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Resumen

A nivel global los principales problemas de calidad del agua se vinculan con los procesos
de eutrofizacidn y el aporte de xenobidticos como por ejemplo plaguicidas. En Uruguay
los principales aportes de nutrientes y plaguicidas provienen de las actividades agricola-
ganaderas y el vertimiento de efluentes domésticos e industriales. La presente tesis
explora el desarrollo de estrategias de alerta temprana para la deteccién del ingreso de
residuos de plaguicidas e identificacidon de efectos en la biota de ecosistemas acuaticos
continentales, considerando como modelos de estudio: Corbicula fluminea, Laguna del
Sauce (Maldonado) y dos biomarcadores (test de micronucleos-Mn y ensayo cometa-
Ec). En este marco, se expusieron organismos por 24 hs. a diferentes concentraciones de
Metolaclor (0,025, 0,05, 0,1, 0,2 pg/l) y Metalaxil (0,0125, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 pg/l). El
disefio experimental incluyd un control positivo con perodxido de hidrogeno (250 uM) y
un control negativo (ausencia de plaguicidas). La exposicidon a Metolaclor evaluada con
el test de Mn condiciond respuestas significativas a partir de 0,025 pg/I con respecto al
control negativo, mientras que para ensayo comenta se observaron efectos significativos
a partir de 0,1 pg/l. La exposicion a Metalaxil evaluada con el test de micronucleos
determind respuestas adversas (estadisticamente significativas) a partir de 0,0125 pg/I,
mientras que con el ensayo cometa presento diferencias significativas a partir de 0,025
ug/l. Adicionalmente se evalud el dafio genético presente en organismos de campo
versus ejemplares aclimatados en el laboratorio. Los organismos colectados en la Laguna
del Sauce y en el arroyo Pan de Azlcar presentaron respuestas a nivel de los
biomarcadores analizados respecto a los organismos previamente aclimatados en
laboratorio (condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo, alimentacién vy

ausencia de plaguicidas) durante 30 dias.

La utilizacién de los biomarcadores de micronucleos y ensayo cometa en hemolinfa de
Corbicula fluminea resultan ser una herramienta de gran utilidad para detectar la
presencia y efectos producidos por residuos de plaguicidas (por ej. Metolaclor y
Metalaxil). Dicha herramienta puede ser utilizada en forma complementaria en los
programas de monitoreo clasicos de detecciéon de residuos en agua, sedimento y

matrices bioldgicas, contribuyendo a la deteccién temprana del ingreso de



contaminantes, comprender sus potenciales efectos en los organismos y sus
consecuencias en el ambito de la provisidn de servicios ecosistémicos claves como la

produccion de agua potable.

Palabras claves: biomarcadores, microntcleo, ensayo cometa, Metolaclor, Metalaxil,

monitoreo de calidad del agua, Laguna del Sauce.
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1. Introduccion

Las aguas continentales incluyen aguas subterraneas, rios, arroyos, lagos y reservorios,
estos Ultimos ecosistemas representan alrededor del 7% de la superficie de la tierra
(Magnuson et al., 2006). A escala de cuenca hidrografica, los ecosistemas estan
estrechamente vinculados a través de los flujos de agua intercambiando compuestos
guimicos disueltos y particulados, asi como organismos e informacién (Carpenter &
Biggs, 2009). El clima, los tipos de suelos, los diferentes usos del suelo y el agua, y la
composicion de la vegetacion afectan la infiltracion a aguas subterraneas y la escorrentia
de aguas superficiales que llegan a los cursos de agua. Por lo tanto, cualquier
perturbacién a nivel de la cuenca puede reflejarse en cambios que podran observarse
en los diferentes organismos y comunidades de los cuerpos de agua superficiales, asi
como procesos a nivel ecosistémico (Waxman, 1998). La presion externa de origen
antropogénico es multiple, compleja, de similar magnitud o superior a los controles o
forzantes de la naturaleza. Estas presiones se estan acelerando e interactuando entre si
y pueden desencadenar cambios bruscos a partir de umbrales criticos (Scheffer et al.,
2001; Rockstrom et al., 2009). Dado la complejidad de los sistemas, resulta dificil
predecir y anticiparse a las consecuencias de las presiones, interacciones o
retroalimentaciones con los diferentes componentes y niveles de organizacién de los

sistemas naturales.

Un forzante antrépico clave (driver, impulsor) de estos cambios es la necesidad de
incrementar la produccion de alimentos para una poblacidn en crecimiento, lo cual
demanda un aumento por la competencia de agua, suelos y otros recursos naturales. La
urbanizacion es otra forzante de cambio relevante, las ciudades concentran demanda de
energia, agua, alimentos y otros recursos, que la mayoria deben de ser importados de
sus alrededores o de largas distancias. Al mismo tiempo, generan desechos y efluentes
gue superan ampliamente la capacidad de depuracién de los sistemas naturales. En este
sentido, los cambios del uso de suelo en la cuenca de drenaje afectan directa o
indirectamente diversos aspectos estructurales y funcionales de los sistemas acuaticos

(Dudgeon, 2010; Geist, 2011).



Los ecosistemas dependen del agua y al mismo tiempo regulan la disponibilidad de la
misma para todas las actividades humanas (Rockstrom et al., 2014). De forma muy
resumida, los ecosistemas de agua dulce proveen bienes y servicios para las sociedades
humanas, alguno de ellos claves para el bienestar humano. De acuerdo con Carpenter &
Biggs (2009), la sostenibilidad de los servicios ecosistémicos incluye varios aspectos

fundamentales, de los cuales tres son de suma importancia:

1. Las sociedades humanas usan el agua dulce intensamente. En muchas regiones,
la tasa de uso del agua supera la tasa de reemplazo por el ciclo hidrolégico.

2. Los ecosistemas de agua dulce son frecuentemente degradados por procesos
fisicos, quimicos y/o bioldgicos. Por ejemplo, introduccion de especies,
contaminacién por fertilizantes y la descarga de aguas residuales provocan
eutrofizacion.

3. La competencia por los escasos recursos de agua genera conflictos de intereses

lo cual condiciona sistemas complejos de gobernanza.

A nivel de paisaje los ecosistemas de agua dulce son espacios de alta biodiversidad y a
su vez son los mas amenazados por las actividades humanas (Geist, 2011). La amenaza
a la biodiversidad acuatica se vincula a la sobreexplotacion de recursos, modificaciones
en el régimen hidrico o en el régimen de circulacion del agua, degradaciéon del habitat,
fragmentacion del habitat, contaminacién por plaguicidas, metales pesados,

eutrofizacion de los cuerpos de agua, e invasién de especies exéticas (Mazzeo et al.,

2010; Waykar & Deshmukh, 2012).

1.1 Problematica en Uruguay

Los principales problemas de calidad del agua a escala nacional se vinculan con los
procesos de eutrofizacion (entrada excesiva de nutrientes limitantes) y el aporte de
compuestos y elementos téxicos de muy diverso origen como por ejemplo plaguicidas.
Los principales aportes de nutrientes provienen de la actividad agricola-ganadera y el
vertimiento de efluentes domésticos e industriales sin tratamiento adecuado (Mazzeo
etal., 2014; Ernst et al., 2018; Griffero et al., 2019; Soutullo et al., 2020). En consecuencia
se observa una proliferacion desmedida de productores primarios (plantas, algas o

cianobacterias), en detrimento de la calidad de agua, pérdida de diversidad y servicios



ecosistémicos, e interferencias significativas con los usos mayoritarios del recurso

(Mazzeo et al., 2014).

En las ultimas décadas Uruguay ha experimentado un gran desarrollo agricola,
incrementdndose un 80% la superficie cultivada en el periodo 2003-2011, lo cual
representa en hectareas cultivadas un salto de 450 mil a 800 mil. En el periodo 2018/19
la superficie cultivada aumento a un total de 1 milldn 616 hectareas. (Narbondo, 2012;
MGAP, 2019). Esto condicioné un aumento en el uso de fertilizantes y plaguicidas, para
el caso de los plaguicidas (insecticidas, nematicidas, herbicidas, funguicidas,
rodenticidas, agentes reguladores del crecimiento y agentes para raleo de la fruta,
OMS/PNUMA, 1990). Todos estos compuestos son considerados biocidas, sustancias o
mezclas de sustancias que estan compuestas por uno o mas principios activos (incluidos
los microorganismos) cuyo objetivo es destruir, contrarrestar, neutralizar, o impedir la
accioén sobre cualquier organismo, (MITECO 2019). La importacién de biocidas aumentd
en volumen (kg/L) en un 233,6 % y un 303,5% kg de principios activos desde el 2002 al
2019 (Uruguay - MGAP - DGSA / Divisién Control de Insumos).

1.2 Andlisis de la contaminacidn por residuos de plaguicidas y los desafios en la

gestion ambiental

Los plaguicidas pueden ingresar a los cuerpos de agua desde el aire a través de la
volatilizacién o pérdidas por deriva durante la aplicacion. Ademds, pueden ingresar a
través de la escorrentia superficial, sub-superficial y subterrdnea, asociado a particulas
o en forma disuelta. La concentracion de plaguicidas que ingresa a los cuerpos de agua
va a depender de una serie de factores: propiedades fisicas [peso molecular, solubilidad
coeficiente de particidn octanol-agua (kow), coeficiente de adsorcion en suelo (Koc/Kd)],
y quimicas de los productos aplicados (degradacién en agua y en sedimento,
fotodegradacion, entre otros); régimen de aplicaciones (frecuencia, numero de
aplicaciones, dosis) y modo de aplicacion (equipamiento utilizado); variacién temporal
de las precipitaciones (intensidad y distribucién); topografia y textura del suelo,
vegetacion asociada al mismo, entre los mas importantes (Willis, 1982; Tano, 2011). Una
vez que los residuos de plaguicidas alcanzan los ecosistemas acuaticos son rapidamente

transportados y distribuidos entre las diferentes matrices ambientales (agua, sedimento,



biota) y compartimentos (zona peldgica, bentdnica o litoral) (Schafer et al., 2007;

Belenguer et al., 2014; Masia et al., 2015).

La deteccidon de los mismos en los cuerpos de agua resulta compleja debido a que
muchos (o la mayoria) suelen ser detectables durante muy breves ventanas temporales
luego de las precipitaciones que ocurren post aplicacion (Willis, 1982) y pueden
encontrarse en una sola matriz o compartimento debido a la particidn (distribucidn)

entre las distintas matrices ambientales (Schulz, 2004).

1.3 Efectos a nivel de biota y procesos ecosistémicos

Cuando los contaminantes alcanzan los sistemas acuaticos, se pueden observar efectos
en diferentes niveles de organizacién biolégica, dependiendo de la concentracién y
duracién de la exposicion a la cual el sistema estda sometido (Parolini et al., 2013). El
primer nivel de accién de un contaminante, una vez que ingresa al organismo, es el
molecular, desencadenando respuestas que tienden a mantener la homeostasis. Si las
concentraciones son elevadas o el tiempo de exposicidn es prolongado, los mecanismos
de detoxificacidn pueden ser insuficientes para contrarrestar la accion del contaminante
y se desencadenan efectos que pueden alcanzar diferentes niveles de organizacion
bioldgica. En el caso de que estas barreras compensatorias sean superadas, se generan
respuestas tendientes a reparar el dafio y si éstos son de caracter irreversible pueden
generar efectos subletales o letales (Freedman, 1995; Giest, 2011). Los efectos en los
organismos pueden eventualmente propagarse a nivel poblaciones, comunitario y

ecosistémico.

Las respuestas a nivel molecular ocurren en cortos periodos de exposiciéon, pudiendo ser
utilizadas como seial de alerta temprana, y poseen baja relevancia ecosistémica (en
términos de comprender como afecta la integridad de todo el ecosistema y la provision
de bienes y servicios ecosistémicos). Las respuestas a nivel de poblacional, comunitario
0 ecosistémicos se expresan luego de largos periodos de exposiciéon y presentan una

mayor relevancia ecolégica (Freedman, 1995) (Figura 1).
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Fig.1.Significancia ecoldgica Los diferentes niveles de organizacién
(tomada de: biology/levels-of-biological-organization-fsc-biology.html)

El andlisis en cada nivel de organizacién brinda informacién relevante y no deben ser
considerados como aproximaciones excluyentes. Newman & Clements (2008) plantean
gue en ecotoxicologia ningln nivel jerdrquico es mejor que otro para comprender los
mecanismos causales o los efectos a nivel de la biota y procesos ecosistémicos. Por
ejemplo, Kidd et al. (2007) evaluan niveles de organizacion inferiores (sub-celular) a
efectos de comprender respuestas observadas a nivel poblacional. Para cualquier nivel
de organizacién, es necesario comprender sus componentes e interrelaciones y como
los diferentes niveles interaccionan y forman parte de un todo (Figura 2). Para avanzar
en la generacién de conocimiento es necesario complementar enfoques reduccionistas

y aproximaciones sistémicas u holisticas (Newman & Clements, 2008).
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Fig. 2. Esquema de interacciones entre los niveles de organizacidn a contemplar en el analisis de
los efectos de los residuos de plaguicidas y en el discernimiento de los mecanismos causales
asociados (Newman & Clements, 2008).

Los cambios en la abundancia de especies y en la composiciéon de las comunidades
pueden afectar dramaticamente la estructura y funcionamiento de los ecosistemas,
incluyendo las interacciones troficas, la dinamica de los nutrientes, la produccion de
biomasa y transferencia de energia, las respuesta, susceptibilidad y resiliencia a los
disturbios naturales o antrépicos (Crooks & Khim, 1999). Ademds de los efectos directos,
los efectos indirectos también pueden manifestarse en cambios en las interacciones
tréficas por mecanismos top-down y/o bottom-up, los que pueden provocar reduccién
en la competencia por un recurso o modificar la disponibilidad por un alimento

determinado (Pace et al., 1999), entre otros muchos ejemplos.

1.4 Biomonitoreo con bivalvos

Hay varios organismos que se utilizan como indicadores bioldgicos de la calidad del agua,
siendo los macroinvertebrados bentdnicos, entre otros, el grupo mas frecuentemente
utilizados (Brito & Pinto, 2014). Los bivalvos bentdnicos filtradores son muy utiles para
el estudio de biomarcadores (Cotou et al., 2012; Lummato et al., 2013). Los bivalvos, en
términos generales, cuentan con atributos que favorecen dicha posibilidad, estan

ampliamente distribuidos, son abundantes, son tolerantes a variaciones ambientales y a



la presencia de contaminantes ambientales, presentan alta bioacumulacion de
contaminantes, muy bajos niveles (basales) de enzimas que metabolizan los
contaminantes organicos (Villela et al., 2006; Zhou et al., 2008; Waykar & Deshmukh,
2012). Ademas, los adultos, cuentan con escasa capacidad de desplazamiento lo cual
permite hacer un andlisis espacial y temporal de los niveles de la contaminacién. Los
bivalvos filtran importantes cantidades de agua por dia por lo que en general resultan
modelos adecuados para analizar efectos producidos por téxicos que se encuentran en
concentraciones muy baja para ser detectados quimicamente, o se encuentran
presentes en ventanas de tiempo muy cortas (Villela et al.,, 2013). Otra ventaja que
presentan estos organismos (por ejemplo Diplodon o Corbicula) radica en la facil
manipulacion y facilidad de cultivo, lo cual pueden utilizarse en bioensayos de

laboratorio y de campo (Marroni et al., 2014).

Diferentes tejidos pueden ser usados para el biomonitoreo de genotoxicidad (agentes o
interaccidn de agentes que dafian el ADN, material genético de la célula, y desencadenan
efectos en otros niveles de organizaciéon, Shugart & Theodorakis 1998), en la evaluacion
de la calidad del agua o impactos ambientales (Bickham et al., 2000). La hemolinfa es
uno de los ejemplos con mayor cantidad de estudios, su rol fisioldgico en el transporte
de téxicos y su papel en los mecanismos de defensa para el organismo determina que
sus células se encuentren en contacto directo con diferentes agentes téxicos (Mersch et

al., 1996).

1.5 Senales de alerta temprana

Existen diferentes formas de utilizar las especies para la evaluaciéon de la calidad de agua,
entre ellas ha cobrado importancia la utilizacién de biomarcadores para la deteccion y
seguimiento de contaminantes (Silva et al., 2012). Depledge & Fossi en 1994 definieron
biomarcador como cambio bioquimicos, celulares, fisiolégicos o de comportamiento que
se pueden medir en un tejido, fluido biolégico, organismo o poblacién, y que provee

evidencia de exposicion y/o efecto de unos o0 mas contaminantes.

Los biomarcadores se pueden clasificar segiin dos grupos: de exposicion o de efecto. Los
biomarcadores de exposicion, son todas las respuestas que un organismo presenta en

los diferentes niveles estructurales que indican exposicidon a un compuesto quimico o a



una clase de compuesto, pero no nos indica el efecto de toxicidad que presenta el
organismo. Mientras que los biomarcadores de efecto son las respuestas que indican la

exposicién a un compuesto téxico y el efecto toxicoldgico (Fossi et al., 1999).

La lista de biomarcadores utilizados en estudios ecotoxicolégicos es muy extensa, por
ejemplo actividad de enzimas como la colinesterasa (ACHe), la catalasa (CAT), la Atpasa;
porfirinas y Mg dependientes y detoxificadoras; respuestas genotodxicas; parametros
hematoldgicos; respuestas fisioldgicas y morfoldgicas; parametros endocrinos y
expresion de genes relacionados con la detoxificacion, entre otros (Casini et al., 2002;
Viarengo et al., 2007; Greco et al., 2011). El test de micronucleos (Mn) y el ensayo
cometa (Ec) son ampliamente utilizados en monitoreos ambientales. Este tipo de
biomarcadores constituye una alternativa como sistema de senales de alerta temprana
del ingreso de plaguicidas a los ecosistemas y permite comprender parte de los efectos
adversos a nivel de los organismos. Estas herramientas pueden combinarse con otros
ensayos toxicoldgicos para comprender los efectos y respuestas en los niveles de
organizacion bioldgicas mas complejos (Rigonato et al., 2010; Gagliardi & Pettigrove,

2013).

El test de Mn es un método citogenético empleado para evidenciar dafo genético en
organismos. Los micronucleos son pequefios cuerpos que contienen ADN localizados en
el citoplasma. La formaciéon de Mn es el resultado de la rotura cromosémica debido a
lesiones de ADN no reparadas o mal reparadas, o una inadecuada segregacién
cromosomica debido a un incorrecto funcionamiento del huso mitdtico (Palanikumar &
Panneerselvam, 2011). Un aumento en la frecuencia de las células con micronucleo se
considera un dafio cromosémico y gendmico causado por una diversidad de agentes de
diferente naturaleza (fisicos o quimicos, naturales o de origen antrépico) (Mersch et al.,

1996).

Las células con micronucleo (Mn, Figura 3) presentan un nucleo principal y uno o mas
nucleos pequefios. Los Mn pueden ser redondos u ovalados y su didmetro debe de ser
entre un tercio y un sexto del nucleo principal. Estos deben contar con la misma
morfologia y textura y observarse en el mismo plano focal que el nucleo principal. El

limite de la membrana celular debe de ser distinguible de la del ndcleo principal. Al


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167880913001813#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167880913001813#!

momento de evaluar la frecuencia de Mn, es necesario identificar anomalias celulares
tales como, células necréticas, apoptadticas, binucleadas y brotes nucleares, descritas de

forma detallada y operativa por Bolognesi & Fenech (2012).

Fig.3. (1) Célula sin dafo, (2 y 3) célula con Mn, (4) célula apoptética, (5) célula binucleada, (6)
célula con brotes nucleares, (7) célula con tres nucleos, (8) célula necrdtica. Las células fueron
tefidas con naranja de acridina y observadas bajo microscopia de fluorescencia. Composicion
fotografica captada durante los bioensayos de la presente tesis.

Las células necrdticas presentan una muerte prematura. El proceso se inicia con el dafio
a las membranas celulares u organelos y se puede distinguir observando un citoplasma

palido y vacuolas tanto en el citoplasma como en el nucleo.

Las células apoptodticas (Figura 3.4) constituye una fase del proceso de muerte celular

programado. A nivel nuclear, se observa una condensacién de cromatina en el nucleo,



las células apoptoéticas tardias muestran fragmentacidn nuclear y la aparicién de

pequenos cuerpos nucleares dentro del citoplasma.

Las células binucleadas (Figura 3.5) cuentan con un citoplasma mas grande en
comparacién con las células normales y presentan dos nucleos principales en lugar de
un solo nucleo. Estos presentan la misma morfologia que la observada en las células

normales.

Por ultimo, los brotes nucleares (Figura 3.6) son células que contienen pequeiias
estructuras nucleares con una morfologia similar a la de Mn pero con la diferencia de

gue estan conectados con el nucleo principal por un puente.

El mayor interés de las pruebas de Mn in vivo es su relevancia ecotoxicoldgica. La
frecuencia de Mn observada en un momento dado puede considerarse una respuesta
compleja entre la actividad genotdxica y la eficiencia de los mecanismos de defensa
fisiologicos, por ejemplo, depuracién y/o metabolizacidén de genotdxicos, eliminacién de

células dafiadas, y reparacion del ADN (Mersch et al., 1996).

El ensayo cometa (EC) fue desarrollado por Ostling & Johanson (1984), posteriormente
Singh et al. (1988) modificaron la técnica en condiciones alcalinas (pH> 13). Es una
prueba que detecta dafios en el ADN inducido por agentes alquilantes, intercalantes u
oxidativos. Por lo tanto, es capaz de detectar en células individuales la ruptura de simple
y doble cadena en el ADN, eventos de reparacién por escision incompletas, lesiones

alcalinos labiles, daifos oxidativos y crosslinks entre ADN-ADN, ADN-proteina.

El EC depende de la relajacion del ADN superenrollado en nucleétidos embebidos en
agarosa (los cuerpos residuales que quedan después de la lisis de células con detergente
y sal), lo que permite que el ADN migre hacia el anodo bajo electroforesis. La migracién
va a estar relacionada con el tamafio de la molécula, pequefios fragmentos de ADN
migran con mayor velocidad que la matriz nuclear. De esta forma células con el ADN
danado forman imdagenes similares a cometas visto bajo microscopia de fluorescencia.
La cantidad relativa de ADN en la cola del cometa indica la frecuencia de rotura del
mismo (Figura 4). Este ensayo es utilizado para el andlisis de microlesiones, presenta

ventajas respecto a los métodos citogenéticos por su alta sensibilidad y posibilidad de
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evaluarse en células que no se encuentran en division. Dentro de las ventajas también
se puede destacar la posibilidad de colectar datos a nivel de células individuales, la
utilizacién de muestras pequefnas y su aplicacién en casi todas las células eucariotas

(Singh et al., 1988; Klaude et al., 1996; Speit & Hartmann, 1999; Dhawan et al., 2009).

Fig.4. Migracién de ADN. Célula sin daio (1), célula con diferente grado de dafio (2 y 3).
Composicién fotografica captada durante los bioensayos de la presente tesis.

1.6 Caso de estudio

La Laguna del Sauce es el principal reservorio de agua destinado para el suministro de
agua potable del Departamento de Maldonado, Uruguay, abasteciendo un total de
140.000 personas y a mas de 400.000 en temporada estival. Es el Unico cuerpo de agua
del pais clasificado como Clase 1 del Decreto 253/79: aguas destinadas o que puedan ser
destinadas al abastecimiento de agua potable a poblaciones con tratamiento

convencional (Steffen & Inda, 2010).

Actualmente la Laguna del Sauce se encuentra en un proceso de eutrofizacién acelerada,
proceso de incremento en la entrada de nutrientes, generalmente nitrégeno y fésforo.
Las respuestas del sistema son basicamente de dos tipos: floraciones microalgales o de
cianobacterias y crecimiento no controlado de plantas sumergidas, estos estados
pueden alternarse en el tiempo y en el espacio. La predominancia de un estado u otro
va a depender de un conjunto de factores tales como el drea de incidencia del viento
(Crisci et al., 2017), la turbidez del agua, el tiempo de residencia del agua, la presion de
consumo sobre los productores primarios (ejercida por especies del zooplancton y
bivalvos filtradores). A su vez la construcciéon de la represa en 1947 acelerd el proceso

de eutrofizacién debido a los efectos en el tiempo de residencia del agua y en la
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disminucién de la tasa de pérdida o exportacién del fitoplancton (Steffen & Inda, 2010;

Bianchi et al., 2018).

La presencia de plaguicidas en el sistema Laguna del Sauce es otro de los factores que
puede contribuir a la pérdida de servicios ecosistémicos. Los monitoreos realizados
periédicamente por OSE-UGD evidencian presencia de Glifosato y AMPA en la matriz
agua. En el 2009 se pudo constatar la presencia de Clorpirifés tanto en los tributarios
como en la Laguna del Sauce (OSE-UGD, 2014, 2015). Estudios recientes evidenciaron la
presencia de residuos de plaguicidas tanto en peces como sedimento (Stabile, 2018). De
un total de 51 muestras analizadas para detectar la presencia de plaguicidas en musculo
de peces se detectaron 21 muestras con Atrazina, 15 con Metalaxil, 2 con Piraclostrobin
y 1 con Espiroxamina. En las muestras analizadas de sedimento se detectaron un total
de 7 plaguicidas Atrazina, Azoxystrobin, Hexytiazox, Metalaxil, Metolaclor, Pirimifos-
metil y Trifloxystrobin (Stabile, 2018). Del total de plaguicidas encontrados en el sistema
Laguna del Sauce (Laguna del Sauce, Laguna del Cisne y Laguna del Potrero), Metolaclor
(herbicida, inhibidor de la divisién celular) fue el Unico presente en todas las muestras
de sedimento analizadas. Por otra parte, se constaté Metalaxil (fungicida, inhibidor de la
sintesis de ARN) en todas las muestras de musculo de peces analizados. En todos los
casos, los niveles observados se ubicaron entre los limites de deteccién y los de

cuantificacion de los métodos analiticos (Stabile, 2018).

La evidencia sefialada plantea la necesidad de complementar los programas de
monitoreo de aguas realizados en la Laguna de Sauce, incorporando biomarcadores en
organismos bentdnicos para poder determinar la presencia de residuos de plaguicidas.
En este contexto, el sistema presenta un conjunto de bivalvos nativos y exoticos que
pueden representar interesantes modelos a incorporar en los programas de monitoreo,

por ejemplo Diplodon spp (nativos), Corbicula fluminea y Limnoperna fortunei (exéticos).

Actualmente, la Laguna del Sauce cuenta con un programa de monitoreo continuo
llevado adelante por el Grupo de Ecologia y Rehabilitacién de Sistemas Acuaticos CURE-
Udelar, OSE — UGD, Ministerio de Ambiente y la Comisién de Cuenca de la Laguna del
Sauce. En el mismo se miden los paramentos fisico-quimicos (temperatura, alcalinidad,

pH, conductividad, oxigeno disuelto, turbidez, clorofila a, ficocianina, color del agua,
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nitrogeno y fésforo-total y sus formas inorgdnicas disueltas) y se colectan muestras para
el andlisis de la comunidad fitoplancténica (composicion y abundancia). A su vez se
extraen muestras de agua bruta para el analisis de glifosato y AMPA de acuerdo a la

normativa vigente.

2. Objetivos, preguntas e hipotesis

2.1 Objetivo general

Desarrollar estrategias de alerta temprana para la deteccidn del ingreso de residuos de
plaguicidas e identificacién de efectos en la biota de ecosistemas acuaticos

continentales.

2.2 Objetivos especificos

1. Deteccidn y cuantificacion del dano genético (micronucleo y ensayo cometa) en
experimentos de laboratorio con Corbicula fluminea ocasionado por Metolaclor

y Metalaxil.

2. Comparar el dafio genético observado en laboratorio y en condiciones de campo

(sistema de Laguna del Sauce).

3. Diseiar estrategias que permitan incorporar sistemas de alerta temprana en

programas de monitoreo y gestion de la Laguna del Sauce.

2.3 Preguntas

¢Los efectos observados en Corbicula fluminea, a nivel de microntcleo y ensayo cometa,
son provocados por residuos de plaguicidas seleccionados en funcidn de su presencia y

distribucién en el sistema de Laguna del Sauce?

¢Cual es la concentracidn y exposicidon necesaria para que se evidencien dafios a nivel

molecular frente a la exposicién de plaguicidas considerados?
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éCorbicula fluminea y los biomarcadores seleccionados constituyen sefiales tempranas

para evaluar el ingreso de plaguicidas a los ecosistemas acudticos?

2.4 Hipdtesis

1. Lapresencia de Metolaclor y Metalaxil en agua provoca dafios a nivel genético
debido a sus modos de accidn y su ocurrencia puede ser detectado mediante

el test de micronucleo y ensayo cometa en ejemplares de Corbicula fluminea.

2. La Laguna del Sauce vy sus tributarios presenta un conjunto de factores (entre
ellos residuos de plaguicidas) que provocan dafio genético en las poblaciones

de Corbicula fluminea.

3. La utilizacion del test de micronucleos y el ensayo cometa en Corbicula
fluminea constituye un sistema efectivo de alerta temprana para la deteccion

de ingreso de plaguicidas en ecosistemas acuaticos.

2.5 Predicciones
1. Se observardn diferencias significativas en las respuestas de micronucleos y el
ensayo entre ejemplares sometidos a un gradiente de concentracidon de

Metolaclor y Metalaxil.

2. Existen diferencias significativas en las respuestas relativas de micronucleos y el
ensayo cometa en ejemplares colectados en campo versus ejemplares
aclimatados en condiciones de laboratorio (ausencia de contaminantes y

condiciones 6ptimas de alimento, temperatura y fotoperiodo).
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3. Materiales y métodos

3.1 Area de estudio

La Laguna del Sauce (34° 43" S, 55° 13" W) se encuentra en el Departamento de
Maldonado- Uruguay. El complejo Laguna del Sauce esta integrado por tres cuerpos de
agua someros conectados: Laguna del Potrero (441 ha), Laguna de los Cisnes (205 ha) y
Laguna del Sauce (4050 ha), formando un espejo de agua de 4.696 ha. (Figura 5). Este
sistema presenta una profundidad media de 2,5m con maximos de 5m. Los principales
tributarios son: Arroyo Pan de Azucar, Arroyo Sauce, Cafiadas Pedregosa y Mallorquina
(Mazzeo et al., 2010). Del total de la cuenca, 426 km? corresponden a la cuenca del
arroyo Pan de Azucar que ingresa por la Laguna del Potrero, 112 km? a la del arroyo del

Sauce que ingresa en el subsistema Laguna del Sauce (Steffen & Inda, 2010).

SLDAMERICA

Maldonado

Fig. 5. Ubicacién geografica de la Laguna del Sauce y sus principales tributarios

En el norte de la cuenca la actividad forestal de Eucalyptus ha aumentado en las ultimas
décadas. En el 2018 la plantacidn forestal abarca un 18,9 % de la cuenca. La Laguna del
Sauce recibe aportes de nutrientes de diversos origenes, uso de fertilizantes en la
agricultura, aporte de la ganaderia y de efluentes domésticos de centros poblados. El
sistema de saneamiento de la ciudad de Pan de Azucar vierte sus aguas fuera de la
cuenca, concretamente al arroyo Tarariras. Sin embargo, una parte de la matriz urbana
carece de saneamiento por lo que persisten aportes de la ciudad de Pan de Azucar y

zonas suburbanas al sistema Laguna del Sauce. Dentro de las actividades agricolas se
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destacan los cultivos de secano: soja, trigo, maiz y sorgo. Dentro de la cuenca también
hay plantaciones de frutales, tales como arandanos, olivos, vid, etc. (Figura 6) (Steffen &

Inda, 2010; Levrini, 2017; Taveira et al., 2018)

e S S
Leyenda
D Cuenca Loguno del Souce Areas Desnudos I Equipomiento Urbono
Cuerpo de agua B /reas Urbanas Dispersas - Frutales
B Arbustos I Conteras, Areneras, Minas a Cielo Abierto Herbéceo Noturol
Area Natural inundable B Cultivos > 4-5 ha B Monte Notive
Area Urbana - Cultivos Regados y de Secano < 4-5 ha - Plantacién Forestal

Fig. 6. Cobertura del suelo de la cuenca Laguna del Sauce hasta al 2015 (Taveira, 2018)

3.2 Plaguicidas a evaluar (Metolaclor y Metalaxil)

El Metolaclor (C1sH22CINO;) pertenece a la familia quimica de las cloroacetamidas, es un
herbicida pre-emergente selectivo utilizado para varios cultivos tales como maiz, girasol,
mani, soja, sorgo, forestales, entre otros. El modo de accidn de este herbicida es a través
de la inhibicion de la division celular en las plantas debido a la interferencia con varias
enzimas, actla sobre el metabolismo de los lipidos, la sintesis de proteinas y la
formacion de ceras de la cuticula. Existe evidencia de que las cloroacetamidas puede
interrumpir en procesos involucrados en el ciclo del carbono (Rose et al., 2016). El
Metolaclor se puede perder del suelo a través de la biodegradacidn, fotodegradacién y

volatilizacién. Es bastante movil, se encuentra principalmente en aguas superficiales ya
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gue es considerado estable en la interface agua-sedimento y bajo ciertas condiciones
puede contaminar aguas subterraneas (Juri et al., 1987), sus principales propiedades se

presentan en la Tabla | (Mackay et al., 2006; PPDB).

Tabla I. Principales caracteristicas de Metolaclor. DTso =vida media; LCsp=concentracién letal al
50%; ECso = concentracion efectiva al 50%. Peces: Oncorhynchus mykiss; invertebrados: Daphnia
magna; plantas: Lemna gibba; algas: Pseudokirchneriella subcapitata (Mackay et al., 2006;
PPDB).

Degradacién Degradacién  Degradacién  Solubilidad Coeficiente Factor de Peces Invertebrados Plantas Algas
en suelo Agua-sed. Agua en agua de particion Bio- Agudo 96hs. Acuaticos. Acuaticas. Agudo
DTso DTsp DTso (mgl-1) Octanol-Agua  concentracion LCsq Agudo 48hs. Agudo 7dias. 72hs.
(dias) (dfas) (dias) (20 °C) (pH7,20°C) (Ikg™) (mgl-1) ECsp (mg 1) ECso (mg ')  ECso (mg )
90 365 88 530 3,4 68.8 >3.9 >23.5 >0.043 »57.1
Moderad t Baj
° e”.] amente Estable Estable Alto Alto aJO. Moderado Moderado Moderado Bajo
persistente potencial

El Metalaxil (C1sH21NQO4) es un fungicida perteneciente al grupo de las fenilamidas usado
para controlar las enfermedades de las plantas causadas por oomycetes. El efecto
primario de estos compuestos sobre el metabolismo de hongos, se localiza en la
inhibicion de la sintesis de ARN ribosomal, en la incorporacién de uridina en el ARN, por
lo tanto, provoca la inhibicién especifica de la ARN polimerasa-1 (Waxman, 1998; Sukul
& Spiteller, 2000). Debido a su amplio espectro, el Metalaxil es utilizado para cultivos de
soja, girasol, alfalfa, etc. El Metalaxil y sus metabolitos primarios tienen el potencial de
alcanzar las aguas subterraneas (Bottoni & Funari 1992; EPA, 1995). Sus principales

propiedades se muestras en la Tabla Il (Mackay et al., 2006; PPDB).

Tabla Il. Principales caracteristicas de Metalaxil: DTso =vida media; LCsp=concentracidn letal al
50%; ECso =concentracion efectiva al 50%. Peces: Oncorhynchus mykiss; invertebrados: Daphnia
magna; plantas: Lemna gibba; algas: Scenedesmus subspicatus (Mackay et al., 2006; PPDB).

Degradacién Degradacién Degradacion  Solubilidad Coeficiente Factor de Peces Invertebrados Plantas Algas

en suelo Agua-sed. Agua en agua de particion Bio- Agudo 96hs. Acuaticos. Acudticas. Agudo

DTsg DTsq DTsq (mgl-1) Octanol-Agua concentracion LCso Agudo 48hs. Agudo 7dias. 72hs.
(dias) (dias) (dias) (20°C) (pH7,20°C) (I kgt) (mgl-1) ECsp (mg 1) ECso (mglt) ECsg(mgR)

36 56 56 8400 1.75 7 0.96 3,74 85 0.42

Moderad t Moderad Baj -
o er? amente O, ‘?m ° Estable Alto Bajo aJO. Moderado Moderado Bajo Moderado
persistente rapido potencial
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3.3 Corbicula fluminea (Molusca, Bivalvia, Corbiculidae)

Corbicula fluminea es una especie exética de agua dulce que vive preferentemente en
ambientes loticos. Es de origen Asidtico y se extendié masivamente por todo el mundo,
durante el siglo pasado fue introducida en Europa en 1980 y en América del Norte a

principios del siglo XX (Araujo et al., 1993; GISD, 2015).

Fue citada por primera vez para nuestro pais en las costas del rio Uruguay en 1979 y
desde entonces se observa una rapida y continua dispersidon y colonizacién en rios,
arroyos y lagunas. Actualmente se encuentra distribuida en todas las cuencas del pais

(Brugnoli et al., 2006; Clavijo et al., 2009).

Corbicula fluminea tiene una estrategia de vida tipo r, con un tiempo de vida entre 1 a 4
anos, crece rapidamente alcanzando tallas de hasta 3.5 cm (Marroni, 2006). Presenta
dos eventos reproductivos al afio y ocurre en grandes densidades, es hermafrodita y se
autofecunda. Presenta un periodo de incubacidon corto liberando un gran nimero de

juveniles por afio (Sousa et al., 2008).

Los organismos de Corbicula fluminea son adecuados para ser utilizados como
indicadores bioldgicos, ya que filtran grandes cantidades de agua proporcionando una
oportunidad para concentrar contaminantes disueltos o suspendidos que pueden estar
presente en bajas concentraciones en la columna de agua, y que no necesariamente son
detectados. También presentan alimentacion pedal, capacidad de alimentarse de
materia orgdnica del sedimento a través de cilios en el pie (Vaughn & Hakenkamp 2001),
y pueden concentrar contaminantes presentes en el sedimento. A su vez son capaces de

acumular contaminantes en sus tejidos sin experimentar mortalidad (Doherty, 1990).

En la Laguna del Sauce, Corbicula fluminea se encuentra principalmente en sectores
arenosos con una abundancia promedio de 22 ind/m? (Garcia, 2006; Mazzeo et al.,
2010). La importancia que presenta evaluar esta especie de bivalvo, radica en la amplia
distribucién geografica, alta tasa de filtracion, alimentacién pedal y facil manipulacién

(Marroni et al., 2014).

18



3.4 Colecta de individuos y aclimatacion en laboratorio

Se colectaron ejemplares adultos de Corbicula fluminea (2,5 y 3 cm) del arroyo Sauce,
arroyo Pan de Azucar y Laguna del Sauce (Figura 7), procurando incluir la mayor
diversidad en la poblacion de estudio de acuerdo al conocimiento previo de su
distribuciéon espacial. Ademas, estos sectores fueron previamente incluidos en el

relevamiento de plaguicidas realizado por Stabile (2018).

Fig.7. Sitios de colecta de Corbicula fluminea.

Los organismos fueron agrupados al azar y mantenidos en laboratorio en multiples
containers, el agua proveniente del sistema de Laguna del Sauce fue sustituida
gradualmente con agua declorada hasta llegar a un 100 %. Dicha secuencia resulta clave
para la sobrevivencia de los organismos en condiciones de laboratorio. Los cultivos
denominados de mantenimiento permanecieron en laboratorio a una temperatura 20°
C, en condiciones de saturacidon de oxigeno y pH neutro, fotoperiodo 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad y en condiciones de penumbra con malla sombra. Los ejemplares
fueron alimentados con fitoplancton palatable (Monoraphidium griffitti y Eutetramorus
fotti) dos veces por semana acompafiando por el recambio de agua. Los containers
incluyeron arena proveniente de la playa sur de Laguna del Sauce, previamente lavada y
guemada (500° C durante 4 horas) para eliminar el contenido de materia organica.

Durante este periodo se evalud la condicién de los organismos observando la movilidad

19



de los mismos, extraccién de pie y sifones y caminos en la arena que evidencian

desplazamiento.

Los cultivos de mantenimiento suministraron los ejemplares incluidos en los bioensayos.
Los ejemplares seleccionados para los ensayos contaron con un periodo de aclimatacidn
minimo de 30 dias, los bioensayos se realizaron en las mismas condiciones ambientales

previamente sefialas. En los bioensayos, los ejemplares se dispusieron en peceras con 2

| de agua declorada, con aireadores y arena (Figura 8).

Fig. 8. Dispositivos utilizados para el mantenimiento de Corbicula fluminea en el laboratorio.

3.5 Ensayos de laboratorio

3.5.1 Control negativo (CN)

La duracién y condiciones de los bioensayos antes indicados contemplaron los aportes
de Rigonato et al. (2005, 2010) a efectos de utilizar un protocolo con la mayor
estandarizacion posible (Figura 9). Estos protocolos incluyen un control denominado
negativo (ausencia de compuestos citotdxicos, plaguicidas, o factor considerado) y otro
denominado positivo, el cual incluye un agente citotéxico conocido. Dicha combinacién
de controles permite verificar si las condiciones de los cultivos son adecuadas y no
existen interferencias de factores externos en los biomarcadores, aparte de los
citotéxicos. En los bioensayos se contemplaron seis ejemplares (seleccionados al azar)
para cada uno de los controles y concentraciones consideradas, y las respuestas fueron

analizadas para cada ejemplar.
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Fig. 9._Disefo experimental utilizado para el cultivo de Corbicula fluminea en condiciones
controladas, sin limitaciéon de alimento y en ausencia de residuos de plaguicidas (control
negativo).

3.5.2 Control Positivo (CP)

Para la generacién de un control positivo, individuos aclimatados a las condiciones de
laboratorio (ver punto anterior) fueron expuestos a peréxido de hidrogeno. El perdxido
de hidrogeno es un agente genotdxico capaz de dar lugar a multiples reacciones,
llegando a producir dafio celular (Mitchelmore et al., 1998). Es un compuesto
comunmente utilizado como modelo de estudio para evidenciar dafio genético y como
controles positivos para estudios genotodxicos (Bienert et al., 2006; Prochazka et al.,

2012; Sotil et al., 2013).

Se expusieron a los organismos de Corbicula fluminea a diferentes concentraciones de
perdxido de hidrégeno (H202): 100 uM, 250 uM, 500 uM y 1000 uM durante 24 hs en
peceras de 2 | con agua declorada y arena previamente quemada como se describié
anteriormente. Para cada concentracion se utilizaron 6 individuos (n=24). Tanto al inicio
como al final del experimento se cuantific6 la concentracion de H;0, con
espectrofotdmetro a 230 nm. Para determinar la concentracién del H,0; hay que tener

en cuenta que 0.79 absorbancia es igual al 11,12 mM.

Por ultimo, se evalué la viabilidad celular (290%) para todas las concentraciones de H,03,

se procedio a teiir hemolinfa con triple coloracion: 10 ul de fluorescein diacetate (FDA),
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12,5 pl de Hoetch 33342 (Ho) y 5 pl de ioduro de propidio (IP) por 5 min a 37°C. FDA tifie
de verde las células viables, (Ho) es un colorante supra vital y tifie las células apoptdticas
de azul, mientras que IP tifie de rojo las células necroticas. Las células fueron observadas
bajo microscopia de fluorescencia (De Santis et al., 2001). El ajuste de la concentracion
del control positivo contempld solamente Mn ya que el Ec suele ser igual o mas sensible

(He et al., 2000).

3.5.3 Metolaclor
Las concentraciones analizadas fueron seleccionadas luego de varios ensayos de ajuste
gue permitieron escoger el rango finalmente considerado de acuerdo al gradiente de
respuestas observado, la informacion ecotoxicoldgica existente y las concentraciones
observadas en Laguna del Sauce. En simples términos, se incluyd las concentraciones
mas bajas y altas posibles donde se constata el mayor gradiente de respuestas
observado. Es importante recordar que superado cierto nivel de perdxido o
concentraciéon de plaguicidas analizados resulta imposible cuantificar adecuadamente
los efectos a nivel de los biomarcadores considerados, ya que se pueden romper las

membranas celulares e imposibilita la cuantificacion de las mismas.

Para evaluar las concentraciones de Metolaclor se expusieron los organismos de
Corbicula fluminea a las siguientes concentraciones: 0,025 pg/I, 0,05 ug/l, 0,1 pug/l, 0,2
ug/l. Ademas, y de forma simultanea se corrieron los controles positivos (CP) y negativos

(CN), para cada tratamiento se utilizaron 6 individuos (n= 36).

3.5.4 Metalaxil
Siguiendo con el mismo procedimiento que se realizd6 con Metolaclor, para evaluar las
concentraciones de Metalaxil, se expusieron los organismos de Corbicula fluminea a las
siguientes concentraciones: 0,0125 pg/l, 0,025 pg/l, 0,05 pg/l, 0,1 pg/l, 0,2 ug/l
considerando al gradiente de respuestas observado en varios ensayos exploratorios
previos. Ademas, se conté con CP y CN de forma simultdnea. Para cada tratamiento se

utilizaron 6 individuos (n= 42).

3.6 Micronucleos y anomalias nucleares

Se evalué la frecuencia de Mn siguiendo el procedimiento descrito por Villela et al.

(2013). Se extrajo hemolinfa del musculo aductor posterior de cada bivalvo mediante

22



una jeringa hipodérmica de calibre 21 G previamente enjuagada con EDTA (10 Mm).
Luego de la extraccion de hemolinfa los organismos fueron inmediatamente
eutanasiados con alcohol 75%. Luego de la extraccion de hemolinfa, ésta fue fijada con
citrato de sodio al 1% por 5 minutos y formaldehido al 4% por 10 minutos. Por ultimo, la

hemolinfa fue centrifugada por 8 min a 1000 rpm.

El sobrenadante fue extraido, para las células que no fueron expuestas a plaguicidas se
llevé con citrato de sodio 1% a 1 ml y para las expuestas a plaguicidas a 0,5 ml. Para llegar
a estas diluciones las células fueron contadas en camara Neubauer hasta lograr un
numero Optimo de células por preparado. Luego la hemolinfa fue homogenizada con
pipeta Pauster mediante burbujeo para no danar a las células. Se colocaron 2 gotas del

preparado en un portaobjeto y se dejd secar a temperatura ambiente por 24 hs.

Previamente los portaobjetos fueron colocados en agua destilada y llevados a la
heladera hasta que quedaran frios, esto permite que la muestra se esparza con mayor
facilidad en el mismo, y evitando que se rompan las membranas celulares, en especial

las membranas celulares de los organismos que fueron expuestos a plaguicidas.

Finalmente, las muestras fueron tefiidas con naranja de acridina 15 pug/ml y observadas

al microscopio de fluorescencia Zeiss Mot II.

Mil células fueron contadas en cada preparado, solo células con membrana celular
intacta y nucleo distintivo fueron registradas. Dentro de la hemolinfa se distingue dos
tipos celulares: granulares y agranulares, estas se distinguen unas de otras basicamente
por la forma y tamafio de la célula, posicion el nucleo y presencia de estructuras
granulares en el citoplasma. Las células granulares presentan un didmetro de 8-12 um,
una baja relacién nucleo/citoplasma y se caracteriza por un alto nimero de estructuras
granulares en el citoplasma. Mientas que las células agranulares son mds pequefas 3-4
um, presentan una alta relacidn nucleo/citoplasma y no presentan estructuras
granulares en el citoplasma. Solo las células agranulares fueron consideradas para el
conteo de micronucleos y otras anomalias celulares tales como células necréticas,

apoptoéticas, binucleadas y brotes nucleares (Bolognesi & Fenech, 2012)
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3.7 Ensayo cometa

El procedimiento del ensayo cometa fue adaptado de Villela et al. (2006). Se extrajo
hemolinfa del musculo aductor posterior de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente y llevadas al mismo volumen con citrato al 1%. Luego fueron
centrifugadas a 1000 rpm por 10 min. Se extrajo el sobrenadante y se tomaron 10 pl de
hemolinfay se homogenizaron con 90 pl de agarosa de bajo punto de fusidon 0,75% (w/v).
Luego se colocaron los 100 ul en un portaobjeto previamente recubierto con agarosa de
punto de fusion normal al 1,5 % (w/v). Enseguida se le colocé en cubre objetos y fue

llevado a heladera 4 °C durante 15 minutos, o hasta que la agarosa solidifique.

Luego que la agarosa solidifico se le quitd el cubreobjeto y fueron colocados en solucion

de lisis (2,5 M NaCl, 100 Mm EDTA, 10 mM Tris, pH= 10) 1% Triton X-100 y 20% DMSO.

Los cubreobjetos se mantuvieron en la solucién de lisis a 4°C de 1 a 3 hs. Luego de
terminar la incubacién de los portaobjetos en la solucién de lisis, fueron lavados con PBS
1X durante 5 minutos e incubados en solucién de buffer (300mM NaOH, 1mM EDTA)
durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo la electroforesis fue realizada con
el mismo buffer por 15 minutos a 270 mA y 12 V. Estos procedimientos fueron llevados
a cabo bajo luz amarilla indirecta para no dafiar el ADN. Una vez terminada la corrida
electroforética los cubreobjetos fueron lavados con buffer de neutralizacion (Tris 400
mM), tres veces durante 5 minutos. Por ultimo, se procedid a tefiir las muestras con 20

ul de bromuro de etidio y observadas bajo microscopio de epifluorescencia Zeiss Mot |II.

Se contabilizaron 100 células por preparado, se analizaron 6 preparados por
concentracion y el dafio genético fue medido mediante el software Comet Imager de
MetaSystems (Alemania). El sistema de software brinda una medida de ADN conocida
como Tail moment Olive. Este pardmetro representa el porcentaje de ADN total de la
cola del cometa y se estima como la distancia entre el centro de la media de la cabeza
del cometay la media de la cola del cometa [Tail moment Olive = (media de la cola-media
de la cabeza) x %de ADN en la cola del cometa]. Las muestras que no se pudieron ver en

el dia fueron mantenidas en cdmara humeda, para ser observadas posteriormente.
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3.8 Comparacion de organismos en condiciones de campo vs organismos en

condiciones de laboratorio

Se compard el dafio genético que presentaban los organismos de poblaciones
provenientes del subsistema Laguna del Sauce y sus dos principales tributarios (A° Pan
de Azucar y A° Sauce) contra el dafio que presentaban los organismos en laboratorio y

mantenidos en condiciones controladas (aclimatacién).

Los individuos fueron colectados y trasportados con agua del lugar al laboratorio para la
extraccion de hemolinfa. La extraccion de la misma fue antes de las 24 hs. Para cada sitio
se extrajo hemolinfa de 6 individuos, contabilizando un total de 6000 células para el test
de Mn y 600 para el ensayo comenta. La comparacién de los analisis de Ec entre
individuos en condiciones de campo y cultivados en laboratorio se realizd sobre una base

de 500 células analizadas.

3.9 Andlisis de datos

Para evaluar las diferencias entre tratamientos se realizaron analisis de varianza de una
via (ANOVA). La normalidad fue evaluada mediante el test de Shapiro-Wilk (1965) vy la
homocedasticidad fue analizada mediante test de Levene (1960). Cuando se constato el
cumplimiento de los supuestos, se realizé test de Student y ANOVA de una via y como
post-hoc el test de Tukey (Zar, 1999) para ver diferencias significativas entre los
tratamientos. Todos los analisis se realizaron en el software libre “PAST” (Hammer et al.,

2001).

4. Resultados

El nivel basal de dafio genético de los individuos aclimatados en laboratorio presenté
una disminucion significativa en frecuencia de Mn (F(1,33)=23,73, p<< 0,05) y la frecuencia
de anomalias (F(1,33=30,62, p< 0,05) con ejemplares colectados en condiciones de campo
(en los mismos sitios de colecta y sin aclimatacién en laboratorio; Figura 10 A, B.) A la
hora de evaluar el dafio genético con el Ec los individuos de laboratorio también
presentaron diferencias significativas con respecto aquellos en condiciones de campo (F

(1,27)=6,1, p=0,01; Figura 10 C).
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Fig. 10. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea * (F(1,33)=23,73, p<< 0,05). B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea
en condiciones de laboratorio versus condiciones de campo * (F(1,33=30,62, p< 0,05). Las graficas
indican los valores medios y el desvio estandar.
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Fig. 10. C Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea en
condiciones de laboratorio versus condiciones de campo * (F(1,27)=6,1, p=0,01). Las graficas
indican los valores medios y el desvio estandar.
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4.1 Control positivo H,0,

La exposicion de Corbicula fluminea con H20; evidencié diferencias significativas en la
frecuencia de Mn a partir de 250 uM con respecto al control negativo (F4.21)=13,3, p <
0,05). Para las concentraciones mas elevadas 500 uM y 1000 pM también se
constataron diferencias significativas con respecto al CN, sin embargo, hay una
disminucién en la frecuencia de Mn si se compara con la exposiciéon a 250 uM. Para la
concentracion 1000 uM no se pudo contabilizar 1000 células para todos los preparados
ya que las células presentaban las membranas rotas. En varios preparados se registrd
una frecuencia de Mn igual o menor que en el CN lo cual se interpreté que el H,0 a esa

concentracién produce un efecto citotdxico (Figura 11 A).
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Fig. 11. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea. *(Fs30)= 55,49, p< 0,05) B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea
expuestos a H,0,, (CN) control negativo®(F(s 30 = 64,26, p< 0,05). Las graficas indican los valores

medios y el desvio estandar.
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Al momento de evaluar el total de anomalias a media que aumentaba la concentracién,
incrementaba el dafio, encontrando diferencias significativas con el CN a partir de 500

UM, (F (,21) - 24,21, p< 0,05; Figura 11 B).

4.2 Metolaclor
La exposicion a Metolaclor para Corbiculafluminea evaluada con el test de Mn generé
diferencias significativas a partir de la concentracién mas baja (0,025 pg/I) analizada con
respecto al CN (F (s30) = 55,49, p< 0,05). A pesar de que todas las concentraciones
presentan diferencias significativas con CN, a partir de 0,2 ug/l comienza a disminuir la
frecuencia de Mn con respecto a 0,1 pg/l. Al momento de evaluar el total de anomalias
se comienza a evidenciar diferencias significativas a partir de 0,05 pg/! (F(s,30 = 64,26, p<

0,05; Figura 12).
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Fig. 12. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea *(Fs 30 = 55,49, p< 0,05). B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea
expuestos a Metolaclor. (CN) control negativo, (CP) control positivo *(Fs 30 = 64,26, p< 0,05). Las

graficas indican los valores medios y el desvio estandar.
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A diferencia del test de Mn, el ensayo cometa demostrd diferencias significativas
respecto al CN a partir de 0,1 pg/l (F5,30= 19,6, p< 0,05; Figura 13).

Tail moment Olive
w

[
.

CN cpP 0.025 0.05 0.1 02 pg/l

Fig. 13. Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea
expuestos a Metolaclor. (CN) control negativo, (CP) control positivo *(Fs30 = 19,6, p< 0,05). Las
graficas indican los valores medios y el desvio estandar.

4.3 Metalaxil
La exposicion a Metalaxil para Corbicula fluminea evaluada con el test de Mn presenté
diferencias significativas a partir de la concentracion mas baja 0,0125 pg/I (Fs,35)- 51,79
p<0,05) con relaciéon al CN. A pesar de que todas las concentraciones presentan
diferencias significativas con el CN, mientras a partir de 0,1 pg/l comienza a disminuir la
frecuencia de Mn y no se evidencia diferencia significativa con las concentraciones mas
bajas (0,0125 pg/l y 0,025 pg/l). La frecuencia de anomalias presentd el mismo patrén
que la frecuencia de Mn, constatdndose diferencias significativas con todas las

concentraciones evaluadas (F(s3s)- 16,87, p<0,05). A partir de 0,1 pg/! la frecuencia de

anomalias comienza a disminuir y no se evidencia diferencias significativas con las

concentraciones mas bajas (0,0125 ug/ly 0,025 pg/l; Figura 14).
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Fig. 14. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea(F3s= 51,79 p<0,05). B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea
expuestos a Metalaxil *(F35)- 16,87, p<0,05). (CN) control negativo, (CP) control positivo. Las
graficas indican los valores medios y el desvio estandar.
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Fig. 15. Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea
expuestos a metalaxil. (CN) control negativo, (CP) control positivo *(F (s35- 16,87, p<0,05). Las
graficas indican los valores medios y el desvio estandar.
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A la hora de evaluar el dafio genético producido por Metalaxil con el ensayo cometa se
encontraron diferencias significativas a partir de 0,025 pg/l (F,35-92,6 p < 0,05; Figura
15).

4.4 Heterogeneidad espacial de los efectos observados en condiciones de campo

Al momento de evaluar el dafio genético que presentaban los organismos de la Laguna
del Sauce, se evidencio que los mismos presentaban un mayor dafio en el ADN que los
ejemplares aclimatados en el laboratorio. El test de Mn registré diferencias significativas
tanto en la frecuencia de Mn como en la frecuencia de anomalias, al comparar el dafio
de los individuos de campo vs los aclimatados (F1,9)- 33,91, p<0,05, F(1,9- 13,8, p<0,05,

respectivamente; Figura 16).

0,06 - * A
0,05 -
|
S 004 -
&
0,03 -
0,02 -
0,01 -
O 4
CN Ls
0,06 B
=
0,05 - I

%o Anomalias
o o o
=] =} (=]
[¥] w &

o
o
et

CN LS

Fig. 16. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea*(Fq,9)- 33,91, p<0,05. B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea.
(CN) control negativo, (LS) individuos obtenidos en Laguna de Sauce*( F(1,9- 13,8, p<0,05). Las
graficas indican los valores medios y el desvio estandar.
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Sin embargo, al momento de evaluar el dafio genético con el ensayo cometa no se
observaron diferencias entre los organismos analizados del control negativo y de la

Laguna del Sauce (Figura 17).
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Fig. 17. Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea. (CN)
control negativo, (LS) individuos obtenidos en Laguna de Sauce. Las gréficas indican los valores
medios y el desvio estandar.

A diferencia de los organismos colectados en la Laguna del Sauce, los organismos
pertenecientes al arroyo Sauce, no presentaron diferencias significativas para Mn y Ec

con respecto a los organismos previamente aclimatados (Figura 18 y Figura 19).

Al momento de evaluar el dafio que presentaban los individuos colectados en el arroyo
Pan de Azlcar, la frecuencia de Mn presentd diferencias significativas con los individuos
aclimatados (F(1,10=179,6, p<<0,05) Este mismo patrén se observd con la frecuencia de
anomalias (F(1,10=564,1, p<<0,05) (Figura 20). El ensayo cometa al igual que el test de
Mn registré un mayor daiio en el ADN en los organismos colectados en campo que los

aclimatados (F(1,10=11,6, p<<0,05; Figura 21).
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Fig. 18. A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa
de C. fluminea. B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea. (CN) control negativo,
(LA) individuos obtenidos en el A° Sauce. Las graficas indican los valores medios y el desvio

estandar.

45 1
35 -
2,5 A

15 A

Tail moment Olive

05 4

CN AS
Fig. 19. Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea. (CN)

control negativo, (AS) individuos obtenidos en el A° Sauce. Las graficas indican los valores medios
y el desvio estandar.
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Fig. 20 A: Frecuencia de micronucleos sobre un total de 1000 células analizadas en hemolinfa de
C. fluminea *(F(1,10=179,6 p<<0,05). B: Frecuencia de anomalias en hemolinfa de C. fluminea.
(CN) control negativo, (APA) individuos obtenidos en el A° Pan de Azucar *(F(1,10=564,1 p<<0,05).
Las graficas indican los valores medios y el desvio estandar.
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Fig. 21. Dafio de ADN sobre un total de 100 células analizadas en hemolinfa de C. fluminea.(CN)
control negativo, (APA) Arroyo Pan de Azlcar(F1,10=11,6, p <<0,05). Las graficas indican los
valores medios y el desvio estandar.
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5. Discusidn
Los resultados de la presente tesis confirman experimentalmente la ocurrencia de daio
genético en Corbicula fluminea provocado por Metoalaclor y Metalaxil en
concentraciones préximas a los limite de cuantificacion de técnicas analiticas de ultima
generacion (LC- MS/MS y GC-MS). Stabile (2018) ha demostrado el ingreso de diversos
residuos de plaguicidas en el sistema de Laguna del Sauce en matrices que bioacumulan
estos compuestos quimicos (peces y sedimento), en concentraciones ubicadas entre los
limites de deteccidn y cuantificacién. Entre ellos los dos plaguicidas considerados en la
presente tesis. Las capacidades de andlisis quimico instaladas en el Uruguay en los
ultimos afos han permitido evaluar la presencia de residuos de plaguicidas en
concentraciones muy bajas, 0,008 pg/l para Metolaclor y Metalaxil, del orden de partes

por trillon (ppt) en matriz agua, y partes por billdn (ppb) en matriz sedimento y peces.

Los resultados confirman la sensibilidad de bivalvos a dafios en el ADN causados por la
exposicion a residuos de plaguicidas reportados en la literatura (Villela et al., 2006;
Villela et al., 2007; Lummato et al., 2013). De acuerdo a los resultados indicados y
considerando atributos del ciclo de vida de Corbicula fluminea, asi como la facilidad para
su cultivo en condiciones de laboratorio o la implementacion de experimentos en
laboratorio o condiciones de campo, la almeja asiatica constituye un excelente potencial
para ser utilizado en monitoreos ambientales focalizados en evaluar el ingreso de los
plaguicidas a cuerpos de agua. En este sentido, el test de micronucleos y el ensayo
cometa constituyen buenos indicadores para evaluar dafio genético en la hemolinfa de

los bivalvos (Fedato et al., 2010).

5.1 Patrones observados: causas y efectos

De acuerdo con los resultados, 30 dias de cultivo en laboratorio constituye un plazo de
tiempo adecuado para que los individuos disminuyan el dafio genético observado en
condiciones de campo, factor clave para el desarrollo de los bioensayos implementados
(condicién fundamental para controles negativos robustos). Este lapso de tiempo podria
ser menor, aspecto que resulta relevante profundizar, tanto desde el punto de vista de

los mecanismos de detoxificacidon y resiliencia de los organismos como desde la
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perspectiva de los programas monitoreo (este ultimo punto se desarrolla en profundidad

mas adelante).

En general, se recomienda la utilizacidon de los dos marcadores considerados ya que
presentaron diferentes sensibilidades al momento de evidenciar los efectos generados
por los plaguicidas estudiados. Aunque se plantea de forma general que el Ec es igual o
mas sensible en la evaluacién de la genotoxicidad que el ensayo de Mn, en determinados
casos este patron no se observa (Klobucar et al., 2003). Esta afirmacién concuerda con
los resultados aqui presentados, los organismos que fueron expuestos a Metolaclor
registraron diferencias significativas con el control negativo a partir de 0,025 pg/!| con
Mn y 0,05 pg/l evaluado con Ec. Mientras que los organismos expuestos a Metalaxil se
observaron diferencias significativas con el control negativo a partir de 0,0125 pg/I
mediante Mny 0,025 pg/| evaluado con Ec. El tiempo de la duracién de los bioensayos,
en este caso 24 horas, puede condicionar el patron observado. El Ec detecta lesiones de
ADN reparables, por lo tanto reversibles (sitios labiles alcalinos, daifo en el ADN en una
sola cadena), mientras que el Mn detecta lesiones de ADN mds persistentes o lesiones
gue no pueden ser reparadas (Klobucar et al., 2003). Por otra parte, los organismos
expuestos al Metolaclor (evaluados con test de Mn) mostraron una reduccion en la
frecuencia de Mn y anomalias a partir de 0,2 pg/l, para el Metalaxil a partir de 0,1 pg/I.
Es muy probable que esta reduccion se deba a un efecto clastogénico que retasaria o
detendria la division de células dafiadas (Wrisberg et al., 1992), por lo que las respuestas
evaluadas disminuyen al incrementar la concentracion generando un patrén no lineal de

respuestas en el gradiente de concentraciones ensayadas.

Al momento de evaluar el dafo genético en hemolinfa de Corbicula fluminea en
condiciones de campo y los aclimatados en laboratorio, se observé una diferencia
significativa entre los organismos obtenidos en el subsistema Laguna del Sauce y el
arroyo Pan de Azlcar en comparacién con los aclimatados. Contrariamente, los
individuos obtenidos en el arroyo Sauce no presentaron dafio en comparacion con los
organismos detoxificados. Las disimilaridades entre los subsistemas considerados
pueden asociarse a las diferencias en el tamano de las subcuencas de los tributarios

considerados, asi como en el ensamble de las actividades productivas (profundizar usos
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productivos en Levrini, 2017; Taveira et al., 2018; Ferrari et al., 2019). En este contexto,
es probable que cada subcuenca (arroyo Pan de Azucar y Sauce) reciba diferentes
combinaciones de aportes y xenobidticos, y por consiguiente se observen diferencias en

el espacio.

Los biomarcadores considerados indican la presencia de agentes que provocan dafio
genético (de origen natural o antrdpico). Los efectos observados en condiciones de
campo pueden estar asociados a un conjunto de compuestos tdxicos, aspecto
fundamental para interpretar los resultados. En el caso de los experimentos disefiados,
gueda confirmado que tanto el Metolaclor como el Metalaxil provocan dafio a nivel
genético a partir de las concentraciones de 0,025 pg/l y 0,0125 pg/l, respectivamente.
Respuestas esperadas de acuerdo a los modos de accion de ambos compuestos. Sin
embargo, el dafio observado en condiciones de campo no puede ser asignado
exclusivamente a los plaguicidas testeados, ya que pueden ocurrir otros agentes en la
naturaleza que determinen las alteraciones genéticas observadas en condiciones de

campo.

La evidencia experimental concuerda con Mitchelmore et al. (1998), quienes establecen
gue los biomarcadores contemplados (Mn y Ec) resultan ventajosos como alerta
temprana para la deteccion del ingreso de plaguicidas en cuerpos de agua, asi como para

explorar los efectos bioldgicos.

5.2 Implicancias en el diseno sistemas de alerta temprana en programa de monitoreo

de calidad de agua

Es importante recordar que los programas de monitoreo actuales de fuentes de agua
potable analizan la presencia de residuos de plaguicidas en la columna de agua en dos
épocas del afio, no necesariamente vinculadas a los regimenes de aplicacion y de
precipitaciones. Una forma de contar con sistemas mdas robustos de monitoreo es
implementar la deteccidn de residuos en matrices acumuladoras (bidticas y no bidticas)
al inicio y final de cada ciclo productivo (Pérez-Parada et al., 2018; Stabile 2018; Ernst et

al., 2018; Griffero et al., 2019; Soutullo et al., 2020).
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Complementar las estrategias de deteccidon y cuantificacion de residuos de plaguicidas
antes indicadas (ver Stabile 2018), con las aproximaciones analizadas en la presente tesis
permite profundizar en varios aspectos claves. A modo de ejemplo, orienta la busqueda
de residuos de plaguicidas a partir de efectos observados en condiciones de campo; si
residuos de plaguicidas detectados analiticamente producen efectos en los sistemas
biolégicos o no; o como se pueden modificar aspectos fundamentales de la estructura y

funcionamiento de los ecosistemas y por tanto la provisién de servicios ecosistémicos.

Utilizar exclusivamente la matriz agua en la normativa de contralor de plaguicidas en
fuentes de agua potable, resulta inadecuado ya que pueden ser detectados
analiticamente en periodos muy acotados de tiempo, patrén totalmente dependiente
del régimen de aplicaciones y precipitaciones. Por otra parte, las caracteristicas
fisicoquimicas de los plaguicidas pueden condicionar una mayor afinidad por matrices
diferentes al agua (Mackay et al., 2006). El uso de matrices acumuladoras o dispositivos
artificiales (membranas) de acumulacion en el agua permiten integrar la variabilidad
temporal y espacial del ingreso de los mismos, de esta forma se obtiene un evaluaciones
robustas. Stabile (2018) demostrd la presencia de un conjunto de plaguicidas en biota y
sedimento, identificando diversas especies de peces para el disefio de programas de
biomonitoreo. Los biomarcadores considerados en la presente tesis (Mn y Ec) generan
dos aportes claves. Identificar efectos bioldgicos de residuos de plaguicidas que ingresan
al sistema generando una alerta temprana. En segundo lugar, detectar efectos en
condiciones de campo que orientan la busqueda de compuestos especificos o factores

naturales que afectan a la biota.

En este sentido, incorporar el componente de bivalvos tanto desde la perspectiva de
bioacumuladores, como los biomarcadores estudiados, puede resultar un aporte
complementario que genere una mayor capacidad de deteccion y alerta temprana. Si
bien se recomienda la utilizacién de Corbicula fluminea como organismo centinela para
biomonitoreos, es importante recordar que es una especie invasora, por lo tanto no debe
introducirse en sistemas donde no se encuentren presentes (Brugnoli et al., 2006). Otras
especies de bivalvos presentes en Laguna del Sauce pueden resultar relevantes de
estudiar, por ej. Diplodon spp. y Limnoperna fortunei. El mejilléon asidtico presenta una

amplia distribucidn espacial de Laguna del Sauce, colonizando diversos sustratos y tipos
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de sedimento, tanto duros como blandos (Clemente, 2020). La presencia de Limnoperna
en la infraestructura de captaciéon de agua de la planta potabilizadora de agua vy la
remocion mecdnica recurrente, representan caracteristicas relevantes para evaluar el
ingreso de plaguicidas. Por otra parte, Diplodon es una especie muy longeva en peligro
de desaparicion de Laguna del Sauce por diversos efectos (Clemente, 2020), por lo tanto,
no resulta conveniente extraer ejemplares para sostener un monitoreo de largo plazo
como el propuesto. Sin embargo, es interesante profundizar el estudio de Mn y Ec dado
la considerable frecuencia de Mn observado en ensayos preliminares. Finalmente,
puede representar un buen modelo para programas de monitoreo en otros ecosistemas
acuaticos del pais considerando su amplia distribucidn geografica (Veitenheimer-

Mendes & Olazari, 1983; Scarabino, 2004).

La comparacion de efectos en condiciones de campo y de laboratorio plantea otras
alternativas a explorar, concretamente experimento de transplante mediante jaulas (con
bivalvos previamente aclimatados) en estaciones de interés como las estaciones
consideradas en los arroyos Pan de Azucar y Sauce (ver Klobucar et al., 2002). En
programas de biomonitoreo donde se han utilizado bivalvos en condiciones naturales y
trasplantados, se ha observado que los bivalvos en condiciones naturales presentan
frecuencias de Mn mas bajas que los bivalvos trasplantados y una mayor variabilidad en
respuesta integrada al estrés quimico (Rigonato et al., 2005). En este contexto, se
recomienda el uso de jaulas con bivalvos previamente aclimatados para programas de
monitoreo (Roméo et al., 2003; Salazar & Salazar, 2003). El uso de bivalvos en jaulas,
permite disefos de estudios robustos que controlan la edad y la etapa de madurez sexual
de los animales, reducen la influencia de la variabilidad genética / poblacional y
fendmenos adaptativos, que pueden afectar la capacidad de discriminar entre diferentes
niveles de perturbacion ambiental (Van Hassel & Farris, 2007; Bolognesi & Fenech,

2012).

Los experimentos de transplante podrian implementarse también a finales de invierno y
otofio acompanando los ciclos agricolas. Finalmente, otras alternativas a considerar es
disefiar ensayos de laboratorio con elutriados de sedimento (EPA 1998), variante
relevante considerando la acumulacién de plaguicidas en esta matriz y la alimentacién

pedal de varias especies de bivalvos como Corbicula y Diplodon (Marroni et al., 2014).
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El disefio de las alternativas consideradas y su implementacién en programas de
monitoreo deben incorporar a los actores involucrados directa e indirectamente en la
gestion del recurso. La informacién de los productos aplicados, dosis y periodos de
aplicacidn resulta crucial. En este sentido los productores agropecuarios deben formar
parte de los programas de monitoreo, lo cual ademas promueve la comprension de la

problematica, el involucramiento y apropiacién de las recomendaciones y estrategias.

Es importante propiciar estrategias proactivas y alternativas mas evolucionadas de
gestion del agua (co-manejo o co-disefio) que promueven una mayor capacidad de
adaptacion, anticipacion y resiliencia. Los resultados de Stabile (2018) plantean un
escenario favorable en donde las concentraciones de los residuos de plaguicidas se
encuentran por debajo del limite de cuantificacion. Sin embargo, esta situacién no tiene
por qué permanecer en el tiempo, aspecto que es imposible conocer por las limitaciones
de los programas de monitoreo actuales. Por otra parte, la concentracion de gran parte
de las actividades agropecuarias en el territorio aledano al cuerpo del agua plantea

riesgos que deben ser evaluados periédicamente.

6. Conclusiones

La utilizacién de los biomarcadores de micronucleos y ensayo cometa en hemolinfa de
Corbicula fluminea resultan ser una herramienta de gran utilidad para detectar la
presencia y efectos producidos por residuos de plaguicidas (por ej. Metolaclor y
Metalaxil). Dicha herramienta puede ser utilizada en forma complementaria en los
programas de monitoreo clasicos de deteccién de residuos en agua, sedimento y
matrices bioldgicas, contribuyendo a la deteccidon del ingreso de contaminantes,
comprender sus potenciales efectos en los organismos y sus consecuencias en el ambito

de la provisidn de servicios ecosistémicos claves como la produccién de agua potable.
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7. Perspectivas

Como suele suceder en el desarrollo de los trabajos de tesis, se culminan con mas
preguntas que las que iniciaron el proceso de investigacién. A continuacién, se indican

algunos aspectos claves a seguir investigando.

-Analizar si es posible disminuir el periodo de aclimatacion (30 dias) de Corbicula
fluminea para obtener un nivel basal o de referencia de dafio en el ADN (en ausencia de

plaguicidas u otros contaminantes).
-Estudiar efectos crdnicos de plaguicidas en bioensayos con mayor tiempo de exposicion.

- Establecer si los efectos observados en Mn y Ec (agudos o crénicos) se propagan en
otras respuestas de gran relevancia para comprender los efectos a nivel del
funcionamiento ecosistémico, por ejemplo en la tasa de filtracion o tasa de excrecion vy

reciclaje de nutrientes.

-Considerando que varias especies de bivalvos (por e]j. Corbicula fluminea) cuentan con
dos modos de alimentacion, filtracién de la columna de agua y consumo de materia
organica del sedimento (alimentacién pedal), comprender si los efectos generados por

pesticidas dependen del canal de alimentacién o principal via de ingreso.

-Evaluar los efectos (sinergia o antagonismo) sobre Mn y Ec utilizando combinaciones de

plaguicidas que se encuentren en el sistema.

-Explorar si existe una relacién entre bioacumulacién y dafio en el ADN en Corbicula

fluminea.

-La Laguna del Sauce presenta dos especies de bivalvos introducidos: Corbicula fluminea,
y Limnoperna fortunei, produciendo varios impactos sobre las poblaciones locales como
por ejemplo disminucién de las poblaciones locales (Veitenheimer-Mendes & Olazari
1983; Scarabino, 2004). En este contexto, resulta conveniente comenzar a explorar otras

especies con amplia distribucién geografica, tanto nativas como exdticas, asi como
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estrategias de vida (r y K). Un mayor portafolio de especies puede ayudar a comprender

mas robustamente los efectos a nivel comunitario y ecosistémico.
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