en anuros han sido estudiadas desde hace tiempo, la disminucion
numérica de anfibios a nivel global (Stuart et al., 2004), junto con la preocupacion por el
deterioro ambiental y el descubrimiento de poblaciones de anuros con anormalidades
(Burkhart et al., 2000; M. Lannoo, 2008; M. J. Lannoo, 2009) han renovado el interés en el
estudio de anormalidades en anfibios. Los avances producidos como consecuencia de estas
investigaciones han permitido considerar a los anuros como indicadores de la calidad del
ambiente y de perturbaciones ambientales (Burkhart et al., 2000; Vershinin, Vershinina,
Berzin, Zmeeva, & Kinev, 2015).

Los diferentes aportes logrados han sido incorporados en distintas revisiones (K Henle, 2014;
Klaus Henle & Dubois, 2017; Ouellet, 2000). La revision mas reciente (Klaus Henle &
Dubois, 2017) sintetiza la informacion disponible de estudios sobre anormalidades externas
reportadas en poblaciones de anfibios en la naturaleza. En este trabajo se discuten las posibles
causas de ocurrencia de las anormalidades, entre las que destacan la presencia de parasitos
(Johnson, Lunde, Haight, Bowerman, & Blaustein, 2001; Lunde & Johnson, 2012; Roberts
& Dickinson, 2012), la contaminacion quimica (Fort, Rogers, McLaughlin, Sellers, &
Schlekat, 2002; Skelly & Benard, 2010) y las enfermedades emergentes (Barrionuevo,
Aguayo, & Lavilla, 2008; Berger et al., 2016). Estas mismas causas son identificadas por
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otros autores, los que incorporan la radiacion UV (Blaustein, Romansic, & Scheessele, 2005;
Habaeva, Gazzaeva, Badtiev, & Gagloeva, 2016). Por lo antedicho podemos afirmar que el
estudio de las anormalidades ocurridas en poblaciones naturales cuenta con una buena base
de informacidn, la que fue aumentando con el tiempo. A pesar de ello la mayor parte de los
trabajos se centran en anormalidades ocurridas en anuros adultos para las cuales se han
confeccionado guias tutiles para identificar las anormalidades halladas (M. Lannoo, 2008;
Lunde & Johnson, 2012; Meteyer, 1997)

Si analizamos la informacion proveniente de estudios ecotoxicoldgicos en relacion con la
ocurrencia de anormalidades, vemos que existen numerosos reportes realizados desde hace
mas de 50 anos que describen la ocurrencia de anormalidades en larvas provocadas por la
exposicion a diferentes compuestos puros, pudiendo mencionar entre las mas recientes
(Agostini, Natale, & Ronco, 2010; Carolina Mariel Aronzon, Marino, Ronco, & Coll, 2014;
Brunelli et al., 2009; G. V. Svartz, Aronzon, & Perez Coll, 2016). Entre los estudios
realizados pueden distinguirse: a) aquellos que realizan exposiciones a corto plazo en
embriones, como los realizados aplicando los procedimientos propuestos para evaluar
teratogénesis (FETAX) (J. Bantle, 1995; Burkhart et al., 2000; De Lapuente, Gonzalez-
Linares, Pique, & Borras, 2014) y bioensayos de toxicidad con embriones de Rhinella
arenarum AMPHITOX (Herkovits & Pérez-Coll, 1999) o b) Bioensayos que evaltian puntos
finales en las etapas de renacuajo o a través de la metamorfosis (Nadia Carla Bach, Natale,
Somoza, & Ronco, 2016; Britson & Threlkeld, 1998; Brunelli et al., 2009; Guillermo
Sebastian Natale et al., 2018; G. Svartz, Meijide, & Coll, 2016; G. V. Svartz, J. Herkovits,
& C. S. Pérez-Coll, 2012). En dichos trabajos se describan las anormalidades de manera
aislada utilizando en algunos casos el atlas de anormalidades de Bantle (1991).

Finalmente, del andlisis de la informacion existente se desprende que los trabajos sobre
ocurrencia de anormalidades en larvas de campo son escasos y hay pocas guias para
identificar y describir dichas anormalidades (Bantle 1991, por ej.).

Esta informacion, como producto de hallazgos publicados en el contexto de numerosas y
diversas disciplinas cientificas, ha generado una gran heterogeneidad en las descripciones,
clasificaciones y denominaciones de las anormalidades que reportan, al realizar una revision
detallada, se hace evidente, la necesidad de establecer una unificacién de la nomenclatura
utilizada para las anormalidades ocurridas en larvas.

Considerando lo antedicho el presente plan de trabajo analiza los caracteres morfologicos
que resultan frecuentemente afectados en larvas de anuros autdctonas expuestas a
contaminantes ambientales.

Para ello se presenta, como base necesaria para una adecuada interpretacion, una descripcion
de la anatomia morfoldgica normal de las especies estudiadas y, en base a ella, una
descripcion y tipificacion de las alteraciones morfoldgicas presentes en larvas de anuros
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expuestas a contaminantes de referencia, para luego, considerando la informacion e
interpretando todo en un contexto ecotoxicoldgico actual, evaluar la utilidad de su empleo
como biomarcadores a ser utilizado en estudios ecotoxicoldgicos.

Hipotesis

1. La informacién proveniente de la cria y mantenimiento de larvas en laboratorio
permiten establecer valores normales de referencia.

2. Los factores de estrés (fisico, quimico y bioldgico) afectan las caracteristicas
morfologicas de las larvas provocando el desarrollo de anormalidades.

3. Las anormalidades son utiles como puntos finales de evaluacion.

Objetivos

1. Describir cualitativa y cuantitativamente la morfologia larvaria de Boana pulchella y
Rhinella arenarum a partir de un conjunto de caracteres morfologicos externos a lo
largo del desarrollo en condiciones controladas de laboratorio.

2. Describir cualitativa y cuantitativamente las tasas de crecimiento, desarrollo y
supervivencia de larvas de ambas especies en condiciones controladas de laboratorio.

3. Identificar y cuantificar, a partir de datos propios provenientes de estudios
ecotoxicologicos, la presencia y frecuencia de anormalidades en larvas de Rhinella
arenarum expuestos a contaminantes ambientales.

4. Realizar una revision exhaustiva y detallada de las publicaciones de indole eco
toxicologicas en donde utilicen anormalidades como puntos finales.

5. Realizar mediante la informacion proveniente de los objetivos anteriores una lista de
anormalidades con unificacion de terminologia.

6. Aportar evidencias que permitan proponer la presencia de anormalidades en larvas de
anuros como punto final de evaluacion en el contexto ecotoxicologico.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Para realizar el primer objetivo se procedid a colectar puestas de poblaciones de ambas
especies que habitan en ecosistemas con bajo grado de perturbacion (sitios de referencia, ver
Capitulol). Las mismas se trasladaron al laboratorio y se criaron en las condiciones
establecidas de cria considerando estudios previos realizados en el laboratorio y datos de la
bibliografia.

Por otra parte, esas mismas cohortes fueron empleadas para obtener muestras en estadio 30-
32, a las cuales se les tom6 medidas y se observo su morfologia en detalle a fin de emplearlas
como material de referencia. (Objetivo 2).
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Para realizar el tercer objetivo se observaron bajo lupa un grupo de larvas expuestas a
diferentes contaminantes ambientales, observando y cuantificando la presencia de
anormalidades y se realiz6 una revision bibliografica de trabajos eco toxicoldgicos que
informaran la presencia de anormalidades en anuros (Objetivo 4) Por ultimo con la
informacion obtenida de los objetivos a y b se propuso una lista, descripcion y grado de
severidad de las anormalidades cominmente reportadas para larvas de anuros (Objetivo 5).

2.2.1 Colecta de huevos y mantenimiento en laboratorio

La obtencion de huevos se realizdo por recoleccion directa de puestas en los sitios de
referencia (Ver Capitulo 1). Una vez detectadas e identificadas las puestas se procedio,
provocado la menor perturbacidon posible, a introducir una porcion de la puesta (10% del
total) junto con el agua circundante y, de ser necesario vegetacion asociada, para su posterior
traslado al laboratorio en una bolsa de polietileno.

Una vez en laboratorio, las puestas fueron colocadas en bateas plasticas de 45 L donde fueron
mantenidos en las siguientes condiciones controladas: Fotoperiodo de luz:oscuridad (16:8h);
Agua de bioensayo (agua de red previamente filtrada por filtro fisico Aqua-Pure® de 5 p
Modelo AP-110 H/C y aireada por 48 h enérgicamente con el objetivo de eliminar el cloro);
Temperatura aire-agua (25 £ 1 °C); pH (7,6 £ 0,1); Oxigeno disuelto (7,7 £ 0.3 mg/l);
Conductividad (1025 £ 15 puS/cm); dureza (181 £+ 35 mg/l CaCO3); aireacion por burbujeo
con bomba aireadora constante (90 burbujas/min). Cuando los embriones alcanzaron el
estadio 18 (EG), se realizaron tareas de limpieza y mantenimiento a las bateas retirando restos
de la cubierta gelatinosa y restos de donde estaban inmersos los huevos, asi como también se
retiraron los huevos no fecundados y embriones que no se desarrollaron. Cuando las larvas
llegaron al estadio 25 (EG), se separaron en bateas en densidad de 10 individuos por litro
(450 larvas/45L) y se les suministré como fuente de alimento 1 g de escamas para peces
(TetraMin®, Tetra Werke, Alemania o Shulet®Carassius, Shulet S.A, Argentina), cuatro
veces por semana (Kehr 1987, 1989 Natale 2006). Esta situacién se mantuvo hasta la
metamorfosis.

2.2.2 Descripcion de larvas normales

Para determinar las tasas de crecimiento, desarrollo y supervivencia se utilizaron las larvas
criadas en laboratorio a partir de huevos traidos de los sitios de referencia y mantenidos segiin
los métodos explicados en el inciso anterior. Se tomaron muestras de cinco individuos al azar
en diferentes estadios del desarrollo. Dichos individuos fueron colectados cuando se
observaba un aumento significativo en el tamafio de los individuos y un consecuente cambio
en el desarrollo. Luego de su extraccion los individuos fueron anestesiados con
Tricainametanosulfonato (MS-222) y fijados en formaldehido 10%.
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Posteriormente se determind, para cada individuo, el estadio de desarrollo de acuerdo con la
calificacion propuesta por Gosner (1960) y se observé la morfologia externa, empleando para
ambos casos una lupa estereoscopica marca Ahecro (modelo ZTX-3). La longitud total
(segiin McDiarmid y Altig 1999) se midi6 empleando fotografias digitales como registro,
con camara fotografica marca Samsung WB850F y herramientas del programa Image]®
version 1.46r (Rasband, Instituto Nacional de Salud, EEUU de América). El peso de cada
individuo se determiné utilizando una balanza digital de precision 0,001 gr.

Con el fin de describir las caracteristicas morfologicas larvales de las dos especies de estudio
se seleccionaron, del conjunto de larvas previamente fijadas, 10 larvas en estadios de
desarrollo 30-32 (EG) de cada especie, considerados como estadios representativos de la
forma larval. A cada uno de los individuos seleccionados se le realizaron las siguientes
mediciones: (a) Longitud del cuerpo, (b) Longitud de la cola, (¢) Distancia extraocular, (d)
Distancia intraocular, (e) Ancho del cuerpo, (f) Longitud total, (g) Didmetro del ojo, (h)
Ancho de la musculatura de la cola, (i) Ancho del disco oral. (Figura 2.4).

Figura 2.4. Medidas lineales tomadas: a- Longitud del cuerpo, b- Longitud de la cola, c- Distancia
extraocular, d- distancia intraocular, e- Ancho del cuerpo, f- Longitud total, g- Diametro del ojo, h-
Ancho de la musculatura de la cola, i- Ancho del disco oral.

2.2.3 Analisis de larvas anormales
Analisis de muestras de larvas de bioensayos

Se realizd un estudio comparativo de las anormalidades presentes en larvas de Rhinella
arenarum procedentes de bioensayos previos (Natale et al., 2008) los cuales habian sido
expuestos a 10 contaminantes de relevancia ambiental: Cipermetrina (CY), Clorpirifos (CP),
Endosulfan (EN), Glifosato (GL), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Mercurio (Hg),
Plomo (Pb) y Zinc (Zn). Las larvas (n=300) habian sido expuestas en estadio 25 por 96 horas
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a diferentes concentraciones de los contaminantes nombrados y a un control con agua de
ensayo. Una vez finalizado el experimento, las mismas fueron fijadas en formol 10%.

Cada larva fue observada bajo lupa estereoscopica Ahecro (modelo ZTX-3) para determinar
el estadio de desarrollo y la presencia de anormalidades. Se realizd una primera lista
conformada por 20 tipos de anormalidades, las cuales fueron identificadas, cuantificadas y
clasificadas considerando publicaciones preexistentes y evaluadas como posibles
indicadores. Posteriormente, para realizar comparaciones de los resultados obtenidos en los
bioensayos con los diferentes contaminantes, las anormalidades presentes se agruparon en 6
categorias: 1) Anormalidades presentes en la cola 2) Cuerpo hinchado, 3) Despigmentacion
del cuerpo, 4) Intestino anormal, 5) Edemas (cuerpo y cola) y 6) Anormalidades en el disco
oral.

Las larvas que presentaban anormalidades relevantes fueron separadas en frascos
individuales fotografiadas y guardadas para realizar analisis detallados incorporando otras
técnicas.

Andalisis bibliografico

Se realiz6 una busqueda bibliografica exhaustiva de publicaciones en el ambito de la
Ecotoxicologia que informaran sobre la presencia de anormalidades en larvas de anuros en
campo y en laboratorio como consecuencia de exposicion a contaminantes ambientales. La
busqueda se sistematizd empleando los siguientes buscadores: Scopus; Scielo y Google
Académico, empleando sistematicamente las palabras “Anura” “Amphibian” “Tadpole”
“Abnormalities” “Malformation” “Deformation” en diferentes combinaciones, buscando
estas palabras en el titulo, palabras claves y en el resumen, ademas se amplio revisando en
detalle la bibliografia citada en los trabajos encontrados.

Lista de anormalidades

Con la informacidn obtenida del andlisis de las anormalidades presentes en larvas de Rhinella
arenarum procedentes de bioensayos previos mas los resultados de la revision bibliografica
se realizd un andlisis critico, ordenando, clasificando e interpretando la informacion
recopilada. Una vez integrada la informacion, se realizaron comparaciones entre las
descripciones y clasificaciones preexistentes buscando identificar patrones comunes, asi
como también detectar diferencias, desacuerdos y contradicciones, para finalmente proponer
una lista de nomenclatura unificada acompafiada de una descripcion de las anormalidades y
una valoracion del grado de severidad, la cual se realizo considerando si las mismas afectan
la supervivencia, alimentacion, movilidad o mimetizacion de los individuos. Estas
anormalidades fueron consideradas significativas y relevantes al momento de evaluar
factores de estrés (en particular exposicion a contaminantes) sobre larvas, vinculadas con
efectos subletales que adviertan riesgo en la supervivencia de los individuos.
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2.2.4. Analisis de datos

Los datos obtenidos en las diferentes actividades realizadas, fueron analizados mediante
estadistica descriptiva, con el objetivo de conocer la distribucion de los datos, y describir su
comportamiento. Se construyeron tablas y graficos para su presentacion. Con los datos de
Longitud total (mm), estadio de desarrollo y registros de supervivencia se construyeron
curvas de crecimiento, desarrollo y supervivencia para ambas especies. Mediante analisis de
regresion y correlacion se estimaron las tasas de supervivencia, crecimiento y desarrollo.

Los datos de presencia y frecuencia de ocurrencia de anormalidades registradas en cada
bioensayo fueron explorados mediante estadistica descriptiva analizados mediante ANOVA
con prueba posteriori de Dunnet para determinar diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones y el grupo control (0=0,05).

Complementariamente, la frecuencia de ocurrencia de cada anormalidad en cada uno y en la
totalidad de los bioensayos se exploré mediante estadistica descriptiva, se realizaron
comparaciones con pruebas de significancia tales como test de bondad de ajuste y tablas de
contingencia.

Finalmente, con la intencion de describir el comportamiento del conjunto de anormalidades
analizadas, conocer el grado de relacion entre la totalidad de las variables y detectar patrones
de respuesta se aplico un analisis de componentes principales.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Descripcion de larvas normales

El mantenimiento en laboratorio de larvas de R. arenarum y B. pulchella resultd sencillo y
exitoso. Ambas especies pudieron ser mantenidas desde huevo hasta la metamorfosis en las
condiciones descriptas en la metodologia, sin mayores dificultades.

Los resultados obtenidos muestran un alto porcentaje de supervivencia siendo del 77 % para
R. arenarum 'y 93,67 % para B.pulchella, desde el estadio 0 (EG) hasta el estadio 42 (EG)
(inicio de metamorfosis). Especificamente, se pudo observar que el tiempo total de desarrollo
desde la fase de huevos (EGO) hasta iniciar la metamorfosis (EG42), fue de 70 + 6 dias para
R. arenarum y 120 £ 7 dias para B. pulchella. Las tasas de desarrollo y crecimiento para R.
arenarum fueron 0,168 y 0,159 respectivamente, y para B. pulchella 0,11 y 0,16
respectivamente. En la Figura 2.5 se muestran las rectas de crecimiento y desarrollo en
condiciones controladas de laboratorio para cada especie.
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Figura 2.5 Rectas de crecimiento y desarrollo para ambas especies.

Los resultados permitieron estimar la longitud total promedio para cada estadio de desarrollo
larvario en ambas especies: siendo para R. arenarum de 13,20 £ 2,04 mm en EG(25-26);
15,59 + 1,86 en EG(27-29); 20,06 + 2.95 mm en EG(30-32); 25,70 £ 2,33 mm en EG(33-36)
y 2,49 £ 1,49 mm en EG(37-42) y para B. pulchella de 10,06 = 2,51 mm en EG(25-26); 17,43
+ 3,21 en EG(27-29); 21,44 + 1,85 mm en EG(30-32); 25,73 + 2,33 mm en EG(33-36) y
30,01 = 3,14 mm en EG(37-42). Los andlisis de regresion corroboraron que durante el
desarrollo larval de ambas especies la longitud total aumenta significativamente conforme
aumenta el tiempo y las larvas avanzan en el estadio de desarrollo (= 0,89; p <0,0001) para
B. pulchella y (r=0,86; p <0,0001) para R. arenarum.

En cuanto a la ocurrencia de anormalidades, las larvas de B.pulchella presentaron una
prevalencia de individuos anormales del 0,2%, mientras que para R. arenarum la prevalencia
fue del 0,5%, en ambos casos estas prevalencias fueron inferiores a los valores basales (5%)
propuestos por Read JL (1997).

Descripcion de caracteres

Las mediaciones de las larvas de ambas especies en las etapas de desarrollo 30-32 EG se
muestran en la Tabla 2.1. La morfologia externa se muestra en la Figura 2.6. A continuacién
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se realiza la descripcion de las larvas, considerando los promedios y desvios estandar de las
variables medidas.

Las larvas de R. arenarum son del tipo IV, exotroficas, 1énticas y bentdnicas. Tamafio
pequefio, longitud total 22,01 mm (£ 2,19), longitud del cuerpo (8,08 £ 1,01); presentan
cuerpo romboide con un ancho de 4,5 mm =+ 0,7, sin constricciones entre la cabeza y el tronco;
hocico redondeado en perfil dorsal y lateral; ojos relativamente grandes, colocados
dorsolateralmente; con un diametro ocular de 0,8 mm + 0,1, la distancia interocular es de 1,5
mm + 0,2 y el extraocular 3,2 mm =+ 0,4. Fosas nasales subcirculares, dorsales. Espiraculo
lateral, con abertura redondeada en el costado izquierdo del cuerpo. La longitud de la cola es
de 12,7 mm =+ 1,5. Las aletas dorsal y ventral se encuentran bien desarrolladas, la primera no
extendida sobre la superficie dorsal del cuerpo, ambas son regulares y uniformemente
curvadas, con extremo redondeado; la altura maxima de la cola se halla aproximadamente en
la longitud media de la misma; el eje de la cola es recto y su extremo termina en punta. La
musculatura caudal en la base de la cola tiene una longitud de 1,2 mm = 0,2.

Disco oral sub-terminal, no visible dorsalmente; ancho del disco oral 1,6 mm =+ 0,2; el disco
posee una hilera irregular de papilas marginales en la region; claro mental presente, amplio;
claro rostral grande; el pico corneo estd bien queratinizado siendo de color negro, la porcion
superior del pico o suprarrostrodonte tiene forma de arco mientras que la porcion inferior
(infrarostrodonte) posee forma de U. Los queratodontes se disponen segun la siguiente
formula dentaria: 2 (2) / 3.

En vida, el dorso y los lados laterales del cuerpo son negros con zonas doradas y marrones.
La region ventral es gris, la zona peribranquial es mas palida que la region abdominal; Las
aletas son pigmentadas, transparentes y salpicadas de pocas filas irregulares de melanoforos.
La musculatura caudal es mas oscura, con melanoforos dispuestos mas densamente que en
las aletas.

Las larvas de B. pulchella son tipo IV, exotroficas, lénticas y bentdnicas. Presentan un
tamafio mediano, con una longitud total de 19,6 mm =+ 2,6 y longitud del cuerpo de 8,0 mm
+ 0,9; presenta el cuerpo oval, con ancho (5,3mm =+ 0,8), sin constriccién entre cabeza y
tronco; hocico es redondeado en perfil dorsal y lateral; ojos en posicion dorsolateral, diametro
ocular de 1,3 mm + 0,4, distancia interocular de 2,6 mm + 0,6 y extraocular de 3,8 £+ 0,5.
Fosas nasales circulares, dorsales. Espirdculo con abertura redondeada en el lado izquierdo
del cuerpo. La longitud de la cola es 11,05 mm =+ 0,5, aletas dorsal y ventral bien
desarrolladas, con margenes ligeramente curvados; altura méaxima de la cola
aproximadamente en la region media de la misma. Eje caudal recto y terminado en punta. La
altura de la musculatura caudal en la base de la cola es de 1,7 mm + 0,3; miotomos claramente
visibles.

Disco oral sub-terminal, no visible dorsalmente; ancho del disco oral 1,6 mm =+ 0,2; Las
papilas marginales anteriores y posteriores se disponen en una hilera, claro mental ausente,
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rostral presente, papilas submarginales ausentes; el pico corneo estd bien queratinizado
siendo de color negro, el suprarrostrodonte tiene forma de arco mientras que el
infrarostrodonto posee forma de pico corneo estd bien queratinizado siendo de color negro,
la porcion superior del pico o suprarrostrodonto tiene forma de arco mientras que la porcion
inferior (infrarostrodonto) posee forma de V. Los queratodontes se disponen segun la férmula
2(2)/3(1).

En vida poseen tonalidades marrones en dorso y lados del cuerpo, mas oscuros dorsalmente
que lateralmente; region ventral gris plateada, zona peri branquial mas palida que la region
abdominal, el cuerpo presenta gran cantidad de guandforos que producen puntos dorados;
aletas escasamente pigmentadas, transparentes y salpicadas de melan6foros; musculatura
caudal mas oscura con melanéforos dispuestos en manchones mas densamente que en las
aletas. En el ojo se observa una cruz dorada.

Figura 2.6. Morfologia externa y aparato bucal- A- Boana pulchella. B- Rhinella arenarum..

Tabla 2.1- Medidas de larvas de Rhinella arenarum y Boana pulchella en estadio 30-32 Gosner.

Rhinella arenarum Boana pulchella
media minima maxima Dev.Std | media minima maxima Dev.Std
Lt 19,62 1543 24,01 2,67 |22,08 19,52 26,16 2,20
Lcu 8,01 6,78 9,48 0,94 8,75 7,61 10,45 1,02
Ancho 5,32 3,93 6,59 0,82 4,47 3,72 5,99 0,69

Diam. ojo 1,29 0,80 1,97 0,41 0,78 0,51 1,10 0,17
Intraocular 2,26 0,63 2,81 0,63 1,49 1,12 1,74 0,19
Extraocular 3,86 3,10 4,55 0,52 3,16 2,42 3,93 0,41
Lco 11,06 7,54 14,42 2,58 12,70 9,45 14,44 1,54
Musc. cola 1,57 1,26 2,00 0,27 1,19 0,83 1,55 0,19
disco oral 1,71 1,16 2,15 0,31 1,57 1,16 1,90 0,24

*Todas las medidas fueron tomadas en mm, en un total de 10 individuos de cada especie. Lt: longitud
de curpo; Lcu: longitud del cuerpo; Diam. Ojo: diametro del ojo; interocular: distancia interocular;
Extraocular: Distancia extraocular; Lco: Longitud de la cola; Musc. Cola: musculatura de la cola.
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2.3.2 Analisis de larvas anormales

Analisis de muestras de larvas de bioensayos

El analisis realizado permitio identificar 20 tipos de anormalidades claramente distinguibles
(Figura 2.7). Del total de individuos analizados (N: 1393) se detectaron 2.858 anormalidades
(considerando que un individuo puede presentar mas de un tipo de anormalidad). Las

frecuencias relativas porcentuales de las anormalidades mas frecuentes fueron: las flexiones
(20,29%) y curvaturas (13,82%) de cola, la falta de queratodontes (10,85%), el pico corneo
hiperpigmentado (10,99%) y la despigmentacion de los queratodontes (7,56%). En la Tabla
2.2 se muestran las distribuciones de frecuencias relativas porcentuales de cada anormalidad

para el total de los bioensayos.

Tabla 2.2- Tabla de frecuencias de anormalidades registradas en larvas de Rhinella arenarum
expuestas a contaminantes ambientales. *

Anormalidades  fi ni ni%
Cola Flexion 580 0,20 20,29
Curva 395 0,14 13,82

Pliegue 100 0,03 3,49

Quiebre 103 0,04 3,60

Edema 117 0,04 4,09

Fragil 146 0,05 5,11

Cuerpo Hinchado 45 0,02 1,57
Plano ventral 48 0,02 1,68

Coéncavo ventral 197 0,07 6,89

Asimétrico 29 0,01 1,01
Despigmentado 9 0,03 3,36

Intestino 27 0,01 0,94

Edema 18 0,01 0,63
Queratodontes Ausentes 310 0,11 10,85
Despigmentados 216 0,08 7,56

Posicion 57 0,02 1,99

Pico corneo  Ausente 43 0,02 1,50
Despigmentado 17 0,01 0,59
Hiperpigmentado 314 0,11 10,99

Total 2858

*fi: frecuencias absolutas, ni frecuencias relativas, ni% frecuencias relativas porcentuales.

84



Figura 2.7 Anormalidades registradas en larvas de Rhinella arenarum expuestas a contaminantes
ambientales. (a- f) Anormalidades en la cola: a- edema, b- Flexion, c-Fragil, d- quiebre, e- curvatura,
f- pliegue. (g-1) Anormalidades en el cuerpo: g- intestino reducido y cuerpo hinchado, h- asimetria, i-
plano ventral, j- edemas, k-despigmentado, I- concavo ventral. (m-q) Anormalidades del aparato
bucal m- disposicion anormal de queratodontes, n- Pico Coérneo hiperpigmentado, o-
Despigmentacion de pico cérneo y queratodontes, p ausencia de pico corneo, q- ausencia de
queratodontes.

Considerando el agrupamiento de las anormalidades en las seis categorias descritas en la
metodologia, la presencia de individuos con anormalidades en la cola resulto significativa
para la exposicion a Glifosato en las siguientes concentraciones 100mg/1 (p=0,003), 200 mg/1
(p= 0,006), 300 mg/1 (p=0,01) y para la exposicion a Cobre a 1mg/l (p=0,01) y 1,5 mg/l
(p=0,01). La presencia de individuos con cuerpo hinchado fue significativa para la exposicion
a Clorpirifés a una concentracion de 0,5 mg/l (p=0,049). La presencia de individuos con
cuerpos despigmentados fue significativa en individuos expuestos a 0,1 mg Clorpirifos /1
(p=0,02), 5 mg/l (p=0,02) y para el Glifosato a una concentracién de 500 mg/1 (p=0,00). En
cuanto a la presencia de individuos con intestinos anormales, estos fueron significativos en
individuos expuestos concentraciones de 0,04 y 0,05 mg mercurio/l (p= 0,03 y 0,04)
respectivamente La presencia de individuos con edemas fue significativamente mayor en
individuos expuestos a concentraciones de 0,25 y 0,5 mg de Clorpirifos/l (p<0,001) y para el
Cadmio en las concentraciones 1mg/1 (0,05) y 1,5 mg/l (0,03. Por ultimo, la presencia de
individuos con anormalidades en el disco oral fue significativa para concentracion de 0,5 mg
de Clorpirifos/l (p<0,001) y en individuos expuestos a una concentracion de 6 mg Cr/l
(p=0.006).

Mediante la prueba de bondad de ajuste se corrobor6 la dependencia entre clasificaciones (10
contaminantes (n=10) y anormalidades (n=20)). Y ademas se rechaz6 con p<0,001 las
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hipotesis de distribucion uniforme y de distribucion aleatoria de las frecuencias de
anormalidades.

El analisis multivariado PCA (Figura 2.8 A) permitio distinguir algunas de las anormalidades
mas frecuentes (flexiones y curvaturas de colas, ausencia de queratodontes y pico corneo
hiperpigmentado) y asociarlas con algunos de los factores de estrés. Ademds, como se
observa en la Figura 2.8 B, los plaguicidas quedan agrupados en el cuadrante superior
derecho y alejados de los metales.
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Figura 2.8. Analisis de componentes principales. A- Dispersion de las anormalidades en funcion de
los contaminantes. B- Dispersion de los contaminantes en funcion de las anormalidades
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Analisis bibliografico

Los resultados de la busqueda bibliografica permitieron encontrar 84 trabajos en el ambito
de la Ecotoxicologia que informan sobre la presencia de anormalidades en larvas de anuros
ya sea en estudios de campo, como en laboratorio. En el Anexo II se presenta una tabla
detallada con las referencias completas de esos trabajos. El analisis de la informacion
contenida en estos trabajos indica que el 90% de los mismos se realiz6 en laboratorio y el
10% restante a campo. Si consideremos las contaminantes evaluados, el 62% evalua efectos
de pesticidas, 20% efectos de metales pesados y el 18 % otras sustancias. En cuanto a las
anormalidades reportadas por estos trabajos, las alteraciones axiales y de la cola (incluidas
flexiones, curvaturas, ondulaciones, etc.) son las mas frecuentemente reportadas (24%),
seguidas por la presencia de edemas (16.6%) tanto de cuerpo como en la cola, alteraciones
del disco oral y alteraciones intestinales (representando el 8% cada una), alteraciones en la
cabeza (macro y microcefalia), en los 0jos y en la pigmentacion (6 % cada una). El 20%
restante se distribuye entre otros tipos de anormalidades, incluidas la forma del cuerpo y
concernientes a diferentes 6rganos etc.

A pesar de que en los trabajos ecotoxicoldgicos la presencia de anormalidades suele ser
indicada y tenida en cuenta para evaluar y determinar la toxicidad de contaminantes, en la
mayor parte de los trabajos solo se hace referencia al tipo de anormalidad sin ninguna
descripcion anatomica o morfologica que la acompaiie, ni con soporte grafico (foto o dibujo)
que permita analizar, corroborar y reconocer dichas anormalidades (tampoco se hace
referencia a material de referencia ingresado en colecciones oficiales o formales). Esto
constituye un problema a la hora de procesar la informacion, y confirmar o corroborar los
efectos citados, lo que se agrava por la falta de una nomenclatura comun, consensuada y
precisa util para definir los tipos de anormalidades, lo que dificulta la comparacion de casos
y la realizacion de conclusiones. En fin, resaltando la necesidad de una revision completa y
detallada sobre el tema, acompafiada de un andlisis comparativo que permita una puesta en
comun respetando lo propuesto oportunamente por diferentes autores en las descripciones
originales de las anormalidades a continuacion, se presenta una propuesta de nomenclatura
unificada acompafiada de una descripcion de las anormalidades, ponderando su importancia
y relevancia al momento de evaluar los efectos de los contaminantes ambientales sobre
larvas.

Lista de anormalidades
Alteraciones axiales

Flexion de la cola (Figura 2.7 b): Es una pronunciada flexion que se genera desde la base de
la cola desplazando la misma respecto al plano sagital de su eje, tanto hacia los laterales como
en sentido dorsal-ventral. Considerando que las larvas que presentan este tipo de anormalidad
pueden presentar alteraciones en la natacion, lo cual conllevaria a un problema en la
obtencion de alimento y huida de los de depredadores, pero, que no genera directamente la
muerte de los individuos se la consider6 de gravedad leve a media dependiendo del grado de
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curvatura de la cola y la movilidad de los individuos. A pesar de que esta anormalidad fue
descripta por Bantle (1996) como: “severe lateral flexure of the tail and dorsal flexure of the
tail” pocos autores siguen esta terminologia (Agostini et al., 2010; Allran & Karasov, 2000;
Nadia Carla Bach et al., 2016; Borges et al., 2019; Svartz, Herkovits, & Pérez-Coll, 2012;
G. V. Svartz et al., 2016). En la bibliografia consulta los trabajos mas antiguos que nombran
esta anormalidad son los de Cooke (Cooke, 1972, 1981) quienes la denominan “lateral
deflection at base of tail” y “severe lateral kink at base of tail”. Nosotros proponemos utilizar
la denominacion de Bantle (Flexion lateral o dorsal). Al consultar la bibliografia y mediante
la observacion de las fotos presentadas y las descripciones esta anormalidad fue también fue
denominada por otros autores con los siguientes nombres: Escoliosis, alteracion o
malformacion en el eje axial, curvatura e incurvacion (Brunelli ef al., 2009; Chen, Gross, &
Karasov, 2006; Devi & Gupta, 2013).

Curvatura de la cola (Figura 2.7 e): A diferencia de la flexion, la curvatura es una desviacion
curva de la cola que se genera en direccion lateral o dorso- ventral de manera mas
pronunciada en la region central de la cola. Considerando que las larvas que presentan este
tipo de anormalidad no presentan mayores problemas para la natacion, ni la alimentacion y
que no genera directamente la muerte de los individuos se la considerd de gravedad leve. El
trabajo mas antiguo encontrado que nombra esta anormalidad y presenta dibujos de la misma
es el de Cook et al (1970 y 1981), quienes la denominan “Upcurved”, “downcurved, “lateral
curve in tail”, Nosotros proponemos utilizar esta denominacion. Al consultar la bibliografia
y mediante la observacion de las fotos presentadas y las descripciones esta anormalidad fue
también fue denominada por otros autores con los siguientes nombres: cola doblada, flexion,
desviacion (Lenkowski, Reed, Deininger, & McLaughlin, 2008; Park, Kang, & Gye, 2010;
Park, Song, Kim, & Gye, 2017).

Pliegue de la cola (Figura 2.7 f): Se da cuando la cola se doblada o pliega lateralmente,
formando un dngulo. Esta anormalidad se clasifico con grado de severidad media ya que, si
bien no provoca la muerte directa de los individuos, estos pueden presentar alteraciones en
la natacion que consecuentemente pueden ocasionar problemas en la busqueda de alimento.
Esta anormalidad fue descrita por Cook (1970) como: “Lateral kink at base of tail”. En la
bibliografia consultada, esta anormalidad fue denominada por otros autores como: curvatura,
ondulacion y “Twist” (Carolina M Aronzon, Sandoval, Herkovits, & Pérez-Coll, 2011;
Hopkins, Congdon, & Ray, 2000; Liendro, Ferrari, Mardirosian, Lascano, & Venturino,
2015).

Quiebre de la cola: Es la ruptura o lesion de musculatura caudal que puede darse tanto en la
base como en region media de la cola, pero mas comunmente en el extremo. Esta anormalidad
se clasifico con grado de severidad leve ya que, si bien no provoca la muerte directa de los
individuos, estos pueden presentar leves alteraciones en la natacion que consecuentemente
pueden ocasionar problemas en la busqueda de alimento. No se encontrd bibliografia al
respecto de esta anormalidad.
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Cuerpo plano o concavo ventralmente (Figura 2.7 1, 1): La parte ventral de los individuos
que por lo general es levemente convexa presenta en el primer caso, una forma totalmente
plana, en el segundo de los casos se observa una concavidad ventral evidente acompafiada de
una curvatura de la notocorda a nivel del cuerpo. Estas anormalidades se clasificaron con
grado de severidad leve ya que, si bien no provocan la muerte directa de los individuos, estos
podrian presentar alteraciones en la asimilacion del alimento ya que el intestino se encuentra
comprimido. En la bibliografia consultada no se encontraron trabajos que reporten este tipo
de anormalidad.

Cuerpo asimétrico (Figura 2.7g): Desarrollo mayor o menor de alguna region del cuerpo
que causa asimetria y la pérdida de bilateralidad en el individuo afectado. Esta anormalidad
fue clasificada con grado de severidad grave ya que esta asimetria podria causar dafios en
organos importantes provocando la muerte de los individuos, ademds de ocasionar posibles
problemas en la natacion. Esta anormalidad fue reportada por (Rosenshield, Jofré, &
Karasov, 1999), aunque no presenta fotos ni descripcion.

Intestino reducido (Figura 2.7 h): Intestino que presenta una longitud menor a la normal con
la consecuente disminucion de la cantidad de asas enrolladas. Esta anormalidad fue
clasificada con grado de severidad grave ya estd anormalidad podria devenir en la muerte de
los individuos y ademés podria ocasionar problemas en la asimilacion de la alimentacion.
Bantle (1996) nombra engloba a las anormalidades ocurridas en el intestino como: “gut
abnormalities” y aunque no define esta anormalidad con un nombre particular, presenta
fotografias que muestran este tipo de alteracion. En la bibliografia consultada varios autores
reportan esta anormalidad (Agostini et al., 2010; Carolina Mariel Aronzon, Marino, Ronco,
& Pérez Coll, 2014; Lenkowski et al., 2008; Lenkowski, Sanchez-Bravo, & McLaughlin,
2010; Moriyama ef al., 2011; Guillermo Sebastian Natale et al., 2018).

Hipo o Hiperpigmentacion (Figura 2.7 k): Se trata de una alteracion en el patron normal de
pigmentacion que se puede manifestar tanto por exceso (hiper) o por carencia o disminucion
(hipo) en cualquier area de la superficie de la larva (cuerpo, cola o piezas bucales).
Considerando que las larvas que presentan este tipo de anormalidad pueden presentar
problemas a la hora de esconderse de depredadores, pero, que no genera directamente la
muerte de los individuos ni problemas en la natacion o alimentacion se la consider6 de
gravedad leve. En la bibliografia consultada varios autores reportan esta anormalidad (Abbasi
& Soni, 1984; Aguillon-Gutiérrez & Ramirez-Bautista, 2015; Brunelli et al., 2009; Calevro,
Campani, Ragghianti, Bucci, & Mancino, 1998; Cooke, 1972; Luo, Plowman, Hopfer, &
Sunderman, 1993; Moriyama et al., 2011; Plowman, Grbac-lvankovic, Martin, Hopfer, &
Sunderman Jr, 1994; Sansifiena et al., 2018; Severtsova, Aguillon-Gutierrez, & Severtsov,
2012; G. Svartz, Aronzon, & Coll, 2016)

Edemas (Figura 2.7 a-j): Es la presencia de exceso de liquido en intersticios tisulares, a nivel
extracelular o incluso intracavitario causando una hinchazon blanda tanto generalizada (en
todo el cuerpo) como localizada, sea en regiones especificas del cuerpo o en la cola. Esta
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anormalidad fue clasificada con grado de severidad muy grave ya que podria devenir en la
muerte de los individuos y ademas podria ocasionar problemas en la natacién de los
individuos. Esta anormalidad es una de las mas reportadas en la literatura eco toxicoldgica.
Bantle (1996) las define como edema haciendo una distincion entre estas y las ampollas
(edemas de menor tamafio). En la bibliografia consultada varios autores reportan esta
anormalidad (Allran & Karasov, 2000; Carolina Mariel Aronzon, Marino, Ronco, & Pérez
Coll, 2014; Carolina M Aronzon et al., 2011; Nadia C Bach, Marino, Natale, & Somoza,
2018; Calevro et al., 1998; Haywood, Alexander, Byrne, & Cukrowska, 2004;
Krishnamurthy & Smith, 2011; Lajmanovich, Sandoval, & Peltzer, 2003; Lenkowski et al.,
2008; Lenkowski et al., 2010; Liendro et al., 2015; Luo et al., 1993; Moriyama et al., 2011;
Mussi & Calcaterra, 2010; Park et al., 2010; Quintero & De Dulce, 1996; Sotomayor,
Lascano, de D'Angelo, & Venturino, 2012).

Hinchazon corporal: Se manifiesta como un cuerpo hipergloboso, inflado a causa de la
acumulacion de aire tanto en toda la cavidad del cuerpo (aspecto de globo) o en areas del
cuerpo mas restringidas. Esta anormalidad fue clasificada con grado de severidad muy grave
ya que podria devenir en la muerte de los individuos y ademas ocasiona problemas en la
natacion y en la busqueda de alimento. Debido a que en la literatura ecotoxicologica no se
hace una clara distincion entre edema e hinchazon solo se identificaron tres trabajos que por
las fotografias y descripcion corresponden con este tipo de anormalidad (Lajmanovich,
Peltzer, Attademo, Cabagna-Zenklusen, & Junges, 2012; Guillermo Sebastian Natale ef al.,
2018; Sansifena et al., 2018).

Ausencia de Queratodontes (Figura 2.7 q): Es la pérdida o falta de queratodontes que puede
manifestarse tanto en una fila entera o en varios queratodontes de una o mas filas en
particular. Considerando que esta anormalidad puede traer problemas en la alimentacion de
los individuos a tal punto que se vea disminuido su performance se la considero de gravedad
media. Esta es una de las anormalidades mas comunmente reportada. En la bibliografia
consultada el trabajo mdas antiguo que reporta esta anormalidad es el de (Rowe, Kinney, &
Congdon, 1998), otros autores también la han denominado como falta o perdida de
queratodontes o formula de fila de dientes anormal (Babini, Salas, de Lourdes Bionda, &
Martino, 2015; Medina, Ponssa, Guerra, & Araoz, 2013; Guillermo Sebastian Natale ef al.,
2018).

Disposicion anormal de Queratodontes (Figura 2.7 h): Se manifiesta en filas de
queratodontes que se disponen anormalmente, de forma ondulada o de manera diferente al
patron especifico descrito para la especie (formula dentaria). Considerando que esta
anormalidad puede traer problemas en la alimentacion de los individuos, pero estos pueden
aun alimentarse se la considero de gravedad leve. El trabajo mas antiguo, segun la
bibliografia consultada, que reporta esta anormalidad es el de Rowe et al., (1996) pero en
este caso denomina a esta anormalidad como anormalidades orales. Otros autores que han
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reportado este tipo de anormalidad fueron: (Babini ez al., 2015; Drake, Altig, Grace, & Walls,
2007; Kadekaru, Tamukai, Tominaga, Goka, & Une, 2015; Medina et al., 2013).

Ausencia de Pico corneo (Figura 2.7 p): Se manifiesta como la pérdida o falta del pico
corneo. Esta anormalidad puede ser causada por un dafio mecanico por la ingesta de
particulas, por la accion de contaminantes o patdgenos, pero no se han estudiado los
mecanismos que causan esta deformidad. Esta anormalidad se clasifico con grado de
severidad grave ya que la alimentacion de los individuos puede verse alterada a tal punto de
reducir su performance. En la bibliografia consultada esta anormalidad fue reportada por
Fellers et al., (2001); Marantelli et al., (2004) y Bach et al ((Nadia Carla Bach et al., 2016)

2.4 DISCUSION Y CONCLUSION

Los datos obtenidos del campo y del mantenimiento en laboratorio de las especies de estudio
permiten afirmar que ambas especies poseen ciertos atributos que son favorables para ser
utilizadas como modelos de estudio. Algunas de estas caracteristicas son su amplia
distribucion y abundancia en los ecosistemas, sumada al gran niimero de huevos que
depositan (Guillermo Sebastian Natale, 2006); la facilidad de deteccion en el campo, tanto
de las puestas como de las larvas y adultos; el estado de conservacion de ambas especies el
cual es no amenazadas (Kehr, 1989; Kehr, 1987; Ziegler, Berazategui, & Arim, 2014); el
mantenimiento y cria en laboratorio tanto de la fase larval como la adulta es sencilla y no
presenta dificultades. En particular B. pulchella se reproduce en dos momentos del afio por
lo tanto las larvas de esta especie estan presentes durante gran parte del afio en diferentes
estadios de vida. A partir de los datos aportados por la presente tesis doctoral y tomando en
consideracion estudios previos, consideramos que tanto B. pulchella como R. arenerum son
buenos modelos de estudio y pueden ser utilizados en estudios ecotoxicoldgicos.

A partir de los resultados obtenidos producto del mantenimiento de las larvas en laboratorio
y su posterior descripcion morfologica podemos decir que los porcentajes de supervivencia
presentado por las larvas de ambas especies fueron altos comparados con los registrados por
otros autores para las mismas especies. Kehr (1989) informa una mortalidad para B pulchella
de 21, 8%, en larvas mantenidas en condiciones similares a las plateadas en esta tesis mientras
que Natale (2006) reporto supervivencias del 100% para larvas controles de un ensayo
cronico. En cuanto a larvas de R. arenarum Miranda y Pisano (1993) reportaron una
supervivencia entre el 70 y el 80%.

El tiempo total requerido para alcanzar la metamorfosis para B pulchella fue similar a la
reportada por otros autores, por ejemplo, Kehr (1989) y Natale (2006) informan un tiempo
total de metamorfosis de108 dias y 127 para esta especie. Por otro lado R. arenarum presento
un tiempo total a la metamorfosis mayor que la reportada por de Martin (1985) los cuales
informan un tiempo de 33 dias. Esta diferencia podria atribuirse a las condiciones de
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laboratorio, temperatura, fotoperiodo, volumen de agua, densidades de larvas empleadas o la
cantidad de alimento suministradas.

Las tasas de crecimiento y desarrollo para ambas especies se mantuvieron constantes. En las
tasas de crecimiento no se observo una disminucion de tamafio ni peso durante el climax
como los observados por Martin (1985) para R. arenarum.

La descripcion morfologica de ambas especies coincide con las descriptas por otros autores
(Echeverria, 1992; Fabrizi & Vera, 1997; Kolenc et al., 2008). En particular para Boana
pulchella las longitudes reportadas en el Kolenc et al., 2008 son mayores que las halladas en
esta tesis, por lo que cabe aclarar que las larvas utilizadas en del citado trabajo presentan
estados de desarrollo més avanzados (31-35 EG), y fueron colectadas en Montevideo en el
mes de Agosto por lo tanto son larvas esta diferencia pueden atribuirse a diferencias entre
poblaciones.

La formula dentaria registrada en esta tesis para B. pulchella coincide con la descripta como
“formula a” por Echeverria, (1992) y por la descripta por Kolenc ef a/, (2008) (2 (2) /3 (1).),
no asi la formula b de Echeverria (1992) la cual presenta en la region inferior una fila menos
de queratodontes. Mientras que la formula dentaria de R. aranerum coincide con la descripta
por Fabrizi & Vera (1997) (2 (2)/3)

Teniendo en cuanta los datos y discusiones presentados podemos concluir que, las larvas
de Boana pulchella y Rhinella arenarum, criadas desde huevos (obtenidos de los sitios
de referencia) en las condiciones establecidas de laboratorio presentan una morfologia,
tasas de desarrollo, crecimiento y supervivencia acordes a las descriptas para estas
especies. Pudiendo emplear o considerar los parametros estimados como valores de
referencia normales.

En tal sentido, los resultados obtenidos contribuyen con informacion de base sobre aspectos
fisiologicos y morfoldgicos de larvas de ambas especies de estudio. La evaluacion de las
caracteristicas tipicas larvales permiti6 establecer pardmetro normales y material de
referencia que fue util a la hora de determinar anormalidades en larvas tanto expuestas como
de campo (ver capitulos posteriores).

Tal como se mencion6 en la introduccion, las alteraciones ocurridas por la accion de
estresores naturales o artificiales en las larvas de anfibios pueden causar patologias
generando anormalidades morfoldgicas (Sparling et al., 2010).

Al evaluar la presencia y frecuencia de anormalidades en larvas de R. arenarum provocadas
por contaminantes, se observo un gran niumero de larvas con anormalidades.

Las anormalidades mas frecuentes fueron: Las flexiones y curvaturas de la cola, estas
anormalidades se presentaron en frecuencias significativamente elevadas en las larvas
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expuestas a Glifosato y Cobre. Esta anormalidad habia sido reportada en varias publicaciones
y para varios contaminantes, como metales pesados (Pérez- Coll et al., 1988, Haywood et
al.,2004) y pesticidas (Brunelli et al., 2009, Agostini et al., 2010, Svartz et al., 2016b, Svartz
etal.,2016a). La presencia de anormalidades en la cola de las larvas puede causar dificultades
en la movilidad de los individuos, convirtiéndose en presas faciles, ademés pueden
ocasionales problemas para alimentarse, por lo tanto, estas anormalidades fueron clasificadas
con grado de severidad de leve a moderado.

Anormalidades en el disco oral, las cuales presentaron frecuencias de ocurrencias
significativamente altas en las larvas expuestas a Clorpirifos y Cromo. Dentro de estas
alteraciones podemos mencionar la Ausencia de queratodontes, este tipo de anormalidad
también fue reportada por otro autor para la exposicion de metales y pesticidas (Rowe et al.,
1998, Medina et al., 2013, Babini et al., 2015, Bach et al, 2016). La ausencia de
queratodontes podria estar influenciada por otros factores tales como los alimentos ingeridos
y la friccion al roer elementos duros, ademas, la incidencia de deformidades orales también
fue asociacion con infeccion por hongos (Drake et al., 2007). La presencia de pico corneo
hiperpigmentados fue registrada en este trabajo. Estas piezas presentaban una mayor
queratinizacion. Al consultar la literatura no se encontraron trabajos que identificaran este
tipo de anormalidad. Por el contario si hay varios trabajos que hablan de una falta de
queratinizacion en las mandibulas (Drake, 2007; Tolledo et al., 201; Bosch et al., 2017). Esta
anormalidad puede ocasionar problemas en la alimentacion de las larvas, en los casos que la
disposicion de los queratodontes se vea muy alterada los renacuajos no se alimentan
correctamente y presentaran problemas de crecimiento y desarrollo (Venesky et al., 2010).
Por lo tanto, esta anormalidad fue clasificada con un grado de severidad de moderado a grave.

Otra de las anormalidades mas frecuente registrada fue la despigmentacion del cuerpo, la
cual fue significativamente mayor en las larvas expuestas a Clorpirifos y Glifosato, este tipo
de anormalidad se da por una disminucion de la expansion de los melanoforos. Otros autores
han reportado este tipo de anormalidades (Brunelli et a/; 2009, Abbrasi et al; 1984, Calevro
et al; 2007), tanto para la exposicion a metales como a plaguicidas. La disminucion en la
expansion de melandforos podria representar una pérdida en la capacidad de las larvas de
permanecer ocultas de los depredadores y también podria hacer que los individuos sean mas
sensibles a la irradiacion ultravioleta por lo tanto esta anormalidad se clasifico con grado de
severidad leve.

Ademés de detectar anormalidades frecuentes como las nombradas anteriormente se
identificaron algunas anormalidades que si bien no fueron muy frecuentes resultaron ser
significativas para alguno de los contaminantes evaluados, por ejemplo, la presencia de
individuos hinchados fue significativamente mayor en las larvas expuestas a Clorpirifos este
tipo de anormalidad fue reportada por (Lajmanovich ef al 2012, Natale et a/ 2018, Sansifiena
et al 2018). Las larvas que presentan este tipo de anormalidad es probable que no sobrevivan
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y ademas poseen una movilidad disminuida y flotan en el agua lo cual las hace vulnerables a
la predacion. Por lo tanto, fueron clasificadas con un grado de severidad muy grave La
presencia de edemas tanto en el cuerpo como en la cola fue significativamente alta en los
individuos expuestos a Clorpirifos y Cadmio. Este tipo de anormalidad es uno de los mas
reportados en la literatura ecotoxicologica (Stebler et al; 1987, Calevro et al; 2005, Mc
Daniel et al; 2008, Brunelli et al; 2008, Allran et al; 2000; Stebler et al; 1987, Mathieu-
Denoncour et al; 2014). La causa es debida a un desbalance en la osmorregulacion de los
liquidos corporales, esto puede ser causado por multiples contaminantes. En cuanto a las
consecuencias de esta anormalidad podemos decir que de presentarse de forma generalizada
podria causar la muerte de los individuos, ademas de provocar alteraciones en la natacion
mas aun cuando el edema se presenta en la cola, por lo que fue clasificada con un grado de
severidad muy grave. Por ultimo, la presencia de individuos con anormalidades en intestinos
fue significativo en las larvas expuestas a Mercurio. Si bien en este trabajo se observo la
presencia de individuos con intestinos reducidos en la literatura también se han reportado
alteraciones en el enrollamiento del intestino (Stebler et al., 1987; Peltzer et al., 2013;
Mathieu-Denoncour ef al., 2014). Estos tipos de anormalidad podrian afectar la digestion y
la consecuente nutricion de las larvas llevando en algunos casos a la muerte por lo que se
clasifico con un grado de severidad grave.

El analisis de la informacion resultante de la biisqueda bibliografica permitiéo comparar los
resultados obtenidos y describir las anormalidades halladas. En tal sentido podemos concluir
que los factores de estrés afectan las caracteristicas morfolégicas de las larvas
ocasionando anormalidades. El hecho de no poder identificar un patron de anormalidades
con un factor particular siendo que registramos las mismas anormalidades con varios
contaminantes. Nos permite concluir que muchas de ellas son de baja especificidad. Esto se
corresponde con lo expuesto por Riley y Vorhees (1986) quienes afirman que diferentes
estresores ambientales presentados en la misma etapa del desarrollo pueden ocasionar errores
similares en el desarrollo causando la misma consecuencia o anormalidades.

La presencia de anormalidades suele ser indicada y tenida en cuenta para determinar la
toxicidad de contaminantes, en la mayor parte de los trabajos ecotoxicologicos solo se hace
referencia del tipo de anormalidad sin ninguna descripcion anatdémica o morfoldgica que la
acompaiie, ni con soporte grafico (foto o dibujo) que permita analizar, corroborar y reconocer
dichas anormalidades (tampoco se hace referencia a material de referencia ingresado en
colecciones de instituciones). Estos problemas se suman a la falta de una nomenclatura
comun para las anormalidades, lo que dificulta la comparacion de casos y la realizacion de
conclusiones. En ese sentido se propone nomenclatura unificada realizada a partir de una
revision critica y detallada sobre el tema, acompafiada de una puesta en comun respetando lo
propuesto por diversos autores en las descripciones originales de las anormalidades. Dicha
lista serd utilizada en la descripcion de las anormalidades en los siguientes capitulos.
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Los resultados permiten asociar la expresion de anormalidades con la exposicion a
determinados factores de estrés, esto aporta evidencias para proponer la presencia de
anormalidades en larvas de anuro como punto final de evaluacion.

95



CAPITULO 3: BIOENSAYOS CON SEDIMENTOS

3.1 INTRODUCCION

3.1.1 Composicion y estructura de los sedimentos

La erosion de la superficie de la tierra provocada por la escorrentia libera particulas solidas
que quedan en suspension en el agua. Estas particulas incluyen materia organica (detritos,
acidos huimicos y fulvicos, pigmentos y microorganismos) y minerales como por ejemplo
minerales arcillosos (caolinita, ilita, clorita, etc.), aluminosilicatos (cuarzo, feldespato, mica),
carbonatos de calcio (calcita, dolomita) y minerales de hierro (geothita, hematita etc.). Estas
particulas varian en tamafio desde grava hasta arena, limo y arcilla (I. Allan & Stegemann,
2007).

Cuando las particulas se transportan a las aguas superficiales pueden permanecer en
suspension, si el flujo es suficientemente alto, o pueden sedimentar en el lecho para formar
sedimentos en el fondo del canal. Una vez que llegan al lecho pueden formar una capa estable
o ser transportados gradualmente rio abajo. Los periodos de estabilidad pueden alternar con
periodos de deposicion o erosion dependiendo de los cambios en las condiciones del flujo.

El sedimento de fondo se forma en un proceso de decantacion en capas sucesivas de material
que puede consolidarse a lo largo del tiempo. Esto lleva a que la composicion y la porosidad
de los sedimentos presenten variaciones en funcién de la profundidad. Por ejemplo, la
concentracion de oxigeno varia segin la profundidad siendo mayor en la region
inmediatamente debajo de la interfaz agua-sedimento limitando a esta region el crecimiento
de organismos aerobios. Otro factor que varia segiin un gradiente de profundidad es el pH
debido a la reaccion de CO2, la mineralizacion de la materia organica y la sintesis de acidos
organicos por organismos anaerobios. Otro factor, no menos importante, que presenta un
gradiente segun la profundidad es la luz, la cual es mayor en la interfaz agua-sedimento,
contribuyendo, junto con el oxigeno, al desarrollo de organismos aerdbicos en esta region (1.
J. Allan, House, Parker, & Carter, 2004). La capa que presenta concentraciones de oxigeno
Optimas para la vida alberga una gran variedad de organismos, desde bacterias y algas hasta
macroinvertebrados. Estos organismos pueden alterar las propiedades de los sedimentos, por
ejemplo, si los microorganismos se agregan y formar una biopelicula (biofilm), reducen la
porosidad del sedimento de fondo. Por otro lado, las actividades de excavacion y
alimentacion de organismos mas grandes pueden llevar a la mezcla de sedimentos, conocida
como bioturbacion, o canalizar y mejorar el transporte de solutos mediante bioirrigacion
(Matisoff & Wang, 1998). Todos estos procesos alteran las propiedades del sedimento e
influyen en la captacion y retencion de contaminantes.
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3.1.2 Los sedimentos como destino final de los contaminantes

Los sedimentos derivados de las superficies terrestres pueden incluir, ademas de los
materiales naturales, previamente nombrados, compuestos de origen antropogénico, los
cuales pueden considerarse contaminantes (Stangroom, Collins, & Lester, 1998). Un
sedimento contaminado se define como aquel material acumulado en el fondo de cuerpos de
agua conteniendo sustancias quimicas en exceso, en relacion con criterios geoquimicos y/o
toxicologicos de calidad, o que pueden tener efectos adversos en el ambiente o en la salud
humana (G. A. Burton et al., 2002).

Los contaminantes pueden unirse inicialmente a sedimentos suspendidos, que luego se
depositan para formar los sedimentos de fondo (Audry, Schéfer, Blanc, Bossy, & Lavaux,
2004; Erickson, Turner, & Thibodeaux, 2005). Estas particulas sedimentadas pueden llegar
a ciertas profundidades en las cuales ya no se ven afectadas por la bioturbacion ni por
procesos superficiales quedando confinados. Este confinamiento las alejas de la posibilidad
de ciclar dentro de los ecosistemas e interactuar con los seres vivos, a menos que ocurran
procesos de remocion. De esta manera los sedimentos resultan aceptores finales de
contaminacion (G. A. Burton et al., 2002).

Los procesos que determinan el destino y el comportamiento de los contaminantes en los
sedimentos de fondo se resumen en la Figura 3.1.

El reparto de los contaminantes entre las particulas de sedimento y el agua de poro (agua
contenida entre las particulas de sedimento) se determina por adsorcion o precipitacion. La
adsorcion favorece la inmovilizacion de los contaminantes por retencion en las particulas de
sedimento y depende de las caracteristicas fisicoquimicas del contaminante, de las particulas
del sedimento y del agua de poro (Karickhoff, 1984).

La transferencia o reparto de contaminantes a través de la interfaz de agua de sedimento, asi
como también dentro del sedimento se produce mediante la difusion o adveccion. La difusion
ocurre cuando los contaminantes presentes en el agua sobrenadante difunden al agua de poro,
la que inicialmente contiene concentraciones de contaminante relativamente mas bajas.
También los contaminantes acumulados a lo largo del tiempo en los sedimentos de fondo se
liberan en el agua de poro y difunden en el agua suprayacente relativamente no contaminada.
El transporte por difusion es significativo para los contaminantes con afinidad por la fase
acuosa y en sedimentos altamente porosos (W. Daniels, House, Rae, & Parker, 2000; W. M.
Daniels, 1998). La adveccion corresponde al movimiento de material disuelto o particulado
fino a la velocidad de la corriente en cualquiera de las tres direcciones (longitudinal, lateral
y vertical) esto contribuye al movimiento de los contaminantes en la columna de agua.

Ademas de los procesos fisicos mencionados, el comportamiento y destino final de los
contaminantes esta influenciado por procesos quimicos y biologicos. La bioturbacion esta
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dada por el movimiento de los contaminantes del sedimento y/o del agua de poro y por la
actividad de los integrantes de la comunidad bentdnica a través de la alimentacion y
excavacion de organismos bentdnicos (Grapentine et al., 2002; Thibodeaux & Bierman,
2003). La movilidad de los contaminantes inorganicos en los sedimentos de fondo puede
cambiar de acuerdo con el ambiente quimico proporcionado por el sedimento, asi como
también los compuestos organicos estan sujetos a degradacidon abiodtica y bidtica. Una
revision de la literatura sobre reacciones y tasas de degradacion de varios productos quimicos
en muchas situaciones acudticas se pueden consultar en los trabajos de Stangroom et al.
(2000) y Warren et al. (2003). Las variaciones en el contenido de O dependientes de las
concentraciones en las especies donadoras o aceptoras de electrones (por ejemplo, Fe (III),
oxidos de Mn (III) y (IV)) de especies altamente reactivas (por ejemplo, porfirinas de hierro
o radicales hidroxilos) y las condiciones de pH, afectaran tanto la transformacion como la
degradacion de los compuestos organicos.

Tanto la degradacion quimica como la biolodgica pueden hacer que las concentraciones de
contaminantes disminuyan con el tiempo, y la presencia de biofilm (comunidad perifiton)
puede contribuir a esto, asi como a la inmovilizaciéon de contaminantes y cambios en las
propiedades fisicas de los sedimentos, como la porosidad o la permeabilidad.

Interaccion o
con el biofilm Deposicion y
Agua sobreyacente resuspencion

del sedimento
Adveccion

Capa

Degradacion

Difusion del

Sedimentos de fondo agua de poro

Adveccion del
agua de poro

Adsorcion

Figura 3.1. Diagrama general de la estructura de los sedimentos y los procesos involucrados en el
destino de los contaminantes en los sedimentos de fondo (Tomado de (I. Allan & Stegemann,
2007).
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Tal como se mencion6 en la introduccion general, el origen, el destino y los efectos de los
contaminantes en el ambiente son objeto de estudio de la ecotoxicologia empleando, entre
otras cosas, los bioensayos de toxicidad estandarizados, como herramientas bioandliticas y
experimentales. Existen gran cantidad de bioensayos especificos para evaluar la toxicidad de
compuestos puros, mezclas de compuestos, e incluso muestras provenientes de diferentes
compartimentos ambientales como son el agua, el suelo y el sedimento. En la presente tesis
utilizaremos como herramienta los bioensayos de toxicidad con sedimentos.

3.1.3 Bioensayos con sedimentos como herramienta bioanalitica

El reconocimiento de que los sedimentos, debido a sus caracteristicas, actian como sumidero
y fuente de contaminantes ha llevado a un mayor interés en el desarrollo de métodos de
prueba estandar para organismos que viven en los sedimentos. Hasta hace relativamente poco
tiempo, la mayoria de las pruebas con sedimentos se basaban en estudios de exposicion de
tipo agudo. En la actualidad se hace hincapié en la importancia de la evaluaciéon mediante
pruebas de toxicidad crénica con sedimentos y organismos sensibles (USEPA 2004).

Para evaluar la toxicidad de los sedimentos se suelen utilizar cuatro estrategias, que reflejan
diferentes condiciones de exposicion a los toxicos: los bioensayos con agua de poro,
(Ingersoll et al., 1995), los bioensayos con elutriados de sedimento (G. A. J. Burton, Denton,
Ho, & Ireland, 1995), bioensayos con sedimento completo y la exposicién a extractos
organicos a partir del sedimento, (True & Heyward, 1990). De las cuatro estrategias la que
mejor refleja las condiciones naturales a las que estan expuestos los organismos en su
ambiente es la utilizacion de sedimento completo. Esta provee una metodologia que permite
evaluar la biodisponibilidad de los contaminantes para los organismos prueba (Landrum &
Robbins, 1990; Riba, Casado-Martinez, Forja, & DelValls, 2004). Por tal motivo fue
seleccionada para la realizacion del presente trabajo.

Estos bioensayos de sedimento se realizan en forma estatica o de flujo continuo, dependiendo
del organismo y del disefio del ensayo. Los ensayos de sedimento para muestras de campo
no se basan en un numero determinado de concentraciones de prueba, sino que se basan en
una comparacion de muestras provenientes de sitios de referencia con sedimentos de sitios
de interés provenientes de los ecosistemas que se pretenden evaluar.

A partir de su utilidad e interés, durante las ultimas décadas se han desarrollado una gran
variedad de protocolos estandarizados por organismos internacionales (Development, 1993;
EPA., 2001; EPS, 1997; USEPA, 2000); IRAM, 2003) para evaluar la toxicidad de los
productos quimicos en los sedimentos utilizando algas, bacterias, moluscos, anélidos,
insectos, crustaceos, anfibios y peces (Giesy & Robert, 1989; Ingersoll et al., 1995). En estos
métodos se sugieren puntos finales para medir los efectos potenciales de los contaminantes
en los sedimentos, incluyendo mortalidad y crecimiento. Sin embargo la mortalidad de los
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organismos de prueba es el punto final mas comuinmente informado (Benoit, Mason,
Gilmour, & Aiken, 2001; Sibley, Ankley, Cotter, & Leonard, 1996)

Los organismos mas utilizados para los bioensayos con sedimento son los invertebrados
bentonicos (Bettinetti, Giarei, & Provini, 2003; Giusto & Ferrari, 2008; Nebeker et al., 1984).
Siendo la especie mas utilizada el crustaceo Hyalella azteca Saussure (1858) (Brock et al.,
2016; Ingersoll et al., 1995; Kubitz, Besser, & Giesy, 1996; Sun, Wang, Li, & You, 2015).

La eleccion de un organismo prueba adecuado, condiciona el éxito en el desarrollo de la
herramienta, su aplicabilidad, la relevancia y el alcance de la informacion generada, por tal
motivo USEPA (2002) propone considerar los siguientes criterios al seleccionar los
organismos de prueba a ser incorporados: (1) existencia de una base de datos toxicologica
que demuestre sensibilidad a los sedimentos y compuestos de referencia, (2) debe existir
informacion suficiente o base de datos que permita la comparacion de procedimientos entre
laboratorios, (3) que su modo de vida implique el contacto con el sedimento o la interfaz
agua-sedimento, por lo que aconseja utilizar organismos bentonicos, (4) facilidad para
encontrarlo y obtenerlo del campo, y facil mantencion en laboratorio, (5) debe ser ecologica
o econdmicamente importante, (6) debe tener una distribucion geografica amplia, de ser
posible autoctona del sitio que se estd evaluando, o bien tener un nicho ecoldgico similar a
los organismos de interés y (7) debe ser tolerante a una amplia gama de caracteristicas fisico-
quimicas de los sedimentos (por ejemplo, el tamafio del grano) y ser compatibles con los
métodos de exposicion, finalmente debe permitir aplicar técnicas vinculadas con los puntos
finales de evaluacion a medir.

La sensibilidad del organismo va a estar relacionada con la ruta de exposicion y la tolerancia
individual condicionada en gran parte por la genética y los procesos fisioldgicos en general.
Los ensayos de sedimentos plantean tres vias de exposicion a los contaminantes, que son, el
agua de poro, particulas de sedimento y el agua suprayacente. La cantidad de contaminantes
que ingresan a los organismos estard determinada por el tipo de alimento, la tasa de
alimentacion y el comportamiento. Deben considerarse como vias de ingreso, las branquias
para ciertos compuestos hidrofébicos, y la adsorcion directa por la pared corporal o por
absorcion a través del tegumento.

Considerando lo expuesto anteriormente, en la presente tesis se seleccionaron como
organismos prueba, larvas de dos especies de anuros autoctonos (Rhinella arenarum y Boana
pulchella), para evaluar los efectos producidos por sedimentos provenientes de sitios con
diferentes problematicas ambientales. Dichas lavas poseen habitos bentonicos son de facil
identificacion y obtencion en campo (en relacion con su abundancia) y son de facil
mantenimiento en laboratorio, tal como se describio en el Capitulo 2.

Por ultimo, es importante destacar que, a la adecuacion de las especies al protocolo de ensayo
propuesto, se sumara la incorporacion del punto final de evaluacion propuesto como eje en
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el presente trabajo: “ocurrencia de anormalidades morfoldgicas y analisis de la frecuencia de
ocurrencia de anormalidades morfolégicas” que fueron seleccionadas, clasificadas y
descriptas en detalle en el capitulo anterior (ver capitulo 2: Lista de anormalidades). Tal como
se ha venido adelantando, las mismas se proponen como un punto final de evaluacion valido
para evaluar toxicidad de sedimentos, y su utilizacion resulta de gran relevancia bioldgica.
Se espera que dicho punto final posea una alta sensibilidad relativa, resultando un buen
candidato como biomarcador de efecto, util tanto en su empleo en bioensayos de toxicidad
con sedimentos, asi como también para su aplicacion en campo.

3.1.4 Bioensayos de sedimento con larvas de anuros

Actualmente hay una cantidad limitada de métodos estandarizados establecidos para evaluar

la toxicidad de contaminantes en anfibios. Los mismos fueron resumidos por Johnson et al
(2017).

El desarrollo de los bioensayos para anfibios se vio impulsado, en Estados Unidos, con el
proposito de prohibir la descarga de contaminantes en cantidades toxicas. Posteriormente,
esto llevo a la creacion de las leyes de agua limpia que promovieron el uso de las pruebas de
toxicidad de efluentes (WET) (USEPA 1975).

La U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) emiti6 en 1975 un documento de
métodos para realizar pruebas de toxicidad aguda con peces, macroinvertebrados y anfibios
(USEPA 1975). Aunque los métodos descriptos en el documento de USEPA no son
especificos para anfibios, proporcionaron una orientacion general para el disefio de
bioensayos. Las primeras guias de ASTM para realizar pruebas de toxicidad aguda también
fueros generales para invertebrados, peces y anfibios (ASTM E729, 1996; ASTM E1992;
1997; ASTM, 2014; ASTM, 2012a). Varios de estos métodos utilizan como organismos test
a la rana de garras africana (Xenopus laevis y especies relacionadas como X. tropicalis)
debido a que poseen varias ventajas. Estas incluyen la disponibilidad casi constante de
multiples etapas de vida, debido a que poseen un ciclo de vida acuéatico, y se han desarrollado
técnicas de cultivo y reproduccion bien establecidas. Los métodos establecidos para Xenopus
incluyen el Ensayo de Teratogénesis de Embriones de Xenopus laevis (FETAX E1439-98:
ASTM 2012b) el cual puede utilizarse para evaluar la incidencia de malformaciones ademas
del crecimiento y la mortalidad como efectos de las aguas tratadas en alglin proceso y mezclas
complejas. Ademas, se ha utilizado para evaluar extractos de suelos y sedimentos de areas
contaminadas (Birge & Black, 1977; Fort et al., 1999; Fort et al., 2001)

Aunque muchos de los métodos de Xenopus estan bien establecidos y los resultados han sido
validados por distintos grupos de trabajo, esta es una especie exodtica , posee un modo de vida
estrictamente acuatica, con habitos particulares, es tetraploide, entre otras singularidades, por
lo que su empleo para evaluar determinados escenarios fue criticado por Hoke and Ankley
(2005). Ellos informaron que los datos de la prueba FETAX eran relativamente insensibles
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en comparacion con los datos de otros anfibios o de otras especies acuaticas, por lo que su
representatividad para el grupo fue cuestionada.

La evaluacion de la toxicidad de sedimentos para los anfibios cuenta con una guia ASTM
E2591-07 donde se describe un estudio de exposicion a sedimentos en 10 dias (ASTM, 2007).
La especie elegida para esta prueba fue Lithobates pipiens, aunque el protocolo especifica
que se pueden usar otros anuros norteamericanos, como Anaxyrus americanus. Una ventaja
de este protocolo es que emplea métodos similares a otras pruebas de toxicidad de sedimentos
con invertebrados (USEPA, 2000) y si se combina con estas otras pruebas, puede
proporcionar un panorama mas completo de los posibles impactos de los sedimentos
contaminados en los organismos acuaticos.

En el presente trabajo se toma la informacion existente y se propone adecuar estos protocolos
para emplearlos con larvas de dos especies autoctonas representativas de la anfibiofauna local
y que habitan en gran parte de los ecosistemas acuaticos de la region. En ese sentido se
plantean las siguientes hipotesis de trabajo:

Hipotesis Generales

1. Los bioensayos de toxicidad con sedimentos empleando larvas de R.
arenarum y B. pulchella resultan una herramienta eficaz para clasificar la
toxicidad y peligrosidad de sedimentos asociadas a compuestos toxicos
presentes en lo sedimentos de los sitios de estudio.

2. Las larvas expuestas a sedimentos provenientes de sitios contaminados,
presentardn una mayor ocurrencia de anormalidades, respecto a larvas
expuestas a sedimentos de referencia.

Hipotesis especificas

1. Las especies seleccionadas para este estudio resultaran adecuadas para incorporar
como especies prueba en protocolos normalizados USEPA/ASTM para la evaluacion
de toxicidad de sedimentos.

2. Los bioensayos con sedimentos empleando las especies propuestas permitiran
obtener resultados confiables y similares a otros bioensayos estandarizados con
especies de referencia como lo es el de H. curvispina.

3. Los bioensayos con sedimentos aplicando el protocolo propuesto permitira evaluar la
respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas de R. arenarum y
B. pulchella en diferentes estadios de desarrollo, permitiendo clasificar la toxicidad y
peligrosidad de los sedimentos, y realizar inferencias sobre la calidad de los
ecosistemas evaluados.
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Objetivos generales

1. Evaluar el patron de respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas
de las especies a estudiar en relacion a la exposicion a sedimentos provenientes de
ecosistemas acuaticos afectados por distintos tipos de actividades antrdpicas,
mediante bioensayos de toxicidad desarrollados en el presente trabajo de tesis.

2. Determinar si la expresion de anormalidades morfologicas, y el andlisis de las
frecuencias de ocurrencia, resultan buenos puntos finales de evaluacion
ecotoxicologicos.

Objetivos especificos

1. Adecuar los protocolos normalizados propuestos por USEPA/ASTM (ampliamente
aceptados) para ser utilizados con las especies autdctonas seleccionadas.

2. Comparar la respuesta del bioensayo con sedimento empleando larvas de B. pulchella
respecto de un ensayo estandarizado de referencia como lo es el de H. curvispina, al
momento de evaluar la toxicidad de sedimentos provenientes de agroecosistemas.

3. Evaluar el patron de respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas
de R. arenarum y B. pulchella en diferentes estadios del desarrollo empleando el
protocolo propuesto para determinar la toxicidad de los sedimentos.

3.2 MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos de este capitulo se analizaron en detalle los protocolos de
bioensayos con sedimentos empleando larvas de anuros de USEPA (1996) - ASTM (2007).
Estos protocolos fueron modificados considerando la biologia y las condiciones de
mantenimiento en laboratorio, 6ptimas para el buen desarrollo de las especies de estudio.
Una vez establecido el protocolo se realizaron bioensayos (Tabla 3.1). Las primeras pruebas
se realizaron con larvas en estadio 25 EG y se comparé la respuesta del bioensayo con
sedimento empleando larvas de B. pulchella respecto de un ensayo estandarizado de
referencia como lo es H. curvispina. A partir de los resultados de estos primeros bioensayos
se ajustaron las condiciones experimentales (con la intencién de mejorar su aplicabilidad), y
se procedio a realizar bioensayos consecutivos con ambas especies de estudio en diferentes
estadios de desarrollo. Realizdndose dos ensayos en estadio 8 EG (uno para cada especie),
dos ensayos con exposicion consecutiva de larvas en estadio 8, 25 y 30 EG (uno para cada
especie), un ensayo cronico con larvas de R. arenarum y dos ensayos con diluciones de
sedimentos utilizando larvas en estadio 25 de R. aremarum. Los resultados parciales
obtenidos en el transcurso de la investigacion, permitieron realizar ajustes al protocolo para
mejorar la aplicabilidad de los procedimientos en la practica de laboratorio.
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Tabla 3.1. Ensayos realizados*

Especie Estadio Sedimentos
B. pulchella 25 P1(3);P2(4-6);P3(10-13)
B. pulchella 25 P1(3);P2(4-9);P3(10-13);P4(14-19);P5(21)
B. pulchella 25 P1(3);P2(4-8)
R. arenarum 25 P1(1,2);P2(4-9);P3(10,11);P4(14,16); P5(20)
B. pulchella 8 P1(1,3);P2(4-9);P3(10-13);P4(14-18);P5(20)
R. arenarum 8 P1(3);P2(4,5,7,8);P3(11-13);P4(14-16)
B. pulchella 8 P1(1,3);P2(4-9);P3(11-13);P4(14-19);P5(20,21)
B. pulchella 25 P1(1,3);P2(4-9);P3(11-13);P4(14-19);P5(20,21)
B. pulchella 30 P1(1,3);P2(4-9);P3(11-13);P4(14-19);P5(20,21)
R. arenarum 8 P1(3);P2(4-9);P3(11-13);P4(15-19)
R. arenarum 25 P1(3);P2(4-9);P3(11-13);P4(15-19)
R. arenarum 30 P1(3);P2(4-9);P3(11-13);P4(15-19);P5(21)
R. arenarum 8 (crénico) P1(1,3);P2(5,9);P3(11-12);P4(15,16,18);P5(20,21)
R. arenarum 25 diluciones P5 (21)
R. arenarum 25 diluciones P4 (14)

* Los sitios y las correspondientes problematicas ambientales donde se tomaron los sedimentos
fueron indicados de la siguiente manera problematica: P 1- referencia- 2-agricola-3 urbana- 4-
petroquimica- 5- descargas cloacales. Los sitios mediante numeros entre paréntesis: 1-Atalaya, 2-
Frison, 3-Molfesa, 4-9 Agricola, 10-Villa Elvira, 11- Zanjon, 12- El Gato, 13- CEAMSE, 14- Canal
Este La Plata, 15- Canal Este Berisso, 16-Canal Oeste, 17- Fosforito, 18-Simpson, 19 Arenal, 20-
Cloaca La Plata, 21- Cloaca Chascomus.
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3.2.1 Colecta de sedimentos

Los sedimentos fueron colectados en los diferentes sitios de estudio (descriptos en el Capitulo
1). Siguiendo las recomendaciones del protocolo ASTM 2007. En la tabla 3.1 se indican los
sitios donde se colectaron los sedimentos para cada uno de los bioensayos realizados.

En cada sitio de estudio se tom6 un total de 3L de sedimento (tomandose multiples
submuestras) realizando la menor perturbacion posible del ambiente. Cada una de las
muestras compuestas se tomo a una profundidad entre 10 y 30 cm segun el cuerpo de agua,
recogiendo los primeros 15 cm del horizonte del sedimento. Se selecciond para la primera
submuestra un punto de facil acceso y de posible sedimentacion, las sucesivas submuestras
se tomaron, cada 2 metros aproximadamente hasta completar los 3L necesarios. Se
emplearon dos herramientas para recolectar el sedimento segtn la dificultad de acceso (pala
de mano jardineria y corer). Cada submuestra se colocd en una bandeja, se mezclod para
homogeneizar las muestras y se realizo una primera limpieza retirando las piezas grandes de
material vegetal y otros desechos, tales como rocas y vidrio. Las muestras fueron guardadas
en bolsas de polipropileno y en heladeras portatiles para su traslado. En el laboratorio las
muestras se mantuvieron hasta su utilizacion en bolsas negras (oscuridad) y 4 ° C.

3.2.2 Organismos Prueba

Las larvas y embriones de Rhinella arenarum y Boana pulchella utilizados para los ensayos
fueron obtenidos a partir de puestas colectadas en los sitios de referencia. Las puestas se
colectaron siguiendo dos procedimientos propuestos por Natale (2006): 1- Recoleccion
directa: tomando porciones (de aproximadamente el 10% de cada puesta) de puestas
diferentes recién colocadas en el ambiente 2- Colecta de amplexos: Colocando amplexos
colectados en el campo en frascos de vidrio con agua de la charca y soporte vegetal, hasta
detectar las oviposturas.

Las puestas se trasladaron al laboratorio empleando bolsas de polipropileno junto con el agua
circundante y el soporte vegetal. Una vez alli, se revisaron los embriones y se determind el
estadio de desarrollo, se desecharon los huevos que no eran viables y se retiraron los
depredadores presentes en las mismas (hirudineos, larvas de insectos, otros). Posteriormente
se colocaron en bateas de 45L donde fueron mantenidos hasta el momento de su utilizacién
en las siguientes condiciones controladas de laboratorio: Periodo de luz:oscuridad (16:8), con
agua de bioensayo (agua de red previamente filtrada por filtro fisico Aqua-Pure® de 5 p
Modelo AP-110 H/C y aireada por 48 h enérgicamente con el objetivo de eliminar el cloro);
temperatura aire-agua, 25 = 1 °C; pH = 7,6 = 0,1; oxigeno disuelto, 7,7 £ 0.3 mg/l;
conductividad, 1025 + 15 pS/cm; dureza, 181 + 35 mg/l CaCO3; burbujeo en bateas,
constante 90 burbujas/min).
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3.2.3 Adecuacion del protocolo para las especies de estudio.

Los bioensayos se realizaron siguiendo los protocolos estandarizados para Lithobates Pipiens
(ASTM, 2007) y (USEPA, 1996) realizando algunas modificaciones vinculadas con las
especies de estudio. Las condiciones de ensayos con las modificaciones pueden verse
resumidas en la tabla 3.2, las explicaciones y fundamentos de algunos cambios, asi como los
criterios empleados se detallan en el anexo III junto con el protocolo final propuesto.

Cada unidad experimental consisti6 en colocar en un frasco de vidrio de 1500 ml 200 ml de
sedimento y 350 ml de agua de red declorada (pH=7,5; dureza=220+20 mg CaCO3.L-1;
oxigeno disuelto=9+1 mg. L-1; conductividad=1,004+0,20 mS.cm-1) y se dejoé reposar 24 h
segun protocolo hasta que se estabilizaron las condiciones fisicoquimicas. Estas condiciones
fueron consideradas como representativas de las condiciones que se establecen en el campo,
mediante el intercambio entre las fases sedimento y agua, motivo por el cual todas las
mediciones fisicoquimicas mencionadas mas adelante se realizaron en laboratorio bajo
condiciones controladas. La Figura 3.2 ilustra el cuarto de ensayo, la preparacion de los

sedimentos y la cdmara de cria.

Figura 3.2 A- Cuarto de ensayo donde se realizaron los experimentos con las cdmaras de ensayo. B-
Homogeneizacion del sedimento. C- camaras de ensayo con sedimento.
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Condiciones de ensayo

BpyRa

Tipo de bioensayo

Bioensayo de toxicidad con sedimento completo

Duracion 10 dias

Temperatura 21+1°C

Fotoperiodo 16h Luz:8h Oscuridad
Calidad de luz Tubo de luz, 100-1000 lux

Camara de ensayo

Frascos de vidrio 500 ml

Réplicas 6 unidades experimentales
Volumen de sedimento | 200 ml
Volumen de agua 350 ml

Renovacion de agua

Parcial, cada 48h

Calidad del agua

Agua de red declorinada por aireacion. Dureza=
115 + 33 mg CaCOs/L; Alcalinidad = 115 + 5;
Oxigeno disuelto = 7.0 + 1.0 mg/L;
conductividad = 1.16 + 0.08 mS/cm; pH = 8.1 +
0.2; Temperatura =21 + 1°C

Organismos por camara

10

Edad

10 dias

Estadio del desarrollo

Estadio 25 de Gosner

Alimentacion Alimento balanceado para peces en escamas
Tetramin® por dia
Aireacion Sin aireacion

Puntos finales

Mortalidad, crecimiento, comportamiento,
desarrollo y anormalidades morfologicas

Aceptabilidad

Supervivencia de los controles por encima del
80%

Tabla 3.2. Resumen de las condiciones experimentales establecidas para la realizacion de los
bioensayos realizados con larvas de Boana pulchella (Bp) y Rhinella arenarum (Ra).
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Una vez establecido el protocolo se puso a prueba mediante la realizacion de 15 ensayos, los
que permitieron evaluar su utilidad y realizar ajustes y mejoras.

Una de las variaciones del protocolo, consistié en realizar bioensayos empleando estadios
mas tempranos del desarrollo como lo es el estadio 8 (blastula con segmentacion media),
considerando que una exposicion en etapas iniciales del desarrollo aumentaria la
probabilidad de ocurrencia de malformaciones, lo que provocaria un aumento no solo en el
numero (frecuencia de ocurrencia), sino en la gravedad o relevancia de las anormalidades
evaluadas. En este sentido se recolectd un mayor nimero de porciones de puestas a campo
(10% de aproximadamente 6 puestas) con la intencidon de lograr una mayor representatividad
genética de la poblacidon y mayor cantidad de sedimento. Las puestas fueron transportadas y
aclimatadas en el laboratorio al igual que los sedimentos, como se indico anteriormente.

Por otro lado, para evaluar la sensibilidad a lo largo del ciclo larval, se seleccionaron tres
etapas del desarrollo, las que se iniciaban con los estadios de desarrollo 8, 25 y 30. Se
recolectd un mayor niimero de porciones de puestas a campo (10% de aproximadamente 6
puestas) y mayor cantidad de sedimento. Las larvas fueron transportadas y aclimatadas en el
laboratorio al igual que los sedimentos, como se indicd anteriormente. Cuando los embriones
llegaron al estadio EG 8 se larg6 el primer ensayo siguiendo el protocolo anteriormente
mencionado, utilizando 20 embriones por unidad experimental. El segundo ensayo se largd
cuando las larvas llegaron al estadio 25, haciendo un recambio parcial del sedimento (50%)
y recambio total de agua sobrenadante, y siguiendo el procedimiento segin protocolo. Por
ultimo, se realizé un tercer experimento cuando las larvas estuvieron en estadio 30 se repitid
el procedimiento reemplazando el 50% del sedimento y el 100% del agua sobrenadante.

La toxicidad cronica de los sedimentos se evalud considerando recomendaciones del
protocolo OECD, (2009). Los embriones fueron puestos en las camaras de ensayo en el
estadio 8, siguiendo los procedimientos explicados anteriormente. Cada 15 dias los
renacuajos fueron medidos y pesados con las técnicas descritas en el siguiente apartado.
Cuando los individuos llegaron al estadio 44 se los aisl6 de manera individual en recipientes
de polipropileno con agua sobrenadante de las cdmaras de ensayo y se agregaron piedras de
granito como sustrato, para evitar que se ahoguen hasta que presentaron la reabsorcion total
de la cola, momento en el cual se procedio a pesarlos, medirlos, anestesiar y fijarlos segiin
técnicas descriptas a continuacion. El ensayo se dio por finalizado cuando todos los
individuos alcanzaron la metamorfosis.

Otra de las variantes implementadas, se aplicod en los casos que los sedimentos presentaran
mortalidad de 100%, en estos casos se realizaba un nuevo ensayo inmediatamente después
de registrar este resultado. Se procedio a realizar diluciones del sedimento en cuestion con
sedimento del sitio de referencia en un gradiente de concentracion (0%; 6,5%; 12,5%; 25%;
50%; 75%; 100), posteriormente se continué con los procedimientos establecidos
anteriormente.
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3.2.4 Puntos Finales Evaluados (Puesta a punto, prueba y seleccion de
puntos finales).

La mortalidad se evalué por observacion directa cada 24 h siguiendo los criterios descritos
por Natale et al. (2006) y Pérez Iglesias et al. (2014), para H. curvispina se sigui6 a Peluso
et al. (2011). Al finalizar el ensayo, todos los individuos fueron fijados en formaldehido al
10% para evaluaciones detalladas adicionales.

El crecimiento fue evaluado a los 10 dias de exposicion, midiendo la longitud del cuerpo, la
longitud total y el ancho de cada individuo mediante el programa Image] de acuerdo a

descripciones de McDiarmid y Altig (1999) mientras que para H. curvispina se siguié a
Peluso et al. (2011).

Las alteraciones en la natacioén fueron registradas cada 24 Hs. Los cambios se observaron
después de girar suavemente el agua cinco veces con una varilla de vidrio y observar durante
1 minuto la actividad de natacion de cada individuo. La natacion irregular (IS) y la
inmovilidad (IM) se clasificaron de acuerdo con las descripciones hechas por Brunelli et al.
(2009) segiin modificaciones realizadas por Pérez Iglesias et al. (2015).

La inhibicidon del desarrollo y la presencia de anormalidades se evaluaron sobre cada uno de
los individuos fijados a los diez dias de exposicion, mediante inspeccion en una lupa
estereoscopica marca Ahecro modelo ZTX-3EIL El estadio de desarrollo se determind
utilizando la clasificacion propuesta por Gosner (1960). Las anormalidades se clasificaron
siguiendo la lista de anormalidades propuesta en el Capitulo 2 .

3.2.5 Control de la calidad del agua y sedimentos

En cada camara de ensayo se midi6 oxigeno disuelto, conductividad, pH y temperatura
empleando un equipo portatil multiparamétrico modelo WA-2017SD. Ademas, se determin6
la alcalinidad por titulacién acido base de acuerdo con el método 2320 (APHA, 1998),
expresando los resultados en mg CaCO3.L-1 y dureza por titulaciéon con EDTA, de acuerdo
al método 2340C (APHA, 1998), expresando los resultados en mgCaCO3.L-1. En los
sedimentos se determiné el contenido de materia organica (MO) por calcinacion (pérdida por
ignicion, LOI) en una mufla a 550 °C (APHA, 1998; Heiri ef al., 2001). En algunas muestras
de sedimento se realizaron determinaciones de concentracion de plaguicidas mediante la
extraccion a través del procedimiento de QUEChERS modificado, donde 7 gramos de
sedimento himedo se extrajeron con una solucion de 15 mililitros de acetonitrilo, 2 gramos
de NaCl y 6 gramos de MgSO4 anhidro; y analisis cromatografico por GC-MS-TOF
siguiendo Mac Loughlin et al. (2017). Para el resto de los ensayos los resultados fueron
discutidos en funcion de los contaminantes detectados en las zonas de estudio en la
bibliografia disponible (Ver Capitulo 1 - Tabla 1.5)
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3.2.6 Analisis estadistico asociado con los bioensayos
Las condiciones del agua de ensayo fueron analizadas aplicando estadistica descriptiva.

Los datos de proporciones de mortalidad, actividad natatoria y las frecuencias de ocurrencia
de anormalidades fueron transformados angularmente y, luego de la verificacion de
supuestos, se realizaron analisis de varianza de un factor (ANOV A) entre los diferentes sitios,
seguido de la prueba de Dunnett.

La longitud y peso de los individuos fueron analizados con estadistica descriptiva y se
compar6 mediante el analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido de la prueba de
Dunnett. Los supuestos de normalidad y homoscedasticidad se verificaron para todos los
casos empleando las pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett, respectivamente. En los sitios que
presentaron mortalidades significativas de las larvas se graficaron las curvas de mortalidad a
largo del tiempo. Los estadios de desarrollo presentes en los renacuajos fueron analizados
mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis con posterior prueba de comparacion
multiple para establecer diferencias significativas entre los sitios siguiendo procedimiento
detallados en (Zar, 2013). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R (R
Core Team, 2013). El nivel de significancia establecido fue de 0,05 para todos los casos.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Condiciones de ensayo

Los procedimientos y metodologias propuestas como parte del protocolo desarrollado para
llevar a cabo los bioensayos pudieron ser concretados de manera satisfactoria. El protocolo
propuesto y las variantes aplicadas a la metodologia permitieron cumplir los objetivos
planteados y responder las preguntas de investigacion. Las larvas de las dos especies de
estudio en los diferentes estadios evaluados respondieron de manera satisfactoria,
cumpliendo con los criterios de aceptabilidad establecidos previamente. A continuacion, se
detallan algunos aspectos vinculados con las condiciones establecidas para el desarrollo y
ejecucion de los bioensayos, y las variaciones propuestas respecto del protocolo propuesto.

Los criterios de aceptabilidad establecidos se cumplieron en la totalidad de las pruebas
realizadas. El control de agua sin sedimento no presentd evidencias de efecto, si bien los
individuos presentaron pesos y tamanos menores al resto de los tratamientos, debido a la
ausencia de sedimento, el que suele constituir un aporte de alimento extra al otorgado
diariamente, los individuos se desarrollaron sin inconvenientes. La supervivencia de los
individuos expuestos a sedimentos de sitios de referencia fueron superiores al 80% en todos
los casos. El oxigeno disuelto, del agua suprayacente de la mayoria de los tratamientos estuvo
en o por encima de los niveles aceptables (es decir, 2,5 mg O/ L), en los casos en que las
concentraciones de oxigeno fueron menores, se realizaron cambios de agua cada 24 hs. La
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dureza y alcalinidad no presentaron diferencias significativas entre los valores presentados
al inicio y al final de los bioensayos para la mayoria de los tratamientos, lo que evidencia
estabilidad en las condiciones del bioensayo. En el anexo IV se presentan los valores de los
parametros medidos en el agua sobrenadante para todos los ensayos.

La alterativa de utilizar un sistema de aireacion continua en las camaras de ensayo presentd
en relacion directa con la infraestructura presente en el laboratorio, un limitante en la cantidad
de camaras de ensayos a utilizar (maximo 60), ademas de la dificultad en la regulacion de la
salida de aire de manera tal que fuera igual en todos los tratamientos, y su control de manera
precisa. A esto se sumaba el hecho que el burbujeo continuo producia la re-suspension de
particulas de sedimento, con la consecuente modificacion de pardmetros fisicoquimicos, lo
que se evidencio6 al comparar las condiciones iniciales y finales de ensayo. Por estas razones
la realizacion de recambio parcial de agua sobrenadante cada 24 y/o 48 hs, resulto ser la
mejor alternativa para mantener los pardmetros de calidad de aire en niveles aceptables,
permitiendo realizar bioensayos con todos los tratamientos y un numero de réplicas
apropiado (méaximo 126 camaras de ensayo).

El empleo de camaras de prueba de vidrio de 1500 ml de capacidad, permitieron duplicar la
cantidad de agua y sedimento establecida originalmente, y de este modo mantener una
densidad optima de individuos no solo en cuanto a cuestiones bioecoldgicas, sino también a
cuestiones ecotoxicologicas como lo es el concepto de carga (gramos de biomasa/L de agua),
ambos recomendados para el buen desarrollo y supervivencia de las larvas, asi como también
por respetar criterios de los protocolos normalizados preexistentes..

Las variaciones en el procedimiento establecido vinculadas con el empleo de embriones
(ensayos en estadio 8 EG), fueron realizadas con la intencion de lograr una evaluacion mas
realista al considerar lo que sucede en el ambiente, considerando la exposicion de una etapa
sensible como lo es la embriogénesis. En relacion con las caracteristicas morfoldgicas y la
dindmica del desarrollo embrionario, resultd conveniente utilizar el doble de organismos por
camara de prueba (n=20). El hecho de aumentar el nimero inicial de individuos por cdmara
de prueba se vincula con la necesidad de garantizar un nimero adecuado de individuos para
cumplir con los requisitos de las pruebas estadisticas considerando la elevada tasa de
mortalidad en esta etapa. Por otro lado, debido a la morfologia presentada en esa etapa y la
falta de movilidad, existe una baja confiabilidad al momento de determinar la viabilidad de
los embriones y su posterior supervivencia (al menos en las primeras 72 horas). Asimismo,
la lectura de la mortalidad de los individuos en esa etapa resulto dificultosa, por lo que se
decidio realizarla de manera detallada a partir del tercer dia de exposicion cuando los
individuos llegan al EG18, presentan movilidad y una forma mas definida que permite
distinguir claramente entre individuos vivos y muertos.
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3.3.2 Bioensayos de toxicidad aguda con sedimento completo EG25
Boana pulchella

Se realizaron tres ensayos con B. pulchella en EG25. Los resultados de las pruebas de
significancia, tablas resumen de ANOVA, y la informaciéon de los andlisis realizados se
presentan en el anexo 4, con la intencion de facilitar la lectura de este capitulo.

Los resultados obtenidos para el punto final mortalidad indicaron efectos en el 35% de las
muestras analizadas, presentando mortalidades significativamente mayores (p<0,05) a las
observadas en los sitios de Referencia en al menos una de las muestras de las problematicas
Agricola, Urbana e Industrial.

En la Figura 3.3 se presentan los resultados en detalle para los sitios que presentaron
mortalidades significativas. Los resultados permiten distinguir que el mayor porcentaje de
mortalidad (100% de los individuos) se observé en muestras provenientes de la problematica
Industrial, las mismas sucedieron tempranamente, entre el 2do y 5to dia de exposicion. Se
observaron ademas mortalidades del 70 al 90% de los individuos expuestos a sedimentos
provenientes de la problemadtica Urbana, y del 40 al 80% en sedimentos asociados con la
problemadtica Agricola siendo estas significativas a partir del 4to y 6to dia de exposicion.
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Figura 3.3-Curvas de supervivencia para los individuos de B. pulchella, expuestos desde el EG25.
A- Supervivencia de individuos expuestos a sedimentos de la problematica Agricola. B-
Supervivencia de individuos expuestos a sedimentos de la problematica Urbana. C y D Supervivencia
de individuos expuestos a sedimentos de la problematica industrial para diferentes ensayos.

Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad para la
totalidad de las muestras de sedimentos de las problematicas evaluadas.

Al evaluar el crecimiento de los individuos se evidenci6, por un lado, una marcada inhibicion
del crecimiento en 11 de las muestras evaluadas, de las cuales 4 se corresponden con la
problematica agricola, 4 con la problematica industrial y 3 muestras con la problematica
urbana. Por otro lado, un resultado llamativo fue el hecho que evidencié un aumento
significativo del crecimiento de los individuos expuestos a sedimentos correspondientes a la
problematica urbana y de descargas cloacales.

Con respecto a la evaluacion de alteraciones en la actividad natatoria y las etapas del
desarrollo, no se encontraron diferencias significativas entre los individuos expuestos a las
muestras provenientes de las diferentes problematicas ambientales y las muestras de
referencia.

El andlisis de la presencia de anormalidades morfoldgicas, permitié observar un total de 7
tipos de anormalidades (Figura 3.4) a saber: Flexion de la cola, Ausencia de queratodontes,
Edemas, Aire subcutdneo (cuerpo hinchado), Intestino desplazado, Hipopigmentacion y
Cuerpos asimétricos. Estas anormalidades fueron detectadas en el 11, 20% de los individuos
observados (N = 1642).
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Figura 3.4-. Anormalidades morfologicas detectadas en renacuajos de B. pulchella. A, renacuajo
normal sin anormalidades morfologicas B, hipopigmentacion; C, presencia de aire subcutdneo
(flechas); D, intestino desplazado (flecha); E, flexion de la cola (flecha), F cuerpo asimétrico; G,
ausencia de queratodontes (flecha).

El anélisis cuantitativo de las anormalidades permitié determinar toxicidad en 7 de las
muestras evaluadas. De las cuales 3 muestras corresponden a la problematica agricola, 2
muestras a la problematica urbana y 2 muestras a la problematica industrial. Cabe destacar
que en tres de estas muestras (dos de la problematica agricola y una de la problematica
industrial) no se habian detectado efectos letales ni en la inhibicion del crecimiento, lo que
result6 un hallazgo relevante e incentivador.

Entre las anormalidades encontradas, las mas frecuentes fueron la presencia de individuos
con flexidn en la cola, ausencia de queratodontes, hipopigmentacion e intestinos desplazados.
Es importante resaltar que, en coincidencia con los resultados obtenidos en el capitulo
anterior, no se obtuvieron evidencias que indiquen asociacion entre el tipo de anormalidad
y/o su frecuencia de expresion con alguna problematica. Asimismo, se puede mencionar que
la presencia de individuos con aire subcutdneo (cuerpo hinchado), s6lo se registrd en
individuos expuestos a sedimentos de la problematica agricola, presentando diferencias
significativamente altas en una muestra correspondiente al sitio 5.

Las muestras de las problematicas agricola fueron las que presentaron un mayor tipo de
anormalidades siendo estas, hipopigmentacion, ausencia de queratodontes, cuerpo hinchado,
flexion de la cola, e intestinos desplazados. Como se explicd en el capitulo 2 estas
anormalidades se asocian con un alto riesgo para la supervivencia de los individuos tanto de
forma directa, por ejemplo, impidiendo obtener una alimentacion adecuada (ausencia de
queratodontes e intestinos desplazados), asi como también indirectamente, al provocar
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alteraciones que dejan a los individuos mas propensos a ser presas para los depredadores
(Flexion de la cola, cuerpo hinchado, hipopigmentacion), algunas de ellas vinculadas con una
disminucion de la perfomance natatoria. Por otro lado, las muestras de la problematica urbana
provocaron en los individuos pérdida de queratodontes e hipopigmentacion, estas
anormalidades fueron clasificadas oportunamente, como de baja y mediana severidad ya que
los individuos podian alimentarse normalmente y esto no presentaba un riesgo para la
supervivencia a la metamorfosis. Los sedimentos de la problematica industrial provocaron la
expresion de individuos con intestinos desplazados. Estas anormalidades fueron clasificadas
como severas, ya que el grado de enrollamiento y desplazamiento de los intestinos era tal que
se infiere que los individuos afectados no podian asimilar el alimento correctamente, lo que
los afectaria en numerosos procesos metabdlicos, que culminarian en la muerte.

Considerando la totalidad de los puntos finales evaluados, estos permitieron detectar
toxicidad en las diferentes muestras evaluadas. Los sedimentos mas toxicos provocaron
mortalidades elevadas a los pocos dias de exposicion, en los casos en que la mortalidad no
fue tan elevada se pudieron observar efectos subletales como inhibicion del crecimiento y
expresion de anormalidades. Es relevante destacar en relacion al proposito de la investigacion
que en algunos casos las anormalidades (expresion o presencia de distintos tipos) se
registraron en muestras de sedimentos que no habian presentado efectos letales o subletales
de otro tipo.

Rhinella arenarum

La evaluacion de la toxicidad de las muestras empleando el punto final mortalidad permitio
determinar toxicidad en el 20 % de las muestras, las cuales corresponden a la problematica
urbana e industrial.

En la figura 3.5 se presentan los resultados para los sitios que presentaron mortalidades
significativas respecto de los sitios de referencia.

Los resultados permitieron distinguir que el mayor porcentaje de mortalidad (100% de los
individuos) se observo en muestras de la problematica industrial. Se observd ademas
mortalidades del 30% de los individuos, en tratamientos de la problematica urbana. Las
mortalidades fueron significativas (p < 0,05) a partir del segundo y décimo dia de exposicion
respectivamente. No se observaron mortalidades significativas en los individuos expuestos a
sedimentos de la problematica agricola.
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Figura 3.5-Curvas de supervivencia para los individuos expuestos al sitio 2 de referencia (Linea
Azul), el sitio 14 de la problematica industrial (Linea roja) y al sitio 11 de la problematica urbana
(Linea marron).

Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad para 8
muestras de sedimentos de las problematicas evaluadas.

Los resultados de la evaluacion del punto final crecimiento de los individuos se evidencid,
por un lado, una marcada inhibicion del crecimiento en 5 de las muestras las cuales se
corresponden con la problematica agricola (3 muestras), industrial (1 muestra) y urbanas (1
muestra). Por otro lado, se evidencid un aumento significativo del crecimiento en los
individuos expuestos a sedimentos de uno de los sitios asociado con la problematica de
descargas cloacales. Cabe destacar que estos mismos resultados se observaron al evaluar la
toxicidad de muestras de los mismos sitios con la especie B. pulchella EG25 (ver ensayo
anterior).

Con respecto a las alteraciones en las etapas del desarrollo, se pudo evidenciar un aumento
significativo del desarrollo en los individuos expuestos a tres tratamientos correspondientes
a las problematicas agricola, urbana y de descargas cloacales, en este ultimo caso el resultado
se corresponde con el aumento significativo del crecimiento de los individuos (nombrado
previamente).

Por otro lado, mediante el analisis de las alteraciones en la actividad natatoria pudimos
detectar toxicidad en una de las muestras de la problematica urbana, estos individuos ademas
de no responder a los estimulos de manera normal, al hacerlo realizaban movimientos
natatorios circulares en el lugar.
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El andlisis de la presencia de anormalidades morfologicas, permitié determinar la expresion
de 4 tipos de anormalidades (Figura 3.6): a saber: concavidad ventral, intestino desplazado,
ausencia de queratodontes, ausencia de pico corneo. Estas anormalidades fueron detectadas
en el 31,52% de los individuos observados (N=720).

Figura 3.6- Anormalidades registradas en los sitios 10y 11 (problematica Urbana) A: cuerpo concavo
ventralmente; B: intestino desplazado; C Ausencia de queratodontes, D Ausencia de Pico Corneo.

El analisis cuantitativo de las anormalidades permitié determinar toxicidad en dos de las
muestras evaluadas correspondientes a la problematica urbana.

Entre las anormalidades encontradas, las mas frecuentes fueron la presencia de individuos
con intestinos desplazados y ausencia de queratodontes. Si bien en este ensayo las
anormalidades solo se detectaron en individuos expuestos a sedimentos provenientes de los
sitios urbanos, estas mismas anormalidades fueron detectadas en otras muestras
correspondientes a problemadticas agricolas e industriales en ensayos utilizando la especie
Boana pulchella, por lo tanto, estas anormalidades no se considerardn como especificas para
la problematica urbana.

La muestra proveniente del sitio 11 de la problemaética urbana provocoé estos cuatro tipos de
anormalidades. Como se explico en el capitulo 2 la anormalidad mas severa de estas cuatro,
es el desplazamiento de los intestinos (intestino desplazado). En estos casos, el grado de
enrollamiento y desplazamiento de los intestinos fue clasificado como leve, ya que se infiere
que podian asimilar el alimento correctamente, pero algunos individuos presentaron una
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reduccion significativamente mayor, la que ademas provocaba que la pared ventral del cuerpo
se invaginara formando la anormalidad que denominamos “cuerpos concavos ventralmente,”
agravando el estado de salud de los individuos. Por otro lado, la ausencia de queratodontes
se clasifico con una severidad baja cuando los individuos podian alimentarse normalmente,
pero sumado a esta alteracion se encontraron individuos con ausencia de pico coérneo los
cuales no se alimentaban correctamente. Es evidente que estas anormalidades estan
relacionadas y puede que la presencia de alguna de ellas influya en la manifestacion de otras,
pero para ello se necesitan estudios detallados. En las muestras del sitio 10 de la problematica
urbana, se observaron individuos con intestinos desplazados, en los cuales al analizar estos
casos en profundidad, se notaba que el desplazamiento y enrollamiento de los mismos no era
tan grave, pudiéndose observar restos de comida dentro del intestino, y aparentemente los
individuos se alimentaban sin inconvenientes por lo que se clasifico a esta anormalidad como
de baja severidad.

Al considerar los resultados obtenidos del empleo de los puntos finales evaluados, podemos
concluir que estos son utiles al momento de determinar toxicidad de muestras de sedimentos
provenientes de ecosistemas acudticos afectados por diversas actividades antropicas y que
conllevan matrices fisicoquimicas complejas vinculadas con contaminacion de origen
multiple. En todas las muestras evaluadas se observé algin efecto significativo.

Las muestras de sedimento que resultaron mas toxicas provocaron mortalidades del 100% de
los individuos a los pocos dias de exposicion. En el caso en que la mortalidad no alcanzo el
100%, pero fue significativamente mayor a los grupos de referencia, se pudieron observar
ademas de los efectos letales en bajas proporciones, efectos subletales como inhibicién del
crecimiento, alteraciones en la natacion y presencia de anormalidades. Por otro lado, en los
sitios que no se logroé determinar toxicidad al evaluar mortalidad (ya que la misma no fue
significativa) la evaluacion de puntos finales subletales permiti6 determinar toxicidad de las
muestras.

Comparacion del protocolo propuesto para B. pulchella con el ensayo de H. Curvispina

La especie H. curvispina presentd diferencias significativas en la mortalidad al ser expuesta
a sedimentos del sitio 5 (F [5,18] = 11.500, p <0,001), ademés evidencid inhibicion del
crecimiento significativo al ser expuesta a los sitios 6,7 y 8 (F [3,117] = 10,142 p <0,005).
Estos resultados son acordes con los observados para B. pulchella la cual, si bien no presento
mortalidades significativas, evidencio inhibicion significativa del crecimiento al ser expuesta
a sedimentos del sitio 5 y presencia significativa de anormalidades en los sitios 7 y 8.

Por lo tanto, se pudo observar una respuesta acorde y complementaria al comparar los
resultados del bioensayo utilizando larvas de B. pulchella respecto de un ensayo
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estandarizado de referencia utilizando H. curvispina. En la figura 3.7 se muestra la
comparacion de la sensibilidad de Hyallela curvispina (caja rayada) y Boana pulchella (caja
gris) considerando la inhibicion del crecimiento y la mortalidad.
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Figura 3.7 -Comparacion de la sensibilidad de Hyallela curvispina (caja rayada) y Boana pulchella
(caja gris) considerando la inhibicién de la mortalidad y el crecimiento (en milimetros). Los valores
proporcionados son medias + error estandar por problematica. P1: Referencia de La Plata; P2:
Problematica Agricola.
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3.3.3 Bioensayos de toxicidad aguda con sedimentos empleando
embriones (EGS)

Tal como se menciond anteriormente la utilizacion de embriones de ambas especies como
una variante para el protocolo propuesto, y las modificaciones realizadas para garantizar el
buen desarrollo del ensayo, resulté satisfactoria y permitié obtener informacion relevante y
suficiente para alcanzar los objetivos planteados. Por otra parte, aporté informacion
complementaria a la obtenida al realizar los ensayos EG25. En particular esta variante que
implica la exposicion temprana de los embriones provoca un aumento en la sensibilidad de
la herramienta asociada con la expresion de anormalidades, siendo este el punto final de
mayor interés en este trabajo de tesis.

Bioensayos con embriones de Boana pulchella EGS

La evaluacion de la toxicidad de las muestras empleando el punto final mortalidad permitid
determinar toxicidad en el 53 % de las muestras, las cuales corresponden a las problematicas
agricola (2 muestras), urbana (1 muestra), industrial (3 muestras) y descargas cloacales (1
muestra), permaneciendo los sitios de referencia sin expresion de efectos. Los resultados
permiten distinguir que la mortalidad para los sitios antes mencionados fue del 100% de los
individuos a partir del tercer dia de exposicion.

En la figura 3.8 se presentan los resultados para los sitios que presentaron mortalidades
significativas.
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Figura 3.8-Curvas de supervivencia de los individuos expuestos al sitio de referencia y a los sitios
que presentaron mortalidades significativamente mayores que los sitios de referencias, para el ensayo
de Boana pulchella, expuestos en EGS.
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Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad para 4
muestras de sedimentos de las problematicas agricola, urbana e industrial.

El resultado obtenido del analisis del crecimiento de los individuos evidenci6é una marcada
inhibicion del crecimiento en 4 de las muestras las cuales se corresponden con la
problematica agricola (1 muestra), industrial (2 muestras) y urbana (1 muestra). A diferencia
de los resultados obtenidos en los bioensayos de EG25 con estas mismas muestras, no se
observé aumento significativo en el crecimiento de los individuos, lo que puede asociarse
con la expresion de altas mortalidades, que indican mayor toxicidad relativa de las muestras.

En cuanto a la evaluacion de los puntos finales desarrollo y actividad natatoria de los
individuos, no se observaron diferencias significativas con respecto al sitio de referencia
(S3).

El andlisis de la presencia de anormalidades morfoldgicas permitié observar un total de 6
tipos de anormalidades (Figura 3.9), a saber: flexion de cola, intestino desplazado, ausencia
de queratodontes, edemas, anormalidades en la disposicion de los 0jos y cuerpo asimétrico.
Estas anormalidades fueron detectadas en el 5,58% de los individuos observados (N total=
890).

Figura 3.9. Anormalidades registradas para individuos de B. pulchella EGS. A- Flexion de
la cola, B-Edema; C- Cuerpo asimétrico; D-Intestino desplazado; E-F Anormalidades en la
disposicion de los ojos. G-Ausencia de queratodontes.
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El andlisis cuantitativo de las anormalidades permitié determinar toxicidad en una de las
muestras evaluadas correspondientes a la problematica agricola. En donde la presencia de
individuos con intestinos desplazados resulto ser significativamente mayor (p <0,05) a las
registradas para el sitio de referencia. El resto de las anormalidades no resultaron ser
significativas para ninguna de las muestras evaluadas.

Si bien en este ensayo la mayoria de las anormalidades detectadas no resultaron
significativas, y consecuentemente no se pudieron establecer asociaciones con los sitios, se
pudieron evidenciar anormalidades que no habian ocurrido en los ensayos de EG25, y que
presentaron mayor relevancia y severidad, como ser las anormalidades en la disposicion de
los ojos.

La muestra proveniente del sitio 9 de la problematica agricola provocé la presencia de
individuos con intestinos anormales. Como se explico en el capitulo 2 esta anormalidad se
clasifico con un grado de severidad grave, ya que el grado de enrollamiento y desplazamiento
de los intestinos era tal que permitia inferir que los individuos no podian asimilar el alimento
correctamente.

Considerando la totalidad de los puntos finales evaluados, estos permitieron detectar
toxicidad en las diferentes muestras evaluadas. Los sedimentos mas toxicos provocaron
mortalidades del 100% de los individuos a los pocos dias de exposicion. En algunas de las
muestras en las que la mortalidad no fue significativa, se logré evidenciar toxicidad a nivel
de efectos subletales como inhibicion del crecimiento, y presencia de anormalidades,
mostrando la utilidad del empleo de estos puntos finales.

Bioensayos con embriones de Rhinella arenarum EG8

Los resultados obtenidos de la evaluacion del punto final mortalidad, indicaron presencia de
toxicidad en el 20% de las muestras analizadas, presentando mortalidades significativamente
mayores (p < 0,05) en dos muestras provenientes de la problematica industrial

En la figura 3.10 se presentan los resultados para los sitios que presentaron mortalidades
significativas.

Los resultados permiten distinguir que el mayor porcentaje de mortalidad (100% de los
individuos) se observo en la muestra del sitio 14 de la problemadtica industrial, detectando
efectos significativos a partir del 5to dia de exposicion. Se observaron ademas mortalidades
del 70% de individuos en la muestra del sitio 16 de la problematica industrial a partir del 4to
dia de exposicion.
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Figura 3.10-Curvas de supervivencia para los individuos expuestos al sitio de referencia (linea
azul) y sitios 14 (Linea roja) y 16 (Linea bordo) de la problematica industrial, correspondientes al
ensayo con R. arenarum en estadio 8 EG.

Los resultados de la evaluacion de los diferentes puntos finales subletales, permitieron
evidenciar toxicidad en todas las muestras de sedimentos evaluadas.

Al evaluar el crecimiento y desarrollo de los individuos se evidencio, una marcada inhibicion
del crecimiento y del desarrollo en todos los sitios evaluados (p < 0,05).

Los resultados no permitieron detectar efectos significativos en la actividad natatoria de los
individuos expuestos a los sitios evaluados respecto al sitio de referencia (S3).

El anélisis de la presencia de anormalidades morfologicas, permitid observar un total de 4
tipos de anormalidades a saber (Figura 3.11): Flexion de la cola, Ausencia de queratodontes,
Edemas e Intestino desplazado. Estas anormalidades fueron detectadas en el 34,5% de los
individuos observados (N total = 1011).
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Figura 3.11 Anormalidades registradas para R. arenarum en estadio 8 (EG). A- Flexion de
la cola, B- Intestino desplazado, C- Edema, D- Ausencia de queratodontes.

El analisis cuantitativo de las anormalidades permiti6 determinar toxicidad en 6 de las
muestras evaluadas. De las cuales 4 muestras corresponden a la problematica agricola, 1
muestra a la problematica urbana y 1 muestra a la problematica industrial.

Entre las anormalidades encontradas, las més frecuentes fueron la presencia de individuos
con flexiones en la cola y ausencia de queratodontes.

Las muestras de las problematica urbana fueron las que presentaron un mayor nimero de
anormalidades siendo estas: flexion de la cola, edemas e intestinos desplazados, todas ellas
fueron significativamente mayores en los individuos expuestos a sedimentos del sitio 11.
Como se explicod en el capitulo 2 las anormalidades aqui detectadas, ponen en peligro la
supervivencia de los individuos tanto de forma directa, por ejemplo, impidiendo la
alimentacion adecuada (intestinos desplazados) como indirectamente al provocar
alteraciones que dejan a los individuos mds propensos a ser presas para los depredadores
(flexion de la cola). En este caso las anormalidades del intestino se determinaron de severidad
alta, debido al grado de desplazamiento y enrollamiento del intestino. Por otro lado, las
muestras de la problematica agricola e industrial provocaron en los individuos flexiones de
la cola y ausencia de queratodontes, estas anormalidades fueron clasificadas de baja
severidad ya que los individuos podian alimentarse normalmente y no presentaban un riesgo
para la metamorfosis.
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Considerando los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de la totalidad de los puntos
finales, podemos concluir que estos permitieron determinar toxicidad en una gran diversidad
de muestras evaluadas. Los sedimentos mas tdxicos provocaron mortalidades elevadas a los
pocos dias de exposicion, y en los casos en que la mortalidad no fue significativa se pudieron
observar efectos subletales como inhibicion del crecimiento y en algunos casos se observaron
altas ocurrencias de anormalidades, de diferente tipo y severidad, los que permitieron
determinar y clasificar la toxicidad y peligrosidad de las muestras evaluadas.

Comparacion de la sensibilidad de las especies de estudio.

Con la intencidén de comparar la sensibilidad de ambas especies de estudio se compar6 la
respuesta de los puntos finales que resultaron significativos en las dos etapas del desarrollo
evaluadas EG8 y EG25 para ambas especies: mortalidad e inhibicion de crecimiento.

Los porcentajes de mortalidad que presentaron las larvas al ser expuestas a las diferentes
problematicas ambientales resultaron significativamente diferentes entre las especies. La
especie B. pulchella presento porcentajes de mortalidad mayores a los observados para R.
arenarum al ser expuesta desde la etapa embrionaria EGS. En el caso de la exposicion desde
EG25 no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de mortalidad entre las
especies, pero las larvas de que B. pulchella permitieron detectar toxicidad en un mayor
nimero de muestras de sedimento, lo que denota una mayor sensibilidad de esta especie, o
al menos que la herramienta propuesta empleando esta especie resulta mas sensible.
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Figura 3.12 -Comparacién de la sensibilidad de R. arenarum (caja rayada) y Boana pulchella (caja
gris) considerando el porcentaje de mortalidad para cada una de las problematicas ambientales. 1-
referencia, 2- agricola, 3- urbana, 4- industrial, 5- descargas cloacales.

La comparacion de los resultados obtenidos al evaluar efectos subletales, permitieron
evidenciar la existencia de diferencias significativas en la sensibilidad de ambas especies. La
que se manifesto no solo al evaluar la magnitud en la respuesta por exposicion a una muestra
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toxica determinada, sino en la sensibilidad de respuesta diferencial ante la exposicion a
sedimentos provenientes de diferentes sitios y problematicas (con caracteristicas muy
diferentes).

Por ejemplo, al evaluar la inhibicion del crecimiento, las larvas de B. pulchella en estadio 25
evidenciaron efectos en un mayor numero de muestras de la problematica agricola y urbana
mientras que R. arenarum evidencid efectos en un mayor numero de muestras de la
problematica industrial y descargas cloacales (Figura 3.13).
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Figura 3.13 -Comparacioén de la sensibilidad de R. arenarum (caja rayada) y Boana pulchella (caja
gris) considerando el porcentaje de muestras que presentaron efecto (Inhibicion del crecimiento)
para cada una de las problematicas ambientales. 1-referencia, 2- agricola, 3- urbana, 4- industrial, 5-
descargas cloacales.

En cuanto a la comparacion de los resultados obtenidos de los bioensayos de toxicidad
exponiendo embriones, no se pudo realizar comparaciones a partir de efectos subletales,
debido a la mortalidad elevada de larvas de B. pulchella.

Estos resultados permiten concluir que la especie B. pulchella es mas sensible que R.
arenarum, en las primeras etapas de su ciclo de vida acuatico tanto en EG8 como en EG2S5.

3.3.4 Evaluacion de la sensibilidad en diferentes etapas del desarrollo

La utilizacion de larvas pertenecientes a mismas cohortes, seleccionando tres etapas
diferentes del desarrollo a lo largo del ciclo larval (EG8, EG25, EG 30), para ambas especies
como una variante propuesta para el protocolo, resultd satisfactoria, permitié obtener
informacion relevante y realizar comparaciones de la respuesta valida sobre la variacion de
la sensibilidad de los individuos en diferentes etapas de su desarrollo.
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Sensibilidad de larvas de Boana pulchella ciclo completo

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar efectos toxicos significativos de los
sedimentos, con un patron de respuesta especifico en cada etapa del desarrollo, e interpretar
la variacion de la sensibilidad de individuos pertenecientes a mismas cohortes a lo largo del
ciclo de vida larval.

En cuanto a los efectos letales, los embriones EG 8 resultaron ser mas sensible. mostrando
efectos en el 41,1% de las muestras analizadas. La mortalidad fue significativamente mayor
(p <0,05) en 1 muestra de la problematica agricola, 1 muestra de la problematica urbana, 3
muestras de la problematica industrial y 1 muestra de la problematica de descargas cloacales.
Para las larvas EG 25 los efectos letales fueron evidenciados en el 35,29% de las muestras
evaluadas, 2 de las cuales corresponden a la problematica urbana, 3 la industrial y 1 muestra
a la problematica de descargas cloacales. En cuanto a las larvas EG30 los efectos letales
fueron evidenciados en el 35.29% de las muestras evaluadas, correspondientes a la totalidad
de las muestras evaluadas de la problematica industrial.

En la Figura 3.14 se pueden observar las curvas de supervivencia de los individuos expuestos
a estos sedimentos, para cada estadio.
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Figura 3.14 Curvas de supervivencia de los individuos expuestos al sitio de referencia y a los sitios
que presentaron mortalidades significativas en el ensayo con B. pulchella. A- Estadio 8. B- Estadio
25- C- Estadio 30.

Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad en las
muestras de sedimentos de las problematicas evaluadas.

Los embriones en estadio EGS8 y las larvas EG25 no presentaron diferencias significativas en
cuanto a las tasas de crecimiento, sin embargo, las larvas en estadio 30 presentaron inhibicién
significativa del crecimiento como resultado de la exposicion a sedimentos provenientes de
2 sitios (16 y 18) afectados por la problematica industrial.

Con respecto a los efectos sobre las tasas de desarrollo y la actividad natatoria no se
evidenciaron diferencias significativas entre las muestras y el sedimento del sitio de
referencia para ninguna de las etapas evaluadas.

El anélisis de la presencia de anormalidades morfologicas permitié detectar un total de 5
tipos de anormalidades (Figura 3.13) a saber: Flexion de la cola, hipopigmentacion, intestinos
desplazados, ausencia de queratodontes y edemas.

El mayor porcentaje de individuos anormales registrados fue para las larvas EG25 (13,36 %,
N = 666), seguida de presentada por los embriones EG8 (9,08 %, N = 826) y por ultimo las
larvas EG30 (5,25 %, N = 552)

El andlisis cuantitativo de las anormalidades permiti6 determinar toxicidad en 4 de las
muestras evaluadas con larvas en EGS, de las cuales una muestra corresponde a la
problemadtica urbana y las otras 3 a la problemadtica industrial. Por otro lado, las larvas
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expuestas a partir de EG25 permitieron detectar toxicidad en 2 muestras correspondientes a
la problematica agricola e industrial, mientras que las larvas expuestas desde EG30
permitieron detectar toxicidad en 2 muestras de la problematica industrial.

Entre las anormalidades encontradas, las mas frecuentes fueron la ausencia de queratodontes
y los intestinos desplazados.

Las muestras de las problematicas industrial fueron las que provocaron un mayor nimero de
anormalidades siendo estas: la ausencia de queratodontes e intestinos desplazados, las cuales
fueron observadas en larvas expuestas en todos los estadios. Como se explicé en el capitulo
2 estas anormalidades constituyen un riesgo para la supervivencia de los individuos,
independientemente del estadio en que se manifiesten. La ausencia de queratodontes se
clasifico como una anormalidad de severidad media ya que los individuos no pueden
alimentarse normalmente. Por otro lado, la presencia de individuos con intestinos
desplazados se clasifico con una severidad alta debido al grado de desplazamiento del
intestino. Por otro lado, las muestras de la problemadtica agricola y urbana provocaron un
aumento significativo en el nimero de individuos con hipopigmentacion (al ser expuestos
desde EG25) e intestinos desplazados al ser expuestos desde EGS.

En la Figura 3.15 se muestran las anormalidades que fueron significativas en cada estadio y
problematica.

Figura 3.15. Anormalidades registradas para individuos de B. pulchella en ensayos con tres
estadios de desarrollo. A- Flexion de la cola, B-Hipopigmentacion; C-Edema; D-Intestino
desplazado; E-Ausencia de queratodontes.
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Sensibilidad de larvas de Rhinella arenarum ciclo completo

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar toxicidad provocada por exposicion a
sedimentos provenientes de los sitios evaluados, y asociar patrones de respuesta especificos
en las distintas etapas del desarrollo.

La comparacion de los resultados obtenidos del andlisis de efectos letales, permitieron
distinguir que las larvas EG25 resultaron ser mas sensibles. mostrando efectos significativos
para el 69% de las muestras analizadas. La mortalidad fue significativamente mayor (p<0.05)
en las larvas expuestas a 2 muestras de la problematica agricola, 3 muestras de la
problematica urbana y en la totalidad de las muestras de la problematica industrial (6),
respecto de las larvas expuestas a sedimentos de los sitios de referencia. Los efectos letales
en los embriones EG8 fueron evidenciados en el 37% de las muestras evaluadas, 3 de las
cuales corresponden a la problematica agricola y 3 la industrial. En cuanto a las larvas EG30
mostraron efectos letales en el 45% de las muestras evaluadas, una correspondiente a la
problematica agricola y el resto correspondiente a muestras provenientes de la problematica
industrial.

En la figura 3.16 se pueden observar las curvas de supervivencia de los individuos expuestos
a estos sedimentos, para cada estadio.
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Figura 3.16-Curvas de supervivencia de los individuos expuestos al sitio de referencia y a los sitios
que presentaron mortalidades significativas en los ensayos con R. arenarum en diferentes estadios A-
Estadio EGS, B- Estadio EG25 correspondientes a los sitios de las problematicas Agricolas y Urbanas,
C- Estadio EG25 correspondientes a los sitios de la problematica Industrial. D- Estadio EG30.

Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad en las
muestras de sedimentos de las problematicas evaluadas.

Los embriones en estadio EG8 presentaron inhibicion significativa del crecimiento al ser
expuestos a 1 muestra de la problematica industrial y crecimiento significativamente mayor
en individuos de tres tratamientos de la problematica agricola y urbana. Por otro lado, las
larvas en estadio EG30 mostraron inhibicion significativa del desarrollo al ser expuestas a 7
de las muestras evaluadas, las cuales se corresponden con las problematicas urbana (2
muestras) e industrial (5 muestras). Las larvas en estadio EG25 no presentaron diferencias
significativas en el crecimiento.

Con respecto a las alteraciones en las tasas de desarrollo, se pudo evidenciar inhibicién
significativa del desarrollo en individuos expuestos desde EG8 a 3 de las muestras evaluadas
correspondientes a las problematicas agricola, urbana e industrial. Ademads, las larvas
expuestas desde el estadio EG30 mostraron inhibicion del desarrollo en individuos expuestos
a 3 muestras correspondientes a las problematicas agricola (2 muestras) y urbana (1 muestra).
No se evidenciaron diferencias significativas en el desarrollo de las larvas expuestas en
estadio 25 EG.
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El analisis de la presencia de anormalidades morfologicas permitid observar un total de 8
tipos de anormalidades a saber: Flexion de la cola, cuerpo asimétrico, cuerpo concavos
hipopigmentacion, intestino desplazado, ausencia de queratodontes, edema y ausencia de
pico corneo.

El mayor porcentaje de individuos anormales registrados fue para las larvas expuestas a partir
de estadio EG30 (30,93 %, N = 944), seguido por embriones expuestos a partir de EG8 (11,
44 %, N = 1224) y por ultimo las larvas expuestas en estadio 25 EG (8, 13 %, N = 627).

El analisis cuantitativo de las anormalidades permiti6 determinar toxicidad en 3 de las
muestras evaluadas con larvas en estadio EG8 y EG30. De las cuales una muestra
corresponde con la problematica agricola y las otras dos con la problematica industrial. Por
otro lado, las larvas expuestas en estadio 25 permitieron detectar toxicidad en una muestra
de la problematica urbana.

Entre las anormalidades encontradas, las mas frecuentes fueron la presencia de individuos
con flexiones en la cola, ausencia de queratodontes e intestinos desplazados.

Las muestras de la problematica industrial fueron las que presentaron un mayor niimero de
anormalidades siendo estas: ausencia de queratodontes y pico corneo, edemas e intestinos
desplazados, las cuales fueron observadas en larvas expuestas desde estadios EG8 y EG30 .

Tal como se explico en el capitulo 2 la presencia de estas anormalidades pone en peligro la
supervivencia de los individuos afectados. La ausencia de queratodontes se clasifico como
una anormalidad de severidad baja, pero asociada a la ausencia de pico corneo resulta en una
alteracion mas severa, ya que los individuos no pueden alimentarse normalmente. Por otro
lado, la presencia de individuos con intestino desplazado se clasifico como una anormalidad
de severidad alta vinculada con el grado de desplazamiento del intestino. Por otro lado, las
muestras de la problematica urbana provocaron una frecuencia de ocurrencia
significativamente mayor de individuos con intestinos desplazados (al ser expuestos desde
estadio EG8 y EG25), un mayor nimero en la ocurrencia de edemas en individuos expuestos
a partir del estadio EG30. La primera de estas anormalidades fue clasificada como severa ya
que el grado de enrollamiento y desplazamiento de los intestinos era tal que los individuos
no podian asimilar el alimento correctamente. Mientras que la presencia de edemas se
clasific6 como de severidad baja debido a que los individuos podian desplazarse
normalmente. Por Ultimo, la muestra proveniente de sitios afectados por la problematica
agricola provoco6 en los individuos la presencia de edemas considerados de baja severidad.
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En la Figura 3.17 se muestran los porcentajes de ocurrencia de las anormalidades encontradas
en cada estadio, y que resultaron significativos, en asociacion con cada una de las
problematicas. En dicha figura se puede observar que el mayor porcentaje de anormalidades
se registro en los individuos expuestos desde huevo EGS8, luego en los individuos expuestos
desde EG30 y, por ultimo, las larvas expuestas desde EG25.
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Figura 3.17 Porcentaje de la frecuencia de anormalidades detectadas en cada estadio de desarrollo
(STD 8, 25, 30) segun la problematica de estudio.
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En la Figura 3.18 se presentan los resultados de los puntos finales evaluados para los
diferentes estadios, en donde se puede apreciar que la mortalidad, en los tres estadios fue
mayor en los individuos expuestos a sedimentos de la petroquimica y la inhibicion del
crecimiento y del desarrollo se evidencid mas en las larvas expuestas a partir del estadio 30.
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Figura. 3.18. Graficos de los puntos finales evaluados. Porcentaje de mortalidad, inhibicion del
crecimiento porcentual e inhibicion del desarrollo porcentual para los diferentes estadios (EGS;
EG25; EG30) por sitio. Las lineas representan el promedio de cada variable por problematica de
estudio.

Los resultados de porcentajes de mortalidad que presentaron las larvas al ser expuestas en
diferentes estadios resultaron significativamente diferentes (p < 0,05). La especie Bona
pulchella presento porcentajes de mortalidad mayores al ser expuesta desde estadio 8 (EG).
En el caso R. arenarum se observaron mortalidades mayores al ser expuestas desde estadio
8 y 25 (EG) (Figura 3.19).
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Figura 3.19 -Comparacion de la sensibilidad de los diferentes estadios de exposicion considerando
el porcentaje de mortalidad. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0,05).

En cuanto a los efectos subletales, se evidenciaron diferencias significativas en la respuesta
de los diferentes estadios de exposicion.

Al evaluar la inhibicion del crecimiento, para ambas especies las larvas expuestas en estadio
30 (EG) detectaron toxicidad en un nlimero mayor de muestras evaluadas. Por otro lado, la
presencia de anormalidades resulto ser significativamente mayor en individuos expuestos
desde estadio 8 (EG) para ambas especies.

Este resultado aporta evidencias en favor de la utilidad de emplear la variante propuesta para
el protocolo EG25 exponiendo embriones EGS, al momento de evaluar expresion de
anormalidades, y efectos relevantes en el desarrollo, de tipo teratogénicos.

Comparacion de la sensibilidad entre especies considerando diferentes etapas del ciclo
larval

Con la intencion de comprar la sensibilidad entre las especies se seleccionaron tres muestras
de sedimento para las que se evidenci6 toxicidad en ambas especies, evaluando los puntos
finales mortalidad, crecimiento y desarrollo.

Al interpretar los resultados de mortalidad en ambas especies a lo largo del ciclo de vida
acuatico, se puede apreciar que la especie B. pulchella posee mayor sensibilidad que R.
arenarum. La mayor diferencia se da en la que determinamos anteriormente como la etapa
mas sensible del ciclo EG8 en la que B. pulchella alcanza tasas de mortalidad del 70%
mientras que R. arenarum no alcanza el 50%. Esta misma magnitud en la diferencia se
presenta en las larvas expuestas a partir de EG30, mientras que en el estadio EG25 no se
detectan diferencias significativas entre la sensibilidad de ambas especies, respecto al punto
final mortalidad.
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Al comparar los puntos finales subletales, se puede apreciar que la especie R. arenarum
resulto mds sensible para evaluar estos puntos finales. La mayor diferencia se da en el EG 8
en el que R. arenarum presenta inhibicidn significativa del crecimiento y del desarrollo y
mayor tipo de anormalidades, mientras que B.pulchella no presenta inhibiciones en el
crecimiento ni el desarrollo y tiene un menor nimero de anormalidades. Por otro lado, en el
EG 30 también se observaron diferencias entre las especies, al comparar la respuesta en el
desarrollo, la especie R. arenarum presenta inhibiciones en el desarrollo mientras que para
B. pulchella no se observaron diferencias. Para el EG 25 no se detectan diferencias
significativas entre la sensibilidad de ambas especies, respecto a los puntos finales subletales.

3.3.5 Bioensayo cronico con Rhinella arenarum (desde huevo hasta la
metamorfosis)

Los resultados obtenidos a partir de la realizacion del ensayo cronico, como una variante
propuesta para el protocolo, resultd satisfactoria, la especie resultd ser adecuada llegando
exitosamente a la metamorfosis. Los resultados fueron consistentes con la informacion
obtenida de los anteriores bioensayos, aportando informacion valiosa que permite realizar
inferencias y estimaciones mas confiables sobre los efectos que los estresores ambientales
(en este caso contaminacion de origen multiple) pueden provocar sobre la biologia de la
especie, durante el ciclo larval. La realizacion de este tipo de experimento permite generar
informacion complementaria a los bioensayos agudos, y de mayor realismo sobre las
consecuencias e implicancias de la exposicion sostenida a sedimentos contaminados.

El tiempo requerido para que la totalidad de los individuos alcanzara la metamorfosis fue
de 102 dias con un rango de 51 dias entre el primer y el Gltimo individuo que alcanzaron la
metamorfosis.

Los resultados obtenidos para el punto final mortalidad indicaron efectos en el 40% de las
muestras analizadas. A partir del dia 12 de exposicion se comenzaron a evidenciar efectos
significativos en la mortalidad de los individuos expuestos a tratamientos de la problematica
Industrial y de descarga cloacales y a partir del dia 72 se evidenciaron mortalidades
significativamente mayores en los individuos expuestos a los sedimentos de la problematica
agricola e industrial.

En la figura 3.20 se puede observar las curvas de supervivencia de los individuos expuestos
a las muestras de sedimentos que mostraron efectos significativos en la mortalidad.
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Figura 3.20 Curvas de supervivencia de los individuos expuestos al sitio de referencia y a los sitios
que presentaron mortalidades significativas en el ensayo cronico con R. arenarum. Con asteriscos se
indican los tiempos en los cuales se detectaron diferencias significativas mortalidad P<0,05 entre los
sitios.

Los diferentes puntos finales subletales evaluados permitieron evidenciar toxicidad para 5
muestras de sedimentos provenientes de las problematicas agricola, urbana e industrial.

El resultado de la evaluacién de las tasas de crecimiento de los individuos permitid
determinar la toxicidad de determinados sedimentos los cuales provocaron variaciones en el
crecimiento de las larvas a lo largo del tiempo. Tal como puede observarse en la figura 3.21
a partir del dia 27 de exposicion se evidenciod un crecimiento significativamente mayor en los
individuos expuestos a las muestras de la problematica agricola (sitios 5 y 9) y de descargas
cloacales (20 y 21). Para el dia 42 se pudo detectar la inhibicion del crecimiento en las larvas
expuestas a muestras de la problematica industrial (16). Para el dia 57 los individuos
expuestos a la muestra del sitio 9 de la problematica agricola presentaron un aumento
significativo en la tasa de crecimiento. En el dia 87 se observd que las larvas expuestas a
sedimentos provenientes de la problematica agricola (5) presentaban inhibicidn significativa
del crecimiento.

Por otro lado, las evaluaciones de las tasas de desarrollo permitieron detectar toxicidad en
tres de las muestras evaluadas. Los individuos expuestos a sedimentos de la problematica
urbana (S12) e industrial (S16,18) presentaron tasas de desarrollo significativamente
menores y mayores tiempos de metamorfosis que los individuos del grupo control. Por otro
lado, los individuos expuestos a sedimentos afectados por descargas cloacales y agricolas
(S9) presentaron tasas de desarrollo significativamente mayores alcanzando la metamorfosis
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en menor tiempo. En la Figura 3.21B se muestran los estadios de desarrollo de los individuos
alcanzados en los diferentes sitios a lo largo del tiempo.
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Figura 3.21 A- Grafico de los pesos de los individuos alcanzados en los diferentes sitios a lo largo
del tiempo. B- Grafico de los estadios de desarrollo de los individuos alcanzados en los diferentes
sitios a lo largo del tiempo.

El tiempo para alcanzar el climax metamorfico (EG42) y el tiempo para completar la
metamorfosis (EG46) fueron diferentes para dos de las muestras. Las larvas expuestas a las
muestras del sitio 21 de la problematica afectada por las descargas cloacales completaron la
metamorfosis a tiempos significativamente menores (39 dias) respecto de las larvas del sitio
referencia, mientras que las larvas expuestas a sedimentos provenientes del sitio 16 afectados
por la problematica industrial tardaron significativamente mas en completar la metamorfosis
(100 dias). Para el resto de las muestras, incluidos los sitios de referencia, los renacuajos
completaron su metamorfosis en un periodo comprendido entre 56 y 72 dias de exposicion.

El andlisis de la presencia de anormalidades morfoldgicas, permitié observar un total de dos
tipos de anormalidades (Figura 3.22) a saber: Flexion de la cola y Edema.

El analisis cuantitativo de las anormalidades no permiti6 determinar toxicidad en las muestras
ya que la frecuencia de ocurrencia no present6 diferencias significativas para ninguna de las
muestras evaluadas.

Aun asi, se puede destacar que la presencia de individuos con edemas se presentd en la
muestra del sitio 16 de la problematica industrial, estos individuos solo sobrevivieron 3 dias
luego de detectada la anormalidad por lo que la misma fue clasificada como de alta severidad.
Por otro lado, los individuos que presentaron flexiones en las colas llegaron al climax
metamorfico y lograron la metamorfosis, algunos de ellos presentaron, luego de la
metamorfosis escoliosis de la columna a la altura del urostilo, sin embargo, esta curvatura de
la columna les permitia desplazarse sin inconvenientes.

B _

Figura 3. 22 Anormalidades registradas para R. arenarum en el ensayo cronico. A- Flexion de la cola
en larva de estadio 42 EG, B-Desvio de la columna, C- Edema general.
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3.3.6 Bioensayo utilizando diluciones de sedimento

Con el objetivo de ampliar la precision de la informacién generada en base a los datos de
toxicidad relativa de las muestras de sedimento que provocaron mortalidades del 100% de
los individuos expuestos, se realizaron 2 bioensayos empleando diluciones de los sedimentos
del sitio 21 (descargas cloacales) y del sitio 14 (problematica industrial) con R. arenarum.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del punto final mortalidad evidenciaron toxicidad
para las muestras evaluadas. En el caso del ensayo de la problematica de descarga cloacales,
no se evidenciaron mortalidades significativas en las diluciones realizadas, pero si se detectd
un aumento significativo de la mortalidad para al sedimento sin diluir a partir del primer dia
de exposicion.

Por otro lado, en las diluciones del sedimento de la problematica industrial se detectd un
aumento significativo en la mortalidad en los individuos expuestos a partir de la dilucién 50.

En el sedimento sin diluir las mortalidades fueron significativas a partir del primer dia de
exposicion, para las diluciones 75 y 50 siendo estas significativas a partir del cuarto dia de
exposicion, tal como puede apreciarse en la Figura 3.23.
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Figura 3.23 Curvas de supervivencia de los individuos expuestos a las diluciones de sedimentos.
Grafico A-Sedimentos del sitio 14 de la problematica industrial. Grafico B- Sedimentos del sitio 21
de descargas cloacales

Los resultados de la evaluacion de los puntos finales subletales, por exposicion a sedimentos
provenientes de descargas cloacales evidencid inhibicion significativa del crecimiento de los
individuos expuestos al sedimento sin diluir. Mientras que para el ensayo de la problematica
industrial los individuos, presentaron inhibicion significativa del crecimiento y disminucion
de la tasa de desarrollo al ser expuestos a partir de la dilucion 25%.
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El analisis de la ocurrencia de anormalidades morfologicas, permitié observar un total de 6
tipos de anormalidades a saber (Figura 3.24): cuerpo asimétrico y concavo ventralmente,
ausencia de queratodontes y pico corneo, flexion de la cola e intestino desplazado.

Figura 3.24. Anormalidades registradas para R arenarum en ensayos con diluciones de sedimento.
A- Flexion de la cola, B-Cuerpo concavo; C-Intestino desplazado; D- Cuerpo asimétrico E-Ausencia
de queratodontes. F-Ausencia de Pico corneo.

El andlisis cuantitativo de las anormalidades permiti6 determinar toxicidad para la muestra
sin diluir proveniente de la problematica de descargas cloacales y a partir de las diluciones
25 %y 75% para las muestras de la problematica industrial

Las diluciones de las muestras provenientes de las problematicas industrial fueron las que
provocaron un mayor numerto de anormalidades siendo estas: la ausencia de queratodontes
y pico corneo. Como se explico en el capitulo 2 estas anormalidades fueron clasificadas de
severidad leve, pero al presentarse juntas ponen en peligro la supervivencia de los individuos
ya que los mismos no podran alimentarse adecuadamente, con las implicancias que ello tiene.
Por otro lado, los individuos expuestos al sedimento sin diluir de la problematica de descargas
cloacales mostraron la expresion de la anormalidad denominada cuerpos concavos, esta
anormalidad fue clasificada como levemente severa ya que los individuos se desplazaban y
alimentaban con normalidad.

3.3.7. Interpretacion integral de resultados obtenidos de la aplicacion de
la herramienta bioanalitica desarrollada y sus variantes

Problematica agricola: Los sedimentos provenientes de los ecosistemas influenciados por la
problemadtica agricola, en la mayoria de los ensayos, provocaron bajos porcentajes de
mortalidad, los que en su gran mayoria no resultaron significativos. En particular las muestras

141



provenientes de los sitios 5, 7 y 9 fueron las que presentaron mayor toxicidad, estas indujeron
tasas de mortalidades significativas, inhibicion del crecimiento y una elevada frecuencia de
anormalidades como edemas, aire subcutaneo (cuerpo hinchado) e hipopigmentacion. Los
sitios 5 y 7, presentan particularidades que explican la elevada toxicidad de sus sedimentos,
como se comento en el capitulo 1, el sitio 5 ademads de recibir el agua proveniente de zonas
con invernaderos recibe el agua del lavado de camiones, maquinaria y productos recién
cosechados. Por otro lado, el sitio 7 se ubica en un campo de cultivo intensivo y no presenta
vegetacion riparia, de manera que recibe directamente la deriva de productos de la
fumigacion de los cultivos adyacentes. El sitio 9 corresponde a un ecosistema diferente con
influencia directa de cultivo intensivo asociado a los invernaderos.

Problematica industrial: Los sedimentos de la problematica industrial, en particular los sitios
14, 15y 16 provenientes de los canales Este y Oeste de Berisso resultaron ser los mas toxicos,
provocando en todos los casos mortalidades del 100% de las larvas de ambas especies en
todos los estadios del desarrollo evaluados a partir de los primeros dias de exposicion. En los
casos que no se evidenciaron mortalidades significativas las larvas exhibieron inhibicion en
el crecimiento y presencia de anormalidades como presencia de edemas, ausencia de
queratodontes e intestinos reducidos y desplazados. Tal como se discutio en el capitulo 2
estas anormalidades resultan graves en el normal desarrollo de los individuos llegando en la
mayoria de los casos a provocar la muerte de los individuos afectados. Dichos resultados
también fueron sustentados por los resultados obtenidos en el ensayo cronico, en donde se
observo una mortalidad significativa a partir del dia 12 de exposicion, una inhibicidén
significativa del crecimiento a partir del dia 42 y menor tasa de desarrollo, asi como también
la presencia de individuos con edemas generales que no lograron sobrevivir. Esta elevada
toxicidad de los sedimentos podria ser explicada por la presencia de altas concentraciones de
metales pesados e hidrocarburos que se detectan en estos canales (Ver capitulo 1), los cuales
rodean a la refineria y han recibido en el pasado derrames de esta industria, ademas de recibir
permanentemente productos de emision resultantes de la actividad alli desarrollada. A partir
de los bioensayos con diluciones se pudo determinar que a partir de la dilucion 50/50
(sedimento referencia/sedimento problema) los individuos presentaban mortalidades
significativas y a partir de la dilucion 75/25 presentaban inhibicion significativa del
crecimiento. En cuanto a los sedimentos provenientes de los sitios 17 y 18 no provocaron
tasas de mortalidad significativas en los primeros ensayos realizados, pero a partir del tercer
afio de tesis, los sitios se vieron modificados producto de excavaciones y remocion de la
tierra, observandose mortalidades significativamente elevadas al exponer a las larvas a estos
sedimentos. Por ultimo, el sitio 19 fue el menos toxico de los sitios considerados dentro de
esta problemdtica. Las larvas expuestas a este sedimento no presentaron mortalidades
significativas ni efectos subletales.
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Problematica urbana: Los sedimentos de la problematica urbana, provocaron mortalidades
significativas entre el 100% y el 60% de los individuos. En particular el sitio 11 provoco
mortalidades en ambas especies en EG 8 y EG25, inhibicidn del crecimiento, alteraciones en
el natacion y presencia de anormalidades como: ausencia de queratodontes y pico corneo,
intestino desplazado y flexiones de la cola. Este sitio como se explicd en el capitulo 1
corresponde a la parte baja del arroyo El Gato las mediciones de contaminantes en este arroyo
han detecto la presencia de metales pesados y farmacos lo cual podria explicar la toxicidad
de estos sedimentos. El sitio 12 no provoco mortalidades altamente significativas, lo curioso
de este sitio es que las larvas exhibieron un mayor crecimiento y desarrollo que las larvas
control, esto puede deberse al alto contenido de materia organica de los sedimentos.

Problematica descargas cloacales: Los sedimentos de las descargas cloacales, provocaron
mortalidades significativas en ambas especies para los estadios EG8 y EG30. Por otro lado,
las larvas sobrevivientes presentaron un mayor crecimiento y desarrollo que las larvas del
sitio control. Dichos resultados también fueron sustentados por los resultados obtenidos en
el ensayo cronico, en el cual las larvas presentaron mortalidades significativas al comienzo
del ensayo y las tasas de desarrollo fueron mayores alcanzando la metamorfosis en menor
tiempo. A partir de los bioensayos con diluciones se pudo determinar que el sedimento sin
diluir provoco mortalidades significativas e inhibicion del crecimiento. En futuros ensayos
se evaluara diluciones entre el 100% y el 75 a partir de la dilucién 75/25

.4 DISCUSION Y CONCLUSION DEL CAPITULO.

Los ensayos de toxicidad empleando larvas de anuros se han centrado en mayor medida en
la exposicion a través del agua (simulando la columna de agua ecosistemas acuaticos) como
un modelo experimental simple. Estos estudios aportan informacion importante para la
evaluacion de la toxicidad de sustancias quimicas sobre diferentes especies acudticas, y util
para la caracterizacion de la sensibilidad de diferentes especies a dichos compuestos e incluso
a otros estresores ambientales (Semlitsch & Bridges, 2005). Una de las criticas mas
significativas a las pruebas de toxicidad de laboratorio es la falta de realismo a la hora de
evaluar el efecto que los estresores quimicos podrian tener sobre los organismos en la
naturaleza (Burkhart et al., 2000). Por otra parte, y tal como se describi6 en la introduccion
del capitulo, el estudio de los sedimentos posee particular importancia ya que estos
proporcionan habitat para muchos organismos acuaticos. Ademads resulta un deposito de
contaminantes, por lo tanto en los ultimos afios, el creciente interés se ha centrado en
desarrollar y aplicar métodos para evaluar toxicidad de los sedimentos contaminados ya que
estos permiten medir los efectos sobre los organismos acudticos y evaluar los efectos de las
mezclas de contaminantes, presentes en matrices complejas, ademas de ser altamente
replicables (McCauley et al., 2000).
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Fue por tales motivos que para el presente trabajo de tesis se planted como estrategia realizar
ensayos siguiendo los protocolos ASTM y USEPA, empleando sedimentos completos, ya
que se entiende que estos representan en mayor medida escenarios de exposicion
representativos y mas realistas de las problematicas ambientales locales planteadas, al
considerar ecosistemas acuaticos.

Es importante mencionar que tal como se describi6 en detalle en la introduccion, los anfibios
poseen numerosas caracteristicas bioldgicas, las que, sumadas a su diversidad morfologica,
y a su presencia en la mayor parte de los ecosistemas, los perfilan como excelentes
indicadores de la calidad del ambiente. Ademas existe en nuestro pais la necesidad de generar
procedimientos estandarizados, y herramientas de diagnostico de la calidad del ambiente, que
incorporen especies autdctonas, Utiles para abordar problemas ambientales locales de manera
mas adecuada.

Seglin nuestro conocimiento hasta el momento en que se inicid este trabajo de tesis (2015)
existian pocos trabajos que empleaban larvas o embriones de anuros para evaluar la toxicidad
de sedimentos tanto naturales (Fort et al., 1999; Brand et al., 2010; Peltzer et al., 2013), como
adicionados con algiin contaminante Francis ef al., 1984, Douglas et al., 1987 Sparling et al.,
2006 en los mismos se han utilizado las especies Xenopus laevis, Hyla versicolor,
Trachycephalus typhonius, Rana pipiens y Rana sphenocephala respectivamente, existiendo
solo protocolos estandarizados adecuados para especies exoticas (ASTM, 2007; USEPA,
1996)

Considerando esta informacion, el presente trabajo resulta el primero en emplear larvas de
dos especies autoctonas (R. arenarum 'y B. pulchella) para evaluar la toxicidad de sedimentos
mediante procedimientos estandarizados. Asimismo, el presente trabajo logra el desarrollo
de una herramienta bioanalitica ttil y necesaria para la evaluacion de la calidad del ambiente
incorporando dos especies de anuros autoctonos como indicadoras. (Protocolo descripto en
el anexo III).

El analisis de los resultados obtenidos y de la experiencia adquirida durante el
desarrollo del protocolo propuesto, permiten concluir que la adecuacion y puesta a
punto de los protocolos normalizados para ser utilizados con las especies autdoctonas
propuestas, se llevé a cabo exitosamente, alcanzando uno de los objetivos propuestos.

La aplicacion del protocolo desarrollado para la realizacion de bioensayos con muestras de
sedimentos utilizando larvas de anuros autdctonos, se ha utilizado con éxito para evaluar la
toxicidad de muestras de sedimentos completos, provenientes de sitios con diferentes usos
del suelo y actividades antropicas. Los requerimientos de equipamiento para la realizacion
del bioensayo fueron accesibles, por lo tanto, estas pruebas son relativamente simples,
econdmicas y requieren de tiempos de ejecucion relativamente cortos.
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Los resultados obtenidos, permiten concluir que la utilizacion del protocolo propuesto
permite evaluar la respuesta a nivel individual (efectos letales y subletales) de larvas de
R. arenarum y B. pulchella en diferentes estadios de desarrollo. Esta informacion
resulta util para clasificar la toxicidad y peligrosidad de los sedimentos y realizar
inferencias sobre la calidad de los ecosistemas evaluados.

Como se comento en la introduccién del capitulo el éxito de un bioensayo esta influenciado
por la eleccion de los organismos de prueba los cuales deben cumplir con determinados
criterios (USEPA, 2002). Las dos especies de estudio consideradas para este trabajo de tesis
(R. arenarum y B. pulchella) han sido propuestas como especies modelos por investigadores
locales y en los ultimos afios la informacion ecotoxicologica generada se ha incrementado
significativamente. Estos trabajos presentan evidencias sobre la sensibilidad de estas especies
a varios de los contaminantes de interés ambiental (Ferrari et al., 2008; Agostini, Natale &
Ronco, 2009; Candioti et al., 2010; Junges et al., 2010, 2013; Venturino, 2011; De Arcaute
et al., 2014; Brodeur, Poliserpi & Sénchez, 2014; Sotomayor ef al., 2012; Hojman et al.,
2015; Agostini ef al., 2016; Brodeur ef al., 2012; Suarez et al., 2016; Pérez-Iglesias et al.,
2017; Pérez-Iglesias et al., 2018; Natale et al., 2018) y demuestran que estas especies son
adecuadas para realizar estos procedimientos. Por otro lado, las puestas y larvas de ambas
especies se encuentran facilmente en el campo y la cria y mantenimiento en laboratorio es
sencilla y factible (Ver capitulo 2) y existe informacion al respecto que puede ser consultada.
Ademas, ambas especies poseen una amplia distribucion, y son conspicuas y abundantes en
la mayor parte de los ecosistemas que habitan. Estan presentes en ambientes modificados y
en particular son representativas de los sitios que se estan evaluando, lo cual las hace
localmente relevantes. Finalmente, las larvas de R. arenarum presentan habitos bentonicos
mientras que las larvas de B. pulchella presentan hédbitos bentdnicos- nectonicos lo cual
favorece la interaccion con los sedimentos, resultan tolerantes a las caracteristicas
fisicoquimicas de los mismos, resultando especies adecuadas para su incorporacion en este
tipo de bioensayos.

Por lo expuesto anteriormente y los resultados obtenidos en el presente trabajo
podemos concluir que las dos especies seleccionadas respondieron de manera
satisfactoria y resultan adecuadas para su incorporacion como organismos prueba en
este tipo de bioensayos.

En los bioensayos de toxicidad con sedimento completo con anuros, el punto final mas
comunmente evaluado es la mortalidad. Comparando la respuesta de ambas especies en los
mismos estadios pudimos determinar que B. pulchella resulta ser mas sensible, presentando
mayores porcentajes de mortalidad ante la exposicion a una muestra toxica, y ademas posee
una mayor amplitud de respuesta, ya que resulta afectada por una mayor cantidad y variedad
sedimentos provenientes de sitios contaminados que R. arenarum.
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Al analizar la informacion existente sobre la sensibilidad de ambas especies, al ser expuestas
mediante bioensayos de toxicidad aguda a contaminantes de referencia, encontramos que la
diferencia en la sensibilidad entre larvas de B. pulchella y R. arenarum detectada en el
presente trabajo de tesis, es coincidente con la informacion previamente publicada (Agostini
etal., 2009, 2010; Svartz et al., 2014, 2015; Vera Candioti, et al., 2010; Natale, et al., 2018).
Si bien R. arenarum es la especie mas utilizada en ensayos ecotoxicologicos en Argentina
por sus caracteristicas ecologicas, y su presencia en sitios modificados, se infiere que presenta
una sensibilidad relativa bajas respecto de las demads especies de anuros autdctonos.

En ese sentido los resultados obtenidos en este capitulo, constituyen lineas de evidencia
a favor de la utilidad de B. pulchella como especie modelo de estudio sensible y 1til al
momento de evaluar efectos en ecosistemas acuaticos.

Los resultados obtenidos permitieron evaluar el patron de respuesta de las especies estudiadas
en diferentes estadios del desarrollo y aportaron informacién relevante para alcanzar el
objetivo especifico 3. Al comparar los resultados obtenidos sobre la sensibilidad relativa
entre diferentes estadios del desarrollo pudimos observar que para B. pulchella la etapa del
desarrollo que presenta mayor sensibilidad fue EGS, mientras que para R. arenarum la
sensibilidad parece estar relacionada de manera inversa con el desarrollo, resultado la etapa
mas sensible la EG8, luego EG25 y finalmente EG30. Estos resultados son acordes con los
reportados por otros autores. En general, en los ensayos agudos (96hs) los embriones
expuestos desde estadio blastula (EG4) y gastrula (EG11) muestran mayor tolerancia, esta
menor sensibilidad es atribuida a la proteccién que genera la matriz gelatinosa de los huevos
(Edginton, Rouleau, Stephenson, & Boermans, 2007; Ortiz-Santaliestra & Sparling, 2007),
por otro lado, los estadios en los cuales se comienzan a formar los 6rganos (EG18-21) son
mas susceptibles (Aranzon et al 2013), en el caso de las exposiciones mas prolongadas como
las realizadas en este trabajo (10 dias) los embriones son expuestos desde ES8 y las etapas de
organogénesis ocurren durante la exposicion, por lo tanto se evidencian mayores efectos, ya
sea letales como subletales. Por otro lado, las larvas E25 presentan estructuras sensibles y
diversas las que constituyen mas vias de ingresos para los toxicos (Ortiz-Santaliestra &
Sparling, 2007)lo cual podria explicar el patron de respuesta observado por R. arenarum.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la etapa mas sensible del desarrollo en
ambas especies, evaluadas por medio del protocolo propuesto es la etapa embrionaria
EGS8. También los diferentes bioensayos realizados aportan evidencias que indican una
disminucion de la sensibilidad de los individuos conforme crecen y se desarrollan.

Al contextualizar los resultados obtenidos y la informacion generada en relacion a la
hipoétesis: “Los bioensayos de toxicidad con sedimentos empleando larvas de R. arenarum 'y
B. pulchella resultan una herramienta eficaz para clasificar la toxicidad y peligrosidad de
sedimentos asociadas a compuestos toxicos presentes en lo sedimentos de los sitios de
estudio”, podemos concluir que la herramienta desarrollada y aplicada junto con sus
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variantes permitio caracterizar y ordenar las muestras de sedimentos segun su toxicidad,
permitiendo establecer un orden de peligrosidad de sedimentos, el que se presenta a
continuacion de mayor a menor: Industrial > Urbano = Descargas Cloacales> Agricola >
Referencia.

Los resultados permiten concluir que los bioensayos de toxicidad con sedimentos
empleando larvas de R. arenarum y B. pulchella resultan una herramienta eficaz para
clasificar la toxicidad y peligrosidad de sedimentos asociadas a compuestos toxicos
presentes en lo sedimentos de los sitios de estudio

Al comparar los resultados obtenidos al aplicar el protocolo propuesto para realizar
bioensayos de sedimentos con larvas de B. pulchella con un ensayo estandarizado de
referencia como lo es el de H. curvispina, se pudo observar que la especie H. curvispina
resultd ser mas sensible, lo que era de esperar considerando el perfil quimico del
agroecosistema, por otro lado, la especie B. pulchella brind6 informaciéon complementaria y
significativa, por lo tanto concluimos que el bioensayo con sedimentos aplicando el
protocolo propuesto para B. pulchella brinda resultados acordes y complementarios
respecto del bioensayo estandarizado de H. curvispina. Por lo tanto, los resultados
obtenidos validan la utilizacion del protocolo propuesto para evaluar toxicidad de sedimentos
y apoyan la propuesta de utilizar a B. pulchella como una especie modelo para diagnosticar
la calidad ambiental.

Al comparar las diferentes problematicas considerando cada uno de los sitios evaluados, se
puede observar que la problematica industrial caracterizada por la petroquimica present6 los
sitios con sedimentos mas toxicos, seguida de la problematica de descargas cloacales, la
urbana y por ultimo la agricola.

En la caracterizacion fisicoquimica de los sitios de la problemadtica industrial y urbana se
evidenciaron altas concentraciones de metales pesados, los cuales es sabido que, en
exposiciones a sedimentos adicionados, provocan mortalidades significativas en anuros
(Dawson et al 1988; (Francis, Birge, & Black, 1984), por otro lado, en la zona de la
petroquimica se detectaron altas concentraciones de hidrocarburos los cuales podrian ser los
responsables de las altas mortalidades registradas en los individuos expuestos a muestras de
sedimentos provenientes de estos sitios.

Los resultados de la evaluacion del patron de respuesta a nivel individual, en particular
efectos subletales, de larvas de R. arenarum y B. pulchella en diferentes estadios del
desarrollo empleando el protocolo propuesto permitio obtener informacion de base sobre la
sensibilidad en la respuesta de los puntos finales cominmente evaluados y compararlos con

147



la frecuencia de ocurrencia de diferentes tipos de anormalidades, y la sensibilidad de este
punto final.

Los resultados obtenidos de los efectos subletales evaluados, tales como crecimiento de las
larvas en los bioensayos con sedimento completo realizados en este trabajo mostraron una
gran sensibilidad de respuesta a la contaminacion asociada a los sedimentos de los sitios
estudiados. La evaluacion de dichos efectos subletales permitio clasificar sedimentos con un
grado moderado de contaminacion.

El crecimiento como punto final de evaluacion en los anuros puede ser medido por medio
del peso y/o longitud. En los ensayos con sedimento si bien las larvas son alimentadas de
manera equitativa, producto de su modo de vida incorporan alimento al ingerir sedimento.
Dependiendo de la cantidad de nutrientes, la cantidad y calidad de materia organica presente,
en cada una de las muestras evaluadas, podra incorporar cantidades variables y no
controladas de alimento, lo que tendra como consecuencia un efecto en el crecimiento,
pudiendo reportarse un crecimiento reducido (Lefcort, Hancock, Maur, & Rostal, 1997),
como un aumento del crecimiento el que se vera influenciado ademas por los efectos de las
sustancias quimicas presentes y las condiciones de prueba (Rowe ef al., 1998). En el presente
trabajo de tesis la evaluacion de este punto final permitié demostrar toxicidad en todas las
muestras de sedimentos provenientes de las problematicas ambientales evaluadas, se
lograron detectar inhibiciones significativas del crecimiento en las larvas expuestas a
sedimentos de la los sitios de la problematica industrial (S 15 y en menor medida 16, 17 y
18), urbana (S 11) y agricola (Sitio 5), mientras que los sedimentos provenientes de la
problematica de descarga de efluentes cloacales y algunos sitios urbanos provocaron
aumentos significativos del crecimiento (cuando no exhibieron mortalidad). Estos resultados
aportaron informacion relevante y complementaria a la obtenida al evaluar mortalidad,
pudiéndose observar asociaciones entre una baja tasa de mortalidad y el aumento en la
respuesta de efectos sobre el crecimiento.

Como se coment6 en la introduccion del capitulo 2 el desarrollo de los anuros, asi como su
crecimiento y supervivencia estan condicionados por numerosos factores. En los ensayos
realizados en esta tesis los efectos sobre la duracion del periodo larval, y las tasas de
desarrollo se lograron evidenciar en larvas expuestas desde embriones EG8 y desde estadio
30 (no asi en los ensayos a partir de EG25). Al igual que a partir de la evaluacion del
crecimiento, se evidenciaron efectos sobre el desarrollo de los individuos expuestos a sitios
de la petroquimica (S 15) de la problematica urbana (S13) y agricola (S 6, 7 y 8) los que
presentaron una disminucion de la tasa de desarrollo, asi como también el efecto contrario
evidenciado como un aumento en la tasa de desarrollo de los individuos expuestos a
sedimentos provenientes de sitios con influencia de las descargas cloacales y problematica
urbana (S 12).
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A modo de conclusion parcial se puede destacar la utilidad del analisis de las tasas de
crecimiento y desarrollo, como puntos finales de evaluacion validos aplicables en
bioensayos de toxicidad con sedimento completo. La evaluacion de estos puntos finales
en conjunto, aportan informacion complementaria a la evaluacion de efectos letales,
destacando la importancia de analizar efectos a nivel subletal de relevancia ecologica.

La expresion de anormalidades morfoldgicas, y el andlisis de las frecuencias de ocurrencia
resultan una herramienta util y de facil determinacion y responde apropiadamente por lo tanto
concluimos que resultan buenos puntos finales de evaluacion ecotoxicologicos

En el presente trabajo se analizaron los individuos expuestos a diferentes tratamientos y se
detectaron 10 tipos de anormalidades consideradas relevantes y cuya frecuencia de
ocurrencia resulto significativa desde el punto de vista estadistico. Estas fueron: Flexiones
en la cola, cuerpos concavos, cuerpos asimétricos, cuerpos hinchados, edemas, intestino
desplazado y/o reducido, hipopigmentacion, ausencia de queratodontes y/o pico corneo.

El mayor porcentaje de individuos con anormalidades se observo para la especie R. arenarum
y para el estadio de huevo.

El analisis de la informacion generada permitié corroborar la hipotesis que las larvas
expuestas a sedimentos provenientes de sitios contaminados, presentan una mayor
frecuencia en la ocurrencia de anormalidades, respecto a larvas expuestas a sedimentos
de sitios de referencia.

Un proximo paso seria protocolizar o normalizar procedimiento segiin normas consensuadas
(tipo IRAM) para que estas valiosas herramientas aqui desarrolladas se puedan incorporar en
programas de conservacion y de manejo de recursos naturales.
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CAPITULO 4: EVALUACION DE LARVAS A CAMPO

4.1 INTRODUCCION

4.1.2 Anfibios como bioindicadores de calidad ambiental.

Los bioindicadores, “son organismos (o parte de un organismo o una comunidad de
organismos) que contiene informacién sobre la calidad del medio ambiente (o una parte del
medio ambiente)” (Markert, Breure, & Zechmeister, 2003). La utilizacion de especies
indicadoras de la calidad ambiental, se basa en el supuesto de que el estado de salud que
presentan los individuos, las poblaciones y/o las comunidades refleja las condiciones
ambientales locales y responden a la alteracion antropogénica de esas condiciones (Agency,
2008). Estos organismos poseen atributos singulares, que permiten a partir de alteraciones en
los mismos, realizar inferencias sobre fendmenos, procesos o acontecimientos, actuales o
pasados ocurridos en su entorno o ambiente. Estos organismos manifiestan efectos en
respuesta a la exposicion a un determinado elemento, sustancia o mezcla. Tales efectos
pueden producir cambios individuales a diferentes niveles: nivel bioquimico, fisioldgico y
de comportamiento e incluso afectar la supervivencia, y provocar efectos a niveles ecologicos
superiores (estructura de la poblacion, comunidad o ecosistemas) (Newman & Clements,
2007)

Los bioindicadores pueden ser clasificados como indicadores de prueba o de monitoreo. Los
organismos de prueba son utilizados principalmente en el uso de pruebas de laboratorio (del
tipo bioensayo de toxicidad). Los organismos de monitoreo (=biomonitores) incluyen a todos
los organismos empleados en seguimientos cuantitativos y cualitativos de los niveles de
contaminantes de un ecosistema y sus posibles repercusiones sobre el mismo (Arndt &
Schweizer, 1991). Este tipo de indicadores pueden ser activos, cuando una especie u
organismo es introducido en algiin medio con el fin de realizar mediciones, o pasivos cuando
los organismos ya se encuentran presentes en el ecosistema y son examinados con el fin de
analizar su reaccion (Environment Agency, 2008).

Para seleccionar un bioindicador especifico, de acuerdo con (Holt & Miller, 2011), el
organismo a seleccionar debe tener ciertas caracteristicas como, por ejemplo, brindar una
respuesta medible (biomarcador) que sea sensible y refleje la reaccion de la poblacion o
comunidad entera, su respuesta debe guardar correlacion con el nivel de contaminaciéon o
degradacion presente en el ecosistema. Ademas, un bioindicador debe ser abundante y de
amplia distribucion en el area de estudio, con densidad poblacional local alta y estabilidad a
pesar de variaciones ambientales y climaticas. Por ultimo, debe estar bien estudiado su
comportamiento, su ciclo de vida y su biologia en general, ademas de que esta informacién
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esté disponible y publicada, de modo tal que se encuentre documentado taxondmicamente y
sea facil y econdmico de monitorear (Holt & Miller, 2011).

Los anuros presentan ciertas caracteristicas en sus modos de vida que los hacen propensos a
la exposicidn e interaccidon a contaminantes ambientales. Entre estas caracteristicas podemos
mencionar su ciclo de vida bifasico por el cual pueden estar expuestos a una variedad de
contaminantes en el medio acuatico, como en el terrestre, una piel altamente permeable que
facilita la absorcion de contaminantes, una sensibilidad relativa, de moderada a alta a
numerosos compuestos de referencia en pruebas de toxicidad aguda y cronica en
comparacion con otros organismos acudticos y ademas poseen temporadas reproductivas
cortas en donde quedan expuestos a eventos puntuales de (Blaustein & Wake, 1995; Brodeur
& Candioti, 2017; Guzy et al., 2012; Wake, 1991)

Parte de esta sensibilidad queda evidenciada por el fenomeno conocido como Declinacion
Global de las Poblaciones de Anfibios, desde hace mas de dos décadas se han venido
publicando trabajos que evidencian una creciente disminucion de las poblaciones de anfibios
a nivel global (Collins, Crump, & Lovejoy III, 2009; Houlahan, Findlay, Schmidt, Meyer, &
Kuzmin, 2000; Young, Stuart, Chanson, Cox, & Boucher, 2004). Entre los factores
ambientales propuestos como causantes de esta disminucion se destacan la degradacion de
habitats por contaminacidon quimica y biologica y su pérdida por alteracion irreversible y/o
fragmentacion (Blaustein & Kiesecker, 2002; Croteau, Davidson, Lean, & Trudeau, 2008;
Sparling, Linder, Bishop, & Krest, 2010). La vulnerabilidad de numerosas especies ha sido
ampliamente documentada en el contexto de categorizacion de especies con fines de
conservacion (IUCN, 2014). Especificamente en Sudamérica, varios estudios
ecotoxicologicos reflejan la sensibilidad de diferentes especies de anuros locales a diversas
familias de contaminantes (mayormente plaguicidas) mediante la evaluacion de respuestas a
diferentes niveles de organizacion en pruebas de toxicidad aguda (Bioensayos) (Agostini,
Natale, & Ronco, 2009; Attademo et al., 2014; Candioti, Natale, Soloneski, Ronco, &
Larramendy, 2010; Lajmanovich, Cabagna, Peltzer, Stringhini, & Attademo, 2005;Peltzer et
al., 2013). Pero los estudios a campo son escasos (Agostini et al., 2013; Goldberg, 2015;
Peltzer et al., 2011). En la actualidad los estudios ecotoxicologicos proponen nuevas
herramientas experimentales que presenten mayor realismo ecoldgico, alejandose de los
disefios simplificados y buscan escenarios que se aproximen a la realidad, tales como las
interacciones entre diversos contaminantes, la influencia de las variables ambientales en la
sensibilidad a la contaminacion, los estudios de efectos a nivel poblacional y la combinacion
de estudios de laboratorio y campo (Semlitsch & Bridges, 2005). Por otro lado, se ha
motivado la necesidad de realizar estudios con especies nativas que permitan obtener
informacion de la biologia y sensibilidad de estas especies para poder seleccionar
adecuadamente especies indicadores. Uno de los objetivos de este trabajo es contribuir con
informacion en ese sentido.
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4.1.3 Factores que determinan la magnitud del impacto de la
contaminacion

En el medio natural, la sensibilidad de cada individuo a un contaminante, esta condicionada
por una gran cantidad y diversidad de factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, ya sean
naturales o de origen antropico, cuya interaccion conformara un escenario de exposicion
determinado el cual, luego de interactuar con el organismo o individuo en cuestion, podra
provocar o no, un efecto sobre dicho individuo.

El escenario fisicoquimico que condiciona la exposicion, es objeto de estudio de la Quimica
Ambiental , pero resulta de interés para el desarrollo de estudios ecotoxicologicos (Manahan,
2011).

Por otra parte, la exposicion de los individuos a los contaminantes también estd influenciada
por las caracteristicas biologicas de los individuos, los que a través del comportamiento
condicionan la exposicion o la pueden evitar. En lo que respecta a las caracteristicas propias
de los individuos, sabemos que el estadio de vida condiciona la sensibilidad a la
contaminacion (Ortiz-Santaliestra & Sparling, 2007). Por ejemplo, las envolturas gelatinosas
de los huevos de los anuros pueden proteger a los embriones de la contaminacion (Edginton,
Rouleau, Stephenson, & Boermans, 2007), por otro lado, cuando las larvas eclosionan y
comienzan a alimentarse experimentan un cambio significativo en las condiciones del medio,
lo que podria aumentar la sensibilidad a ciertos contaminantes, los que incluso pueden ser
ingeridos (nueva via de ingreso) y pueden transformase en el tracto digestivo en sustancias
mas toxicas (Huey & Beitinger, 1980). Por otra parte, las larvas de mayor edad generalmente
resultan mas tolerantes que las jovenes debido a varias razones como por ejemplo un mayor
tamafio y consecuentemente una relacion superficie volumen menor; la presencia de
branquias internas cubiertas y piel mas gruesa, lo cual reduce la superficie de contacto con el
medio y las protege frente a la asimilacion de agentes quimicos y el estrés osmotico
(McDiarmid & Altig, 1999); ademas de cuestiones fisioldgicas como por ejemplo mayores
capacidades detoxificantes (Bryszewska et al., 2011).

Los ambientes temporales que habitan los anuros también condicionan la sensibilidad que
estos presentan, por ejemplo, es sabido que las especies que habitan ambientes temporales
heterogéneos e inestables pueden desarrollar plasticidad fenotipica, la cual se define como la
propiedad de un genotipo de producir diferentes fenotipos en respuesta a diferentes condiciones
ambientales (Pigliucci, Murren, & Schlichting, 2006). Por lo tanto, los individuos pueden alterar
su bioquimica, fisiologia, tasas de desarrollo, morfologia o conducta en respuesta a determinadas
sefales del ambiente que habitan (Agrawal, 2001). Estos cambios estan regulados genéticamente,
pueden o no ser heredables y responder a la seleccion natural (DeWitt & Scheiner, 2004; Relyea,
2005; Zhivotovsky, Feldman, & Bergman, 1996).
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Por otro lado, la exposicion a diferentes historias de vida en relacion con el ambiente, o
cambios recientes en el ambiente por contaminacion puede hacer que determinadas
metapoblaciones de ciertas especies resulten mas tolerantes que otras, ya sea por cambios
fisiologicos (aclimatacion) o pudiendo darse casos de adaptacion local (genéticos) a la
contaminacion (Johansson, Primmer, & Merild, 2007).

La posible adaptacion genética a la contaminacion podria tener, no obstante, un costo
evolutivo elevado, al reducir la diversidad genética de la poblacion, con la consiguiente
pérdida de plasticidad para responder a procesos estocasticos futuros (Medina et al., 2007),
ademas de la perdida de la variabilidad.

4.1.4 Efectos subletales

Lo mas habitual es que los niveles ambientales de contaminacion no superen el umbral de
tolerancia y no provoquen la mortalidad directa de los individuos, sino que ejerzan efectos
subletales, ya sea por exposiciones cortas (agudas) o por periodos prolongados (crdonicas).

Los efectos en el crecimiento y desarrollo se han empleado como puntos finales subletales
sensibles a la contaminacion, y bioldgicamente relevantes. Muchos trabajos ponen de
manifiesto que la exposicion a la contaminacion puede acelerar o retrasar tanto la eclosion,
como las tasas de desarrollo, e incluso la metamorfosis de los individuos (Distel & Boone,
2009; Griffis-Kyle & Ritchie, 2007; Hayes et al., 2006; Sparling & Fellers, 2009). Como se
describi6 en el Capitulo 2, (Wilbur & Collins, 1973), propusieron un modelo tedrico que
explica los factores que influyen sobre los procesos de desarrollo, crecimiento y
supervivencia de larvas. La aceleracion del desarrollo ante condiciones desfavorables puede
implicar un menor tamafio en la metamorfosis, reduciendo la probabilidad de sobrevivir en
el medio terrestre por poseer una condicion fisica disminuida (Altwegg & Reyer, 2003). Por
otra parte un retraso de la metamorfosis conlleva que los individuos metamorfoseen con
tamafios mas grandes (lo que resultaria ventajoso para la supervivencia en el medio terrestre),
pero también implica un mayor tiempo de permanencia en el medio acudtico, lo que se asocia
con un mayor riesgo de exposicion a contaminantes, ademas de a los factores biologicos
como fendmenos de competencia o depredacion y dicho retraso incrementa el riesgo de no
completar el desarrollo acuético antes de la desecacion de los cuerpos de agua. Ademas de
las alteraciones producidas por factores ambientales, el desarrollo puede verse afectado por
contaminantes que afectan especificamente el sistema enddcrino, en la actualidad, el estudio
de los disruptores endocrinos, ha recibido gran atencion. Los disruptores endocrinos se
definen como un grupo de sustancias quimicas de muy diferente origen, estructura y uso, que
interfieren con la produccion, liberacion, transporte, metabolismo, unioén, accion bioldgica o
eliminacion de las hormonas responsables del mantenimiento de la homeostasis y regulacion
del desarrollo (Serrano, Cabrera, & Olmedo, 2001). Muchos de estos compuestos no se
consideraban significativos en términos de distribucion y/o concentracion en el medio
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ambiente ya que no eran detectados por las técnicas analiticas. Pero la deteccion de efectos
bioldgicos y el desarrollo de técnicas permitio6 el abordaje de esta problematica, no obstante,
ahora se los considera contaminantes emergentes y estan siendo ampliamente detectados y
estudiados (da Silva ef al., 2018). La principal forma de entrada de estos contaminantes en
los cuerpos de agua son los efluentes urbanos. Las aguas residuales no tratadas o con
tratamiento primario y la eliminacioén inadecuada de residuos de drogas contienen estos
contaminantes resistentes que son dificiles de eliminar y persisten en el ambiente (D'ascenzo
et al., 2003). En particular para los anuros, los disruptores endocrinos que alteran la funcion
de la tiroides pueden inhibir la metamorfosis por completo (Ortiz-Santaliestra & Sparling,
2007) resultando un factor preocupante debido a su relevancia e implicancias ecologicas.

El comportamiento, en particular el efecto sobre la actividad natatoria, también es un
reconocido efecto subletal sensible a la contaminacion, pero si bien hasta hace poco tiempo
no estaba muy estudiado (Hatch & Blaustein, 2000) su estudio esta en progreso en relacion
al desarrollo de técnicas tipo tracking (Denoél et al., 2013; Junges, Maglianese, Lajmanovich,
Peltzer, & Attademo, 2017), que a partir de registro de video permiten obtener informacion
mediante programas especificos, incluso se ha constituido una rama de la Ecotoxicologia
denominada Eto-Ecotoxicologia, o Ecotoxicologia del comportamiento. Muchas sustancias
quimicas afectan la transmision del impulso nervioso (Widder & Bidwell, 2008), lo que
generalmente se manifiesta en la actividad muscular, esto posee consecuencias sobre
aspectos como la actividad natatoria, capacidad de desplazamiento, y los consecuentes
efectos sobre el uso del habitat, alimentacion y respuesta a depredadores (Egea-Serrano,
Tejedo, & Torralva, 2009; E Garcia-Mufioz, Guerrero, & Parra, 2009; Enrique Garcia-
Mufioz, Guerrero, & Parra, 2011; Shinn, Marco, & Serrano, 2008). Esto puede a su vez
comprometer la capacidad de los individuos afectados para encontrar alimento, y en
consecuencia afectar su estado energético, consecuentemente su tasa de crecimiento y
desarrollo (Egea-Serrano et al., 2009) y evidenciarse sobre numerosos parametros
indicadores del estado de salud.

El desarrollo de anormalidades, también se ha asociado con la exposicion a diferentes clases
de contaminantes. La mayoria de los estudios son realizados en laboratorio, detectando
anormalidades sobre todo durante las fases iniciales del desarrollo. Los estudios a campo
por otro lado son escasos y centrados principalmente en anuros adultos. La revision mas
reciente fue la realizada por (Henle & Dubois, 2017), quien sintetiza la informacion existente
proveniente de estudios en anormalidades externas que se han informado u observado en
poblaciones de anfibios en la naturaleza. Ellos concluyen que gran parte de la bibliografia
que refiere a anormalidades de anfibios en campo estd dispersa y aborda observaciones
anecdoticas de 1-2 individuos y tipos de anormalidades, por otro lado, hay un nimero menor
de trabajos que informan sobre la presencia de individuos anormales en grandes cantidades
y porcentajes, en los llamados “hotspot” que son areas donde hay una especial concentracion
de individuos anormales.
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La manifestacion de anormalidades en anuros, como ya se comento6 en el Capitulo 2 puede
ocurrir por alteraciones en las etapas mas sensibles del desarrollo (embriogénesis, eclosion y
metamorfosis), provocando efectos sobre las etapas posteriores de vida de los individuos y
pudiendo derivar en patologias o incluso la muerte (Sparling ef al., 2010).

En ambientes naturales, las ocurrencia de anormalidades en adultos posee una tasa de
ocurrencia baja, dentro de un rango del 2 % seglin (Ouellet, 2000). Por otro lado, (Blaustein
& Johnson, 2003) consideran que no mas de un 5% de una poblacion de anfibios puede
presentar anormalidades morfoldgicas. En cuanto a las larvas de anfibios el nivel basal de
ocurrencia natural se encuentra por debajo del 5 % (Read, 1997), sin embargo, hay reportes
de poblaciones que superan ese porcentaje (Severtsova, Aguillon-Gutierrez, & Severtsov,
2012; Vershinin, 1989).

Numerosos factores fueron propuestos como causantes de altas prevalencias de
anormalidades en poblaciones naturales de anuros, entre los cuales podemos mencionar, los
factores genéticos que, combinados con otros factores dan origen a alteraciones en el
desarrollo (Gilbert & Epel, 2009). Por ejemplo, alteraciones en la coloracion de los
individuos como los observados en la rana Bombina orientalis la cual presenta un gen
recesivo mutante (Pale) que en los individuos homocigotos produce una coloraciéon més clara
y defectos en la retina, desde la etapa larvaria (Ellinger, 1980), o el albinismo, el cual se da
por una mutacion en la cual se inhibe la via de biosintesis de melanina (Kamaraj & Purohit,
2014).

Otro de los factores causantes de anormalidades son los agentes infecciosos como virus,
bacterias, hongos y parésitos. Por ejemplo, el virus denominado Ranavirus ocasiona una
respuesta inmunologica caracterizada por hinchazén de extremidades y del cuerpo,
enrojecimiento de la piel, hematomas, lesiones pequefias hemorragias y en larvas produce la
decoloracion cutanea (Gray & Chinchar, 2015; Gray, Miller, & Hoverman, 2009; Miller,
Gray, & Storfer, 2011). La bacteria Aeromonas hydrophila causa la enfermedad de las patas
rojas caracterizada por la presencia de ulceras y lesiones focales en la piel de las extremidades
y cola (Emerson & Notris, 1905). Uno de los hongos mas estudiados en relacion al fenomeno
de declinacion global de anfibios es el Batrachochitrium dendrobatidis que ocasiona la
enfermedad quitridiomicosis, esta enfermedad puede causar alteraciones del
comportamiento, posturas anormales, anomalias en partes de la boca, e incluso la muerte
(Blaustein et al., 2005). Otros de los agentes infecciosos son los pardsitos, un ejemplo de
ellos es el trematodo Ribeiroia ondatrae el cual ocasiona una gran cantidad de anormalidades
en las extremidades de los anfibios (Johnson, Lunde, Haight, Bowerman, & Blaustein, 2001;
Johnson, Lunde, Ritchie, & Launer, 1999; Johnson ef al., 2002).

Las anormalidades ocasionadas por factores ambientales también fueron estudiadas en larvas
de anfibios, por ejemplo es sabido que la exposicion cronica a rayos ultravioleta ocasiona
lesiones en piel, ojos, cuerpo y extremidades (Blaustein & Johnson, 2003; Blaustein,
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Kiesecker, Chivers, & Anthony, 1997; Burkhart et al., 2000). Por otro lado, la exposiciéon a
dispositivos de sonda magnética (magnetismo), ocasiona en los individuos expuestos
alteraciones en la columna (escoliosis), menor crecimiento, extremidades supernumerarias,
ausencias de ojos, edemas y espina bifida (Boga et al., 2016). La exposicion a estrés térmico
también es otro ejemplo, los individuos expuestos pueden presentar anormalidades (Elsdale,
Pearson, & Whitehead, 1976).

Por ultimo, pero no por eso menos importantes, son las anormalidades ocasionadas por la
exposicion a contaminantes las cuales son objeto de estudio de la ecotoxicologia y de este
trabajo de tesis. En el Capitulo 2 se realizd una busqueda bibliografica de trabajos
ecotoxicologicos en los que se reportaran anormalidades ocurridas en larvas de anfibios por
exposicion a contaminantes de relevancia ambiental. Entre los contaminantes mas estudiados
se encuentran los plaguicidas y luego los metales pesados, los cuales reportan diferentes tipos
de anormalidades, por ejemplo, flexiones de la cola, edemas, alteraciones en los ojos,
ausencia o disposiciones anormales de queratodontes entre otros.

De lo anteriormente expuesto, podemos deducir que, las ocurrencias de anormalidades en
larvas de anuros tienen diversas etiologias, y son muy variadas en cuanto a la estructura
morfoldgica que afectan. Algunas anormalidades, probablemente no sean producto del efecto
de un solo factor, sino de todas las posibles combinaciones de factores que pueden actuar en
conjunto.

Ademas de los efectos que pueden tener lugar por interaccion (contacto directo de los
individuos con los contaminantes), algunas sustancias ejercen un efecto indirecto como por
ejemplo impacto a través de la cadena trofica. Por ejemplo, la presencia de fertilizantes o
insecticidas en ecosistemas acudticos puede incrementar la biomasa de fitoplancton y
perifiton al incrementar los nutrientes y poseer un efecto negativo sobre el zooplancton
(Relyea & Jones, 2009), lo que supone un incremento de recursos para las larvas de anuros
(Boone, Semlitsch, Little, & Doyle, 2007). Ademas, algunas de las especies de algas cuyo
crecimiento se ve favorecido pueden producir toxinas (Camargo & Alonso, 2006) que afecten
negativamente al crecimiento y desarrollo de los anuros (Oberemm, Becker, Codd, &
Steinberg, 1999). Por otra parte, la sensibilidad de insectos o peces que cumplen rol de
depredadores a un determinado compuesto puede ser diferente a la de los anuros (Kerby,
Richards-Hrdlicka, Storfer, & Skelly, 2010) lo que modificaré la relacion depredador-presa
en uno u otro sentido dependiendo de cudl sea el taxon mas sensible.

Considerando todo lo antedicho, los efectos producidos por los contaminantes sobre los
organismos en la naturaleza, pueden resultar muy diferentes a las observados en pruebas de
laboratorio, ya que en las situaciones reales se imponen un conjunto de factores estresantes
que la exposicion a menudo simplista del entorno del laboratorio no aborda. Por lo tanto,
realizar estudios con mayor escala, mesocosmos, o de semi-campo y campo sin dudas
brindara informacién mas relevante desde el punto de vista ecoldgico para predecir los
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efectos que los contaminantes y estresores quimicos podrian tener sobre los organismos
(Burkhart et al. 2000).

Es por ello que considerando el marco conceptual que precede a esta tesis doctoral en el
presente capitulo se presentan los resultados obtenidos al evaluar grupos de larvas
provenientes de ecosistemas acuaticos afectados por distintos tipos de actividades antropicas
utilizando, como biomarcadores, el conjunto de caracteres morfologicos externos
(anormalidades) propuestos en los Capitulo 2 y 3 y caracteres morfolégicos internos.

Hipotesis

1. Las larvas de anuros son buenas indicadoras de la calidad de los ecosistemas que
habitan.

2. Las larvas provenientes de los sitios afectados por las actividades antrépicas
estudiadas, presentan mayor prevalencia de anormalidades respecto a los sitios de
referencia.

3. La morfologia de las larvas y en particular, la expresion de anormalidades es un
buen biomarcador de la calidad del ambiente en donde habitan.

Objetivos

1. Evaluar grupos de larvas provenientes de ecosistemas acudticos afectados por
distintos tipos de actividades antrépicas utilizando, como biomarcadores, el
conjunto de caracteres morfoldgicos externos (anormalidades) propuestos en los
Capitulos 2 y 3.

2. Realizar un estudio de anormalidades presentes en los 6rganos internos de larvas
provenientes de ecosistemas acuaticos afectados por distintos tipos de actividades
antropicas.

3. Elaborar una propuesta de nomenclatura que unifique la informacion existente
sobre anormalidades en larvas de anuros, acompafiada de una descripcion,
ponderando su importancia y relevancia al momento de evaluar factores de estrés.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Area de estudio

Dentro del area de estudio descripta en detalle en el Capitulo 1 (Figura 1.1) y como se
especifico previamente, se identificaron cuatro problematicas ambientales en funcion de las
actividades antrdpicas y uso del suelo de la Ciudad de La Plata y alrededores, a saber,
agricultura, actividad urbana, actividad industrial y descargas cloacales ademas de una zona
de Referencia. Dentro de estas problematicas se seleccionaron sitios de estudio (n=21)
siguiendo una serie de criterios (Capitulo 1, Figura 1.1, Tabla 1.3).
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En los diferentes sitios de estudio se realizaron relevamientos dos veces al afio, considerando
los eventos reproductivos de las especies estudiadas, con el fin de detectar la presencia y
reproduccion de las mismas (Capitulo 1). En los casos en los cuales no se detecto la presencia
de las especies se buscaron sitios cercanos en los cuales se constatd la reproduccion de la
especie.

4.2.2 Toma de muestras

En las zonas de estudio se realizaron relevamientos para detectar la presencia de especies de
anuros y constatar el uso del habitat y/o la reproduccion (Ver capitulo 1). Una vez
identificados los sitios en los cuales se reproducen las especies de interés se realizaron
muestreos de larvas aplicando técnicas propuestas por (Heyer, 1994). Se utilizaron redes de
mano de 25 cm de diametro con malla de 1 mm de poro, con tasas de paso de 1 m, en la
superficie, sumergidas entre 10 cm y 15 cm dependiendo la profundidad del sitio de
muestreo. En cada sitio de estudio se seleccionaron tres sectores en los cuales se paso el copo
por triplicado contabilizando el nimero de larvas colectadas por copo, posteriormente, si el
nimero colectado de larvas era menor a 20 se continuaba pasando hasta obtener el tamafio
de muestra establecido para el andlisis de anormalidades (minimo de 20 larvas).

El contenido de cada copo fue depositado en una batea y posteriormente las larvas colectadas
se separaron en frascos de 100 ml con solucion de MS 2-22 para ser anestesiadas. Cuando
las larvas ya no presentaban movimientos se pasaron a frascos, previamente rotulados, de
100 ml con Formaldehido al 10%, para ser fijadas y trasladadas al laboratorio. En laboratorio
el formol fue renovado a los 7 dias y se guardaron hasta su analisis. (Figura 4.1).

Figura 4.1 Muestreos de larvas en campo. A- Toma de muestras. B- Red con lavas. C- Muestras
fijadas en frascos rotulados.

4.2.3 Procesamiento y abordaje de la morfologia larvaria

En laboratorio, a la totalidad de las larvas colectadas se les asigno un numero de referencia,
se las fotografié y se analizaron individualmente registrando para cada individuo la longitud
del cuerpo, la longitud total y el ancho del cuerpo (mediante el programa ImageJ® version
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1.46r: Rasband, EE. UU.), el peso (mediante balanza digital de precision 0,001 gr) y el
estadio de desarrollo de acuerdo con la calificacién propuesta por Gosner (1960). Ademas,
mediante la observacion detallada bajo lupa estereoscopica, se determind la presencia de
parasitos externos y la presencia de anormalidades, las cuales fueron clasificadas y
cuantificadas siguiendo los criterios generados en el Capitulo 2.

Para la descripcion y analisis de la anatomia interna se realizd una seleccion de 10 larvas de
ambas especies por sitio, en estadios avanzados de desarrollo (36- 42) de Gosner. Cada
individuo fue diseccionado e inspeccionado en detalle, bajo lupa estereoscopica para analizar
la morfologia interna (ver siguiente parrafo), describiendo y cuantificando la presencia de
anormalidades o lesiones en los 6rganos internos, asi como también la presencia de parasitos.
Ademas, se midio el peso del higado de cada larva para, posteriormente calcular el indice
hepatosomatico (Peso del higado/peso del individuo).

La descripcion de estructuras comprendié el desarrollo de los musculos del aparato
mandibular (Intermandibularis anterior y posterior, Hyoangularis, Interhyoideus,
Quadratoangularis, Levator mandibularis superficialis, Levator mandibularis profundus y
Levator mandibularis anterior) y el condrocraneo (Figura 4.2). Para la observacion de estas
estructuras el material fue tefiido para cartilago y hueso siguiendo la técnica de (Taylor &
Van Dyke, 1985), interrumpiendo el proceso previo a la diafanizacion. Posteriormente, el
material fue pasado por una serie de alcoholes (70, 96 y 100) para que cada paquete muscular
quede bien marcado. Finalmente se procedio a la diafanizacion y conservacion en glicerina
con el fin de observar y describir el condrocrdneo segun (Cannatella, 1999).Para la
musculatura hioidea y branquial se sigui¢ a (Haas & Richards, 1998) y (Haas, 2003) y para
musculatura mandibular a (Haas, 2001).

Hyoangularis Quadratoangulais

Intermandibularis Intermandibularis
% posteriors, ' o~ anterior

Interhyoideus

| T

......... o

H [t
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L.m superficialis
L.m profundus
L.m anterior

L.m profundus

L.m superficialis
L.m anterior

articularis Hyoangularis
Intermandibularis - .
: Interhyoideus
posterior

Figura 4.2. A- Vista dorsal de condrocraneo, B-Vista ventral de los musculos del aparato branquial
y mandibular C-Vista lateral de los musculos y tendones del aparato mandibular. L. m: Levator
mandibulae (Modificado de Canatella 1999)

Se realizaron estudios histopatoldgicos en larvas que presentaron anormalidades altamente
significativas. Para ello, las muestras fijadas se procesaron de forma rutinaria y se incluyeron
en cera de parafina (Plaul ez al., 2017). Las secciones histoldgicas se cortaron por microtomo
de trineo, se prepararon de acuerdo con el protocolo estdndar y luego se tifieron con
hematoxilina y eosina (H y E). Las microfotografias se tomaron con un microscopio
Olympus, CX31 equipado con una cdmara Olympus U-CMAD?3. A partir de las fotos se
realizd un andlisis comparativo de las estructuras siguiendo el atlas de histologia para
Xenopus laevis (Wiechmann, Wirsig-Wiechmann, & Wirsig-Wiechmann, 2003).

4.2.4 Atlas de anormalidades

A partir de la informacion obtenida en los Capitulos 2 y 3 sobre las anormalidades detectadas
en larvas de anfibios por exposicion a contaminantes ambientales y muestras de sedimentos
provenientes de sitios con diferentes actividades antropicas sumado a los resultados de este
capitulo, se realizo una propuesta de nomenclatura unificada de las anormalidades detectadas
acompanada de una descripcion, ponderando su importancia y relevancia al momento de
evaluar factores de estrés.

4.2.5 Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron de acuerdo con (Zar, 2013). El analisis de datos
se realizo con el software R version 3.1.1 (R Development Core Team, 2014). El nivel de
significancia se establecid en 0,05 para todas las pruebas. Para todas las variables evaluadas
se aplico estadistica descriptiva. Se calcularon indices ecologicos densidad, riqueza y
abundancia y se determinaron las tasas de desarrollo de ambas especies para los diferentes
sitios. Se calculd el indice de condicion corporal (peso / longitud *) en todos los individuos y
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el indice hepatosomatico (peso del higado/peso total) de los individuos que fueron disectados.
Las larvas de los diferentes sitios fueron agrupadas en 6 categorias segliin el estadio de
desarrollo ([25-27]; [28-30]; [31-33]; [34-36]; [37-39]; [40-42]) y se determind si estas
presentaban diferencias significativas en el peso, la longitud y los indices entre los sitios
mediante ANOVA-Tukey. La normalidad y la homocedasticidad fue corroborada por las
pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett. Para las anormalidades y la presencia de parasitos se
calculo la frecuencia de ocurrencia y se realiz6 un test no paramétrico de Kruskal-Wallis para
detectar diferencias significativas entre los sitios.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sitios de estudio

Mediante los relevamientos realizados y descriptos en el Capitulo 1, se pudo detectar la
presencia y reproduccion de las especies de estudio en nueve de los sitios estudiados a saber:
2, 3 (referencia); sitios 4, 5, 7, 8 y 9 (problematica agricola), sitio 19 (problematica industrial)
y el sitio 21 (problematica de descargas cloacales).

Debido a que la reproduccion de las especies de estudio se observo en pocos sitios de las
problemadticas industrial y descargas cloacales y que no se pudo constatar la presencia y
reproduccion de las especies en los sitios seleccionados para la problematica urbana, se
adicionaron 7 sitios en los cuales se constatd la presencia de las especies de estudio a saber:
sitios 22 y 23 (referencia), sitios 24, 25 y 26 (agricola), sitio 27 (urbano) y sitio 28 (industrial).
En la Tabla 1.3 (Capitulo 1) se listan los sitios nuevos, junto con sus coordenadas y en la
Figura 1.1 (Capitulo 1) se puede observar su ubicacion.

Los sitios nuevos que fueron tomados como referencia (Sitos 22 y 23), se seleccionaron con
la intencion de contar con mas sitios de referencia y aumentar el tamafio de muestra, y la
cantidad de informacion. El sitio 22 es una charca temporaria formada por agua de lluvia al
costado de la ruta 20. El sitio 23 es una laguna ubicada en la reserva ecologica de Punta Lara.

Los sitios 24 y 25 que fueron incorporados a la problematica agricola pertenecen a charcas
temporarias que se forman en los margenes del arroyo Carnaval cercanos a los sitios 5 y 8
respectivamente. Por otro lado, el sitio 26 corresponde a un arroyo que cruza con la ruta 36.

El sitio 27 incorporado a la problemaética urbana, consiste en una charca temporaria de poca
profundidad ubicado en las cercanias del arroyo Zanjon (S11), por otro lado, el sitio 28
incorporado a la problematica industrial, corresponde con una charca temporaria.
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4.3.2 Muestreos

Se realizaron 34 muestreos en los sitios de estudio. En la Tabla 4.1 se muestran las
problematicas asociadas, los sitios, las especies y el nimero total de larvas colectadas.

Proble matica Sitio Fecha Especie Estadio N
20/10/2015 Ra 25 20
2 6/11/2016 Ra 38 32
4/8/2017 Bp 37 16
. 1/9/2017 Bp 25 28
Referencia 3 20/9/2017 Bp 27 3
17/11/2018 Bp 32 28
22 6/11/2017 Bp 32 30
23 25/11/2017 Bp 33 30
26/5/2017 Bp 27 16
2/9/2017 Bp 31 22
4 19/9/2017 Bp 33 30
20/10/2017 Bp 26 29
7/11/2017 Bp 28 17
7 23/10/2016 Bp 32 15
28/4/2017 Bp 25 33
22/5/2017 Bp 27 14
g 5/6/2017 Bp 25 8
Agricola 23/8/2017 Bp 27 9
2/9/2017 Bp 35 15
13/11/2017 Bp 25 42
9 8/7/2016 Bp 27 38
4 20/10/2015 Ra 25 1000
1/11/2017 Ra 32 23
1/10/2016 Ra 25 381
25 13/9/2017 Ra 27 64
11/12/2017 Ra 36 54
26 23/8/2017 Bp 31 11
Urbana 27 18/9/2017 Ra 26 43
23/10/2016 Ra 35 30
19 25/11/2016 Ra J 8
Industrial 1/11/2017 Ra 35 32
)8 15/9/2017 Bp 28 11
7/11/2017 Bp 32 55
Cloacas 21 28/11/2016 Ra J 5
8/12/2016 Ra J 10

Tabla 4.1. Muestreos realizados en los sitios de estudio
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La informacion recabada no permitid estimar algunos de los pardmetros propuestos como ser
los indices de diversidad, riqueza y abundancia.

4.3.3 Analisis de 1a Morfologia larvaria

El total de larvas muestreadas y analizadas fue de 2.174 larvas de las cuales 592

corresponden a la especie Boana pulchella y 1682 a Rhinella arenarum. Los pesos, estadios

de desarrollo y longitudes promedios de las larvas de ambas especies se puede observar en

la Tabla 4.2.

Tabla 4.2-. Longitud, peso y estadio de desarrollo promedio de las larvas de los diferentes sitios. *

R. arenarum

Problem. Sitos N Peso(g) LT(mm) LCU(@mm) AC(mm) STD
Referencia ) 20 0,07+0,1 10,254+2,35 4,66+0,82 2,5+0,2 25+2
32 0,28+0,5 29,36+2.34 12,31+£092 7,24+0,71 38,56+2,97
24 1000 0,15+£0,7 9,63+2,38 6,33£097 2,3+£0,72  2542,5
Agricola 23 0,09+0,05 16,58+4,90 7,30+2,1 4,87+1,2 31,61£1,92
)5 381 0,12+0,09 9,58+4,91 3,60+2,2 1,87+1,3  25+1,93
81 0,14+0,10 18,66+7,45 8,50+3,40 5,07+2,11  32+6,2
Urbana 27 43 0,04+0,1 14,63+1,79 6,31+0,64 5,96+0,59  26+0,1
Industrial 19 85 0,18+0,12 20,38+6,17 9,66+2,68 6,19+2,03 35,02+3,35
Cloaca 21 15 1,57+£0,59 24,09+3,83 24,09+3,83 13,25+2,54 juveniles
B. pulchella
Problem. Sitio N Peso(g) LT (mm) LCU(@mm) AC (mm) STD
2 29 0,07+£0,05 17,74+£5,39 7,94+1,74 4,49+1,13 26,41+1,28
Reforencia 76 0,2+0,28 20,66+11,08 8,62+4,04 5,28+2,10 28,37+5,02
22 4 0,22+0,23 38,67+2,35 16,34+1,28 10,77+0,78 30,75+1,70
23 6 0,68+0,46 23,55+4,02 9,18+1,44 6,68+2,41 32,334+3,14
4 114  0,37+£0,30 29,77+13,20 10,74+4,19 6,45+2,43 30,05+3,65
7 17 0,57+0,42 17,46+£6,41 6,48+2,67 3,82+1,44 31,41+5,74
8 128  0,17+0,35 16,01+£14,49 6,23+4,84 3,86+3,09 27,15+2,35
Agricola 9 40  0,38+0,24 32,5791 12,04+£2,50 7,76+1,75 27,25+2,35
24 30 0,59+0,53 30,19+11,65 12,4+2,77 7,76£2,99 32,7+£5,16
25 31 0,55+0,28 35,73+6,91 13,57+2,43 8,45+1,44 32,71+2,49
26 11 0,16£0,05 25,93+4,15 9,54+0,86 5,92+0,75 26,54+1,50
Industrial 28 66 0,52+0,41 34,05+11,30 12,84+3,68 7,96+2,03 32,14+5,14
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*N: numero de individuos, LT: Longitud total, LCU: longitud del cuerpo, AC: Ancho del cuerpo,
STD: Estadio de desarrollo (Gosner 1960). Se muestra el promedio para cada sitio mas menos el
desvio estandar.

El anélisis comparativo entre sitios, empleando los puntos finales crecimiento y estadio de
desarrollo permitié detectar inhibicion significativa del crecimiento en larvas de B. pulchella
provenientes del sitio 8 (agricola) para los estadios 25/27 [F (9,282): 48,613 p<0,05]. En el
caso de las larvas de R. arenarum presentaron inhibicion significativa del crecimiento las
larvas provenientes de los sitios 24 y 25 (agricola) [F (4,1466): 905,80 p<0,01].

Anormalidades externas

La prevalencia de individuos anormales de B. pulchella presentes en la totalidad de los sitios
fue de 12,6 %, es decir que un total de 73 individuos de esta especie presentaron
anormalidades externas.

Para esta especie, en los sitios de referencia la prevalencia de individuos anormales fue de
2,5% este porcentaje estd por debajo de los niveles basales propuestos por Read (1997). Para
el resto de los sitios de estudio las prevalencias de individuos anormales se mantuvieron por
debajo de los niveles basales a excepcion de los sitios 4 (18%), 7 (41%) de la problematica
agricola y el sitio 28 (99%) de la problematica industrial.

Se identificaron 5 tipos de anormalidades, las que se presentan a continuacion en orden
decreciente de acuerdo al nimero de individuos con sus respectivas prevalencias:
Hiperpigmentacion en cuerpo y cola (66 individuos: 11,9%), Alteraciones en la cola (7
individuos: 1,26%), Intestinos desplazados (3 individuos: 0,52%), anormalidades orales (1
individuo: 0,1%), cuerpo hinchado (1 individuo: 0, 1%).

El andlisis para detectar diferencias significativas en la presencia de los diferentes tipos de
anormalidades entre los sitios permitio identificar en el sitio 28 de la problematica industrial
una frecuencia de ocurrencia de individuos con hiper pigmentacion significativamente mayor
a la registrada para las larvas provenientes de los sitios de referencia [H (9,529) 528,
p<0,001]. Ademas de esta anormalidad, en este sitio se detectaron 4 individuos (6%) con
anormalidades en la aleta caudal (flexiones, curvas, dafos en la aleta y la musculatura y colas
mas cortas) y dos individuos (3%) con el intestino desplazado hacia la region dorsal del
cuerpo.

Para el resto de los sitios estudiados, los resultados de los analisis estadisticos no mostraron
diferencias significativas en la ocurrencia de anormalidades con respecto del sitio de
referencia. Aun asi, cabe resaltar que en la problematica agricola se registr6 la presencia de
un individuo con edema general e intestino reducido, un individuo con alteraciones en la
boca, un individuo con dafio en la musculatura de la cola. En la Tabla 4.3 se muestran las
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prevalencias de cada tipo de anormalidad registradas en cada sitio. En la Figura 4.3 se pueden
observar las anormalidades detectadas.

abla 4.3- Prevalencias de cada tipo de anormalidad registradas para B.pulchella pertenecientes a los
sitios de estudio. *

Referencia Agricola Industrial
Anormalidades 2 4 7 8 9 28
Orales 0,008
Cola 0,18 0,008 0,025 0,03
Intestino desplazado 0,025 0,41 0,008 0,061
Hiperpigmentacion 0,99*
Cuerpo hinchado 0,41 0,008

Prevalencia: N° de individuos con anormales por sitio /N° total de individuos por sitio. ** Diferencias
significativas en la prevalencia de las anormalidades.

Figura 4.3. Anormalidades externas detectadas en larvas de Boana pulchella. A- Curvatura de la
cola- B- Hiperpigmentacion - C Flexion de la cola- D Edema e intestino reducido- E- Intestino
desplazado dorsalmente- F- Boca deforme.

La prevalencia de individuos anormales de Rhinella arenarum presentes en la totalidad de
los sitios fue de 43,2 %, es decir que un total de 718 individuos de esta especie presentaron
anormalidades externas.

Para esta especie, en los sitios de referencia la prevalencia de individuos anormales fue de
1,4% este porcentaje se encuentra por debajo de los niveles basales propuestos por Read
(1997). A excepcion de los sitios 21 y 27 en los cuales no se registro la presencia de
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anormalidades en el resto de los sitios de estudio las prevalencias de individuos anormales
excedieron ampliamente los niveles basales estos fueron: Sitio 24 (63,5%), Sitio 25 (9,5%),
Sitio 19 (34,2%).

Se identificaron 5 tipos de anormalidades las cuales se hallaron en la siguiente cantidad de
individuos con sus respectivas prevalencias, en orden decreciente: Hinchazén abdominal
(664 individuos: 35,8%), Flexiones de la cola (324 individuos: 19,4%), Falta de
Queratodontes (21 individuos: 13,7%), Intestinos desplazados (4 individuo: 0,023%),
miembros anormales (2 individuos: 0,1 %).

El andlisis para detectar diferencias significativas en la presencia de los diferentes tipos de
anormalidades entre los sitios permiti6 identificar en el sitio 19 de la problematica industrial
una frecuencia de ocurrencia de individuos con ausencia de queratodontes significativamente
mayor a la registrada para las larvas provenientes de los sitios de referencia (H [5,1682]
39,67, p<0,001). Ademas de esta anormalidad, en este sitio se detectaron tres individuos con
flexiones en la cola (4,2 %), dos individuos con anormalidades en los miembros (2%)y un
individuo con intestinos desplazados (1,4%) (Figura 4.4). En los sitios 24 y 25 de la
problemadtica agricola se identifico una frecuencia de ocurrencia de individuos con flexiones
de cola e hinchazén abdominal significativamente mayor a la registrada para las larvas
provenientes de los sitios de referencia [H (5,1682) 13,92, p<0,001], [H (5,1682) 13,86,
p<0,001].

Para el resto de los sitios estudiados, los resultados de los analisis estadisticos no mostraron
diferencias significativas en la ocurrencia de anormalidades con respecto del sitio de
referencia. En la Tabla 4.4 se muestran las prevalencias de cada tipo de anormalidad
registradas en cada sitio. En la Figura 4.4 se pueden observar las anormalidades detectadas.

Tabla 4.4- Prevalencias de cada tipo de anormalidad registrada para R.arenarum, pertenecientes a
los sitios de estudio. *

Referencia  Agricola  Industrial

Anormalidades 1 24 25 19
Ausencia de 0.014 027+
Queratodontes
Flexion de la cola 0,29* 0,053* 0,04
Intestino desplazado 0,014
Hinchazon abdominal 0,63* 0,052*
Miembros deformes 0,024

*+ Diferencias significativas en la prevalencia de cada anormalidad.
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Figura 4.4. Anormalidades externas detectadas en larvas de Rhinella arenarum. A- Flexion de la
cola- B- Intestino desplazado- C Miembro posterior derecho anormal- D Miembro anterior
izquierdo anormal- E- Ausencia de queratodontes.

A partir del hallazgo de las altas ocurrencias de individuos anormales presentes en los sitios
24 y 25 de la problematica agricola se decidio a profundizar el estudio de esta anormalidad
mediante diseccidn y estudios histopatologicos.

El evento particular que dio como consecuencia una alta presencia de anormalidades se
repitid en dos afios consecutivos. Durante la prospeccion del sitio (y a simple vista) se
observo la presencia de una gran cantidad de embriones y larvas dispuestos sobre la
superficie del agua, los mismos presentaban un comportamiento anormal y llamativo, y
aparentemente a primera vista presentaban anormalidades morfologicas.

Los resultados del analisis de anormalidades mostraron que del total de los individuos
analizados 321 presentaron severa flexion lateral de la cola (21%) y 654 individuos
presentaron la region abdominal con diferentes grados de hinchazén (43%) (Figura 4.5). La
hinchazoén del cuerpo provocaba que las larvas flotaran, y no pudieran sumergirse ni nadar
normalmente.

La observacion bajo microscopio estereoscopico permitio identificar diferentes grados de
severidad de la anormalidad registrada como hinchazén abdominal. Estos grados de
severidad permitieron describir de manera progresiva la expresion del efecto, desde sus
etapas iniciales hasta su estadio final establecido como la muerte de los individuos.

El nimero de individuos que presentaron los diferentes estados de la anormalidad hinchazon
abdominal y sus respectivos porcentajes fueron: 1- 143 individuos (21,5%) 2- 43 Individuos
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(6,47%), 3- 113 individuos (17.02%), 4- 168 individuos (25.30%), 5-197 individuos
(29.66%).

Figura4.5- Anormalidades presentes en larvas de Rhinella arenarum.. - 0- Larva Normal. 1-
Individuo con grado de severidad 1; 2- Individuo con grado de severidad 2; 3- Individuo con grado
de severidad 3; 4 Individuo con grado de severidad 4; 5- Individuo con grado de severidad 5.

Asociado con la relevancia del hallazgo se decidi6 profundizar el estudio de esta anormalidad
mediante diseccidn y estudios histopatologicos.

El anélisis anatdmico e histopatologico de las anormalidades de las larvas con hinchazén
abdominal aporté evidencias que sustentan la hipdtesis de la progresion de efectos que
comienza con un efecto a nivel de la natacion y terminan con lesiones graves, significativas
y desencadenan en la muerte de los individuos. En la Figura 4.6 se muestran los intestinos de
los individuos en las diferentes etapas progresivas de la anormalidad y los cortes histologicos
asociados y en la Figura 4.7 se muestra los cortes histologicos a mayor aumento.

Los resultados fueron clasificados en 5 categorias a saber:

0- Individuos normales sin hinchazén abdominal. Intestino con estructura en espiral, tamano
y disposicion normal. El corte histologico muestra estructuras normales.

1-Individuos con una leve hinchazoén abdominal. Intestino con estructura en espiral normal,
con asas intestinales engrosadas. El corte histologico muestra que los drganos se mantienen
en una posiciéon normal, aunque se hace evidente un leve agrandamiento de las asas
intestinales y del estdbmago con algo de contenido en ambos 6rganos.

2-Individuos con una moderada hinchazén en el lado derecho de la region abdominal con
contenido que desplaza al intestino. Intestino con una leve deformacion de la estructura en
espiral y asas engrosadas. El corte histologico muestra la pared del tubo digestivo
hipertrofiada con una intensa hemorragia en el estdmago y en algunas asas intestinales, hay
desplazamiento de estas ultimas, haciendo que el corte transversal del cuerpo se vea oval.
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3-Individuos con hinchazon abdominal moderada que desplaza a las asas intestinales hacia
un flanco. Intestino con leve deformacién de estructura en espiral y desplazadas, asas
intestinales engrosadas. En el corte histoldgico no se diferencia estdmago de intestino debido
a que la pared del tubo digestivo se adelgaza y se pierden las vellosidades y pliegues
caracteristicos de cada 6rgano. Todo el tubo digestivo estéd repleto de comida.

4-Individuos con hinchazén abdominal severa que desplaza a las asas. El intestino pierde la
estructura en espiral y presenta asas engrosadas. En el corte histologico se observan las
mismas caracteristicas que las descriptas para el grado 3 sumado a la observacion de un
espacio que queda entre las asas y la pared del cuerpo.

5-Individuos con hinchazén abdominal severa que lleva a la ruptura de las paredes
intestinales, perdida de la estructura en espiral del intestino. Se observa ademas contenido
digestivo dentro de la cavidad. En el corte histoldgico se observa una pérdida total de la
arquitectura de los organos, con ruptura de las paredes del tubo digestivo con una gran
descamacion celular.

Figura 4.5- Intestinos y cortes histologicos de las anormalidades presentes en larvas de Rhinella
arenarum. Enumeradas segun el grado de severidad de la anormalidad.
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Figura 4.6- Cortes histologicos de las anormalidades presentes en larvas de Rhinella arenarum. A-
Intestino normal. B- Intestino con anormalidad de grado 2: Intensa hemorragia en el estdmago y en
algunas asas intestinales. C- Intestino con anormalidad de grado 3/4 con un adelgazamiento de la
pared intestinal. D- Intestino con anormalidad de grado 5 con ruptura de las paredes del tubo
digestivo, descamacion celular y hemorragia.

Estos resultados permitieron evidenciar que, en los sitios pertenecientes a la problematica
agricola, ocurren episodios de contaminacion aguda, los cuales provocan efectos
devastadores que no solo provocan anormalidades en las larvas, sino que posteriormente
devienen en la muerte de los individuos. Ademas, las frecuencias de ocurrencia de estas
anormalidades fueron altisimas lo cual tiene implicancias a nivel poblacional, si
consideramos que R. arenarum se reproduce solo una vez al afio y que luego de un evento
reproductivo exitoso las larvas no sobreviven, los efectos se veran reflejados en las
poblaciones que se reproducen en ese lugar.

La prevalencia de individuos con parasitos en la piel, tanto del cuerpo como de la cola de los
individuos de ambas especies en los sitios de referencia fueron del 0,01% para R. arenarum
y del 3% para Boana pulchella (Figura 4.8 A y B). En lo que respecta a los sitios
contaminados ambas especies la prevalencia de individuos con parésitos externos fueron
similares a las registradas para los sitios de referencia no encontrandose diferencias
significativas.
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Figura 4.8. Parasitos externos e internos. A-B En Boana pulchella . C-D En Rhinella arenarunm

Los resultados de los analisis del indice hepatosomatico evidenciaron que las larvas de Boana
puchella provenientes de la problematica agricola (sitio 8) y de la problematica industrial
(sitio 28) presentaban un indice hepatosomatico significativamente mayor que las larvas de
los sitios de referencia [F (7, 90) =8,5034, p<0,001]. Por otro lado, las larvas de Rhinella
arenarun no presentaron diferencias significativas en el indice hepatosomatico al comparar
los diferentes sitios con el sitio de referencia.

En los sitios de referencia la prevalencia de individuos con anormalidades internas fue de
10% (1 individuo) para B. pulchella y del 90% (10 individuos) para las larvas de R. arenarum.

Las anormalidades internas encontradas y consideradas como relevantes ocurrieron en los
siguientes Organos:

Vesiculas biliares: Estas presentaban contenido interno en forma de granulos dispersos de
variados tamanos, en algunos casos se observd ademas variaciones en la coloracion de la
bilis que podia variar de amarillo a verdoso.

Higado: Estos presentaban puntos negros de tamafio similar dispersos uniformemente.
Pulmoén: Se observo un menor desarrollo (hipotrofia) de uno de los pulmones.

Rifion: Se observaron dos tipos de anormalidades: 1-presencia de una coloracion rojiza en el
centro del rifidn que irradia hacia el extremo considerado una hemorragia. 2-presencia de
edema en la region anterior del rifion izquierdo.

Cuerpos grasos: Los cuales presentaban una coloracion blanquecina (Hipo pigmentacion).

En cuanto a la ocurrencia de anormalidades detectadas para la totalidad de los individuos
analizados, para la especie Boana pulchella se identificaron 25 individuos anormales (27%).

Estas anormalidades fueron detectadas en los siguientes organos y con las siguientes
prevalencias: vesiculas biliares (11 individuos: 12,2%), higado (3 individuos: 3,3%), pulmon
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(4 individuos: 4,4%), Rifion (1 individuo: 1,1%) y cuerpos grasos (10 individuos: 11,1%).
(Figura 4.9).

Al analizar la presencia de anormalidades internas en funcion de los sitios estudiados se pudo
determinar que las larvas del sitio 7 correspondiente a la problemadtica agricola presentaron
una frecuencia significativamente mayor de vesiculas con contenido interno [H (7, 94) =
40,78950 p <0,005) y las larvas del sitio 28 correspondiente a la problematica industrial
presentaron frecuencias significativamente mayores de cuerpos grasos hipopigmentados e
higados con puntos negros [H (7,94) =93,0 p <0,001] ; [(7, 94) =25,75 p =,0006].

Si bien las frecuencias de ocurrencia para el resto de las anormalidades no presentaron
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico respecto del sitio de referencia
se presentan a continuacion los registros de las anormalidades consideradas relevantes para
este estudio: En el sitio 28 (industrial) se detectd un individuo (10%) con hemorragia en el
rifion y en los sitios 4 y 8 (agricola) se encontraron 4 individuos con pulmones menos
desarrollados (40%). Dichas evidencias son relevantes desde el punto de vista biologico, ya
que son anormalidades graves que pueden devenir en la muerte de los individuos, lo que hace
que el hallazgo de un numero significativo de individuos con estas anormalidades resulte
dificultoso. En la Tabla 4.5 se presentan las prevalencias para cada una de las anormalidades
registradas.

Tabla 4.5- Prevalencias de cada tipo de anormalidad registradas en los 6érganos internos para
B.pulchella pertenecientes a los sitios de estudio. *

Referencia Agricola Industrial
Anormalidades 3 4 7 8 9 28
Vesicula biliar 0,1 0,3 0,5% 0,1
Higado 0,5%
Pulmén 0,2 0,2
Cuerpos grasos 0,9%

** Diferencias significativas en la prevalencia de cada anormalidad.
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Figura 4.9 Anormalidades internas presentes en larvas de Boana pulchella. A- Vesiculas biliares con
contenido. B Cuerpos grasos hipopigmentados (derecha) y normales (izquierda)- C Higado con
puntos negros- D Rifién con hemorragia- E pulmén derecho menos desarrollado.

En cuanto a la ocurrencia de anormalidades internas detectadas para la totalidad de los
individuos analizados, para la especie Rhinella arenarum se identificaron 25 individuos
anormales (52%).

Estas anormalidades fueron detectadas en los siguientes organos y con las siguientes
prevalencias: vesiculas biliares (13 individuos: 26%), rifiones (3 individuos: 3%) e higado (2
individuos: 4%) (Figura 4.10).

Al analizar la presencia de anormalidades internas en funcion de los sitios estudiados se pudo
determinar que las larvas del sitio 2 de referencia presentaron una frecuencia
significativamente mayor de vesiculas biliares con contenido [H (4,50) =86,0 p <0,001].

Si bien las frecuencias de ocurrencia para el resto de las anormalidades no presentaron
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico respecto del sitio de referencia
se presentan a continuacion los registros de las anormalidades consideradas relevantes para
este estudio: En el sitio 25 (agricola) se identificaron dos individuos con puntos negros en el
higado (20%) y un individuo con edemas en el rifion (10%), dichas anormalidades se
consideran bioldgicamente importantes ya que pueden devenir en la muerte de los individuos
En la Tabla 4.6 se presentan las prevalencias de estas anormalidades.
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Tabla 4.6- Prevalencias de cada tipo de anormalidad registradas en los 6rganos internos para R.
arenarum pertenecientes a los sitios de estudio. *

Referencia Agricola Industrial
Anormalidades 1 24 25 19
Vesicula biliar 0,9% 0,1 - 0,2
Higado 0,1 0,1 -
Rifién - 0,1 0,1 -

*x Diferencias significativas en la prevalencia de cada anormalidad

Figura 4.10. Anormalidades internas presentes en larvas de Rhinella arenarum. A Higado con puntos negros-
.B- Rifién con edema C- Vesiculas biliares con contenido.

Las prevalencias de individuos con parasitos internos para ambas especies en los sitios de
referencia fueron del 0% para R. arenarum y del 30% para B. pulchella.

En B. pulchella el 28, 88% del total de los individuos diseccionados presentaron parasitos.
La frecuencia de parasitos fue significativamente mayor en los individuos de la problematica
industrial (sitio 28) [H (7,94) = 40,74 p< 0,05]. En el caso de las larvas de R. arenarum el
12% del total de los individuos diseccionados presentd parasitos, pero estos valores no
resultaron ser significativos para ningun sitio en particular (Figura 4.6).

Los resultados relacionados con la anatomia interna (musculatura y condrocraneo)
permitieron determinar que el desarrollo de los musculos del aparato mandibular y el
condrocraneo resultaron normales para los individuos analizados de ambas especies a
excepcion de un individuo de B. pulchella proveniente del sitio 4 de la problemaética agricola,
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el cual presentd6 un musculo extra entre los musculos Intermandibularis posterior,
Interhyoideus, Hyoangularis y Geniohyoideus (Figura 4.9).

Figura 4.11- Musculos mandibulares- A- vista ventral normal. B- Vista ventral con presencia de
musculo extra (flecha) C- Vista lateral con presencia de muasculo extra (flecha).

4.3.4 Integracion e Inferencia de la calidad ambiental

El resultado del analisis de las larvas provenientes de los sitios de estudio permitio detectar
alteraciones significativas y relevantes en 7 de los sitios estudiados, de los cuales 5
corresponden a la problematica agricola y 2 a la problematica industrial.

Mediante el analisis de la morfologia externa de las larvas de campo se logro evidenciar
efectos en el crecimiento, frecuencias significativamente altas de individuos anormales, asi
como también de presencia de parasitos. Por otro lado, el analisis de la morfologia interna
permitié detectar anormalidades en los 6rganos internos de las larvas y profundizar en la
descripcion de algunas de las anormalidades externas.

En cuanto a las zonas de estudio, el sitio 28 de la problematica industrial present6 larvas con
prevalencias significativas de anormalidades tanto externas como internas y presencia de
parasitos internos, ademas de presentar mayor indice hepatosomatico. Al comprar estos
resultados con los obtenidos mediante los bioensayos con sedimento podemos observar que,
tal como se explicd al comienzo del capitulo, en solo dos de los sitios pertenecientes a esta
problematica se pudieron hallar larvas de las especies de estudio, estos resultados se
corresponden con los altos porcentajes de mortalidad observados en los bioensayos. Por otro
lado, las anormalidades halladas en las larvas de este sitio fueron detectadas en los bioensayos
con sedimentos, en particular la ausencia de pico corneo resulto significativa en varios
bioensayos, asi como también en las larvas de campo, esto sumado a las anormalidades
internas detectadas, a la presencia de un indice hepatosomatico mayor y la presencia de
parasitos detectadas en esta larvas puede dar indicios de que las poblaciones de anuros de
este sitio se encuentran en peligro y que posiblemente este sitio deje ser un sitio reproductivo
al igual que lo observado para el resto de los sitios seleccionados para esta problematica.
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En los sitios 24 y 25 de la problematica agricola se detectaron larvas con inhibicion del
crecimiento, anormalidades internas y gran cantidad de anormalidades externas. Por otro
lado, en el sitio 8 de esta misma problematica se encontraron larvas con inhibicion del
crecimiento y mayor indice hepatosomatico. Al comprar estos resultados con los obtenidos
mediante los bioensayos con sedimento podemos observar que los porcentajes de mortalidad
de las larvas expuestas a sedimentos de estos sitios estuvieron alrededor del 60% y en el
campo las larvas fueron halladas en la mayoria de los sitios correspondientes de esta
problematica. Por otro lado, a pesar de que las especies de estudio utilizan estos sitios como
sitios reproductivos pudimos observar alteraciones en las larvas de ambas especies. La
inhibicion del crecimiento observada en larvas de campo para ambas especies, también fue
evidenciada en los bioensayos con sedimentos de estos sitos, y en particular los efectos se
vieron en larvas en estadio 25/27. Las presencias de anormalidades externas halladas en
larvas de campo también se registraron en las larvas expuestas, en particular la presencia de
individuos con cuerpos hinchados fue registrada solo para esta problematica tanto en larvas
de campo como en las expuestas. Cabe resaltar que en estos sitios se evidenciaron episodios
de contaminacion aguda, con presencia de un gran nimero de larvas anormales, y como se
indico oportunamente este tipo de eventos que provocan altas anormalidades y muerte a las
larvas tiene consecuencias a nivel poblacional, en los anuros que se reproducen en ese lugar.

4.3.5 Nomenclatura unificada de Anormalidades

A partir de la informacion obtenida de las anormalidades registradas en los ensayos con
sedimentos (Capitulo 3) y las anormalidades detectadas en el campo, se presenta una
propuesta de nomenclatura unificada acompafiada de una descripcion de las anormalidades
registradas, ponderando su importancia y relevancia al momento de evaluar factores de estrés
(en particular contaminantes ambientales) sobre larvas con la correspondiente justificacion
de exclusion para aquellas que no consideramos relevantes en un contexto ecotoxicologico.

-Flexion de la cola: Es una pronunciada flexion que se genera desde la base de la cola
desplazando la misma respecto al plano sagital de su eje,
tanto hacia los laterales como en sentido dorsal-ventral. Esta
anormalidad fue descripta por Bantle (1996): “severe lateral
flexure of the tail and dorsal flexure of the tail”. Se trata de
una anormalidad severa que estd frecuentemente asociada
con anormalidades en el desarrollo de la notocorda o “giro
notocordal” inducido por LATHYOGENS (componentes que
alteran el desarrollo normal en tejidos conectivo, cartilago y
hueso). Esta anormalidad provoca en las larvas problemas en
la natacion que le impiden desplazarse normalmente, es muy
probable que en la naturaleza las larvas que sufren esta anormalidad sean mas susceptibles a
ser atacadas por depredadores. En el desarrollo del presente trabajo de tesis se ha observado
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que, luego de la metamorfosis los individuos que presentaban este tipo de anormalidad
pueden tener desviaciones de la columna a nivel del urostilo (escoliosis) y dependiendo del
grado de desviacion, los individuos pueden desplazarse normalmente o con una minima
dificultad. Al analizar las anormalidades provocadas por exposicion a contaminantes
(Capitulo 2) se asocio esta anormalidad con la exposicion a Glifosato y Cobre, por otro lado
al evaluar la toxicidad de sedimentos provenientes de sitios con diferentes usos del suelo
(Capitulo 3) se observo que esta anormalidad ocurre con frecuencias significativas en larvas
expuestas a muestras de las problematicas agricolas, urbanas e industriales, por ultimo al
evaluar la presencia de esta anormalidad en larvas provenientes de los sitios estudiados
(Capitulo 4) se determind la presencia de la misma en larvas provenientes de las
problematicas agricolas e industrial. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicologica
consultada, esta anormalidad fue reportada por numerosos trabajos realizados en laboratorio
mediante la exposicion de larvas o embriones a metales (Chen, Gross, & Karasov, 2006; Luo,
Plowman, Hopfer, & Sunderman, 1993; Unrine & Jagoe, 2004), Plaguicidas (Agostini,
Natale, & Ronco, 2010; Allran & Karasov, 2000; Aronzon, Marino, Ronco, & Pérez Coll,
2014; Aronzon, Sandoval, Herkovits, & Pérez-Coll, 2011; Brunelli ez al., 2009; Cooke, 1972,
1981; Devi & Gupta, 2013;. Harris, Chora, Bishop, & Bogart, 2000; Harris, Bishop, Struger,
Ripley, & Bogart, 1998; Lascano, Sotomayor, Ferrari, & Venturino, 2009; Liendro, Ferrari,
Mardirosian, Lascano, & Venturino, 2015; Natale et al., 2018; Osano, Admiraal, & Otieno,
2002; Ruiz de Arcaute, Salgado Costa, Demetrio, Natale, & Ronco, 2012; Sansifiena et al.,
2018; Svartz, Herkovits, & Pérez-Coll, 2012; Svartz & Pérez-Coll, 2013; Svartz, Wolkowicz,
& Coll, 2014), fluoruro (Zhang et al., 2018), radiacion Uv (Romansic, Waggener, Bancroft,
& Blaustein, 2009) y epiclorhidrina (Wolkowicz, Aronzon, & Perez-Coll, 2013). Esta
anormalidad no fue reportada en trabajos a campo.

-Curvatura de la cola: A diferencia de la flexion, la curvatura es una desviacion curva de la
cola que se genera en direccion lateral o dorso- ventral de manera
mas pronunciada en la region central de la cola. Esta anormalidad
puede deberse a un defecto en la somitogénesis (particion del
mesodermo presomitico en somitos, que experimentan una rotacion
de 90 °) o larotacioén incompleta de somitas (Severtsova et al., 2012).
Esta anormalidad provoca problemas en la natacion que, al igual que
la flexion, ponen en peligro la supervivencia de los individuos. En el
desarrollo de esta tesis se ha observado que durante la anestesia las
larvas adoptan posiciones de la cola (de forma curvada) que
prevalecen luego de la fijacion, por lo tanto, esta posicion puede ser confundida con la
anormalidad de curvatura de la cola. Para realizar un buen diagnostico se recomienda evaluar
la posicion de la cola, asi como la natacion de los individuos previamente a la anestesia. Al
analizar las anormalidades provocadas por exposicion a contaminantes (Capitulo 2) se asocio
esta anormalidad con la exposicion a Glifosato y, por otro lado, al evaluar la toxicidad de

sedimentos (Capitulo 3) y larvas provenientes de los sitios estudiados (Capitulo 4) no se
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detectaron larvas con este tipo de anormalidad que pudieran ser adjudicadas a las
problematicas estudiadas. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicologica consultada,
esta anormalidad fue reportada en estudios de laboratorio mediante la exposicion de larvas a
metales (Abbasi & Soni, 1984; Aguillon-Gutiérrez & Ramirez-Bautista, 2015; Park, Song,
Kim, & Gye, 2017; Plowman, Grbac-lvankovic, Martin, Hopfer, & Sunderman Jr, 1994;
Quintero & De Dulce, 1996; Severtsova et al., 2012) y Plaguicidas (Cooke, 1972, 1981;
Lajmanovich, Sandoval, & Peltzer, 2003; Lenkowski, Reed, Deininger, & McLaughlin,
2008; Mussi & Calcaterra, 2010; Quintaneiro, Soares, & Monteiro, 2018; Sotomayor,
Lascano, de D'Angelo, & Venturino, 2012; Svartz et al., 2012; G. Svartz, Aronzon, &Perez-
Coll, 2016). Esta anormalidad no fue reportada en trabajos a campo.

-Ondulaciéon de la cola: Es una ondulacion del eje axial de la cola, la cual puede darse
dorsoventralmente o lateralmente. El numero de
pliegues u ondulaciones puede variar. Esta
anormalidad fue descrita por Bantle (1996) como:

- ,—ﬁ* “Wavy Tail o Severe Wavy Tail”. Esta anormalidad,

- dependiendo del grado de ondulacion presentada en la

cola, puede provocar problemas en la natacion de los

individuos, haciéndolos més susceptibles a ser capturados por depredadores. El origen de
esta anormalidad no estd descripto. En el desarrollo de la tesis se han observado pocos
individuos que presentan este tipo de anormalidad por lo que no se ha podido asociar a ningtin
contaminante ni problematica evaluada. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicologica
consultada, esta anormalidad fue reportada en estudios de laboratorio mediante la exposicion
de larvas a metales (Haywood, Alexander, Byrne, & Cukrowska, 2004) y plaguicidas (Allran

& Karasov, 2000; Aronzon et al., 2014; Aronzon et al., 2011; Svartz et al., 2012). Ademas,

esta anormalidad fue reportada en un trabajo realizado en campo (Hopkins, Congdon, & Ray,
2000).

-Pliegue de la cola: Se da cuando la cola se doblada o pliega lateralmente formando un
angulo Esta anormalidad fue descrita por Cook (1972) como:

“Lateral kink at base of tail” Esta anormalidad dependiendo del

grado de pliegue puede preobocar alteraciones en la natacion y

consecuentemente en la busqueda de alimento. El origen de esta

~ anormalidad no esta descripto. En el desarrollo de la tesis se ha
observado pocos individuos que presentan este tipo de

anormalidad por lo que no se ha podido asociar a ningun

contaminante ni problematica evaluada. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicoldgica
consultada, esta anormalidad fue reportada en estudios de laboratorio mediante la exposicion
a plaguicidas (Cooke, 1972, 1981; Greulich & Pflugmacher, 2003; Liendro ef al., 2015). En
la bibliografia consultada, esta anormalidad fue denominada por otros autores como:
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curvatura, ondulacion y “Twist” (Aronzon et al., 2011; Hopkins et al., 2000; Liendro et al.,
2015).

-Cuerpo concavo ventralmente: El cuerpo de los individuos presenta una concavidad
ventral evidente, se observa la curvatura de la notocorda a
nivel del cuerpo. En la presente tesis se observo esta

s anormalidad en individuos que no ingerian alimento (a causa
P de los tratamientos) y su intestino experimentaba una
regresion en extremo causando el desplazamiento de las

paredes corporales y generando la forma tipica de las larvas

concavas ventralmente. Las larvas que presentan esta

anormalidad no se alimentan normalmente por lo que no sobreviven muchos dias en estas
condiciones. Al evaluar la toxicidad de sedimentos provenientes de sitios con diferentes usos
del suelo (Capitulo 3) se observo que esta anormalidad ocurre con frecuencias significativas
en larvas expuestas a muestras provenientes de las problematicas urbana y de descargas

cloacales. En la bibliografia consultada no se encontraron trabajos que reporten este tipo de
anormalidad.

-Cuerpo asimétrico: Desarrollo mayor o menor de alguna region del cuerpo que causa
asimetria y la pérdida de bilateralidad en el individuo afectado. Esta
anormalidad puede estar dada por alteraciones en la cascada de
expresion que establece el eje embrionario izquierdo- derecho. En las
larvas que presentaron este tipo de anormalidad no se observo ningin
comportamiento anormal, las mismas se desplazaban y alimentaba con

normalidad. Aun asi se desconoce si dichas larvas pueden llegar a
superar el climax metamorfico. En el desarrollo de la tesis se ha
observado pocos individuos que presentan este tipo de anormalidad
por lo que no se a podido asociar a ningin contaminante ni problematica evaluada. En lo que
respecta a la bibliografia ecotoxicologica consultada, esta anormalidad fue reportada por
(Rosenshield, Jofré, & Karasov, 1999) en larvas expuestas desde embriones a PCB.

-Intestino desplazado: Enrollamiento anormal de las asas del intestino que causa la
alteracion de la forma espiral tipica, ya sea por desplazamiento de
la posicion normal o por un mal enrollamiento. Esta anormalidad
fue descripta por Bantle (1996) como “Incomplete Coiling”. En un
estudio de manipulacion experimental de eventos embriologicos
tempranos demostraron que el agotamiento parcial del ARNm de
Pitx2¢ (factor de transcripcion homeobox que desempeia un
importante papel durante la morfogénesis embrionaria y en el

mantenimiento del musculo esquelético) en embriones de Xenopus
sp resulta en una alteracion tanto de la morfologia cardiaca como del enrollamiento intestinal.
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La gravedad de esta anormalidad depende del grado de desplazamiento y enrollamiento del
intestino. En este trabajo de tesis se han observado individuos con un grado de
desplazamiento menor, los cuales tenian comportamientos normales, asi como individuos
con desplazamientos graves de intestino que generalmente se asocié a una reduccion en el
tamafio del mismo. Al evaluar la toxicidad de sedimentos provenientes de sitios con
diferentes usos del suelo (Capitulo 3) se observo que esta anormalidad ocurre con frecuencias
significativas en larvas expuestas a muestras de las problematicas agricola, urbana e
industrial. Al evaluar la presencia de esta anormalidad en larvas provenientes de los sitios
estudiados (Capitulo 4) se determind su presencia en larvas provenientes de las problematicas
agricolas e industrial. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicoldgica consultada esta
anormalidad fue reportada en trabajos de laboratorio mediante la exposicion de larvas a
plaguicidas (Agostini et al., 2010; Aronzon et al., 2014; Lenkowski et al., 2008; Lenkowski,
Sanchez-Bravo, & McLaughlin, 2010; Moriyama et al., 2011; Sansifiena et al., 2018),
metales (Luo et al., 1993; Park et al., 2017). Ademas esta anormalidad fue reportada en
trabajos realizados en mesocosmos con exposicion a camas de pollo y sedimentos con
presencia de metales (Curi ef al., 2017; Peltzer et al., 2013).

-Intestino reducido: Intestino que presenta una longitud menor a la normal con la
consecuente disminucidon de la cantidad de asas enrolladas. Si
bien Batlle (1996) no define esta anormalidad con un nombre
particular, describe una anormalidad en el intestino semejante a
la descrita aqui. El origen de esta anormalidad no fue descripto.
Como se dijo en la descripcidn anterior, este tipo de anormalidad
se observo que ocurria junto con el desplazamiento del intestino.
Al analizar las anormalidades provocadas por exposicion a
contaminantes (Capitulo 2) se asoci6 esta anormalidad con la
exposicion a mercurio, por otro lado al evaluar la toxicidad de
sedimentos provenientes de sitios con diferentes usos del suelo
(Capitulo 3) se observo que esta anormalidad ocurre con frecuencias significativas en larvas
expuestas a muestras de la problematica urbanas. Por ltimo esta anormalidad fue observada
en individuos provenientes de los sitios de la problematica agricola. En lo que respecta a la

bibliografia ecotoxicolégica consultada, esta anormalidad fue reportada por trabajos
realizados en laboratorio mediante la exposicion de larvas a plaguicidas (Agostini et al.,
2010; Aronzon et al., 2014; Lajmanovich et al., 2003; Lenkowski et al., 2008; Lenkowski et
al., 2010; Moriyama et al., 2011; Natale et al., 2018).
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-Hipo o Hiperpigmentacion: Se trata de una alteracion en el patron normal de pigmentacion
que se puede manifestar tanto por exceso (hiper) o por carencia o
disminucion (hipo) en cualquier area de la superficie de la larva
(cuerpo, cola o piezas bucales). Esta anormalidad se produce cuando
se altera el numero de melanoforos, distribucion, tamafio o
contraccion o sintesis de melanina (Pandey & Tomar, 1985). Por
ejemplo, algunos insecticidas organofosforados pueden provocar la
liberacion de la hormona hipofisaria estimulante de melanocitos, lo
que produce un oscurecimiento en dosis bajas, pero aligeramiento a
dosis altas (Tomar & Pandey, 1988). Durante el desarrollo del presente trabajo de tesis se
han observado cambios en la coloraciéon en individuos luego de ser fijados, por lo que se debe
ser cuidadoso al clasificar esta anormalidad sélo en individuos vivos o bien preservados. Al
evaluar la toxicidad de sedimentos provenientes de sitios con diferentes usos del suelo

(Capitulo 3) se observd que la hipopigmentacion ocurre con frecuencias significativamente
altas en larvas expuestas a muestras de las problemadticas agricola y urbana. Por otro lado, se
observod hiperpigmentacion en larvas provenientes de un sitio de la problematica industrial.
En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicolégica consultada, alteraciones en la
pigmentacion del cuerpo fueron reportadas en trabajos de laboratorio mediante la exposicion
de larvas o embriones a plaguicidas (Brunelli et al., 2009; Cooke, 1972; Moriyama et al.,
2011; Plowman et al., 1994; Sansifiena et al., 2018; G. Svartz, Meijide, & Coll, 2016),
metales (Abbasi & Soni, 1984; Aguillon-Gutiérrez & Ramirez-Bautista, 2015; Calevro,
Campani, Ragghianti, Bucci, & Mancino, 1998; Luo ef al., 1993), y nonilfenol (Park et al.,
2017). Ademas, se han reportado alteraciones de coloracion en larvas de campo (Severtsova
et al., 2012).

-Edemas: Es la presencia de exceso de liquido en intersticios tisulares, a nivel extracelular o
incluso intracavitario causando una hinchazén blanda tanto
generalizada (en todo el cuerpo) como localizada, sea en el
cuerpo o en la cola. La causa de esta anormalidad es un
desbalance homeostatico de los liquidos corporales que puede
ser causado por muchos estresores ambientales. En el desarrollo
de este trabajo de tesis se han observado individuos con edemas
pequefios en alguna region del cuerpo o la cola los cuales no
presentaron problemas en su supervivencia. También se han
observado individuos con edemas generales que presentaban
alteraciones en la natacion y supervivencia muy baja. Al analizar
las anormalidades provocadas por exposicion a contaminantes (Capitulo 2) se asocid esta
anormalidad con la exposicion a Glifosato y Clorpirifos. Por otro lado, al evaluar la toxicidad
de sedimentos (Capitulo 3) se observd que esta anormalidad ocurre con frecuencias
significativamente alta en larvas expuestas a muestras de las problematicas agricola, urbana

e industrial. Por Ultimo, al evaluar la presencia de esta anormalidad en larvas provenientes
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de los sitios estudiados (Capitulo 4) su presencia se determino en larvas provenientes de la
problematica agricola. En lo que respecta a la bibliografia ecotoxicologica consultada se van
a citar trabajos que utilizan el término edema, pero cabe aclarar que muchas veces es dificil
discernir entre edema (acumulacién intracelular de fluidos) e hinchazon del cuerpo por aire
debido a que no se detalla en los trabajos. La presencia de individuos con edemas fue
reportada para varios trabajos en laboratorio mediante la exposicion de larvas a plaguicidas
(Allran & Karasov, 2000; Aronzon et al., 2014; Aronzon et al., 2011; Bach, Marino, Natale,
& Somoza, 2018; Brunelli, Bernabo, Sperone, & Tripepi, 2010; Lajmanovich et al., 2003;
Lenkowski et al., 2008; Lenkowski et al., 2010; Liendro et al., 2015; Moriyama et al., 2011;
Mussi & Calcaterra, 2010; Sotomayor et al., 2012; Svartz et al., 2012;. Svartz, Meijide, et
al., 2016;Svartz, Aronzon, & Perez Coll, 2016; Svartz & Pérez-Coll, 2013; Svartz et al.,
2014), metales (Calevro et al., 1998; Haywood et al., 2004; Krishnamurthy & Smith, 2011;
Luo et al., 1993; Quintero & De Dulce, 1996) y otros (Park, Kang, & Gye, 2010; Romansic
et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Stebler, Burks, Bantle, & Dawson, 1988; Wolkowicz ef al.,
2013; Zhang et al., 2018)

-Hinchazoén corporal: Se manifiesta como un cuerpo hipergloboso e inflado a causa de la
acumulacion de aire tanto en toda la cavidad del cuerpo
(aspecto de globo) asi como en areas del cuerpo mas
restringidas. A diferencia de la presencia de edemas, esta
anormalidad provoca que las larvas floten en la superficie y no
puedan nadar sumergidas como lo hacen normalmente. Al
evaluar la toxicidad de sedimentos (Capitulo 3) y la presencia

de larvas anormales en los sitios de estudio se observo que esta

anormalidad ocurre con frecuencia en larvas de la
problematica agricola. Los trabajos que reportan anormalidades de anfibios no diferencian
entre edema (acumulacion intracelular de fluidos) e hinchazén del cuerpo por aire, lo que
impidié determinar la causa. Solo se detalla acumulacion de gas en los trabajos de
(Lajmanovich, Peltzer, Attademo, Cabagna-Zenklusen, & Junges, 2012), (Natale ez al., 2018)
y Sansifiena et al. (2018).

-Ausencia de Queratodontes: Es la pérdida o falta de queratodontes que puede manifestarse
tanto en una fila entera, asi como en varios queratodontes
de una o mas filas en particular. Esta ausencia podria estar

“?'m-- influenciada por elementos ingeridos. Ademads, esta
‘g- anormalidad fue asociada con infecciones del hongo B.
% dendrobatidis (Drake, Altig, Grace, & Walls, 2007;

. j Kadekaru & Une, 2018). En la presente tesis se observaron

o individuos con falta de varios queratodontes en una o mas

filas los que no presentaron dificultad para alimentarse. Pero también se observaron
individuos con falta total de queratodontes, los cuales tenian alteraciones en el intestino,
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menor tamafio corporal y alteraciones en la alimentacion normal. Al analizar las
anormalidades provocadas por exposiciéon a contaminantes (Capitulo 2) se asocid esta
anormalidad con la exposicion a Glifosato y Cromo. Por otro lado, al evaluar la toxicidad de
sedimentos (Capitulo 3) se observd que esta anormalidad ocurre con frecuencias
significativamente altas en larvas expuestas a muestras de las problemadticas agricolas,
urbanas e industriales. Por ultimo al evaluar la presencia de esta anormalidad en larvas
provenientes de los sitios estudiados (Capitulo 4) se determind la presencia de la misma en
larvas provenientes de las problematicas agricola e industrial. En lo que respecta a la
bibliografia ecotoxicologica consultada, esta anormalidad fue reportada por numerosos
trabajos realizados en laboratorio mediante la exposicion de larvas o embriones a plaguicidas
(Babini, Salas, de Lourdes Bionda, & Martino, 2015; Bach, Natale, Somoza, & Ronco, 2016;
Natale et al., 2018) y a metales (Rowe, Kinney, Fiori, & Congdon, 1996) . También fue
detectada en larvas de colecciones de museo (Medina, Ponssa, Guerra, & Ardoz, 2013) y en
campo (Rowe, Kinney, & Congdon, 1998).

-Disposicion anormal de queratodontes: Se manifiesta en filas de queratodontes que se
disponen anormalmente, de forma ondulada o de manera diferente al patron especifico
descrito para la especie (formula dentaria). Esta anormalidad al igual que la anterior puede
suceder por la ingesta de particulas fisicamente dafiinas o
por la accién de contaminantes y/o agentes patdégenos. Los
mecanismos de desarrollo y fisioldgicos que causan estas
deformidades son actualmente desconocidos. Dependiendo
del grado de alteracion en la disposicion de los
queratodontes, las larvas tendran o no problemas para
alimentarse. En los casos en que la disposicion de los
queratodontes se vea muy alterada los renacuajos no se
alimentaran correctamente y presentaran problemas de
crecimiento y desarrollo (Venesky, Wassersug, & Parris, 2010). En el desarrollo de la
presente tesis se observaron pocos individuos con este tipo de anormalidad por lo que no se
la pudo asociar a ningiin contaminante ni problematica evaluada. Si bien las anormalidades
orales ocurren naturalmente (Drake et al., 2007; Medina et al., 2013), también pueden ocurrir

en respuesta a diferentes estresores ambientales, por ejemplo metales (Rowe et al., 1996),
plaguicidas (Babini et al., 2015) y patogenos (Drake ef al., 2007; Kadekaru & Une, 2018).

- Ausencia de Pico cérneo: Se manifiesta como la pérdida o falta del pico corneo. Esta
anormalidad puede ser causada por un dafio mecanico por la
ingesta de particulas o por la accion de contaminantes y/o
patogenos, pero no se han estudiado los mecanismos que causan
esta deformidad. La ausencia de pico cérneo provoca que las
larvas no se alimenten correctamente y presenten problemas de
crecimiento y desarrollo. En la presente tesis se observo que esta
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anormalidad ocurre conjuntamente con la reduccion del intestino y en algunos casos con la
presencia de cuerpos ventralmente concavos. Al evaluar la toxicidad de sedimentos (Capitulo
3) se observo que esta anormalidad ocurre con frecuencias significativamente altas en larvas
expuestas a muestras de las problematicas urbana e industrial. La literatura consultada sobre
este tipo de anormalidad la asocian con el hongo patégeno Batrachochytrium dendrobatidis,
el cual infecta los tejidos queratinizados de las piezas bucales de las larvas y causas
deformidades o pérdida de dientes labiales y vainas de la mandibula ( Bach et al., 2016;
Fellers, Green, & Longcore, 2001; Marantelli, Berger, Speare, & Keegan, 2004).

4.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Desde hace mas de dos décadas se han publicado trabajos que evidencian una creciente
disminucion de las poblaciones de anfibios a nivel global (Collins et al., 2009; Houlahan et
al., 2000; Young et al., 2004). Entre las posibles causas propuestas se destacan la alteracion
del habitat por contaminacion quimica y biologica (Sparling, et al., 2010; Croteau, et al.,
2008; Blaustein, et al., 2011). Como se coment6 en la introduccion, la ecotoxicologia es una
ciencia de sintesis que estudia de manera holistica el origen, dindmica, transporte, destino, y
finalmente el efecto bioldgico de los contaminantes y por lo tanto brinda un contexto
apropiado para estudiar el efecto de contaminantes sobre especies de anuros.

Las investigaciones realizadas en ecotoxicologia en anuros, se basé principalmente en datos
provenientes de bioensayos de toxicidad de laboratorio, mientras que muy pocos estudios se
desarrollaron en condiciones naturales. Actualmente se busca realizar estudios que posean el
mayor realismo ecoldgico posible. Como parte del desarrollo del presente trabajo de tesis se
lograron elaborar una serie de elementos que permiten plantear la etapa final de esta
investigacion se elaboro6 una clasificacion de anormalidades, unificacion de la nomenclatura,
protocolo de bioensayo con sedimentos y la clasificacion de toxicidad y peligrosidad de los
sedimentos provenientes de los sitios estudiados, junto con la descripcion y diagnostico de la
calidad ambiental de dichos sitios. Por tal motivo en el presente trabajo de tesis se: evaltian
grupos de larvas provenientes de ecosistemas acuaticos afectados por distintos tipos de
actividades antropicas comparando dichos resultados con los observados en ensayos a
laboratorio.

Los estudios sobre larvas de B. pulchella y R. arenarum se llevaron a cabo en 16 sitios que
presentan distintos grados de actividad antrdpica, y en los cuales se identificé la presencia de
adultos y larvas de diferentes especies. Si bien en esta tesis no se realizd un estudio que
permita estimar parametros a nivel de poblacion y comunidad, los relevamientos permitieron
determinar la presencia de las especies de estudio en los diferentes sitios seleccionados (Ver
capitulo 1). La presencia de larvas en los sitios correspondientes a la zona urbana,
petroquimica y de desagiies cloacales, se detectd en muy pocos sitios. Si bien esto podria
deberse a algun factor de tipo historico no ponderado en este estudio, teniendo en
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consideracion las caracteristicas quimicas de los sitios estudiados (Capitulol) y los resultados
de los bioensayos (Capitulo 3), es muy probable que la ausencia de larvas de estas especies
en estos sitios se deba al alto grado de contaminacion en los mismos. Esta observacion,
ademas es coincidente con otros estudios que demuestran la existencia de diversos factores
de estrés presentes en el ambiente y que operan sobre los patrones de diversidad de las
especies de anuros (Agostini 2013; Peltzer et al 2008; Attademo et al., 2014; Natale et al
2018).

La interpretacion de los resultados obtenidos y su contextualizacion en el marco teorico
aqui expuesto, permiten concluir que la presencia/ausencia de larvas de diferentes
especies de anuros, brinda informacion sobre la calidad del ambiente.

Como ha sido indicado anteriormente la ocurrencia de mortalidad, inhibicion del crecimiento
y desarrollo y la alta prevalencia de anormalidades, en larvas de anuros que habitan charcas
pertenecientes a ecosistemas afectados por actividades antropicas, pueden estar directa o
indirectamente relacionadas con la exposicion a los contaminantes presentes en dichos
ecosistemas. En este trabajo de tesis se observo, que las larvas de ambas especies
provenientes de agroecosistemas presentaron un menor tamafio y peso corporal. Dichos
resultados son acordes con los obtenidos en los bioensayos de laboratorio (Capitulo 3), donde
se observo para ambas especies una inhibicion significativa del crecimiento al ser expuestos
desde EG8 y EG25. Segun la bibliografia consultada en estos sitios se ha reportado la
presencia de plaguicidas como Glifosato, Acido Aminometilfosfonico, Atrazina, Trifluralina,
Cipermetrina, Lamndacialotrina, Clorpirifos, Endosulfan, Acetaclor, Azoxystrobin,
Epoxiconazole (Agostini et al., 2013, Mac Louling et al., 2017 y Sansifiena et al., 2018)
dichos contaminantes han demostrado provocar similares efectos (Inhibicion en el
crecimiento) en ensayos de laboratorio (Brunelli ef al., 2009; Agostini et al., 2009;Svartz et
al 2016; Lenkowski ef al 2008 ), por lo tanto, este efecto puede ser claramente atribuido a la
presencia de plaguicidas en el ambiente.

La evaluacion de puntos finales subletales en larvas de anuros provenientes de
ecosistemas acuaticos naturales y antropizados, brinda informacion que permite inferir
la calidad del ambiente y el estado del ecosistema.

En cuanto a la presencia de individuos con anormalidades externas, en los sitios de referencia
la prevalencia estuvo por debajo del nivel base sugerido por Read (1997) para larvas de
anfibios, esto sumado a la ausencia de alteraciones observadas en las larvas expuestas a los
sedimentos de estos sitios y la informacion fisicoquimica obtenida de estos sitios indican que
resultan buenos sitios de referencia.

Por otro lado, la prevalencia de individuos con anormalidades externas en los sitios 4, 7, 24
y 25 de la problematica agricola y los sitios 28 y 19 de la problematica industrial fueron
significativamente mayores a las registrados en los sitios de referencia, y a los niveles basales
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sugeridos por Read (1997). Aun asi, al evaluar la prevalencia de los diferentes tipos de
anormalidades, en la mayor parte de los casos no resultaron significativas, a excepcion del
hallazgo de larvas anormales en el agroecosistema antes descripto, el que consideramos un
caso particular.

La baja frecuencia de ocurrencia en hallazgos con individuos anormales, puede deberse a que
las larvas que presentan anormalidades morfologicas poseen una baja probabilidad de
sobrevivir en ambientes naturales debido a diferentes causas: a) La gravedad o severidad de
la anormalidad provoca la muerte del individuo, como por ejemplo la presencia de edema
general (esta anormalidad fue observada en individuos expuestos en el ensayo crdénico
(Capitulo 3) y provocaron la muerte de los individuos a los tres dias de ser observadas); b)
La anormalidad provoca una disminucion en el fitness del individuo afectando la capacidad
de las larvas de escapar de depredadores, o alimentarse como sucede con las alteraciones en
la cola, la ausencia de queratodontes y picos corneos entre otras. Por lo tanto, el hallazgo en
el campo de larvas anormales es poco frecuente, pero posee gran relevancia ecologica, ya
que puede estar indicando la ocurrencia de un evento de contaminacién que haya afectado
parte de la poblacion.

El hallazgo en el campo de larvas anormales posee gran relevancia ecoldgica y es un
indicador de la ocurrencia previa de un evento de estrés sobre el ecosistema.

En los sitios afectados por las problematicas industrial y agricola la frecuencia de ocurrencia
de anormalidades resulto significativamente alta.

De los sitios seleccionados para la problematica industrial, solo en dos de ellos se hallo la
presencia de larvas, en estos sitios se hallaron individuos con Flexiones de la cola, Falta de
Queratodontes, Intestinos desplazados e Hiperpigmentacion, estos resultados son acordes a
los obtenidos en los bioensayos con sedimentos de estos sitios, donde se detectaron las
mismas anormalidades a excepcion de la hiperpigmentacion (Capitulo 3). Segun la
bibliografia consultada en la zona de la problematica industrial se han detectado altas
concentraciones de metales pesado como el Cobre, Zinc, Plomo y Mercurio, Hidrocarburos
totales y plaguicidas (DDT) (Colombo et al., 1990, Greenpeace 2000; Palermo et al., 2011 y
Ronco et al., 2008). En ensayos de laboratorio se ha demostrado que estos contaminantes
pueden provocar anormalidades en larvas de anuros. Por ejemplo, Unrine et al (2004)
reportaron la presencia de individuos con flexiones de la cola al administrarles mercurio en
la dieta. Por otro lado, Park et al (2017) informaron sobre la presencia de individuos con
flexiones de la cola y alteracion en el intestino cuando se los expuso como embriones a
diferentes concentraciones de Niquel. Alteraciones en el disco oral en larvas de anfibios
fueron reportadas por Rowe et a/ (1996) en un estudio a campo con cenizas de residuos con
metales. Si bien estas anormalidades también se han reportado en estudios de exposicion a
otros estresores (Babini ef a/ 2006, Lenkowski ef al/ 2008, Zhang et al 2018) y considerando
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la matriz ambiental a la cual estan expuestas estas larvas es probable que estas anormalidades
se deban a la presencia diferentes tipos de contaminantes en el ambiente.

En cinco de los siete sitios seleccionados para evaluar la problematica agricola se detectod la
presencia de larvas de las especies de estudio. En estos sitios se hallaron individuos con
Flexiones de la cola, Falta de queratodontes, Edemas y Cuerpos hinchados. Estos resultados
fueron acordes con los obtenidos en bioensayos con sedimentos de estos sitios. En particular
la presencia de individuos con cuerpos hinchados (con presencia de aire en el cuerpo) fue
registrada s6lo para esta problematica observandose tanto en individuos expuestos a
sedimentos como en individuos provenientes del campo. Al consultar la bibliografia sé6lo se
encontraron tres trabajos que reportan claramente esta anormalidad (ya que en la mayoria de
los trabajos no se hace una clara diferenciacion entre edema e hinchazon). En estos trabajos,
la presencia de individuos con cuerpos hinchados fue asociada con el uso de agroquimicos.
Lajmanovich et al (2012) reportan larvas de la especie Dendropsophus nanus que
presentaron esta anormalidad y, en este caso, los autores hablan de “Edemas abdominales” y
“Natacion inversa”. En la foto que presentan, las larvas se encuentran hinchadas y flotando
sobre la superficie del agua de igual manera a las registradas y numeradas como larvas
hinchadas en este trabajo de tesis. Natale et a/ (2018) reporto esta anormalidad en larvas de
B. pulchella expuestas a Aficida, en este caso los autores hablan de “Edemas”, pero al igual
que en el caso anterior la foto presentada en el trabajo y la descripcion de la anormalidad
indican que las larvas presentaba aire. Por ultimo Sansifiena et a/ (2018) reportan la presencia
de larvas de B. pulchella que al ser expuestas a sedimentos provenientes de agroecosistemas
presentaron esta anormalidad, llaméandola en este caso “presencia de aire subcutaneo”.
Considerando, que, hasta el momento, esta anormalidad ha sido relacionada solo con el uso
de Agroquimicos la ocurrencia de la misma puede que sea un efecto especifico de
determinados plaguicidas o los surfactantes empleados en sus formulaciones.

En el caso del hallazgo de gran cantidad de larvas de R. arenarum anormales en los sitios 24
y 25 de la problematica agricola, resulta importante destacar que las charcas reproductivas
donde ocurri6 este evento se localizan en medio del campo de cultivo, por lo tanto, pueden
recibir aplicaciones directas, que ocasionen eventos de toxicidad aguda.

Consideramos, por lo tanto, que la presencia de anormalidades detectadas se debe a
exposiciones de tipo agudo (altas concentraciones en cantidades suficientes). Para que ocurra
este tipo de eventos debe haber una coordinacién temporal y espacial de varios factores: 1)
Un evento de fumigacion que provoque la llegada de una cantidad suficiente de un
contaminante al cuerpo de agua como para alcanzar concentraciones que provoquen efectos
biologicos; 2) que las condiciones hidroldgicas y meteorologicas sean adecuadas para
permitir la reproduccion de la poblacion de la especie y, que ocurra la reproduccion de la
especie. Si consideramos que dichos eventos son de tipo agudo, y poseen un efecto letal sobre
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los individuos, la probabilidad de detectar estos eventos es baja por lo que la presencia del
investigador debe también ser oportuna.

La ocurrencia de eventos de exposicion aguda, causados por la llegada de una cantidad
elevada de contaminantes al ecosistema de manera abrupta, puede provocar dafios
significativos a nivel poblacional, mas aun si coincide con un evento reproductivo.

La regulacion de las actividades asociadas al manejo y aplicacion de plaguicidas, en
particular el control sobre el desarrollo de buenas practicas de dichas actividades
merece particular atencion.

La ocurrencia de anormalidades en 6rganos internos presento baja prevalencia.

Se hallaron individuos con presencia de cuerpos grasos hipopigmentados y puntos negros en
el higado, provenientes de la problematica industrial, en estos individuos también se observo
una marcada hiperpigmentacion externa lo cual puede indicar que estos individuos presentan
alteraciones en la distribucion o contraccion de la melanina (Pandey & Tomar 1985). Aun
asi, hacen faltan mas estudios para determinar si los puntos negros hallados en el higado
corresponden a concentracion de melanoforos o alguna otra patologia como ser la necrosis
del organo.

Por otro lado, en los sitios pertenecientes al agroecosistema y a uno de los sitios de referencia
se hallaron individuos con granulos en la vesicula biliar, estos granulos podrian ser calculos
de la vesicula formados por un aumento de colesterol o por disminucién de sales biliares y
lecitina, lo cual lleva una sobresaturacion y precipitacion del colesterol biliar, en forma de
cristales. Aun asi, hacen falta més estudios para determinar la composicion de los granulos
hallados.

El estudio en profundidad de las causas y etiologia de estas patologias y su asociacion con la
ocurrencia de anormalidades externas detectadas se continuara a nivel posdoctoral, donde se
realizaran estudios histopatoldgicos de las mismas.

Como ya se menciond anteriormente, los biomarcadores pueden ser evaluados a diferentes
niveles. Entre mas bajo sea el nivel de organizacion, el efecto podra ser identificado con
mayor anticipacion y se podran tomar las medidas preventivas y correctivas adecuadas para
evitar el problema. Lo contrario ocurre cuando el efecto se detecta en los mayores niveles de
organizacion, como por ejemplo efectos a nivel reproductivo o sobre la diversidad, los que
seran dificiles de remediar o directamente irreversibles.

Si bien en el desarrollo de la tesis no se realizd un estudio detallado de las poblaciones de
anuros a campo, mediante los relevamientos realizados tanto de adultos como de larvas, se
evidencio la ausencia de ambas especies de estudio en las zonas industrial, urbana y cloacal.
Dichas observaciones pueden estar indicando que estos sitios se encuentran contaminados a
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tal nivel que las poblaciones de anuros de la regidon ya no se reproducen en estos sitios. Por
otro lado, en aquellos sitios donde se determind la presencia de larvas, se lograron observar
efectos a nivel de organismo con prevalencias elevadas de individuos anormales e inhibicion
del crecimiento, lo que estaria demostrando que las poblaciones que habitan estos sitios estan
en riesgo provocado por la contaminacion.

Los resultados obtenidos en el Capitulo 3, en el cual se evaluo la toxicidad de los sedimentos
provenientes de los mismos sitios de estudio, mostraron los mismos resultados, es decir las
muestras de sedimentos provenientes de los sitios en los cuales no se detectd presencia de
larvas mediante el monitoreo, causaron alta mortalidad y efectos subletales, lo que demuestra
su toxicidad.

Por lo tanto, los estudios a campo y laboratorio deben ser empleados como estrategias
integradas para valorar los efectos adversos de los contaminantes sobre los anuros
autoctonos.
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CONSIDERACIONES FINALES Y CONCLUSIONES

Los resultados presentados en el capitulo 1, permiten concluir que los sitios de estudio
presentan caracteristicas especificas que permiten por un lado diferenciarlos entre
si, y, por otro lado, vincular dichas caracteristicas con las problematicas ambientales
evaluadas. Es decir, que la interpretacion conjunta de los resultados obtenidos a partir de
los relevamientos de los sitios y su caracterizacion fisicoquimica, mas la informacion
proveniente de las publicaciones preexistentes, aportaron informacion suficiente que
permitio caracterizar los sitios en funcidn del tipo de contaminacidon que estos presentan,
como consecuencia de las actividades que se desarrollan a su alrededor.

Los resultados del relevamiento de la anfibiofauna en los sitios de estudio permitieron
evidenciar la ausencia de algunas especies en los sitios mas afectados, en periodos en los
que se constato la actividad de estas especies en otros sitios del area de estudio. Si bien
sabemos que la estimacion de pardmetros a nivel comunidad (como ser la presencia-
ausencia de especies o la riqueza especifica) requieren la realizacion de estudios
detallados, y en particular durante periodos de tiempo prolongados, consideramos que los
resultados obtenidos en el contexto de la investigacion, brindan herramientas para
considerar a las especies: Scinax squalirostris; Scinax granulatus; Odontophrynus
americanus; Ceratophrys ornata y Leptodactylus gracilis, buenos candidatos para ser
utilizados como especies indicadoras de la calidad del ambiente, debido a su modo
de vida, la alta sensibilidad, y su ausencia en los sitios mas afectados.

Mediante estos relevamientos se corrobord la presencia y la ocurrencia de la reproduccion
de las especies de estudio (R. arenarum y B. pulchella) en al menos un sitio de cada
problematica evaluada. Los eventos reproductivos de estas especies ocurrieron de acuerdo
a lo esperado segin las condiciones meteorologicas presentadas en cada afio de
investigacion, y de manera simultanea en el 4rea de estudio, esto permitid planificar y
disefiar los muestreos que contemplan los periodos reproductivos de las especies
estudiadas.

A partir de la recoleccion de datos morfoldgicos vinculados al estado reproductivo de
hembras pertenecientes a una poblacion de B. pulchella presente en el sitio 3 (referencia),
junto con informacion previa generada por el grupo de trabajo, se logro establecer un
valor umbral de referencia que permitio distinguir hembras que se encontraban
reproductivamente maduras y en condiciones de oviponer, de las que no lo estaban de
manera precisa.

El mantenimiento en cautiverio de adultos de B. pulchella en las condiciones establecidas
fue exitosa, lo que se reflejo en el aumento del indice de condicidon corporal de los
individuos a lo largo del periodo estudiado. Los resultados de las pruebas de induccion
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artificial aportaron evidencias sobre su factibilidad y posible aplicacion en esta
especie.

Por lo tanto, se puede concluir que el uso del indice de condicién corporal, junto con
la informacion proveniente de monitoreos de poblaciones durante la época
reproductiva, resulta una herramienta eficaz para distinguir hembras en estado
reproductivo optimo que permita la induccion artificial de la reproduccion por el
método AMPHIPLEX de manera exitosa.

El método de induccion artificial de la reproduccion AMPHIPLEX funciona en la
especie B. pulchella. Este resultado posee gran relevancia debido a que permite
considerar a esta especie como modelo de estudio, ya que segun estudios previos la
especie se puede mantener en condiciones controladas de laboratorio, sin inconvenientes
durante todas las etapas de su ciclo de vida (larvas, juveniles y adultos).

Los datos obtenidos de relevamientos en campo, y del mantenimiento de larvas en
laboratorio presentados en el Capitulo 2 permiten concluir que los embriones y larvas de
B. pulchella y R. arenarum resultan adecuadas para emplear como organismos
prueba en la realizacion de experimentos en condiciones de laboratorio, asi como
también en el desarrollo de bioensayos de toxicidad aguda con sedimentos
completos.

En particular la informacion obtenida producto del mantenimiento de las larvas en
laboratorio y su posterior descripcion morfologica permitié generar informacion de base
sobre aspectos fisiologicos y morfoldgicos de las larvas de ambas especies estudiadas. El
analisis estadistico de esta informacion permitio establecer valores normales de referencia
en cuanto a su morfologia, tasas de crecimiento, desarrollo y supervivencia, las que
resultaron acordes a las reportadas para estas especies en estudios de laboratorio y en la
naturaleza. Considerando lo antes expuesto se puede concluir que los parametros
estimados para larvas de Boana pulchella'y Rhinella arenarum, criadas desde huevos
en las condiciones establecidas de laboratorio pueden emplearse como valores
normales de referencia con fines comparativos en estudios ecotoxicologicos. Esto
permitid establecer parametros normales y material de referencia que fue ttil a la hora de
realizar comparaciones para determinar anormalidades en larvas expuestas en bioensayos
de laboratorio, asi como también en larvas colectadas en el campo.

El analisis de la informacidon resultante de la busqueda bibliografica de trabajos
ecotoxicologicos en los que utilizaran la presencia de anormalidades morfologicas como
punto final de evaluacion, sumado a la informacion obtenida a partir del analisis de
presencia y frecuencia de ocurrencia de anormalidades en larvas de R. arenarum
provocadas por contaminantes de relevancia ambiental permite concluir que los factores
de estrés y en particular la exposicion a sustancias quimicas, afectan las
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caracteristicas morfolégicas de las larvas ocasionando la expresion de
anormalidades.

Ademas, los resultados obtenidos brindan informacién que permite asociar la expresion
de anormalidades con la exposicion a factores de estrés, y en particular la exposicion
a sustancias quimicas.

Lo anteriormente mencionado, constituye una evidencia a favor del argumento que
propone el empleo de la presencia de anormalidades en larvas de anuros como punto
final de evaluacion ecotoxicologico y posible biomarcador de efecto.

El hecho de no poder asociar un tipo de anormalidad con un factor particular se vincula
con la expresion de un mismo tipo de anormalidad como resultado de la exposicion a
diferentes factores, sean fisicos, quimicos o biologicos. La informacioén disponible,
permite afirmar que diferentes estresores ambientales presentados en la misma etapa del
desarrollo ocasionan errores similares en el desarrollo causando el mismo tipo de
anormalidad. Por otro lado, mediante la revision bibliografica se hizo evidente que, en la
mayor parte de los trabajos ecotoxicoldgicos solo se hace referencia al tipo de
anormalidad registrada, y dicha informacioén no se contextualiza adecuadamente, ya que
en la mayor parte de los casos la evaluacion de anormalidades escapa al objetivo de ese
trabajo. Al intentar obtener informacidén con mayor detalle, nos encontramos que dichas
menciones no poseen descripciones anatomicas, morfoldgicas o soporte grafico que la
acompafie, lo cual dificulta analizar, corroborar y reconocer dichas anormalidades, al
momento de analizar de manera integral la informacidn existente. Si a esto le sumamos
la falta de una nomenclatura comun para las anormalidades, vemos que la informacion
existente es escasa y resulta imprecisa. A partir de detectar este hueco en la investigacion,
fue que se propuso elaborar una nomenclatura unificada que permita identificar los
diferentes tipos de anormalidades mencionadas en la literatura, acompafiada de una
descripcion detallada de la mismas e iméagenes.

La elaboracion de una lista de anormalidades, que contempla una nomenclatura unificada,
junto con una descripcion detallada acompafiada de imagenes (y material de referencia),
permiti6 realizar un andlisis adecuado y preciso del punto final propuesto. La
incorporacion de esta nomenclatura como base e insumo 1til y necesario para el desarrollo
de la herramienta bioanalitica propuesta en esta tesis (Bioensayo de toxicidad aguda con
sedimentos completos), permiti6 ademas lograr una discusion satisfactoria de los
resultados obtenidos respecto de la informacion existente en la literatura cientifica.

En el capitulo 3 Se logré adecuar los protocolos de bioensayos de sedimentos
estandarizados (USEPA- ASTM) con el fin de incorporar las especies de estudio. El
protocolo propuesto se puso a prueba mediante la realizacion de 15 experimentos, que
permitieron evaluar de manera satisfactoria la toxicidad de muestras de sedimentos
completos, provenientes de los sitios de estudio.
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Los requerimientos en cuanto a la infraestructura y equipamiento necesarios para la
realizacion de los bioensayos son de baja complejidad, resulta accesible y econémico, la
ejecucion de estas pruebas requiere de periodos de tiempo relativamente cortos, y los
procedimientos practicos involucrados en el desarrollo del mismo resultan simples. Por
lo tanto, se concluye que el protocolo propuesto, producto de la adecuacion de los
protocolos normalizados preexistentes, para el empleo de especies autdctonas,
resulta una herramienta util, accesible y de sencilla ejecucion, que brinda
informacion precisa y confiable sobre la calidad del ambiente, a partir de la
evaluacion de la toxicidad de los sedimentos sobre especies representativas de los
ecosistemas locales.

El analisis de los resultados obtenidos y la informacion proveniente de la experiencia
adquirida durante el desarrollo del protocolo propuesto, permiten concluir que la
adecuacion y puesta a punto de los protocolos normalizados para ser utilizados con
las especies autoctonas propuestas, se llevo a cabo exitosamente, alcanzando uno de
los objetivos propuestos al lograr elaborar un protocolo para la realizacion de
bioensayos de toxicidad aguda con sedimento usando larvas de las especies R.
arenarum'y B. pulchella

Es importante destacar que es la primera vez que se utilizan larvas de las especies
autdctonas R.arenarum y B. pulchella para evaluar la toxicidad de muestras de
sedimentos.

Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion del protocolo propuesto, asi como las
variantes practicadas, permiten concluir que la utilizacion de bioensayos con sedimentos
completos, aplicando el protocolo propuesto permite evaluar la respuesta a nivel
individual (efectos letales y subletales) de larvas de R. arenarum y B. pulchella en
diferentes estadios de desarrollo, permitiendo clasificar la toxicidad y peligrosidad de los
sedimentos, y realizar inferencias sobre la calidad del ambiente y el estado de los
ecosistemas evaluados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que las dos
especies seleccionadas respondieron de manera satisfactoria y resultan adecuadas
para su incorporacion como organismos prueba en este tipo de bioensayos.

Los resultados obtenidos constituyen lineas de evidencia a favor de la utilidad de B.
pulchella como especie modelo de estudio sensible y util al momento de evaluar efectos
provocados por la contaminacidon quimica y las actividades antropicas sobre ecosistemas
acuaticos.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la etapa mas sensible del desarrollo
en ambas especies evaluadas por medio del protocolo propuesto es la etapa
embrionaria EGS.
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También los diferentes bioensayos realizados aportan evidencias que indican una
disminucién de la sensibilidad de los individuos conforme crecen y se desarrollan.

Los resultados permiten concluir que los bioensayos de toxicidad con sedimentos
empleando larvas de R. arenarum y B. pulchella resultan una herramienta eficaz
para clasificar la toxicidad y peligrosidad de sedimentos asociada a la presencia de
compuestos toxicos en los sedimentos de ecosistemas acuaticos.

Al comparar los resultados obtenidos al aplicar el protocolo propuesto para realizar
bioensayos de sedimentos con larvas de B. pulchella con un ensayo estandarizado de
referencia como lo es el de H. curvispina, se pudo observar que la especie H. curvispina
resultd ser mas sensible, lo que era de esperar considerando el perfil quimico del
agroecosistema. Por otro lado, la especie B. pulchella brind6 informacién complementaria
y significativa, por lo tanto concluimos que el bioensayo con sedimentos aplicando el
protocolo propuesto para B. pulchella brinda resultados acordes y complementarios
respecto del bioensayo estandarizado de H. curvispina. Por lo tanto, los resultados
obtenidos validan la utilizacion del protocolo propuesto para evaluar toxicidad de
sedimentos y apoyan la propuesta de utilizar a B. pulchella como una especie modelo para
diagnosticar la calidad ambiental.

La interpretacion de los resultados del empleo de las tasas de crecimiento y desarrollo,
como puntos finales de evaluacidon en bioensayos de toxicidad con sedimento completo
permite considerarlos utiles e informativos. La evaluacion de estos puntos finales en
conjunto, aportan informacién complementaria a la evaluacion de efectos letales,
permitiendo detectar efectos a nivel subletal de relevancia ecologica.

El analisis de la informacion generada permite concluir que las larvas expuestas a
sedimentos provenientes de sitios contaminados presentan una mayor frecuencia de
ocurrencia de anormalidades, respecto a larvas expuestas a sedimentos provenientes
de zonas de referencia.

En el Capitulo 4 los monitoreos realizados en los sitios de estudio permitieron evidenciar
que las larvas de las especies de estudio no estan presentes en todos los sitios estudiados,
en particular en los sitios vinculados con las problematicas urbana, industrial y de
descargas cloacales. Teniendo en consideracion las caracteristicas quimicas de los sitios
estudiados (Capitulol) y los resultados de los bioensayos (Capitulo 3), es muy probable
que la ausencia de estas especies en estos sitios se deba a un mayor grado de
contaminacion, esto nos permite concluir que las larvas de anuros de las especies de
estudio son buenas indicadoras de la calidad ambiental de los ecosistemas que
habitan.

La interpretacion de los resultados obtenidos y su contextualizacion en el marco
tedrico aqui expuesto, permiten concluir que la presencia/ausencia de larvas de
diferentes especies de anuros, brindan informacion sobre la calidad del ambiente.
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La evaluacion de puntos finales subletales en larvas de anuros provenientes de
ecosistemas acuaticos naturales y antropizados, brindan informacion que permite
inferir la calidad del ambiente y el estado del ecosistema.

La evaluacion del conjunto de caracteres morfoldgicos externos e internos de las larvas
provenientes de los sitios de estudio, permitid evidenciar alteraciones en larvas
provenientes de sitios afectados. En particular en los sitios asociados a las problematicas
agricola e industrial se encontraron larvas de menor tamafio, con mayor indice
hepatosomatico y presencia de anormalidades y parasitos tanto internos como externos.
Mientras que, en los sitios de referencia la prevalencia de anormalidades resulté dentro
de los valores normales determinados para larvas en campo. Por lo tanto, se concluye que,
las larvas provenientes de los sitios afectados por las actividades antropicas
estudiadas presentan mayor prevalencia de anormalidades respecto a los sitios de
referencia.

La interpretacion de los resultados obtenidos en el contexto ecotoxicologico,
considerando la informacion existente en la actualidad, permiten concluir que el
hallazgo en el campo de larvas anormales posee gran relevancia ecoldgica y puede
interpretarse como un indicador (o simplemente evidencia) de la ocurrencia previa
de un evento de estrés que provoco efectos adversos sobre el ecosistema. Es oportuno
sefialar que la frecuencia de ocurrencia de anormalidades tanto internas como externas de
larvas de campo fue baja, lo que puede deberse a la baja probabilidad de sobrevivencia
que presentan las larvas anormales, al menos con anormalidades clasificadas como
severas o de alta severidad.

Considerando los resultados obtenidos en los capitulos previos en los cuales se pudo
determinar que la ocurrencia de anormalidades se produce tempranamente,
manifestandose incluso antes de que los individuos presenten inhibicion del crecimiento
y mortalidad, y teniendo en cuenta que un buen biomarcador debe responder
tempranamente al factor que se estd evaluando, se puede concluir que la morfologia de
las larvas y en particular, la expresion de anormalidades, resulta un punto final de
evaluacion valido, el que puede emplearse como indicador de la calidad del
ambiente.

La ocurrencia de eventos de tipo agudo, causados por la llegada de una cantidad elevada
de contaminantes de manera abrupta, puede provocar dafios significativos a nivel
poblacional, mas atin cuando ocurre en coincidencia con un evento reproductivo.

La regulacion de las actividades asociadas con el manejo y aplicacion de plaguicidas, en
particular la medida de control sobre el desarrollo de buenas practicas merece particular
atencion.

De todos los procedimientos desarrollados se recomienda el empleo de ensayos con
exposicion de embriones de B. pulchella en estadio 8 de desarrollo, como la variante de
la herramienta analitica desarrollada con mayor sensibilidad de respuesta.
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Finalmente, se considera que el trabajo de tesis brinda informacion confiable y novedosa
sobre la ocurrencia de anormalidades en larvas de anuros, sus causas y sus consecuencias.
Igualmente guarda una relacion entre las hipotesis planteadas y los resultados obtenidos,
sustentado por una detallada metodologia experimental

Plantea nuevas preguntas e hipotesis producto de la investigacion y finalmente, aporta
elementos para abordar la discusion acerca del posible empleo de la presencia de
anormalidades como biomarcadores y a las larvas de anuros autéctonas como indicadores
de la contaminacion ambiental y su incorporacidon en programas de monitoreo y
diagndstico de la calidad ambiental.
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ANEXOII

Ejemplos de publicaciones obtenidas, con informaciones acerca de: Especie de anuro, estadio, tipo de
contaminante, y anormalidades y la publicacion original de donde fueron obtenidos los datos presentados en la

tabla.

PRIMER
AUTOR

ANO

ESPECIES

ESTADIOS CONTAMINANTES ANORMALIDADES

Abbasi

Agostini

Aguillon

Allran

Aronzon

Aronzon

Babini

1984

2010

2015

2000

2011

2014

2016

Rana Tigina

Hypsiboas pulchellus

Hyla plicata

Rana pipiens, rana
sylvatica y rhinella
arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum

Embriones Cromo

25 Cipermetrina

32-46 Plomo y hierro

Atrazina

Desde 3-4 2,4-D
hasta 25

Huevo Diazindn

23 hasta 42 Agua de
Agroecosistema

Hipo e hiper
pigmentacion en cabeza,
ojos grandes, curvatura
y torsion, obstruccion
de canal alimenticio.

Anormalidades en el eje
axial, los ojos, intestino
y cabeza.

Curvatura del eje axial,
intestino fuera de la
cavidad, Anormalidades
cutanea, extremidades y
pigmentacion

Ondulacién y flexion
de la cola, acortamiento
axial y edema facial

Edema, microcefalia,
agenesia,
subdesarrollado de
branquias, flexion de
cola y cola reducida.

Flexiones y
ondulaciones de la cola,
microcefalia,
Malformaciones de la
boca, estructuras
adhesivas, intestinales
branquiales, edema,
descamacion e
hidropsia.

Ausencia de
queratodotes, cuerpo
diamante, intestino
anormal.
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PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES
AUTOR
Babini 2015  Rhinella arenarum larvas y Campos con cultivos Anormalidades en la
metamorfosis y ganado formula dentaria.
Bach 2016 Leptodactylus latrans 25-36 Glifosato Edemas y falta de
queratodontes.
Baskin 1973 Rana catesbeiana. Taurin Anormalidad en la
pigmentacion.
Britson 1998  Hyla chrysoscelis 25-46 Mezcla de Atrazina, lordosis, ausencia de
Clorpirifos, ojos, extremidad
MSMA ,metil malformada
mercurio
Brunelli 2009  Bufo bufo 25 Endosulfan, Edemas en cabeza,
Azinphosmetil, despigmentacion, tejido
Mancozeb desigual alrededor del
hocico, boca anormal,
cola asimétrica o
doblada, esqueléticas
Brunelli 2010  Bufo Bufo 25-hasta Endosulfan Morfologia de
metamorfosis branquias
Calevro 1998  Triturus vulgaris- Rana Eclosion- Cromo, aluminio, Oculares, equeletales,
esculenta metamorfosis cadmio corazon alargado,
proyecciones cardiacas
anteriores , ampollas,
edemas, cefalicas, hipo
pigmentacion
Chen 2006 rana pipiens 25-30 Nitrato de plomo Deformidad espinal
(escoliosis)- curvatura
espinal lateral
Cooke 1981 rana Eclosion Campo de cultivo ~ Curvatura horizontal y
vertical, burbujas en
camara branquial,
torcedura lateral,
flexion, pliegue
Cooke 1972 Rana temporari, Bufo bufo Huevo DDT, Dialdriny 2,4 Anormalidades en Boca,

D

branquias, cola, cambio
de pigmentacion
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PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES
AUTOR
Cortes Quintero 1996  Hyla labialis Embriones Mercurio, cloro y Piel irregular,
nitrato escoliosis, Branquias
atrofiadas, cola
irregular, edema,
hemorragias,
anormalidades en ojos y
bocas.
Curi 2017  Leptodactylus chaquensis ~ Huevos, 28 y ~ Camas de pollos Cuerpo diamante,
31 intestino, colas dobladas
y disco oral
Dagle 2003  Xenopus laevis Huevo Etenuar pixt2 Intestino y corazon
anormal
de Lapuente 2014 Xenopus laevis Huevos Suelo de rellenos Intestino, cola,
sanitarios notocorda, 0jos
anormales y edemas
Drake 2007  hylia-buffo- Rana 32-37 Sitios control Fila de dientes, vaina de
la mandibula, papilas
anormales
Goldberg 2015 Hypsiboas riojanus 38 Campo Gonada segmentada
Goleman 2002  Xenopus laevis Huevos Perclorato de sodio  Edemas y colas
dobladas
Greulich 2003  Rana aevalis Huevos y Cipermetrina Flexion de cola
varios estadios
Gutleb 1999  Xenopus laevis y Rana Huevos PCB Edemas, cola y ojos
temporaria anormales
Harris 2000 rana pipien, Bufo Endosulfan, Deformidades
americanus azinphosmetil, esqueletales, flexion
mancozeb lateral de la cola,
ausencia de ojos
Harris, et al 1998  Rana clamitans y Rana Huevos Basudin, Diazidon, Intestino y branquias
pipians Diathone, Thiodan  anormales, edema,
flexion de la cola
Haywood 2004  Xenpus laevis Huevos Zinc, cobre, plomo y Edemas y cola anormal
cadmio
Henle 2012  Hyla arborea 36 no se sabe Cola bifurcada
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PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES
AUTOR
Hopkins 1999  Rana catesbeiana Cenizas de residuos  Anormalidades axiales
de combustion con
metales
Howe 2004  Rana clamitans, R. pipiens, 20-25 POEA. Roundup Gonadas y colas
R. sylvatica, and Bufo Original. Roundup  anormales
americanus Transorbt . Glifos
AU
Kadekaru 2018 Lithobates catesbeiana 21-25 Batrachochytrium Disco oral, papilas
dendrobatidis anormales y ausencia de
queratodontes
Knapp 2006 Rana muscosa Batrachochytrium Despigmentacion de
dendrobatidis partes del disco oral
Krishnamurthy 2011  Rana sylvatica 25 Nitrato y Malation ~ Cola anormal, cuerpos
hinchados y cuerpo en
diamante
Lajmanovich 2003  Scinax nasicus 25 Glifosato Edemas, boca, intestino
anormal
Lascano 2009  Rhinella arenarum Huevo Metilazinfos y Descamaciones,
clorpirifos atrofias, protuberancias,
hidropesia y
alteraciones en aleta
Lenkowski 2010  Xenopus laevis 41NF Atrazine, 2,4-D, Alteraciones
triadimefon, and intestinales, edemas,
glyphosate musculatura craneal
reducida
Lenkowski 2008 Xenopus laevis 40-47 NF Atrazina Hemorragias viscerales,
corazon reducido,
intestino mal enrollado,
columna anormal y
edemas
Liendro 2015  Rhinella arenarum 25 Clorpirifos Edemas, necrosis y
flexiones de la cola
Liu 2012 Xenopus tropicalis Huevos Tributyltin Ojos anormales,

ausencia de aletas y
cuerpos grandes.
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PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES
AUTOR
Luo 2003  Xenopus laevis Huevos Cloruro de zinc y de  Ojos anormales, edema,
cobre corazon tubular,
intestino, cola anormal,
hipo pigmentacion
Mathieu- 2014 Silurana tropicalis Huevo Colorante amarillo  Ojos, eje, cabeza,
Denoncour corazon, intestino
anormales, edemas.
Mc Daniel 2004  Rana Pipiens- Rana 25 Campo Flexion dorsal y lateral
calamitans de notocorda, ausencia
de ojos, polifalangia,
ausencia de dedos,
edemas.
Medina 2013 varias 25-46 adultoy Museo Fila de dientes , vaina
juveniles de la mandibula,
papilas, anormales, cola
bifurcada
Moriyama 2010 Xenopus tropicalis Huevos Rapamycin Pigmentacion e
Intestinos anormales,
edemas
Mussi y 2010 Chaunus arenarum Paraquat Microcefalia, edemas,
Calcaterra colas
Natale 2018 Boana pulchella 25 Aficida Flexiones, edemas, falta
de quertodontes
reduccion del intestino
Ngangom y 2013 Fejervarya spp 26-28 Edosulfan Axiales y extremidades
Gupta
Osano 2002  Xenopus laevis Huevos Amitraz, 2,4 Ojos, flexiones,
dimetilanilin, intestino, edema
paraquat
Osano 2001  Xenopus laevis Huevos Laclor y metalaclor Edemas, flexiones y
0jos
Park 2017 Bombin orientalis Huevos Niquel Cola, microcefalia,
intestino, branquias
Park 2010 Bombina orientalis Nonilfonol Despigmentacion, colas
cortas, ampollas,
edemas, cabeza y 0jos
Peltzer 2011 S nasicus Campo agricultura ~ Cola bifurcada
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PRIMER
AUTOR

ANO

ESPECIES

ESTADIOS

CONTAMINANTE ANORMALIDADES

Peltzer

Peltzer

Perez-Coll

Plowman

Quintaneiro

Romansic

Rosenshield

Rowe

Ruiz

Ruiz de Arcaute

Sandoval

2013

2008

1988

1994

2018

2009

1999

1998

2010

2012

2011

Trachycephalustyphonius

sinax nasicus 37

Rhinella arenarum

Xenopus laevis

Pelophylax perezi

Rana cascadae

Rana clamitans y Rana
pipians

Rana catesbeiana

Rana catesbeiana

Rhinella fernandezae

Rhinella arenarum

23-46

Embriones

Embriones

Embriones

23-24

Huevos y 22

Varios

25

Huevos

Sedimento de
agroecosistema

Campo agricultura

plomo

Niquel, cobre y
cadmio

Linuron, S-
metolachlor

Radiaion UV

PCB,

Cenizas de residuos
con metales

Aguas residuales

Clorpirifos

2,4 d y esteron ultra

Hinchado, rombo,
intestino desenrolladlo,
intestino desviado, colas
rigidas, extremidades,
viscerales hemorragias

nucleares

Microcefalia, branquias
sin desarrollar, cola

corta, curva axial, colas
bifidas

Despigmentacion
retiniana,
diastematomielia,
escoliosis, cifosis,
focomelia,
deformidades sacro-
pélvicas y extremidades
posteriores, y displasia
del corazon, rifion,
ovario e intestino

Edema, curvatura y
deformidad, ampollas y
macroftalmia

Flexién, edema y
ampollas

Edemas, colas flexiones
y curvas, cuerpo
asimétrico

Disco oral, papilas
ausencia de
queratodontes

Edemas, extremidades,
clasificacion de la cola
y region gular y
esclerosis

Flexion de la cola

Pigmentacion,
rugosidades, agnesia,
microcefalia, edemas,
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tumoraciones, €je 0jos y
boca anormal.

PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES
AUTOR
Sayinmy kaya 2005 Hyla arborea 21-25 Dimetoato Edemas deformidades
de la cola
Severtsova 2012 Rana temporaria and Campo (zona urbana Curvatura espinal,
Rana arvalis y suburbana) bradigenesis, dafio en
La piel, edemas
branquias,
pigmentacion,

malformacion completa

Sotomayor 2012 Rhinella arenarum Huevos Clorpirifos Curvatura de la cola y
descamacion, edemas y
ampollas

Stebler 1987 Xenopus laevis Sedimento con Zn  Edema en pericardico

como referencia a aleta ojos, mal
difentes Ph enrollamiento de

intestino y corazon,
retorcimiento de la
cola, boca malformada,
cabeza, 0jos y cerebro
pequefio necrosis.

Svartz 2016  Rhinella arenarum Huevos Endosulfan y Edemas, colas,
cipermetrina mezcla microcefalia branquias,

Svartz 2016  Rhinella arenarum Huevos - Fungicida Microcefalia, branquias
larvas Maxim®XL , edemas , colay
pigmentacion
Svartz 2012  Rhinella arenarum Huevos Y Atracina Microcefalia, colas y
larvas edema
Svartz 2013 Rhinella arenarum Huevos Y Cipermetrina Edemas, flexion de la
larvas cola, concavidad del
cuerpo
Svartz 2014  Rhinella arenarum Huevos Y Endosulfan Edemas, branquias y
larvas flexiones de la cola
Svartz 2016  Rhinella arenarum Huevos y Cipermetrina Edemas, branquias y
larvas colas
Tietge 2000 Xenopus laevis Huevos Diferentes tipos de ~ Craneofaciales y

agua con diferentes  gastrointestinales
concentraciones de
sales
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PRIMER ANO ESPECIES ESTADIOS CONTAMINANTE ANORMALIDADES

AUTOR

Unrine 2004  Rana Sphenocephala 25 Mercurio en dieta Escoliosis, icroftalia y
macromelia

Wolkowicz 2014  Rhinella arenarum Huevos Bisfenol A Microcefalia, cola,
edemas, ampollas,
branquias y aparato
bucal

Wolkowicz 2013  Rhinella arenarum Huevos Epichlorohydrin Orales, flexiones,
edemas

Zhang 2018 Bufo gargarizans Huevos Fluoruro Edemas, lordosis,
hiperplasia,
descamacion
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ANEXO III: PROTOCOLO DE BIOENSAYO

La evaluacion de la toxicidad de sedimentos para los anfibios cuenta con una guia ASTM
E2591-07 donde se describe un estudio de exposicion a sedimentos en 10 dias (ASTM, 2007).
La especie elegida para esta prueba fue Lithobates pipiens, aunque el protocolo especifica que
se pueden usar otros anuros norteamericanos, como Anaxyrus americanus. Una ventaja de este
protocolo es que emplea métodos similares a otras pruebas de toxicidad de sedimentos con
invertebrados (USEPA, 2000) y, si se combina con estas otras pruebas, puede proporcionar un
panorama mas completo de los posibles impactos de los sedimentos contaminados en los
organismos acudticos.

Este método para la realizacion de bioensayos permite obtener informacion acerca de la
toxicidad de sedimentos, empleando como modelo de estudio larvas de anuros. La especie
utilizada para la realizacion de estos test es B. pulchella. Si bien las condiciones especificadas
son para muestras de sedimento completo, estos test también podrian ser realizados con
muestras de agua.

1-Organismos

Adultos: El presente protocolo propone la utilizacion de larvas de anuros autoctonos siendo el
modelo utilizado para la realizacion de los bioensayos Boana pulchella. Ademas de esta
especie, el protocolo fue utilizado con exito para evaluar la toxicidad de sedimentos
empleando larvas de Rhinella aranarum. Por lo tanto es posible la utilizacion de otros anuros
realizando las adaptaciones pertinentes para cada especie.

Los adultos pueden ser obtenidos en campafas realizando su blisqueda en los habitats
adecuados, considerando los recaudos de obtener previamente los permisos de flora y fauna
requeridos para la captura de anuros. La especie B. pulchella es un rana arboricola de tamaio
mediano que presenta una longitud total de 37 a 50 mm. Habita en una gran variedad de
ambientes en toda la provincia de Buenos Aires, Cordoba, Corrientes, Chaco, Entre Rios,
Misiones, Neuquén, Rio Negro y Santa Fe. Ademas de Argentina, se ha reportado en los
paises de Brasil, Paraguay y Uruguay. Se la suele encontrar en pastizales inundables, alrededor
de charcas temporarias o permanentes pequefios arroyos y lagunas. En cuanto a su periodo de
actividad, es la especie que presenta mayor amplitud en cuanto a su actividad. Solo esta
inactiva durante el invierno, momento en el cual hiberna. La mayor parte del afio se encuentra
realizando algiin tipo de actividad como ser el desplazamiento, la reproduccién o
alimentacion. Por lo tanto la captura de adultos de esta especie puede realizarse durante gran
parte del afio a diferencia de otras especies de anuros

resultado ser una ventaja para su utilizacion en bioensayos. Para obtener informacion detalla
de la especie puede consultar Gallardo, 1974; Cei 1980; Natale, 2006).
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El mantenimiento de los adultos puede ser llevado a cabo en un terrario el cual puede ser
confeccionado siguiendo las recomendaciones para individuos de la familia Hylidae (Nace,
1977; Mattison, 1987; Staniszewski, 1995; ASolaH, 2004). Se los alimentara una vez por
semana con larvas de Tenebrio molitor, y variedades de dipteros adultos e isopodos (Da Rosa
et al., 2011; Antoniazzi et al., 2013). Para evaluar la condicion de bienestar en cautiverio, se
realizaran prospecciones generales de los individuos cada 30 dias y se tomaran medidas de los
individuos (Longitud total y peso) para conocer su estado de condicion. Los procedimientos de
cria y mantenimiento de anuros en cautiverio deberan ser evaluados debidamente por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

Huevos: Las puestas pueden ser obtenidas a partir de los procedimientos propuestos por
Natale (2006), como ser, la colecta de amplexos en campo en el cual las parejas en amplexo
detectadas en el campo son colocadas en frascos de vidrio con agua de la charca y un soporte
vegetal y se dejan en el campo hasta el otro dia cuando se procede a retirar la puestas y dejar los
adultos en el campo o la recoleccion directa de las puestas en la cual, se colectan puestas
recién colocadas en el ambiente. Una vez detectadas e identificadas se procede, realizando la
menor perturbacidon posible, a introducir una parte de la puesta (10%) junto con el agua
circundante y el soporte vegetal, dentro de una bolsa de polietileno para su posterior traslado
al laboratorio.

En laboratorio las puestas se colocan en bateas plasticas de 45 L donde son mantenidas hasta
su eclosion en las siguientes condiciones controladas de laboratorio: Periodo de
luz:oscuridad (16:8), con agua de bioensayo (agua de red previamente filtrada por filtro fisico
Aqua-Pure® de 5 p Modelo AP-110 H/C y aireada por 48 h enérgicamente con el objetivo de
eliminar el cloro); temperatura aire-agua, 25 + 1 °C; pH = 7,6 £ 0,1; oxigeno disuelto, 7,7; 0.3
mg/l; conductividad, 1025 + 15 uS/cm; dureza, 181 = 35 mg/l CaCO3; burbujeo en bateas,
constante 90 burbujas/min).

La calidad y fertilidad de los huevos sera inspeccionada, considerandose aceptable una tasa
de fertilidad mayor del 80% y mas de un 75% de sobrevida de embriones normales al
alcanzar el estadio de neurula. A fin de caracterizar los estadios embrionarios de B. pulchella
se utlizard la tabla de Gosner (1960).

Larvas: Una vez que los embriones hallan eclosionado, los individuos muertos seran
registrados y retirados, los restantes individuos serdn colocados en bateas de plastico
respetando la densidad de 10 individuos por litro de agua y mantenidos en las condiciones de
laboratorio previamente mencionadas. Las larvas a partir del dia 25 serdn alimentadas con
lechuga procesada, en tal caso, el alimento debera provenir de huertas que no utilicen
agroquimicos o 1 g de escamas para peces (TetraMin®, Tetra Werke, Alemania o
Shulet®Carassius, Shulet S.A, Argentina), cuatro veces por semana.

Para la seleccion de los organismos para las prueba de toxicidad se debera tener en cuenta la
morfologia normal correspondiente a cada estadio (Gosner 1960). Es recomendable hacer
una seleccion a fin de descartar los individuos demorados en el desarrollo, deformes o
dafiados. La manipulacion puede hacerse con una pipeta de plastico utilizando para la
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seleccion capsulas de Petri de vidrio.

2-Sedimento

Colecta de sedimento: En cada sitio de estudio se toma un total de 3L de sedimento realizando
la menor perturbacion posible del ambiente. Se tomaran multiples (submuestras) dentro del
sitio de estudio, para que la muestra represente mejor las condiciones ambientales. Cada una
de las muestras compuestas se deberd tomar a una profundidad entre 10 y 30 cm segun el
cuerpo de agua, recogiendo los primeros 15 cm del horizonte del sedimento, que
generalmente representan la zona mas bioactiva y el area de exposicion mas probable. Se
seleccionara para la primera submuestra un punto de facil acceso y de posible sedimentacion
y las sucesivas submuestras se toman cada 2 metros aproximadamente hasta completar los 3L
necesarios.

Para la colecta de sedimento se pueden emplear varias herramientas segin la dificultad de
acceso. El empleo de la draga resulta util cuando se dispone de cierta altura, como ser un puente
para arrojar la misma. La pala de jardineria resulta ser apropiada para recolectar los
sedimentos en los sitios poco profundos y de facil accesibilidad. En aquellos sitios que
presentan acceso dificil o mucha profundidad y al extraer el sedimento con pala este se
perdia, el tubo corel resulta ser la herramienta mas adecuada.Cada submuestra se colecta en
una bandeja, se mezcla (homogeneizd con el resto) y se realiza una primera limpieza
retirando las piezas grandes de material vegetal y otros desechos, tales como rocas y vidrio.
Las muestras deben ser guardadas en bolsas de polipropileno para su traslado al laboratorio y
cerradas con precintos.

En el laboratorio las muestras deben ser mantenidas hasta su utilizacion en bolsas negras
(oscuridad) y 4 ° C.

Caracterizacion de los sedimentos: Es recomendable realizar, a las muestras de sedimentos,
analisis de determinados pardmetros como ser pH, carbono organico total, tamafio de
particula, Otras caracterizaciones seran necesarias dependiendo del objetivo del estudio.
Estas pueden incluir anélisis quimicos de compuestos organicos o inorganicos.

3 -Diseifio experimental
Para el disefio experimental de los bioensayos de toxicidad con sedimento se siguieron las
siguientes condiciones del protocolo ASTM (2007).

El tipo de iluminacién empleada debe ser de alto espectro con tubos fluorescentes de 36 W
con una iluminacion de 100 a 1000 lux. El fotoperiodo empleado de 16:8 Luz/ oscuridad
correspondiente con las horas luz- oscuridad que se da en verano. Los recipientes empleados
deben ser de vidrio de 1500 cm3 de capacidad y tapa de polipropileno. El régimen de
alimentacion de lasrvas es de 8 mg de alimento para peces en escamas (TetraMin®, Tetra
Werke, Alemania o Shulet®Carassius, Shulet S.A, Argentina) por dia, por recipiente.
Realizando una reduccion de la cantidad suministrada proporcionalmente con la
mortalidad. Se deben emplear 6 réplicas por tratamiento y los ensayos tienen una duracion
de 10 dias. Como controles negativos se utiliz6 agua de ensayo sin sedimento.Las variables
de respuesta evaluada son mortalidad, crecimiento, desarrollo, comportamiento y
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anormalidades.

La Calidad del agua debe ser medida cada 48 Hs. Midiéndose, oxigeno disuelto,
conductividad, pH y temperatura, empleando multiparamétrico model WA-2017SD.
Ademéds, se debe determinar la alcalinidad, la cual puede realizarse por titulacion acido
base de acuerdo al método 2320 (APHA, 1998), expresando los resultados en mg CaCO3.L"
'y la dureza por titulacion con EDTA, de acuerdo al método 2340C (APHA, 1998),
expresando los resultados en mgCaCO3.L .

Para el disefio experimental de los bioensayos de toxicidad con sedimento se modificaron las
siguientes condiciones del protocolo ASTM (2007), para ser utilizado con B. pulchella

La temperatura de ensayo, el protocolo establecia una temperatura de 23 °c. Se prefiere
una temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16:8 h de luz y oscuridad, respectivamente, con
la intencién de simular las condiciones de verano que ocurren en el area de estudio. Ademas,
se encontraron fundamentos en este sentido en diversos trabajos citados en libros de indole
tanto biologica (Feder, 1992; Duellman y Trueb, 1994; McDiarmid y Altig, 1999) como
ecotoxicologica (Rand, 1995; Sparling et al., 2000, Linder et al., 2003).

Los ensayos se realizaron con agua de red. El uso de este tipo de agua ha sido adoptado
internacionalmente como una opcion para la realizacion de pruebas de toxicidad en
laboratorio (APHA, 1998). En consecuencia, el pH y la dureza dependen de ligeras
variaciones asociadas a su provision. Independientemente de ello, se realizan mediciones de
parametros de calidad del agua de red y de muestras de campo de los sitios de estudio para
su comparacion. Al agua de red utilizada en las pruebas se le realiza un procedimiento de
circulacion enérgica de aire (para eliminar el cloro) y filtrado por filtro fisico Aqua-Pure®
de 5 micrones (Modelo AP-110 H/C), antes de su reposado y aireacion. La seleccion del
método es la propuesta por Natale (2006).

Numero de organismos por recipiente: El protocolo establece utilizar 5 larvas por replica.
Considerando que el numero inicial de individuos por cdmara de prueba se vincula con la
necesidad de garantizar un nimero adecuado de individuos para cumplir con los requisitos
de las pruebas estadisticas sumado a la baja prevalencia de anormalidades. Se aconseja
utilizar10 larvas por replica. Por otro lado al evaluar la toxicidad sobre embriones resulta
conveniente utilizar el doble de organismos (n=20) considerando la elevada tasa de
mortalidad en esta etapa.

Volumenes de agua y sedimento empleados: El protocolo establece utilizar 175 ml de agua
y 100 ml de sedimento, para evaluar la toxicidad empleando 5 larvas por recipiente.
Considerando, como se indico en el item anterior, que el nimero de organismos por
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recipiente se duplico (N 10) resulta conveniente aumentar al doble los volumen empleados
de agua y sedimento para respetar las proporciones utilizadas y la densidad de 1gr de larvas
por L de agua establecidas para su buen desarrollo.

La eleccion de los estadios de desarrollo y consecuentemente la edad a la cual son
expuestos los renacuajos, se fundamenta desde el punto de vista biologico, en los
acontecimientos ocurridos durante el desarrollo del ciclo larval, considerando los cambios
morfoldgicos sufridos durante el desarrollo (desde huevo hasta la metamorfosis) clasificados
por Gosner (1960) y los objetivos del bioensayo. Se considera en una primera instancia
emplear larvas en estadio 25 de Gosner, al ser la etapa mas temprana de la forma larval con
movilidad y alimentacion propia, que segun los principios de la toxicologia acuatica, es la
etapa mas sensible (Burkhart, 2003). A esto se le suma la importancia de la homogeneidad
respecto al tiempo en que todos los huevos y embriones se desarrollan simultdineamente hasta
alcanzar el estadio 25. Por otro lado los embriones resultan ser mas apropiados para evaluar
efectos en el desarrollo y por ultimo las larvas en estadio 30 proximos a la metamorfosis son
consideradas una etapa sensible ya que presnetan el climax metamorfico.

La renovacion del medio se realiza cada 48 Hs (tipo semi estatico) considerado que el
bioensayo fue disefiado para incluir tanto la exposicion de contaminantes a sedimentos como
a la columna de agua se prioriza mantener la tasa de renovacidon para evitar la excesiva
dilucién del agua que podrian llevar a una subestimacion de toxicidad del sedimento, ademas
se considerd que la falta de recambio no modifique significativamente los pardmetros fisico-
quimicos establecidos en las recomendaciones del protocolo ASTM 2007.

El recambio puede ser llevado a cabo extrayendo cada 48h, 200 ml del agua sobrenadante
empleando una manguera de acuario y una propipeta para succionar el agua procurando
minimizar la perturbacion de los sedimentos.
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Las condiciones experimentales establecidas se resumen a continuacion:

Parametro

Condicion: Rana pipiens

B. pulchella- R.
arenarum

Tipo de ensayo

Ensayo de toxicidad con
sedimento completo con
renovacion del agua

Ensayo de toxicidad con
dilucion de sedimento
con renovacion del agua

supradyacente. supradyacente.
Temperatura 23 +-1°C 25+-1°C
Calidad luminica Alto espectro de luz Tubo fluorescente 36 W
fluorescente
Iluminacion Desde 100 a 1000 lux Desde 100 a 1000 lux
Fotoperiodo 16 L:SN 16 L:SN
Recipientes de ensayo Recipientes de plastico o Recipientes de vidrio de
vidrio de 400 o 500 ml o 1500cm3de capacidad
camara con sistema de drenaje
Volumen de sedimento 100ml 200 ml
Volumen de agua 175 ml 350 ml
supradyacente
Renovacion de agua Mediante flujo continuo o Con recambio parcial
supradyacente estatico con recambio diario cada 48 Hs

Edad de los organismos

Menor o igual a 72 hs, 24 o

Estadio 25 Gosner

menos
Numero de organismos por 5 10
recipiente 20 *
Numero de replicas Dependen de los objetivos del 6

test. 8 réplicas son
recomendadas para ensayo de
rutina.

Alimentacion 4 mg de tetramin por recipiente | 4 mg de tetramin por
diariamente después de que recipiente diariamente
alcancen el ST 25, reducir después de que alcancen
proporcionalmente con la el ST 25, reducir
mortalidad proporcionalmente con
la mortalidad
Aireacion Sin aireacidon, a menos que el | Sin aireacion

oxigeno del agua supra
adyasente caiga por debajo de 3
mg/L

Agua supradyacente

Agua del sitio, agua con la
misma dureza y alcalinidad que
la del sitio, lago natural o agua
superficial, agua de laboratorio

Agua de red filtrada y
declorinada
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Calidad del agua Dureza, alcalinidad, Dureza, alcalinidad,
conductividad, pH, oxigeno conductividad, pH,
disuelto, y amoniaco al oxigeno disuelto al
comienzo y al final del ensayo, | comienzo y al final del
Temperatura y oxigeno ensayo, Temperatura y
disuelto, diariamente. oxigeno disuelto,
Amoniaco se puede medir ( dia diariamente.
1,3,7)
Duracion del ensayo 10 dias 10 dias
Puntos finales Supervivencia y desarrollo Mortalidad, crecimiento,
desarrollo,
comportamiento,
anormalidades
carga Relacion entre mas (gr de AGREGAR 1gr/L
renacuajo/ml de agua (175ml)
Aceptabilidad del ensayo Supervivencia minima media | Supervivencia minima
del control 80%, longitud media del control 80%
media del control entre 4 y 7
mm.

4 —Procedimiento

Inicio de prueba (Dia -1). Se preparan las camaras de prueba para la realizacion del
bioensayo. Para ello a cada da frasco de vidrio de 1500 ml de capacidad se le agrega 200ml
de sedimento, el cual debe estar completamente homogeneizado, posteriormente se agrega el
agua supra adyacente (350 ml) a cada frasco de tal manera de minimizar la perturbacién del
sedimento. Esto se puede lograr facilmente vertiendo el agua lentamente contra el vidrio del
frasco. Las camaras de prueba asi preparadas se dejan imperturbables durante 24 horas para
lograr el equilibrio entre las fases.

Dia de adicion de organismos (Dia 0): Se realizan mediciones de parametros fisicoquimicos
en las camaras de prueba como ser: oxigeno disuelto, temperatura, pH y conductividad
realizando la menor perturbacion posible, posteriormente se adicionan las larvas utilizando
una pipeta con didmetro lo sufrientemente grande como para prevenir la constriccion y el
dafio de los animales. La etapa de desarrollo (etapa de Gosner), la longitud y el peso de los
renacuajos deben ser documentado mediante el examen de un subconjunto de al menos 10
organismos tomados como parametros.

Dia de lectura, recambio y mediciones (Dia 1): Se realiza la primera lectura del ensayo,
determinando para cada cdmara de prueba los individuos vivos. Si se observan individuos
muertos estos se deberan extraer de las camaras de prueba. Se observa y evalua la natacion
de los organismos y la presencia de anormalidades notorias a simple vista. Posteriormente se
procede a realizar el recambio de agua supra adyacente. Se retira una cantidad de 200 ml de
agua suprayacente de cada tratamiento para realizar todas las caracterizaciones y analisis
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quimicos necesarios. La extraccion del agua debe hacerse con la menor perturbacion posible.
Esto se logr6 utilizando una manguera de 4-6mm y una propipeta para succionar el agua de
las camaras la cual fue recogida en un vaso de precipitado a continuacién se agregan 200 ml
de agua de ensayo a cada replica para reestablecer los volumenes de agua. Por tltimo se
realizan las mediciones de los parametros fisicoquimicas del agua extraida (Dureza,
alcalinidad, oxigeno disuelto, temperatura, pH y conductividad).

Dia (Dia 2 al 9): Durante los siguientes dias se realiza la lectura diaria del bioensayo, las
mediciones de oxigeno, temperatura, conductividad y pH y 48 Hs el recambio de agua como
se indico anteriormente. En el caso que el oxigeno estuviera por debajo de 3 mg/l se procede
a realizar recambio de agua cada 24 Hs. Las larvas deben ser alimentadas diariamente con 4
mg de Tetramin por recipiente, esta cantidad debe reducirse proporcionalmente con la
mortalidad de los individuos.

Finalizacion de la prueba (Dia 10): Se realiza la tlltima lectura del ensayo y se procede a fijar
las larvas para futuras mediciones. Todos los organismos vivos de cada camara de prueba
deben colocarse en un vaso pequefio y deben ser anestesiados y fijados antes de que se
realicen mediciones de longitud, peso, estadio de desarrollo y presencia de anormalidades.
Se realizan ademas las mediciones finales de caracterizacion del agua supraadyacente
(Dureza, alcalinidad, oxigeno disuelto, temperatura, pH y conductividad).
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ANEXO IV: TABLAS CORRESPONDIENTES AL CAPITULO 4

Parametros fisicoquimicos del agua supra adyacente de los Bioensayos

Tabla 1. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas
en Estadio 25 de B. pulchella correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10) de ensayo
para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)
Dia 1
Referencia 3 88 100 6,6 0,625 6,1 22722
4 132 165 6,2 0,939 7,49 224
5 76 85 6,6 0,988 7,53 21,7
Agricola 6 72 80 5,3 0,94 7.5 21
7 124 95 5,5 1,015 72 2272
8 160 130 5,1 1,069 7,79 22,3
Dia 10
Referencia 3 100 105 5,8 0,623 6,25 22
4 184 167 5,9 0,942 7,55 21
5 152 410 5,1 0,978 7,8 20,8
Agricola 6 132 400 5,4 0,926 7,66 21
7 128 720 5,4 1,002 8,27 21,6
8 183 585 5 1,049 7,9 21,4

Tabla 2. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas
en Estadio 25 de B. pulchella correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)

de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza

Alcalinidad

Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mgCaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia 1

1 160 95 3,1 1,088 6,9 21,3

Referencia 3 172 250 3,2 0,982 7,29 21,3

4 124 100 2,8 1,004 7,63 22

5 252 125 2.9 1,003 6,77 21,5

Agricola 6 148 175 2,6 1,028 7,29 22

7 140 115 2,5 1,011 7,35 21,6

8 180 150 2,5 1,022 7,24 21,5

9 84 75 2,3 0,897 7,28 21,5

10 160 150 2.7 1,037 6,91 21,8

Urbana 11 124 85 3,8 1,001 7,15 21,5

12 140 135 3 1,058 7,21 21,5

13 140,8 115 1,7 1,051 7,28 21,3

14 172 115 1,5 1,026 7,22 21,3

15 184 150 1,8 1,118 7,04 21,3

Industrial 16 184 165 2 1,095 7,16 22

17 132 100 1,2 1,027 7,28 21,6

18 180 115 2,8 1,133 7,31 21,3

Cloacas 20 164 145 2,3 1,083 7,22 21,4
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Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mgCaCO3.L-1) (mg/L) (ms) T (°C)
Dia 10
1 168 145 3,1 1,385 6,58 21
Referencia 3 180 260 3 1,035 7,21 21
4 128 95 2,8 0958 7,3 21,4
5 256 140 2,4 0,945 7,45 21
Agricola 6 152 120 3,2 0,972 6,25 20,7
7 148 135 3,8 0,965 6,38 20,9
8 196 160 3,4 0,978 6,61 21,1
9 100 90 3 0947 7,52 20,6
10 164 160 3,7 1,023 7,76 21,2
Urbana 11 140 105 3,2 1,055 7,55 20,9
12 152 160 3 1,032 7,32 20,7
13 144 145 2,8 0,957 7,39 20,6
14 180 155 3,2 1,021 7,26 21,1
15 192 125 2,4 0,894 7,56 21,7
Industrial 16 196 180 2.8 0,984 7,59 20,8
17 136 110 2,1 0,936 7,22 20,9
18 196 125 3,4 1,214 7,19 212
Cloacas 20 188 165 3,5 1,066 7,52 20,6

Tabla 3. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas

en Estadio 25 de B. pulchella correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)

de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia 1
Referencia 3 162 450 3,5 0,96 7,11 21,1
4 126 142 3,2 0,947 7,6 21,3
5 254 136 2,5 1,128 7,32 22,1
Agricola 6 157 165 3,3 0,881 7,36 22,5
7 147 125 3 0,955 7,16 21,7
8 192 143 3,4 0,92 7,24 22.6
9 98 84 3,5 0,857 7,13 222
10 154 152 3,6 0,93 6,86 222
Urbana 11 132 87 472 1,559 9,99 225
12 136 139 3,3 1,069 7,45 232
13 148 114 2,2 1,095 7,21 23,5
14 170 112 2,7 1,952 7,39 23,5
15 181 147 2,6 1,22 7,51 22,3
Industrial 16 183 163 2,5 1,048 7,62 21,1
17 129 98 2,6 1,73 7,43 21,5
18 176 113 2,7 1,021 7,37 21,5
19 148 120 3,7 0,95 7,41 21,8
Cloacas 20 154 144 2,2 1,014 7,48 22,7
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Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) pH (°C)
Dia 10
Referencia 3 165 452 3,4 0,959 7,15 21,5
4 130 143 3,3 1,443 7,60 21,2
5 255 136 2,5 0,949 7,34 22
Agricola 6 158 165 3,3 1,130 7,39 223
7 150 126 2.9 0,875 7,20 21,9
8 193 144 3,4 0,957 7,25 22,6
9 100 86 3,7 0,920 7,15 222
10 153 154 3,5 0,857 6,89 222
Urbana 11 140 88 4.2 0,929 6,94 225
12 148 142 3,3 1,059 7,47 23,2
13 154 120 2,5 1,078 7,17 24,1
14 - - - - - -
15 183 154 2,7 1,924 7,53 223
Industrial 16 185 166 2.3 1,219 7,63 21,2
17 130 99 2,6 1,044 7,49 21,5
18 180 114 2,7 1,071 7,40 21,5
19 150 125 2,8 1,023 7,48 21,8
Cloacas 20 158 145 2.3 0,956 7,55 21,7

Tabla 4. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas
en Estadio 25 de R. arenarum correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)
de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)
Dia 1
Referencia 1 136 115 4.8 1,071 7,11 21,5
3 120 65 4,5 0,78 7,51 22
4 248 80 4,5 0,807 7,48 222
5 160 60 4,5 0,811 7,51 22,2
Agricola 6 116 95 5 0,746 7,52 21,9
7 148 130 3,5 0,809 74 21,8
8 180 95 34 0,965 7,34 21,7
9 136 60 2.8 0,928 7,24 21,5
Urbana 10 112 70 3,3 0,892 7,47 20,9
11 164 115 3,9 0,859 7,27 21,7
Industrial 14 128 65 4,4 0,854 7,48 21,6
16 212 75 2,1 11,92 7,51 21,6
Cloacas 20 96 95 42 0,647 6,63 21,8
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Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)

Dia 10

Referencia 1 140 45 5,0 0,907 72 24
3 136 75 4,7 0,820 7,6 25
4 184 110 4,9 0,750 7,47 24
5 152 70 4.3 0,790 7,49 24
Agricola 6 100 120 4,9 0,980 7,3 24
7 168 160 3,5 0914 7,47 24
8 136 115 2,6 0913 7,73 25
9 200 130 2,4 0,860 7,48 24
Urbana 10 156 80 5,0 0,914 7,76 24
11 232 175 3,6 0,710 7,42 24
. 14 - - - - - -
Industrial 16 236 160 1,8 0916 7,14 24
Cloacas 20 184 75 43 0,781 7,14 24

Tabla 5. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas
en Estadio 8 de B. pulchella correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)
de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mgCaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)
Dia 1
, 1 160 95 3,2 1,225 6,74 22,0
Referencia
3 172 250 4,6 1,010 7,24 22,0
4 124 100 3,1 0,957 7,00 22,0
5 252 125 2,9 0,961 7,30 22,0
Agricola 6 148 175 3,0 0,972 6,10 22,0
7 140 115 3,5 0,923 6,30 22,0
8 180 150 3,0 0,918 6,80 22,0
9 84 75 3.3 0,955 7,10 22,0
10 160 150 3,6 1,055 7,40 22,0
11 124 85 3,9 1,042 7,32 22,0
Urbana
12 140 135 3,3 1,033 7,44 220
13 140,8 115 3,1 0,915 7,56 22,0
14 172 115 2,4 1,095 6,92 223
15 185 150 2,5 0,925 7,22 22,1
Industrial 16 184 165 2,6 0,936 7,33 22,0
17 132 100 2,5 0,915 7,09 22,0
18 180 115 3.9 1,125 7,15 22,0
Cloacas 20 154 145 3,2 1,036 7,22 22,0
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Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mgCaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia 10

Referencia 1 168 145 3,2 1,325 6,45 23,0

3 180 260 3,1 1,020 7,23 22,0

4 128 95 3,0 0,989 7,15 22,1

Agricola 7 148 135 3,1 0,936 6,32 224

8 152 120 2,4 0,974 6,23 22,0

9 100 90 3,1 0,962 7,48 22,5

Urbana 11 140 105 3,2 1,056 7,52 22,1

12 152 160 3,0 1,025 7,20 22,0

13 144 145 2,9 0,954 7,36 2,40

Industrial 17 136 110 2,2 0,925 7,15 22,2

18 196 125 3,1 1,214 7,13 222

Tabla 6. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en el Bioensayo con larvas
en Estadio 8 de R.arenarum correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)
de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)
Dia 1

Referencia 3 216 260 2,5 1,052 7,14 22,1

Agricola 4 176 80 3,0 1,098 7,45 223

5 128 120 3,0 1,139 7,45 22,5

7 200 95 34 1,112 7,48 23,1

8 140 350 2,6 0,987 7,05 22,6

Urbana 11 164 80 3,8 1,090 7,48 23,5

12 208 175 2,7 1,850 7,39 22,0

13 168 130 2,5 1,208 7,41 22,1

Industrial 14 132 155 1,9 1,350 7,68 22,5

15 172 172 2,9 1,230 7,33 22,8

16 216 216 2,9 1,227 7,51 22,4

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°O)
Dia 10

Referencia 3 196 310 2,5 1,259 7,21 222

Agricola 4 200 55 3,2 1,254 7,58 22,5

5 296 190 33 1,156 7,43 22,4

7 272 155 3,5 1,148 7,45 23,1

8 260 100 2,8 0,987 17,12 22,8

Urbana 11 188 80 3.9 1,084 7,39 23,6

12 208 185 2,4 1,820 7,42 22,4

13 168 145 2,3 1,358 7,38 22,0

Industrial 14 - - - - - -

15 192 145 3,1 1,254 7,34 22,9

16 228 170 3,2 1,224 7,46 22,8
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Tabla 7. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en los Bioensayo con larvas
en Estadio 8, 25 y 30 de B. pulchella correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)
de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Estadio 8
Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
1 142 147 125 136 3,7 39 0,627 0,638 7,01 7,55 25 249
3 133 136 41 54 44 44 0,561 0,526 6,34 7,27 25,5 254
Agricola 4 254 259 121 128 6,9 3 0,731 0,728 7.4 7,65 254 254
5 247 197 3,6 0,782 7 254
6 184 186 70 78 38 4 072 0,729 7,72 7,63 252 25,3
7 192 196 119 125 34 33 0,711 0,698 7,02 7,38 25,4 254
8 100 102 107 116 7,2 29 0,815 0,807 7,06 7,73 254 254
9 162 165 179 189 32 7,2 0,719 0,725 7,19 7,78 26,5 25,5
Urbana 11 147 150 196 197 3,5 3,7 0,761 0,752 6,98 7,29 252 23,6
12 140 141 119 126 29 34 0,714 0,712 7,07 7,43 25,7 25,8
13 159 162 171 174 34 3,1 0,667 0,669 688 748 256 26,5
Industrial 14 188 127 2,5 0,696 7,37 25,6
15 195 196 170 174 3,3 3,2 0,833 0,824 7,28 7,71 25,3 25,7
16 184 187 191 197 29 24 0,813 0,754 7,55 7,77 25,3 25,5
17 136 140 160 169 4,4 33 0926 0972 7,44 7,26 25,5 2573
18 195 198 133 132 2,5 3,1 1,38 1,41 7,38 743 262 259
19 187 175 185 178 32 3 0,497 0,833 7,34 745 262 25,6
Cloacas 20 165 176 120 119 2,5 29 0836 0,61 7,67 7,43 259 26,5
21 125 125 1,5 1,012 7,87 25,7
Estadio 25
Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T
Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
1 148 149 100 102 43 5,5 0,669 0,700 7,04 6,72 24 24,6
3 100 112 95 96 2,5 3,1 5583 0,587 6,60 6,71 24,8 24,6
Agricola 4 160 156 195 197 2,7 3,9 0,685 0,756 7,34 6,65 24,8 24,6
5 140 142 158 162 3,3 49 0,712 0,729 7,35 6,55 24,9 24,6
6 148 151 124 145 2,5 3,1 0,754 0,751 7,34 6,81 24,9 24,6
7 140 139 144 146 2,8 34 0775 0,773 7,31 6,75 25 24.6
8 200 196 243 247 2,8 3,7 0,770 0,769 7,29 6,51 24,8 24,8
9 172 165 136 147 2,3 2,7 0,710 0,722 7,8 6,60 25,1 25,1
Urbana 11 144 136 189 188 3,6 3,5 0,644 0,676 7,32 6,68 24,7 253
12 164 152 159 163 3,9 46 0,147 0,778 4,47 6,61 253 255
13 244 196 113 125 3,2 3,7 1,055 0,902 7,51 6,71 253 255
Industrial 14 140 125 2.5 0,950 7,56 26
15 120 116 2.7 0,831 7,33 24,5
16 128 143 112 110 3,0 3,5 0,967 0,951 6,56 9,59 25 249
17 168 145 216 214 3,0 1,4 1,055 0,863 7,48 6,52 25,3 24,9
18 156 158 215 247 2,1 23 0817 0,659 7,56 6,20 252 257
19 184 186 178 125 2,1 2,5 0,728 1,094 7,63 6,52 25,6 25,7
Cloacas 20 124 129 253 247 2,9 3,1 0,960 0,866 6,92 6,57 254 25,7
21 208 214 168 172 3,7 3,5 0,708 0,873 7,08 6,40 25,6 25,7
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Estadio 30

Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct pH T

Problematica Sitios (mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Referencia 210 198 253 248 2,8 53 0,743 0,758 7,40 7,23 24,6 24
172 175 146 149 23 3,5 0,648 0,658 6,84 6,82 24,8 24
Agricola 154 126 199 18 3,6 29 0,768 0478 7,14 7,12 249 23,8

164 152 159 163 3,9 43 0,751 0,742 7,45 7,50 24,8 23,6
244 196 113 125 32 38 0813 0,921 7,56 7,53 24,7 24,1
140 147 125 135 25 2,5 0,797 0,776 7,68 7,62 24,8 242
120 125 116 120 2.7 3,6 0819 0,821 6,94 6,84 254 23
160 156 195 197 3,5 3,7 0,848 0,886 7,24 7,03 252 244
Urbana 11 140 142 158 162 2,7 2.8 0,837 0869 7,43 7,23 253 24,7

12 148 151 124 145 3,6 3,4 0,709 0,759 7 7,12 25 243

13 140 139 144 146 42 43 0679 0,637 7 7,08 25,1 24

Industrial 14 200 196 243 247 3,5 3,7 0,755 0,733 7,30 7,21 25,2 23,9
15 172 165 136 147 3,6 3,6 0946 0,952 7,60 7,54 25 23,8

16 148 149 100 102 2,7 2.8 0854 0851 7,56 7,59 25,3 243

17 100 112 95 96 45 40 1,126 1,135 7,18 745 25,1 24

18 160 156 195 197 2,7 2,8 00948 0,962 7,43 7,41 254 24,1

19 140 142 158 162 3,5 3,1 1,014 1,016 7,57 7,14 254 235

Cloacas 20 148 149 100 120 2,6 2,4 0814 0825 7,65 721 25 24
21 100 112 95 100 2,5 2,9 1,010 1,020 7,39 7,41 25,1 24,1

O 0 1N DN KW —

Tabla 8. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante en los Bioensayo con larvas
en Estadio 8, 25 y 30 de R. arenarum correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 10)
de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Estadio 8
Problematica Sitios Dureza Alcalinidad Oxigeno  Conduct. pH !
(mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Referencia 3 212 175 110 125 21 29 00825 0,884 ¢g87 7,06 22,1 232
Agricola 4 208 126 150 160 39 2 0,185 1,116 6,7 7,08 222 229
5 192 152 80 90 27 2,8 0,758 0,849 667 7,11 22,8 224
6 184 196 80 95 2,1 1,6 0,747 0,828 629 6,94 234 233
7 192 147 90 125 25 23 0,781 0,844 702 7,04 22,7 22,5
8 260 125 95 105 2,1 45 0,721 0913 ¢29 7,5 22,7 228
9 156 100 3,6 0,872 6,67 23
10 216 196 110 109 3,2 3,3 0,765 0,942 6,32 7,44 22,7 23,1
Urbana 11 192 142 110 110 29 1,4 1,024 1,155 ¢87 7,19 239 229
12 276 151 155 175 26 2,3 1,154 1,093 702 731 23,1 223
13 192 139 95 130 32 24 0927 0949 705 7,07 232 225
Industrial 14 128 230 4 1,352 7,25 22,4
15 180 165 100 115 42 2,6 1,023 1,036 6,99 7,33 22,3 228
16 164 149 85 95 3,8 2,1 0,702 0,806 6,89 6,87 22,5 22,1
17 208 112 95 110 42 3 0,824 0965 69 7,39 233 221
18 284 156 95 115 4 2,6 0,708 0,858 686 7,22 23,1 228
19 128 142 75 90 29 2,8 0,671 0,785 653 7,07 23 249
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Estadio 25

. o Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct T
Problematica Sitios pH
(mg CaCO3.L-1) (mgCaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dja Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Referencia 3 256 175 120 125 24 29 0931 0887 7,07 7,06 23,2
Agricola 4 260 165 145 160 25 2 0874 1,125 771 741 22 221
5 189 149 102 99 25 2,8 1,241 0,847 749 721 22,3 225
6 185 112 106 108 2,1 25 1,023 0236 741 6,58 222 224
7 148 147 145 125 27 2,1 0,781 0854 693 6,89 22 221
8 254 125 178 105 25 1,6 0938 0,7865 749 7,52 219 22
9 145 156 100 147 35 23 0835 0866 731 731 224 2273
10 214 126 120 109 3,2 3,3 1,065 0974 7,92 7,23 22,5 22,8
Urbana 11 184 152 154 110 34 24 1,077 1,124 759 6,99 22,6 224
12 247 196 165 165 25 25 1,242 1,032 773 721 22 225
13 125 139 100 139 25 3,1 L171 0927 727 7,09 22,1 22,5
Industrial 14 147 156 2,5 1,081 7,2 22,1
15 184 185 120 147 25 32 1,108 1,047 72 745 224 22,1
16 169 174 165 124 34 2,5 1,055 0,809 752 625 22,1 22,6
17 206 208 152 133 3,5 39 0947 0963 7,13 7,26 22,5 22,7
18 226 230 123 116 6 2,8 0932 0865 776 733 22 22
19 136 142 100 98 3,5 2,7 0972 0945 736 7,1 22 228
Estadio 30
Problematica Sitios Dureza Alealinidad Oxigeno Conduct pH !
(mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1)  (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Referencia 3 138 144 95 93 24 2,7 1,055 0809 7,41 7,21 22,1 228
Agricola 4 249 198 160 160 25 32 0,947 0963 6,93 7,09 22,1 22,6
5 127 141 95 134 32 39 1,065 0,865 749 745 22,1 227
6 149 152 151 145 34 2,8 1,077 0945 72 625 22,5 22
7 186 187 115 142 25 25 1,242 1,047 752 6,89 22 228
8 171 176 160 119 25 28 1,241 0,7865 7,13 7,52 22,4 224
9 208 210 147 128 25 25 1,023 0,866 7,76 7,31 22 225
10 256 127 173 100 2,1 3,1 0,781 0,974 7,36 7,23 21,9 22
Urbana 11 147 158 95 142 27 29 0938 1,124 731 7,06 22 223
12 216 128 115 104 25 2 0,835 1,032 792 741 22 22,
13 186 154 149 105 34 2,1 0931 0927 759 726 224 22,1
Industrial 14 258 177 115 120 35 34 04874 00887 7,73 7,33 22,5 225
15 262 167 140 155 6 3,6 0932 1,125 727 7,1 22,6 232
16 191 151 97 94 35 23 0972 0847 72 721 22 22,1
17 187 114 101 103 25 33 1,171 0236 7,07 6,58 22,3 225
18 150 149 140 120 25 24 1,081 0,854 7,71 6,99 222 224
19 126 142 124 100 35 2,5 1,108 0,987 7,49 6,78 22,1 225
Cloacas 21 132 116 2,5 1,154 7,52 22,3
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Tabla 9. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante del Bioensayo Cronico con
larvas de R. arenarum correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y final (Dia 102) de ensayo para

las distintas muestras de los sitios de estudio.

. - Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct T
Problematica Sitios pH
(mg CaCO3.L-1) (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°0C)
Dia Dia Dia Dia Dia pja Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
1 268 275 125 124 3,6 4,1 0,838 0,856 7,7 7,24 225
Referencia 3 224 231 120 121 2,5 47 0909 1,013 7,52 7,64 22,5 244
Agricola 5 120 122 95 100 2,5 3 0,682 0938 7,62 7,06 225 244
9 152 153 85 9% 45 25 0,836 1,002 7,15 7,36 224 243
11 184 182 173 100 2,6 3,6 0,732 0,928 6,97 7,01 22,3 242
Urbana 12 196 190 95 9% 2 23 0726 1,549 7,53 7,13 223 24,1
Industrial 15 180 181 140 154 23 3,1 0,759 1,193 7,42 7,14 223 2473
16 204 200 97 95 41 25 0902 1,119 7,19 7,17 22,3 243
18 244 236 100 120 3,5 23 0,856 0927 69 726 223 242
Cloacas 20 112 114 250 231 2,6 2,5 0,776 0,539 7.6 73 223 24
21 121 127 100 115 54 2,7 0846 0,872 7,13 725 223 242

Tabla 10. Valores medios de parametros de calidad del agua sobrenadante de los Bioensayo con

diluciones de sedimento con larvas de R. arenarum correspondientes a los tiempos inicial (Dia 1) y

final (Dia 10) de ensayo para las distintas muestras de los sitios de estudio.

Descargas Cloacales

o Dureza Alcalinidad Oxigeno Conduct T
Dilucién pH
(mg CaCO3.L-1)  (mg CaCO3.L-1)  (mgL) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
100 172 181 180 186 2,5 24 1,346 1,165 6,61 6,76 23,2 242
75 168 174 110 125 25 2,3 1,33 0973 6,63 6,77 23,4 2472
50 176 165 70 89 2,7 2,5 1,161 1,077 6,37 6,74 234 242
25 152 144 95 106 32 3,1 0968 1,177 6,31 7,33 23,7 243
12,5 144 136 80 97 2,6 3 0868 1,104 6,03 7,53 23 24,6
6,5 124 127 80 99 2,8 2,5 0818 0,969 6,12 6,67 24,4 2477
0 76 87 60 87 3,7 3,6 0,777 1,025 7,41 6,82 252 249
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Industrial

L Dureza Alcalinidad Oxigeno  Conduct.
Dilucién pH
(mg CaCO3.L-1)  (mg CaCO3.L-1) (mg/L) (ms) (°C)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
100 165 176 170 6,4 3 24 065 0916 7,37 7,7 23 23
75 146 175 105 7,7 34 23 0,668 0913 731 7,69 23 23
50 165 168 75 5,7 3,5 2,5 0,549 0,897 7,06 7,79 24 23
25 162 168 105 4,2 4,6 3,1 0,657 0,876 6,91 7,65 24 23
12,5 147 198 110 3,1 38 3 0,625 0,897 6,83 7,68 23 23
6,5 139 136 90 3,9 3,5 2,5 0,628 0,854 6,8 7,59 24 23
0 100 87 75 3,7 3,8 3,6 0,653 0,771 6,53 745 24 23
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Tablas resumen de las pruebas de significancia para los bioensayos realizados:
Estadio 25
Boana pulchella

Tabla 11- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con B. pulchella en estadio 25 y la
prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl M F p

Interseccion 50,68 1,00 50,68 51939,37 0,00
sitio 0,01 500 000 1,14
Error 0,03 29,00 0,00

Interseccion 70,18 1,00 70,18  1993,41 0,00

Ensayo
1

Ensayo ..
5 sitio 18,55 18,00 1,03 2926
Error 334 9500 0,04
Interseccion 207,62 1,00 207,62 2956,99 0,00
Ensayo

3 sitio 9,25 18,00 0,51 7,32

Error 6,67 95,00 0,07

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor
Ensayo 2 Ensayo 3
Sitios p Sitios p

1 3
3 1,00 4 0,78
4 0,00 5 0,99
5 0,63 6 099
6 0,04 7 0,92
7 0,99 8 0,99
8 1,00 9 1,00
9 0,00 10 1,00
10 0,99 11 0,73
11 0,00 12 1,00
12 0,00 13 1,00
13 0,00 14 0,00
14 0,00 15 0,00
15 0,00 16 0,99
16 0,00 17 1,00
17 0,00 18 0,99
18 0,00 19 0,99
20 1,00 21 0,07
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Tabla 12- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con B. pulchella en estadio 25 y la

prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p

Interseccion 33,44 1,00 33,40 28152,77 0,00
Ensayo 1 sitio 0,01 5,00 0,00 2,18 0,05

Error 0,03 29,00 0,00

Interseccion  1039,34 1,00 1039,34 9173,38 0,00
Ensayo 2 sitio 7,84 16,00 0,49 4,32 0,00

Error 9,40 83,00 0,11

Interseccion  1652,93 1,00 1652,93 13761,66 0,00
Ensayo 3 sitio 64,19 17,00 3,77 31,44 0,00

Error 10,57 88,00 0,12

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sitios p Sitios P Sitios P
3 1 0

4 090 3 0,98 3 1,00

5 0,03 4 0,77 4 0,00

6 0,77 5 0,98 5 0,01

7 0,26 6 1,00 6 0,00

8 0,42 7 1,00 7 0,13

8 0,41 8 0,68

9 1,00 9 0,00

10 1,00 10 0,00

11 0,92 11 0,00

12 0,97 12 0,00

13 0,58 13 0,00

16 1,00 15 0,00

17 0,12 16 0,28

18 0,87 17 0,00

20 0,00 18 0,00

22 0,99 19 0,00

21 0,00
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Tabla 13- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con B.
pulchella en estadio 25 y la prueba a posteriori de comparacion multiple*

Ensayol  Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=35) =12,97550 p =,0236
Ensayo2  Kruskal-Wallis test: H ( 15, N=95) =0,000000 p =1,000

Ensayo3  Kruskal-Wallis test: H ( 17, N= 106) =0,000000 p =1,000

Ensayo 1
Multiple
comparacion
sitios  sitio 3

0

1 1,00
2 1,00
3 0,41
4 1,00
5 0,89

Tabla 14 Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con B. pulchella en estadio

25 y la prueba a posteriori Dunnett.*

Ensayo 1

Intestino desplazado: Id F(5,29)=,96114, p=,45755
Hipopigmentacion: Hp F(5, 29)=10,081, p=,00001
Ausencia de Queratodontes:

AQ F(5, 29)=8,4892, p=,00005

Cuerpo Hinchado: Ch F(5, 29)=4,3770, p=,00433

Ensayo 2

Intestino desplazado: Id ~ F(16, 83)=1,4321, p=,14718
Flexion de la cola: Fx F(16, 83)=1,1167, p=,35386
Ausencia de querat.: Aq  F(16, 83)=3,3941, p=,00013
Edema: E F(16, 83)=,91571, p=,55438
Hipopigmentacion: Hp  F(16, 83)=1,6171, p=,08221

Ensayo 3

Flexion de la cola: Fx  F(17, 84)=1,4344, p=,14136
Hipopigmentacion: Hp  F(17, 84)=2,1336, p=,01225
Intestino desplazado: Id F(17, 84)=4,8553, p=,00000
Boca Anormal F(17, 84)=,87236, p=,60708
Cuerpo asimétrico F(17, 84)=,87236, p=,60708

Id Hp Aq Ch
sitio P p p p
0
1 1,00 0,84 094 1,00
2 097 0,84 0,11 1,00
3 1,00 0,39 1,00 1,00
4 0,38 0,00 1,00 1,00
5 0,20 0,22 0,00 0,00
Ensay() 2 Ensayo 3
Sitios  p Sitios _ p p
10 1,00 3
11 0.86 4 1,00 1,00
12 048 5 1,00 1,00
> 6 1,00 1,00
13086 71,00 1,00
16 0,00 8 1,00 1,00
17 0,01 9 1,00 1,00
18 0,85 10 0,00 0,14
20 1,00 11 1,00 1,00
220,99 12 1,00 1,00
13 1,00 1,00
14 1,00 1,00
15 1,00 1,00
16 1,00 0,00
17 1,00 1,00
18 1,00 1,00
19 1,00 1,00
21 1,00 0,99
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Rhinella arenarum

Tabla 15- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con R. arenarum en estadio 25 y la

prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl M F p

Interseccion 148,58 1,00 148,58 4136,82 0,00

sitio 13,78 12,00 1,15 31,98
Error 2,33 65,00 0,04

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor

Sitios

1

O 003N L W

10
11
14
16
20

p
0,98

0,98
0,98
0,98
0,88
0,98
0,98
0,56
0,00
0,00
0,79
0,98

Tabla 16- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con R. arenarum en estadio 25 y la

prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F P Sitios p

Interseccion 148,58 1,00 148,58 4136,82 0,00 1 0,06
sitio 13,78 12,00 1,15 31,98 0,00 2

Error 2,33 65,00 0,04 4 0,66

. . 5 0,03

SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM

cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 6 001

7 0,01

8 0,25

9 0,07

10 0,22

11 0,00

16 0,03

20 0,05
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Tabla 17- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con R.
arenarum en estadio 25 y la prueba a posteriori de comparacion multiple*

Kruskal-Wallis test: H (11, N=72) =47,40960 p =,0000

Sitios

—
SO0 NI DN~

11
16
20

1

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,06
0,15
1,00
1,00
0,04

2
1,00

1,00
1,00
0,02
1,00
1,00
0,60
0,01
1,00
1,00
0,54

Tabla 18. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con R. arenarum en estadio
25 y la prueba a posteriori Dunnett.*

Cuerpo céncavo: Cc
Intestino desplazado: Id
Ausencia querat. Aq

Ausencia de Pico corneo: Apc

F(11, 60)=2,2696, p=,02167
F(11, 60)=5,8657, p=,00000
F(11, 60)=2,8972, p=,00403
F(11, 60)=2,2746, p=,02139

Sitios

Cc
p

Id Fq Fpc
p_ P

p

[c BN Bie RV R S

11
16
20

1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,00
1,00
1,00

1,00

1,00
0,99
0,50
0,99
1,00
1,00
0,00
0,00
0,13
1,00

1,00

1,00
1,00
0,47
0,94
0,83
1,00
1,00
0,00
0,83
1,00

1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,00
1,00
1,00
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Ensayo estadio 8

B. pulchella

Tabla 19- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con B. pulchella en estadio 8 y la prueba

a posteriori Dunnett.*

SC GI CM F p Sitios

Interseccion 41,84 1,00 41,84 557,54 0,00 1
sitio 32,17 17,00 1,89 25,22 0,00 3
Error 6,75 90,00 0,08 4

5

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 6
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 7
9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

20

p
0,29

0,80
0,00
0,00
1,00
1,00
0,00
0,39
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,76
1,00
0,00

Tabla 20- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con B. pulchella en estadio 8 y la

prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p Sitios  p

Interseccion 592,90 1,00 592,90 14671,91 0,00 1 0,55
sitio 1,97 9,00 0,22 5,43 0,00 3

Error 1,94 48,00 0,04 4 1,00

7 0,11

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 9 0,01

cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 110,04

120,25

13 0,94

17 0,05

18 0,04
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Tabla 21- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con B.

pulchella en estadio 8 y la prueba a posteriori de comparacion multiple.

Kruskal-Wallis test: H (9, N= 58) =0,000000 p =1,000

Tabla 22. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con B. pulchella en

Suma Media

Sitios N de de

Ranks Rank

1 6 306,00 51,00
3 6 306,00 51,00
4 6 306,00 51,00
5 6 306,00 51,00
6 6 306,00 51,00
7 6 306,00 51,00
9 6 306,00 51,00
10 6 306,00 51,00
11 5 255,00 51,00
12 6 306,00 51,00
13 6 306,00 51,00
14 6 306,00 51,00
15 6 306,00 51,00
16 6 306,00 51,00
17 6 306,00 51,00
18 6 306,00 51,00
20 6 306,00 51,00

estadio 8 y la prueba a posteriori Dunnett..

Flexion de la cola : Fx
Intestino desplazado:
Id

Edema: E

Ausencia de quert.: Aq
Cuerpo asimétrico: Ca
Anormalidades en ojos

F(9, 48)=,62614, p=,76892
F(9, 48)=2,3832, p=,02553
F(9, 48)=,94491, p=,49612
F(9, 48)=1,7566, p=,10190

F(9, 48)=,95632, p=,48701
F(9, 48)=,84860, p=,57607

Sitios

N AW =

11

13
17
18

Id

p
1,00

0,98
1,00
0,03
0,96
1,00
1,00
0,07
0,30
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R. arenarum

Tabla 23- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con R. arenarum en estadio 8 y la
prueba a posteriori Dunnett.*

Sitios p
SC Gl CM F p 3

Interseccion 86,227 1,00 8627 1106,25 0,00 4097
sitio 11,12 10,00 1,11 1426 0,00 2(1)’(3)2
421 54,00 0,08 >
Error 8 0,84
_ 11 1,00
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 12 1.00
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 13 1’00
14 0,00
15 0,97
16 0,00

Tabla 24- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con R. arenarum en estadio 8 y la
prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p Sitios _ p
Interseccion 1399 1 1399 87208 0 3
sitio 5 9 1 35 0 4 0,00
Error 1 48 0 50,00
6 0,00
. 8 0,00
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad,
. 11 0,00
CM cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 12 0.00
13 0,00
15 0,00
16 0,00

Tabla 25- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con R.
arenarum en estadio 8 y la prueba a posteriori de comparacion multiple.

Kruskal-Wallis test: H (9, N=58) =49,28 p <,005

Suma Media

Sitios N de de p
Ranks Rank
3 6  330,0 55,00
4 6 156,00 26,00 0,01
5 6 185,00 30,83 0,04
6 6 156,00 26,00 0,01
8 6 156,00 26,00 0,01
11 6 156,00 26,00 0,01
12 6 156,0 26,00 0,01
13 6 156,000 26,00 0,01
15 6 156,00 26,00 0,01
16 4 104,00 26,00 0,01
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Tabla 26. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con R. arenarum en
estadio 8 y la prueba a posteriori Dunnett.

Flexion de la cola: Fx  F(9, 48)=4,4621, p=,00028 Fx E Id Aq
Edema: E F(9, 48)=3,0252, p=,00608 Sittos p p p p

Intestino desplazado: Id F(9, 48)=23,179, p=,00000
Ausencia de Querat: Aq F(9, 48)=4,5897, p=,00021

0,92 1,00 0,01 0,93
0,00 1,00 1,00 1,00
0,01 1,00 0,91 1,00
0,00 0,98 1,00 1,00
0,03 0,04 0,00 0,63
12 0,95 1,00 1,00 1,00
13 0,13 1,00 0,97 1,00
15 0,72 0,02 0,15 0,00
16 1,00 042 091 1,00

—_ 00 ON W W

Bioensayos en tres estadios de desarrollo 8-25-30.

Tabla 27- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con B. pulchella en estadios 8-25-30 y
la prueba a posteriori Dunnett.*

Estadio Estadio Estadio

SC Gl CcM F  p 8 25 30

Interseccion 39,46 1,00 39,46 674,04 0,00 Sitios p p p

Estadio sitio 18,14 18,00 1,01 17,21 0,00 1 1,00 0,96 0,72
8 Error 5,56 95,00 0,06 3

Estadio Ir.lt.ersecci(')n 88,20 1,00 88,20 1280,51 0,00 4 0,06 0,94 0,89
25 sitio 12,82 18,00 0,71 10,34 0,00 5 0,00 0,93 0,93
Error 6,54 95,00 0,07 6 0,78 0,81 1,00
Estadio Il:lt.eI'SGCCiO'n 65,88 1,00 65,88 1595,75 0,00 7 0,94 0,84 0,45
30 sit10 7,28 18,00 0,40 9,79 0,00 8 0,79 0,94 1,00
Error 3,92 95,00 0,04 9 0,17 0,99 0,64
11 1,00 0,00 0,23
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 12 0,02 0,07 0,17
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 13 0,98 0,00 0,96

14 000 000 0,00
15 002 000 0,00
16 058 0,59 0,02
17 1,00 052 0,00
18 0,00 000 0,00
19 096 0,69 0,00
20 0,72 001 0,97
21 0,00 031 096
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Tabla 28- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con B. pulchella en estadios 8-25-30

y la prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p Estadio 8 Estadio 25 Estadio 30
Estadio I{l‘gerseccién 0,00 1,00 0,00 150,49 0,00 Sitios p Sitios p Sitios p
8 sitio 0,00 14,00 0,00 2,00 0,03 1 0,64 1,00 0,99 1 1,00

Error 0,00 59,00 0,00 3 3,00 3
Estadio Il.lt.ersecci(’)n 1195,01 1,00 1195,01 5610,72 0,00 6 0,96 4,00 0,98 4 033
25 Sit10 12,34 17,00 0,73 3,41 0,00 7 047 5,00 098 5 1,00
Error _ 18,10 85,00 0,21 8 1,00 6.00 097 6 0.79
Estadio It.lt.erseccmn 1,10 1,00 1,10 986,31 0,00 9 0,78 7.00 0.88 7 0,90
30 sitio 0,12 16,00 0,01 6,82 0,00 11 061 8,00 0,69 8 0,96
Error 0,09 77,00 0,00 12 0,84 9,00 0,94 9 1,00
13 0,62 11,00 0,62 11 0,09
15 0,52 12,00 0,85 12 0,95
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 16 0,96 13,00 0,11 13 0,96
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor 17 0,68 15,00 1,00 16 0,01
18 043 16,00 0,78 17 0,32
19 0,92 17,00 1,00 18 0,02
20 0,97 18,00 1,00 19 0,10
19,00 0,98 20 0,10
20,00 0,86 21 1,00

21,00 0,44

Tabla 29- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con B.
pulchella en estadio 8-25-30 y la prueba a posteriori de comparacién multiple*

Estadio 8- Kruskal-Wallis test: H ( 15, N= 85) =,3462 p =1,000

Estadio 25- Kruskal-Wallis test: H ( 17, N=103) =,3526 p =1,000

Estadio 30- Kruskal-Wallis test: H ( 17, N=106) =,3474 p =1,000

Tabla 30. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con B. pulchella en

estadio 8-25-30 y la prueba a posteriori Dunnett.*

Estadio 8

Intestino desplazado: Id
Flexion de la cola: Fx
Ausencia de Quer. : Aq

F(15, 69)=235,66, p=0,0000
F(15, 69)=13,311, p=,00000
F(15, 69)=235,66, p=0,0000

Estadio 25

Ausencia de Quer. : Aq
Hipopigmentacion: Hp
Intestino desplazado: Id

F(17, 85)=2,5661, p=,00234
F(17, 85)=9,3317, p=,00000
F(17, 85)=,77291, p=,71832

Estadio 30

Ausencia de Quer. : Aq
Edema: E
Intestino desplazado: Id

F(17, 88)=20,911, p=0,0000
F(17, 88)=,97669, p=,49105
F(17, 88)=,97669, p=,49105
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Estadio 8 Estadio 25 Estadio 30
Sitios Id Fx Aq Sitios Aq Hp Sitios Aq
1 1,00 1,00 1,00 1 0,95 1,00 1 1,00
3 3 3
4 1,00 1,00 1,00 4 0,08 1,00 4 1,00
6 1,00 1,00 1,00 5 0,11 0,00 5 1,00
7 1,00 1,00 1,00 6 0,55 1,00 6 1,00
8 1,00 1,00 1,00 7 0,89 1,00 7 1,00
9 1,00 1,00 1,00 9 0,88 1,00 8 1,00
11 0,00 1,00 0,00 11 0,95 1,00 9 1,00
12 1,00 1,00 1,00 12 0,77 1,00 11 1,00
13 1,00 1,00 1,00 13 0,95 1,00 12 1,00
15 0,00 1,00 0,00 15 0,00 1,00 13 1,00
16 0,00 0,00 0,00 16 0,21 1,00 15 0,00
17 1,00 1,00 1,00 17 0,95 1,00 16 0,00
18 0,00 1,00 0,00 18 0,95 1,00 17 0,00
19 1,00 1,00 1,00 19 0,13 1,00 18 1,00
20 1,00 1,00 1,00 20 0,95 1,00 19 1,00
21 0,95 1,00 20 1,00
21 1,00
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Tabla 31- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con R. arenarum en estadio 8-25-30 y

la prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p
Estadio Ir.lt.ersecci(')n 79,95 1,00 79,95 1055,19 0,00
] sitio 20,15 16,00 1,26 16,62 0,00
Error 6,44 85,00 0,08
Estadio II.1t.ersecci(')n 90,99 1,00 90,99 1596,98 0,00
25 s1t10 18,67 16,00 1,17 20,48 0,00
Error 4,79 84,00 0,06
Estadio II.lt.ersecci(')n 143,73 1,00 143,73 4590,21 0,00
30 sit10 25,36 17,00 1,49 47,63 0,00
Error 2,82 90,00 0,03

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor

Tabla 32- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con R. arenarum en estadio 8-25-30 y

la prueba a posteriori Dunnett.*

Estadio Estadio Estadio

8 25 30
Sitios p p p

3

4 0,05 0,97 0,63

5 0,00 1,00 1,00

6 0,92 1,00 0,78

7 0,00 0,99 0,99

8 1,00 0,05 0,93

9 0,00 0,01 1,00
10 1,00 0,05 1,00
11 1,00 0,00 0,00
12 1,00 0,05 0,36
13 1,00 0,00 0,99
14 0,00 0,00 0,00
15 0,96 0,00 0,00
16 0,99 0,00 0,00
17 0,00 0,00 0,00
18 0,00 0,00 0,00
19 0,08 0,00 0,50
21 0,00

SC Gl CM F p

Estadio Il.lt‘ersec. 2823,82 1,00 2823,82 4440,32 0,00

] sitio 76,38 14,00 5,46 8,58 0,00
Error 45,79 72,00 0,64

tio Intersec. 287709 1,00 287709 1480239 0,00

EStzas 19 sitio 774 1400 0,55 2.84 0,00
Error 13,99 72,00 0,19

Eetadio IDtersec. 439656 1,00 4396,56 2338201 0,00

30 sitio 29,79 15,00 1,99 10,56 0,00
Error 15,04 80,00 0,19

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM
cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor
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Estadio 8 Estadio 25  Estadio 30
Sitios p Sitios p Sitios p
3 3 3
4 0,75 4,00 0,98 4 0,98
5 0,00 5,00 1,00 5 1,00
6 0,00 6,00 0,17 6 0,49
7 1,00 7,00 0,97 7 0,55
8 1,00 8,00 0,64 8 0,18
10 0,69 9,00 1,00 9 1,00
11 0,88 10,00 0,98 10 0,83
12 0,01 11,00 1,00 11 0,00
13 1,00 12,00 1,00 12 0,98
15 0,00 13,00 0,70 13 0,01
16 0,76 16,00 0,86 15 0,00
17 0,86 17,00 0,13 16 0,00
18 0,99 18,00 0,62 17 0,00
19 1,00 19,00 0,96 18 0,00

19 0,02



Tabla 33- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con R.

arenarum en estadio 8-25-30 y la prueba a posteriori de comparacion multiple*

Estadio 8-Kruskal-Wallis test: H (14, N= 87) =65,34 p =,0001
Estadio 25- Kruskal-Wallis test: H (15, N=88) =30,50 p =,06
Estadio 30- -Kruskal-Wallis test: H (15, N=96) =44,74 p =,0001

Tabla 34. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con R. arenarum en
estadio 8-25-30 y la prueba a posteriori Dunnett.*

Estadio 8

Estadio 8 Estadio 30
Sitios P sitios p

3 3 1,000
4 1,000 4 1,000
5 1,000 5 0,009
6 1,000 6 0,030
7 1,000 7 0,094
8 0,049 8 1,000
10 0,049 9 1,000
11 1,000 10 1,000
12 1,000 11 0,860
13 1,000 12 0,008
15 0,049 13 1,000
16 1,000 15 0,390
17 1,000 16 0,094
18 1,000 17 0,118
19 0,405 18 1,000

19 1,000

Flexion de la cola: Fx
Intestino desplazado: Id
Edema: E

Ausencia de quer.: Aq
Hipopigmentacion: Hp
Cuerpo asimétrico: Ca

Ausencia de pico corneo: Apc

F(14, 72)=1,1878, p=,30338
F(14, 72)=13,102, p=,00000
F(14, 72)=3,4540, p=,00027
F(14, 72)=7,4967, p=,00000
F(14, 72)=,88846, p=,57415
F(14, 72)=,95764, p=,50404
F(14, 72)=16,741, p=0,0000

Estadio 25

Intestino desplazado: Id
Edema: E

Ausencia de quer.: Aq
Cuerpo concavo: Cc
Flexion de la cola: Fx

F(14, 72)=2,1871, p=,01636
F(14, 72)=2,1871, p=,01636
F(14, 72)=,90339, p=,55880
F(14, 72)=,84653, p=,61768
F(14, 72)=,68855, p=,77810

Estadio 30

Flexioén de la cola: Fx
Edema: E

Edema: E

Cuerpo concavo: Cc
Ausencia de quer.: Aq
Hipopigmentacion: Hp
Intestino desplazado: Id

F(15, 80)=1,4414, p—, 14887
F(15, 80)=1,2739, p=,23831
F(15, 80)=3,7193, p=,00006
F(15, 80)=1,0000, p=,46368
F(15, 80)=,81973, p=,65307
F(15, 80)=,93333, p=,53173
F(15, 80)=2,3734, p=,00701
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Estadio 8 Estadio 25 Estadio 30
Sitios Id Aq E fpc Sitios Id E Sitios E Id
3 3 3
4 1,00 0,92 1,00 1,00 4 1,00 1,00 4 1,00 1,00
5 1,00 0,92 1,00 1,00 5 0,90 0,90 5 1,00 0,78
6 1,00 0,92 1,00 1,00 6 1,00 1,00 6 1,00 0,76
7 1,00 0,81 1,00 1,00 7 1,00 1,00 7 1,00 0,54
8 0,97 0,92 1,00 1,00 8 0,99 0,99 8 1,00 0,87
10 0,00 0,99 1,00 1,00 9 1,00 1,00 9 1,00 0,19
11 0,31 0,92 1,00 1,00 10 1,00 1,00 10 1,00 0,96
12 1,00 0,92 1,00 1,00 11 1,00 1,00 11 1,00 0,90
13 0,21 0,92 1,00 1,00 12 0,01 0,01 12 0,00 0,05
15 0,00 0,00 0,00 0,00 13 1,00 1,00 13 0,80 0,61
16 0,56 0,92 0,07 1,00 16 1,00 1,00 15 1,00 0,08
17 0,97 092 1,00 1,00 17 1,00 1,00 16 1,00 0,01
18 1,00 0,94 0,96 1,00 18 1,00 1,00 17 1,00 0,73
19 0,00 0,94 1,00 1,00 19 1,00 1,00 18 1,00 0,00
19 1,000000 0,365762

Ensayo Crénico

Tabla 35- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con R. arenarum
la prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F  p

 Intersec. 114.64 1,00 114.64 1669.54 0,00

?123 sitio 489 10,00 049  7.13 0,00
Error 3,78 55,00 0,07

" Interscc. 8640 1,00 8640 67934 0,00

]?f sitio 473 10,00 047 3,72 0,00
Error 7,00 5500 0,13

Di Intersec. 3098 1,00 3098 271,50 0,00

Sy sitio 581 10,00 058 5,09 0,00
Error 627 5500 0.1

*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad,
CM cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor

en ensayo cronico y

Dia Dia Dia
12 54 72
Sitios p P P
1 0,91 0,94 0,00
3
5 0,44 0,81 0,00
9 0,18 0,20 0,72
11 0,76 0,18 0,38
12 0,81 0,77 0,76
15 0,00 0,00 0,04
16 0,68 0,03 0,00
18 0,18 0,56 0,98
20 0,00 0,10 0,17
21 0,14 0,05 0,26
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Tabla 36- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con R. arenarum en ensayo cronico y

la prueba a posteriori Dunnett.*

Sitios

Dia
27
p

Dia
42
p

Dia
57
p

Dia
87
p

SC Gl M F p

Interseccion 1,06 1,00 1,06 1045,31 0,00

Dia sitio 028 11,00 0,03 2492 0,00
27 Error 0,06 57,00 0,00

. Interseccién 2,11 1,00 2,11 841,65 0,00

131231 sitio 0,25 10,00 0,03 10,18 0,00
Error 0,13 51,00 0,00

" Interseccion 1,83 1,00 1,83 102,31 0,00

]?73 sitio 032 10,00 0,03 1,78 0,00
Error 0,86 48,00 0,02

Interseccion 2,47 1,00 2,47 32,57 0,00

Dia sitio 0,48 10,00 0,05 063 0,00
87 Error 3,26 43,00 0,08

*SC: suma de cuadrados, Gl:

valor

D W =

9
11
12
15
16
18
20
21

0,68

0,00
0,00
0,99
1,00
0,96
0,62
0,99
0,00
0,00

0,24

1,00
1,00
0,18
0,54
1,00
0,00
0,12
1,00
1,00

1,00

1,00
0,04
0,98
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

0,58

0,00
0,47
0,79
0,88
0,91
0,84
0,47
0,65
0,43

grados de libertad, CM cuadrados medios, F: prueba, p: p-
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Ensayo con diluciones

Tabla 39- Tabla resumen Anova de mortalidad para ensayos con R. arenarum a en ensayos con
diluciones y la prueba a posteriori Dunnett.*

SC GIL CM _F p ~ Desc.
Interseccion 3347 1,00 3347 29371 0,00 Industrial Cloacales
Industrial sitio 615 600 102 899 000 _owos P p
Error 3,19 28,00 0,11 0
Descargas Interseccion 26,03 1,00 26,03 865,62 0,00 13 8,23 8’§3
sitio 4,49 6,00 0,75 24,89 0,00 ; )
cloacaes Error 042 1400 0.03 25 0,41 0,42
’ ’ ’ 50 0,00 0,28
75 0,00 0,16
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 100 0,00 0,00

cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor

Tabla 40- Tabla resumen Anova de crecimiento para ensayos con R. arenarum en ensayos con
diluciones y la prueba a posteriori Dunnett.*

SC Gl CM F p Industrial

Intersec. 111,09 1,00 1111,09 3697,79 0,00 1O P

Industrial sitio 7,66 6,00 1,28 4,25 0,01 0

Error 6,61 22,00 0,30 6 0,579488
. Ir‘lt.ersec. 32,34 1,00 32,34 262,65 0,00 12 0,272687
cloacales s1t10 0,58 6,00 0,10 0,78 0,60 25 0,005594
Error 1,72 14,00 0,12 50 0,000080
*SC: suma de cuadrados, Gl: grados de libertad, CM 75 0,000008

cuadrados medios, F: prueba, p: p- valor
Tabla 41- Prueba de significancia Kruskals- Wallis variable desarrollo para ensayos con R.
arenarum en ensayos con diluciones y la prueba a posteriori de comparacién multiple™®
Industrial- Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=29) =21,27 p=,0016

D. cloacales- Kruskal-Wallis test H ( 6, N=179) =10,12102 p =,1197

sitios  p
0

6 1,000
12 1,000
25 0,034
50 0,034
75 0,041
100 0,013
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Tabla 42. Prueba de significancia Anova de anormalidades para ensayos con R. arenarum en

ensayos con diluciones y la prueba a posteriori Dunnett.*

Industrial

Flexion de la cola : Fx
Cuerpo concavo: Cc

Intestino desplazado: Id
Ausencia de quer. : Aq
Ausencia de pico corneo: Apc

F(6, 23)=,51275, p=,79247
F(6, 23)=,81356, p=,57034
F(6, 23)=2,0116, p=,10534
F(6, 23)=46,157, p=,00000
F(6, 23)=5,9477, p=,00073

D. cloacales

Flexion de la cola : Fx
Cuerpo concavo: Cc

Intestino desplazado: Id
Ausencia de quer. : Aq
Ausencia de pico corneo: Apc

Indiustrial

cloacales

Diluciones Aq Apc Cc

0

6 0,88 0,88 1,00
12 0,88 0,88 1,00
25 0,02 0,88 1,00
50 0,00 0,72 1,00
75 0,00 0,01 0,00

100 0,00 0,00

F(6, 13)=1,1762, p=,37631
F(6, 13)=6,1147, p=,00313
F(6, 13)=2,1216, p=,12041
F(6, 13)=,82131, p=,57295
F(6, 13)=,75833, p=,61471
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