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1. Introduccion

Los humedales de la cuenca del rio Parana brindan bie-
nes y servicios ecoldgicos que garantizan la calidad de
vida de las poblaciones, desde la regulacion hidrica y
el ciclado de nutrientes hasta procesos asociados a la
produccién primaria y secundaria y provisién de habi-
tat. Las actividades humanas degradan los ecosiste-
mas y llevan a una pérdida de dichos bienes y servicios.
En el tramo final del rio Parana se desarrollan activi-
dades agropecuarias e industriales que vienen gene-
rando un creciente impacto ambiental [1]. El area esta
densamente poblada, con ciudades como Rosario, San
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Nicolas, Ramallo, San Pedro, Zarate y Campana, que generan
una importante carga de desechos domiciliarios. Asimismo,
funcionan desde parques industriales con actividades meta-
lUrgicas hasta papeleras, curtiembres, madereras, que dan
origen a efluentes que son volcados a los cursos de agua de
la cuenca del rio Parand; ademas de una intensa produccién
agricola-ganadera.

Respecto a la calidad ambiental del rio Parana, Bernasconi
y otros [2] informaron acerca de niveles contaminantes de Zn,
Cu, Cd, Pb, Ni y Hg en aguas y sedimentos de los rios San
Lorenzo y Saladillo y del arroyo Pavon. Asimismo se informa-
ron sobre los niveles de Zn, Cu y Cr superiores a los niveles
guia para la proteccioén de la vida acuatica en el Parana de las
Palmas [3]. Los aportes de nutrientes derivados de activida-
des agricolas, ganaderas y de urbanizacion también deterioran
el agua. Mugni y otros [4] estudiaron los valores de nutrientes
(P reactivo soluble, nitrato) en un arroyo pampeano, resultan-
do significativamente mas altos en aguas proximas a parcelas
cultivadas con soja-trigo y tratadas con fertilizantes, que en las
aguas proximas a parcelas sin tratar. Asimismo, el Py NO," fue-
ron mas altos en sitios préximos a areas de asentamiento de
ganado mas que por cultivo de soja. Riglos y otros [5] estudia-
ron N, P y C como marcadores de actividad antropica en sitios
correspondientes a la cuenca superior, media e inferior del rio
Parana, midiendo niveles de NH,* que superaron los niveles
guia para la proteccién de la vida acuatica en los rios San Lo-
renzo, Saladillo y Lujan. Los sedimentos del rio Parana en sus
tramos medio y final hasta la desembocadura del rio Lujan in-
clusive, fueron evaluados mediante estudios ecotoxicolégicos
con Hyalella curvispina [6], las muestras de las desembocadu-
ras de los arroyos San Lorenzo, Saladillo y Pavon evidenciaron
una disminucién significativa en la sobrevida de los anfipodos
expuestos. Dicha toxicidad seria consistente con la presencia
de metales pesados contaminantes [2] y plaguicidas [7] en esos
sitios. Este escenario revela la necesidad de monitorear el area
en forma permanente y tomar decisiones basadas en conoci-
mientos cientificos, a los efectos de proteger el ecosistemay la
salud humana.

Los anfibios se destacan como monitores de procesos eco-
sistémicos, dado que son valiosos indicadores de la calidad
ambiental y desempefian multiples roles en los ecosistemas
[8]. También, presentan una alta sensibilidad a los cambios
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fisico-quimicos del medio acuatico. Asi, procesos de concen-
tracion de solutos [9] o la presencia de agroquimicos pueden
afectar seriamente la calidad del habitat para estos organis-
mos [10]. Desde las Ultimas décadas, los anfibios vienen te-
niendo gran relevancia a nivel mundial, ya que muchas de sus
poblaciones han disminuido considerablemente, y ha aumen-
tado también la incidencia de malformaciones [11, 12]. Los
anfibios aportan la mayor proporcién de especies entre los
vertebrados en peligro de extincién [13], siendo las principales
causas la degradacion y la contaminacion de sus habitats [12].
Los estanques y charcas temporales, donde se reproducen y
desarrollan, reciben nutrientes y contaminantes como conse-
cuencia de la deriva o lavado de los suelos, que se concentran
por la radiacién solar en primavera-verano, coincidiendo con la
época reproductiva y las etapas mas susceptibles del ciclo de
vida de los anfibios [12].

En particular, Rhinella (Bufo) arenarum tiene una amplia
distribuciéon en Sudameérica, identificandosela como una de
las especies con mayor incidencia de malformaciones en la
region media-este de la Argentina, zona dominada principal-
mente por la agricultura. Bionda y otros [14], registraron una
disminucién en la masa corporal de las larvas de R. arenarum
que habitan zonas agricolas, como consecuencia de una dis-
minucién en la alimentacioén, en comparacioén con las larvas
de los sitios controles. Estos posibles efectos de los ambien-
tes modificados pueden comprometer la continuidad de la
poblacién, alterando la supervivencia, reproduccion y reclu-
tamiento [15, 16, 17].

Los bioensayos de toxicidad en laboratorio constituyen una
herramienta de diagndstico realista, que se ajusta a las nece-
sidades actuales facilitando la toma de decisiones frente a los
problemas planteados por la contaminacién. Para obtener infor-
mes ecotoxicoldgicos representativos de la fauna herpetologica
argentina, se desarroll6 el test estandarizado de toxicidad AN-
FITOX [18], que utiliza embriones y larvas de R. arenarum para
evaluar la toxicidad aguda, cronica corta y cronica en distintos
estadios tempranos del desarrollo.

Asi, la evaluacion ecotoxicolégica en diferentes etapas del
ciclo de vida de los anfibios, junto al andlisis de parametros fisi-
co-quimicos del agua, resultan de suma utilidad ya que contri-
buyen a una evaluacion integrada del impacto de la contamina-
cion sobre el ecosistema.
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2. Metodologia

2.1. Muestreo de agua superficial

El disefio de muestreo y el procedimiento de toma de muestras
de agua superficial, fraccionamiento, preservacion y conserva-
cion se realizaron siguiendo las recomendaciones y considera-
ciones del documento PT-Mu-02 “Muestreo de aguas superfi-
ciales” [19]. En el marco de un estudio preliminar se realizé una
primera campafna de muestreo de agua en abril de 2016, en dos
sitios de estudio. El primer punto fue sobre el arroyo de la Cruz
(S1: S34° 08’ 587” O 58° 59’ 174’), en el partido de Campana, el
cual atraviesa zonas industriales; mientras que el segundo pun-
to fue sobre el rio Arrecifes (S2: S 33° 49’ 80” O 59° 35’ 601”),
en el partido de Baradero, cuyas aguas circulan por amplios
campos de cultivo (figura 1).

2.2. Medicion de parametros fisico-quimicos in situ

En cada sitio se midieron los siguientes parametros: pH (Adwa
AD12), penetracion luminosa con disco de Secchi, temperatura,
oxigeno disuelto (OD, Lutron PDO-519), conductividad eléctrica
(CE, Adwa AD203) y profundidad.

2.3. Medicion de parametros fisico-quimicos en laboratorio
Los sdlidos suspendidos totales se midieron por filtracién de las
muestras en filtros GF/F hasta saturacién de los mismos.

Los aniones se midieron en muestras conservadas a 4 °C.
DBO5 (Método del oxigeno disuelto) y DQO (Método HACH
8000), nitrégeno amoniacal (Método 8155), fosfatos (Método
8048), nitratos (Método 8039), nitritos (Método 8153), cloruros
(Método 8113) utilizando un espetrofotémetro HACH DR. Ade-
mas, se determind la concentracion de los siguientes metales
pesados por ICP-masa: Ar, Cu, Cr, Ni, Pb, Zn.

Con dichos resultados se calcularon dos indices de Calidad
de Agua (ICA): el ICA de Berdon 1994 [20] y el ICA del Water Re-
search Center [21].

2.4. Bioensayos de toxicidad

La toxicidad de las muestras de agua se evaludé mediante bioen-
sayos estandarizados de laboratorio (ANFITOX) crénicos (21 dias)
con embriones y larvas tempranas de R. arenarum, registrandose
los efectos letales y subletales por exposicion a las muestras de
agua procedentes de los distintos sitios de muestreo [18].
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Rio Parana

Rio Arrecifes

Arroyo de la Cruz
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Figura 1 (A). Imagen satelital de los dos sitios de muestreo, arroyo de la Cruz (S1) y rio Arrecifes
(S2) (Fuente: Google Earth); (B). Foto del sitio de muestreo del arroyo de la Cruz; (C). Foto del
sitio de muestreo del rio Arrecifes.
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Para el estudio de los efectos letales, se realizé un gradiente
de dilucién de las muestras compuestas (100%, 75%, 50%,
25%, 12%) preparadas en una solucién salina suave ANFITOX
(SA). Los bioensayos se realizaron exponiendo 10 individuos
por capsula de Petri (cubiertas, formando camaras) con 40 ml
de muestra (por triplicado) a 20 °C +/-1, en simultaneo con
los correspondientes controles en SA. Los ensayos fueron
semiestaticos (renovacion completa del medio cada 48 h), la
supervivencia fue evaluada diariamente descartando los orga-
nismos muertos. Se analizaron los datos de sobrevida utilizan-
do el programa Probit a fin de determinar las Concentraciones
Letales 50 (CL50) [22].

A partir de los bioensayos se evaluaron también, cada 24 h,
los efectos subletales como: alteraciones en la morfogénesis,
anomalias en la distribucion del pigmento, descamacion, in-
curvaciones del eje y edemas. Asimismo, se evaluaron altera-
ciones en el progreso del desarrollo, inhibicién en el crecimien-
to y desdérdenes neuroldgicos. El estudio de los efectos letales
y subletales se realizé bajo lupa estereoscopica y fotografia.

3. Resultados

3.1. Resultados de la medicion de los parametros fisico-quimicos
Con respecto a los parametros fisico-quimicos, se destacan los
bajos valores de OD. Ademas, la concentracién de nitritos de
la muestra del rio Arrecifes presenté el mismo valor que el es-
tablecido por el Decreto 831/93, encontrandose en el limite de
lo permitido. Para dicho sitio sucedié lo mismo con el valor de
arsénico (tabla 1).

En cuanto a los metales, las concentraciones de Cu fueron
mayores a lo reglamentado por el Decreto 831/93 para la pro-
teccion de la vida acuatica (tabla 1).

Parametro S1 S2 Valor guia
(Decreto 831/93)

Temperatura °C 22 22 ND*

pH 7,29 8,01 ND

0D (mg/L) 34 41 ND

Conductividad (uS/L) 411 1613 ND
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Solidos susp. totales (g/L) 0,0172 0,063 ND

Solidos volatiles (g/L) 0,007 0,015 ND
Solidos fijos (g/L) 0,0102 0,048 ND
Amonio (mg/L) 0,18 0,11 1,37
Fosfato (mg/L) 1,9 4.4 ND
Nitrato (mg/L) 0,6 0,19 ND
Nitrito (mg/L) 0,022 0,06 0,06
Cloruros (mg/L) 14,4 84 ND
DBO, (mg/L) 2 335 ND
DQO (mg/L) 53 62 ND
Arsénico (ug/L) 57 46 50
Cobre (ug/L) 3 4 2
Cromo (ug/L) 0,4 0,9 2
Niquel (ug/L) 1,2 1 25
Plomo (ug/L) 0,6 0,5 1
Zinc (ug/L) 9,3 6,1 30
*ND: No disponible por

bibliografia.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos medidos in situ y en laboratorio para las muestras de agua
del arroyo de la Cruz (S1) y el rio Arrecifes (S2).

Los ICA indican niveles de contaminacién intermedia para
ambos sitios, aunque se observan valores aun mas bajos en S2
reflejando una menor calidad del agua en ese sitio (tabla 2).

ICA S1 S2

ICA Water Research Center 57 53

ICA Beron, 1994 7,5 7
Clasificacion Polucion leve Polucién leve

Tabla 2. indices de calidad de agua para las muestras de agua del arroyo de la Cruz (S1) y el rio
Arrecifes (S2) segun Water Research Center y Beron (1994).
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3.2. Resultados de los bioensayos de toxicidad en la etapa embrionaria
En las figuras 2A y 2B se pueden observar las curvas de sobre-
vida, indicando el porcentaje de supervivencia de los embriones
expuestos a diluciones de las muestras compuestas de cada
sitio en funcion del tiempo.

Para S1 se puede observar un patrén de toxicidad marcado,
en el cual la concentracion 100% de la muestra caus6 una
mayor mortalidad en comparacién al control SA a partir de las
48 h, mientras que la concentracion 12% no presenté diferen-
cias significativas con SA a lo largo de las 504 h (figura 2A).
Ademas, para dicho sitio se pudieron calcular las CL,,, con sus
intervalos de confianza a partir del periodo agudo, siendo de
54,7% (15,5%-30,5%) a las 96 y 168 h, y disminuyendo a las
504 h a 49% (21%-22,6%); sin presentar diferencias significa-
tivas entre si.

Para S2 se puede observar que el porcentaje de sobrevida
se mantuvo constante para las diferentes concentraciones a lo
largo de las 504 h, sin presentar mortalidad significativa en com-
paracion al control SA (figura 2B).

A su vez, la toxicidad de las muestras ambientales por expo-
sicién croénica resultd significativamente diferente entre ambos
sitios, pudiéndose observar una mayor mortalidad en S1.

Con respecto a las malformaciones, se observé que para los
tres tiempos de exposicion, S2 causé un mayor porcentaje de
malformaciones el cual resulté maximo a las 48 h, llegando a
83,9% y disminuyendo en tiempos mas avanzados a un 12,7%
correspondiéndose con un aumento en la mortalidad de los in-
dividuos (figura 3).

3.3. Resultados de los bioensayos de toxicidad en la etapa larval

En las figuras 4A y 4B se pueden observar las curvas de sobre-
vida, en las que se indica el porcentaje de supervivencia de las
larvas expuestas a diluciones de las muestras compuestas de
cada sitio en funcion del tiempo.

Para S1 se puede observar que no hubo mortalidad signifi-
cativamente diferente a la de los controles, manteniéndose la
sobrevida constante a lo largo del tiempo para las diferentes
diluciones (figura 4A).

Para S2 se observa una mortalidad significativa a partir de las
114 h para la concentracién 100% en comparacion al control
SA, sin registrarse mortalidad significativa en las demas dilucio-
nes (figura 4B).
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Figura 2 (A). Curva de sobrevida de embriones de R. arenarum expuestos a un gradiente de

diluciones de la muestra de agua del arroyo de la Cruz por 504 h; (B). Curva de sobrevida de

embriones de R. arenarum expuestos a un gradiente de diluciones de la muestra de agua del

rio Arrecifes por 504 h.
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Figura 3. Porcentaje de efectos subletales en embriones de R. arenarum por exposicion a las

muestras compuestas de agua del arroyo de la Cruz y del rio Arrecifes al 100% evaluadas en tres
tiempos diferentes (*Diferencia significativa con el control SA).
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Figura 4. (A). Curva de sobrevida de larvas de Rhinella arenarum expuestas a un gradiente de
diluciones de la muestra de agua del arroyo de la Cruz por 504 h; (B). Curva de sobrevida de
larvas de Rhinella arenarum expuestas a un gradiente de diluciones de la muestra de agua del
rio Arrecifes por 504 h.

Respecto a lo observado en la exposicion en la etapa em-
brionaria, se registré una inversion en el patron de toxicidad en
la etapa larval, en la que la muestra de agua de S2 causé una
mayor mortalidad, mientras que la de S1 no caus6 mortalidad
significativa.

4, Discusion
Con respecto a los parametros fisico-quimicos, se observa una

degradacion en la calidad del agua de ambos sitios en el perio-
do evaluado, viéndose reflejado en los valores de los ICA, los
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cuales muestran una polucién leve de acuerdo con los para-
metros de ambas muestras. Segun ambos ICA, el rio Arrecifes
presenta una menor calidad de agua en comparacién al arroyo
de la Cruz; probablemente porque dicho sitio tiene una mayor
cantidad de parametros con valores préximos o directamente
fuera del limite establecido para la proteccién de la vida acuati-
ca, tales como nitritos, arsénico y cobre.

Por un lado, el rio Arrecifes presentd una mayor concentracion
de nitritos en las aguas, préximo al limite de lo permitido para la
proteccién de la vida acuatica establecido por el Decreto 831/93
[23]. Este hecho podria deberse al uso de fertilizantes nitroge-
nados en los campos con alta actividad agricola por los cuales
atraviesa dicho rio [24, 25], y/o a una alta carga ganadera [25].

Por otro lado, se esperaba encontrar valores mas altos de me-
tales pesados en las muestras de agua del arroyo de la Cruz
debido a la pesada actividad industrial de la zona, sin embargo,
solo se encontraron niveles de Cu mayores a lo reglamentado en
ambos sitios y concentraciones de OD bajas (Decreto 831/93)
[23]. Méas aun, en la muestra de agua del rio Arrecifes se encon-
traron niveles de Cu, As y Cr mas altos en comparacion al arroyo
de la Cruz, pudiendo estar relacionado con la degradacion de
pesticidas que contienen en su formulado metales pesados [26].

El arroyo de la Cruz causé una mayor toxicidad sobre los em-
briones, mientras que la exposicion de los embriones al agua
del rio Arrecifes produjo una mayor incidencia de malformacio-
nes. Por otro lado, si bien los pesticidas no fueron analizados en
estas muestras, se sabe que muchos pesticidas causan efectos
subletales en los embriones de R. arenarum, lo cual podria co-
rrelacionarse con los efectos causados por el rio Arrecifes sobre
dicho estadio [por ejemplo, 29]. Si bien estos efectos no son
letales a corto plazo, pueden afectar el normal desarrollo de los
individuos y disminuir el fitness de los mismos, afectandolos ni-
veles poblacionales.

En el estadio larval se observé una inversién en el patrén de
toxicidad con respecto a la etapa embrionaria, por lo cual las
muestras de agua del rio Arrecifes causaron una mayor letali-
dad. Este estudio destaca la importancia de evaluar los efectos
en distintos estadios del desarrollo cronificando la exposicion,
ademas de evaluar también los efectos subletales. Ademas de
que las larvas expuestas a altas concentraciones de nitrito na-
dan con dificultad, muestran fallas en el equilibrio y paralisis,
sufren anormalidades y edemas y, eventualmente, mueren [30].
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Si bien estos resultados corresponden a un estudio prelimi-
nar, de una Unica campafa de muestreo, y es necesario conti-
nuar con el monitoreo a lo largo del tiempo, este estudio alerta
sobre la degradacion del rio Parana en su cuenca baja y la utili-
dad de las herramientas empleadas para utilizarse en la toma de
decisiones para la protecciéon de humedales.
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