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RESUMEN

La contaminacion de los ecosistemas acuaticos cercanos a zonas urbanas puede
provocar la pérdida de biodiversidad y afectar la abundancia de las especies. En la
actualidad, existen marcadores de alerta temprana que detectan efectos a niveles
celulares y subcelulares, pudiendo monitorear poblaciones o ecosistemas y mitigar los
impactos de la actividad humana en etapas previas a la alteracion de las comunidades. El
ensayo o test de Micronucleos (MN) permite detectar alteraciones genéticas y celulares
causadas por contaminantes quimicos, fisicos y biologicos, provocando errores en la
segregacion de los cromosomas o la ruptura de ellos durante la division celular,
generando pérdida de material genético en células somaticas o germinales. El objetivo del
presente trabajo fue analizar el estado ambiental de la zona interior de la Bahia de
Montevideo (Rio de la Plata) utilizando parametros fisico-quimicos de la columna de agua
y sedimentos, y organismos biomonitores o centinelas (Brevoortia aurea y Cyprinus
carpio).La Bahia de Montevideo es un ecosistema altamente comprometido por diferentes
actividades antrépicas (actividad portuaria, vertidos de efluentes urbanos e industriales,
receptor final de arroyos altamente impactados). Se utilizaron redes de enmalle durante
12 horas para recolectar los peces y realizar la extraccion de sangre, paralelamente se
midieron parametros fisico-quimicos y se obtuvieron muestras de agua y sedimento para
su posterior andlisis. Los resultados mostraron que B. aurea y C. carpio presentaron
diferencias significativas en los niveles de dafio genético y celular en la zona de estudio
respecto a los controles. Brevoortia aurea exhibié mayor dafio genético en la temporada
de verano respecto a primavera, concordante con aumentos en los niveles de fésforo y
presencia de floraciones algales en el sitio de estudio. Los resultados obtenidos
constituyen el primer estudio de calidad ambiental, a través de bioindicadores genéticos
en peces para la Bahia de Montevideo, generado una linea de base para futuras
investigaciones.

Palabras clave: Micronucleos, dafio genético, bioindicadores, contaminacion acuatica.



1. INTRODUCCION

Los ecosistemas estuariales son sistemas complejos, con una marcada heterogeneidad
ambiental producto del encuentro de masas de aguas continentales y marinas; presentan
una alta productividad, un alto grado de estrés ambiental (debido principalmente al
pronunciado gradiente de salinidad) y una diversidad baja, donde la riqueza y la
abundancia de especies pueden ser influidas por la latitud, la diversidad de habitats, el
tamafio y la configuracion del estuario (Pease, 1999; Hillebrand, 2004; Ley, 2005;
Harrison & Whitfield, 2008; Nicolas et al., 2010).

Los estuarios son importantes areas de cria de especies de peces, principalmente de
origen marino (Potter et al. 1990; McLusky & Elliott, 2004). Estos sistemas brindan
beneficios como mayor temperatura de las aguas adyacentes, crecimiento mas acelerado
(Wasserman & Strydom, 2011), alta disponibilidad de nutrientes (Potter & Hyndes, 1999;
Little, 2000) y refugio contra grandes predadores marinos que se encuentran en menor
abundancia por ser areas estresantes y donde la turbiedad no permite el encuentro entre
predadores visuales y larvas (Lalli & Parsons, 1997; Meager et al. 2005; Shoup & Wabhl,
2009). El incremento de las actividades productivas como la agricultura, las descargas de
efluentes industriales y domésticos entre otras, alteran las condiciones fisicoquimicas y
biolégicas de estos sistemas provocando que la calidad del agua se deteriore,
disminuyendo los beneficios que los estuarios brindan a la biota (Nichols, et al., 1986;
Perissinotto et al., 2010; Ferreira et al., 2011).

1.1 Estado ambiental de la zona costera uruguaya y zona de estudio

La integridad ecolégica de diversos estuarios y sistemas costeros se encuentra afectada
por las actividades relacionadas con el crecimiento de la poblacién humana y el uso del
suelo (Muniz et al., 2005; Nigro et al., 2006; Newton et al., 2012). Los compuestos téxicos,
de origen natural y antrépico, dentro de los cuales se cuentan los metales pesados,
hidrocarburos, contaminantes organicos persistentes y nutrientes afectan a los
ecosistemas naturales generando efectos biolégicos y/o quimicos (Anzecc & Armcanz
2000, Muniz et al. 2006, Smith et. al 2006; Brugnoli et al. 2007, Muniz et al. 2011).



Las fuentes de contaminacion pueden clasificarse en puntuales y difusas. Las puntuales
son aquellas donde los contaminantes ingresan de forma directa, como efluentes
industriales y urbanos. Las difusas, provenientes del escurrimiento superficial son mas
dificiles de identificar y controlar, y se vinculan por ejemplo con la actividad agricola
(Smol, 2007). El ambiente cumple funciones de filtracion, descomposicion, neutralizacion
o almacenamiento de ciertos contaminantes, disminuyendo en cierto grado, la
disponibilidad de los mismos en el medio. La sinergia de contaminantes provenientes de
multiples fuentes puede provocar asociaciones deletéreas, como la adsorcion de
diferentes metales pesados a particulas de sedimento que frente a cambios en ciertos
parametros fisico-quimicos rapidamente se vuelven biodisponibles (Newman & Clements,
2008).

En ambientes costeros y estuarinos los contaminantes ingresan a través de la descarga
de efluentes urbanos e industriales, del aporte de rios, de la deposicion y precipitacion
atmosférica, del trafico maritimo o del escurrimiento urbano y agricola (Muniz et al, 2006).
Esto enriguece los nutrientes del ecosistema, los que llegan a niveles mas altos de los
permitidos por la normativa vigente, generando eutrofizacion que tiene diferentes efectos
ecolégicos y toxicoldgicos, directa o indirectamente relacionados con la proliferacion de
los productores primarios (Spiro & Stigliani, 2005).Un ecosistema o0 ambiente
eutrofizadoes aquel caracterizado por una abundancia anormalmente alta de nutrientes;
tradicionalmente el fésforo (P) ha sido el principal nutriente limitante para el crecimiento
de las algas en los ecosistemas acuaticos, pero en la actualidad existe evidencia de que

el nitrégeno (N) también puede actuar como nutriente limitante (Spiro & Stigliani, 2005).

El nitrégeno generalmente es identificado como el principal nutriente limitante, sin
embargo cuando existe una entrada significativa de nitrégeno al sistema, el fésforo puede
transformarse en el nutriente limitante. Otros elementos quimicos, como el silicio (Si) y el
hierro (Fe) también pueden incidir en el crecimiento y abundancia de las algas pero con
menor relevancia que el N y P (Camargo & Alonso, 2007). Los eventos de floraciones
algales en zonas estuarinas se han incrementado en los ultimos afios y las consecuencias
de la produccion de cianotoxinas sobre la biota es una preocupacién permanente de los
organismos reguladores (Belardi, 2008).En diversas areas tales como el Mar Baltico, Mar
del Norte, Mar Adriatico, costas de Japon y Golfo de México, estas floraciones algales se

han convertido en un fendmeno constante. Las floraciones algales nocivas (FAN) estan

6



consideradas en la actualidad como uno de los mayores riesgos a los que tienen que

hacer frente las zonas costeras a nivel mundial (FREPLATA, 2005).

La Bahia de Montevideo se encuentra en la costa este y zona media del Rio de la Plata,
presentando diversos impactos antropicos similares a otras zonas costeras (Muniz et al.,
2000; 2002; 20044, b; 20054, b). Esta zona se destaca como una de las mas impactadas
del Rio de la Plata debido a su conformacién semicerrada y al efecto de diversos factores
antropicos (Viana, 2001). Un alto porcentaje de las industrias descargan sus efluentes en
arroyos que reciben importantes cargas de metales pesados y desembocan en la Bahia
de Montevideo (Muniz et al., 2002; Burone et al., 2005; Muniz & Venturini, 2005). Ademas,
en ésta se encuentra la central termoeléctrica Batlle (UTE), la refineria de ANCAP
(Asociacion Nacional de Combustibles Alcohol y Portland), y el Puerto de Montevideo. La
zona de la Bahia recibe efluentes municipales (ya sean vertidos no tratados o con
tratamiento primario) del 50% de la poblacion del pais aproximadamente. Cabe destacar
gue los efluentes municipales con tratamiento primario o sin tratar son vertidos en la costa
de Montevideo en la zona de Punta Carretas mediante un emisario submarino y en la
Bahia de Montevideo, también recibe el aporte de los arroyos Pantanoso y Miguelete
(Muniz et al., 2004 b).

Los hidrocarburos, metales pesados y otro tipo de contaminantes derivados de las
actividades industriales antes descriptas producen perturbaciones en el ecosistema
bentdnico afectando la biota (Venturini et al., 2004). Se constatd que la porcion interna de
la Bahia de Montevideo presenta una carga organica elevada y con altas concentraciones
de cromo, plomo e hidrocarburos derivados del petréleo, mientras que la porcion externa 'y
la zona costera adyacente a este sistema muestran un nivel de contaminacion moderado
(Muniz et al., 2004a; Venturini et al., 2004; Brugnoli et al., 2007).

La Bahia y zona costeras adyacentes del departamento de Montevideo exhiben una gran
variedad de usos; recreacion (playas, clubes de remo), pesca artesanal o deportiva y

actividad portuaria (Puerto de Montevideo y Puerto del Buceo).

El uso de diferentes indices bioldgicos (bentdnicos) mostraron que la calidad ambiental en
la Bahia de Montevideo es de pobre a moderada (Hutton et al., 2015). La presencia de
metales pesados en organismos como los peces (Micropogonias furnieri y Mugil platanus)

en la Bahia y en zonas costeras cercanas revelan que la actividad antrépica (industrias,
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actividad portuaria, ganadera y agricola) contribuye al deterioro ambiental del sistema
acuatico afectando a los organismos que alli residen tanto en forma permanente como
temporal (Corrales et al., 2016). No existen antecedentes en cuanto a la riqueza y
abundancia de la fauna icticola en la zona interna de la Bahia, excepto el de Norbis et al.
(2009) donde se describen las siguientes especies: Brevoortia aurea, Cyprinus carpio,
Micropogonias furnieri, Mugil platanus, Pimelodus maculatus, Pogonias cromis,
Odontesthes argentinensis, Odonthestes bonariensis en el reservorio de agua anexo, para

la refrigeracion de procesos industriales de la refineria de ANCAP.

1.2. Bioindicadores

Los indicadores biologicos llamados bioindicadores ambientales u organismos centinelas
reflejan el impacto de contaminantes especificos o0 mezclas de ellos sobre su fisiologia y
ademas permiten detectar procesos de bioacumulacion en sus tejidos, a través de una
serie de respuestas moduladas e integrables, las cuales permiten obtener informacion
sobre el bienestar del individuo, de la poblacion y de la comunidad (Figura 1) (Leonzio,
2002; Monserrat et al., 2007; Obiakor et al., 2012). Son organismos que proporcionan
informacion sobre la calidad del medioambiente o de una parte del mismo, a partir del uso
de marcadores especificos (de dafio genético, celular, inmunoldgicos, neurotransmisores,
fisiol6gicos, etc.), que se analizan en el contexto de la incidencia de variables fisico
guimicas naturales, de origen antropico o de ambas (Leonzio, 2002; Mudry & Carballo,
2006; Monserrat et al., 2007).
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Figura 1.Representacion esquematica de la secuencia de respuestas a los contaminantes en un sistema
biolégico

Diversos organismos han sido utilizados como centinelas en ambientes acuaticos o
terrestres: anélidos, esponjas, bivalvos, moluscos, peces y mamiferos (Mudry & Carballo,
2006). La eleccion de las especies bioindicadoras dependera de las caracteristicas
biolégicas de los organismos, su ecologia y tipo de contaminacién presente en el
ambiente a analizar. Si los contaminantes predominan en la columna de agua, estan
asociados al sedimento u ocupan ambas matrices del ecosistema acuatico, se deberian
considerar aquellas especies que presenten mayor uso de esos habitats (Torres-Bugarin
et al.,, 2010). Los peces son utilizados como bioindicadores de la calidad de este
ecosistema ya que ocupan diferentes niveles de la cadena tréfica, bioacumulan
sustancias nocivas y son susceptibles a bajas concentraciones de agentes toxicos
(Missini et al., 1996; Gustavino et al., 2001).

La composicidon quimica de los contaminantes asi como la capacidad de los peces para
absorberlos, ingerirlos y metabolizarlos seran importantes para establecer el posible
efecto de estos sobre el organismo (Buchwalter et al., 2003; Flores-Kehn et al., 2008).

Consecuentemente, ciertas especies que se encuentran en niveles troficos superiores,



como algunos peces carnivoros, pueden presentar mayores concentraciones de
contaminantes en su organismo y por lo tanto seran mas susceptibles que otros que se
encuentran en niveles inferiores en la cadena tréfica (Lee & Steinert, 2003; Porto et al.,
2005).

El uso de la respuesta biolégica al estrés (biomarcador) en especies centinela se ha
convertido en una herramienta de alerta temprana utilizada ampliamente en la evaluacion

de la calidad ambiental y la evaluacidn de riesgos ecosistémicos (Nigro et al., 2006).

1.3. Biomarcadores

Entre los numerosos biomarcadores ecotoxicolégicos propuestos en las Ultimas tres
décadas, se destacan aquellos que se basan en las respuestas a nivel molecular y celular
(Collins, 2004). Estos biomarcadores representan las sefiales mas tempranas de
perturbacién del medio ambiente y se utilizan cominmente para establecer planes de
biomonitoreo (Collins, 2004). Dentro de los mismos resaltan el ensayo de electroforesis en
células individuales (ensayo cometa) y el test de microndcleos entre otros (Matheus &
Bolafios, 2014). Los micronucleos (MN) son indicadores de dafio cromosémico; se
originan durante la division celular, y estan formados por fragmentos acéntricos o por
cromosomas completos que no se incorporan en las células hijas. Esto se debe a la
ocurrencia de eventos clastogénicos (pérdida de un fragmento cromosémico acéntrico) o
aneugénicos (pérdida de cromosomas completos) ocurridos en algin momento del ciclo
celular. Estas mutaciones son provocadas por la accidon de agentes genotoxicos o que
alteran la formacion y normal funcionamiento del huso mitético, fallando la segregacion
cromosdmica y generando uno o varios MN por célula (Schmid, 1975; Fenech, 2000;
Mudry & Abrevaya, 2006; Souza & Fontanelli, 2006; Ghisi et al., 2011; Obiakor et al.,
2012) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de eventos aneugénicos (A) y clastogénico (B) durante la division celular. Se
representan las células hijas normales y las que contienen MN representadas en rojo (Modificado
de Terradas et al, 2010).

1.4 Ensayo de micronucleos

El microndcleo (MN) constituye una pequefia masa nuclear delimitada por membrana y
separado del nacleo principal. Los MNs se forman durante la telofase de la mitosis o la
meiosis cuando la envoltura nuclear se reconstituy6 alrededor de los cromosomas de las
células hijas. Son el resultado de fragmentos cromosOmicos 0 cromosomas enteros
aceéntricos que no se incluyeron en el nucleo principal. Por lo tanto, el MN es la pérdida de
la cromatina a consecuencia del dafio cromosomico (fragmento) o afectacion del aparato
mit6tico (Ribeiro et al.,2003).

El ensayo de micronucleos fue desarrollado en sus origenes en mamiferos; se ha
utilizado ampliamente para evaluar el riesgo genotéxico de un gran niamero de agentes
quimicos incluido los seres humanos. A diferencia de otros organismos, los peces son
sensibles a concentraciones relativamente bajas de contaminantes con efectos
mutagénicos y por lo tanto, se consideran excelentes bioindicadores ambientales (Da
Rocha et al., 2009).

El ensayo de MN representa una herramienta apropiada para monitorear zonas donde se
sospecha la existencia de eventos de contaminacién crénica, ya analizar muestras
colectadas en diferentes sitios, sin necesidad de sacrificar a los organismos ya que basta
con un volumen de sangre de microlitros extraido de la vena caudal para efectuarlo
(Monserrat et al.,, 2007; Bolognesi & Hayashi, 2011). Es una técnica validada por la

Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (EPA o USEPA). Es un marcador de
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efecto subletal de los contaminantes que permite establecer medidas tempranas de
manejo y prevencion (Obiakor et al., 2012).

Los MN pueden ser detectados en forma sencilla en microscopio de fluorescencia. Para
observarlo, el ADN es tefiido con sustancias que permiten diferenciar el material genético
del resto de las estructuras celulares (Ghisi et al., 2011; Obiakor et al., 2012). La ventaja
de esta técnica es que provee indices cuantificables de dafio genético, de manera rapida
y relativamente sencilla. Debido a que el conteo al microscopio de un alto nimero de
células como requiere el ensayo (>1000) genera un enorme esfuerzo de observacion y
precision, se han desarrollado programas de analisis de imagenes, de conteo de MN y se
siguen los protocolos estandarizados y validados a nivel internacional por organismos
como la EPA. Otro de los aspectos que debe considerarse cuando se realiza el test de
MN, es el efecto que los diferentes procedimientos de tincidn tienen sobre este ensayo. La
tincion mas utilizada es el Giemsa, un colorante no especifico que de acuerdo a Casartelli
et al. (1997), genera falsos positivos. Nersesyan et al. (2006) recomiendan el uso de
tinciones especificas para acidos nucleicos como el ioduro de propidio (IP), el DAPI y

otros fluorocromos de amplia utilizacion en biologia molecular y celular.

El aumento en los vertidos de efluentes industriales y domésticos, en ambientes acuéticos
(mayormente por el crecimiento poblacional) provoca la exposicion de los organismos a
una concentracion elevada de agentes genotoxicos. Como principales agentes
genotoxicos destacan los metales pesados y contaminantes organicos persistentes
(COPs) tales como hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS) los cuales tienen severos
efectos ambientales, dada su gran movilidad ambiental, generando efectos mutagénicos
detectables a través del biomarcador seleccionado (Guecheva et al., 2001; Arkhipchuk &
Garanko, 2005)

El ensayo de MN aplicado al biomonitoreo de contaminantes resulta ser una importante
herramienta en estudios de mutagénesis ambiental (Koppe, 2002). Dado el alto costo de
muchos analisis fisico-quimicos, que muchas veces resultan insuficientes para explicar los
efectos macroscopicos individuales, o los cambios en las poblaciones y comunidades, los
marcadores moleculares de dafio resultan en la actualidad, de gran relevancia por
evidenciar efectos inmediatos a cambios ambientales a niveles subletales, microscopicos
y tempranos. En la mayoria de los casos, los téxicos no pueden ser detectados en las

diferentes matrices (suelo, agua, sedimentos) ambientales, sin embargo, sus efectos
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pueden medirse en los organismos (Mudry & Carballo, 2006). Por este motivo, el ensayo
de MN se ha utilizado ampliamente en organismos acuéticos tales como moluscos
bivalvos (Mytilus galloprovincialis), (Crassostrea gigas y Chamelea galina), en anfibios
(Rana perezi), peces como la trucha arcoiris (Onchorhynchus mykiss), Salmoniformes
(Umbra pigmea), carpas (Cyprinus carpio), (Carassius auratusgibelio) o tilapias
(Oreochromis mossambica) (Hooftman & Raat, 1982; Hose et al., 1987; Metcalfe, 1988;
Brunetti, et al., 1988; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Vernier et al., 1997; Koppe, 2002 ; Garcia,
2009; Okonkwo et al., 2011).

1.5 Antecedentes en estudios con biomarcadores de dafio genético en la zona costera

Uruguaya

La degradacion ambiental y su impacto en la salud ecosistémica afectan en forma
creciente a las especies que se encuentran en zonas costeras y estuariales. Los
antecedentes para el ensayo de MN en peces para dichas zonas son escasos.Estudios
realizados en invertebrados marinos, especificamente en moluscos como el gasterépodo -
Heleobia cf australis y bivalvo Erodona mactroides, revelaron que la calidad ambiental de
la Bahia de Montevideo se encuentra comprometida (Villar et al.,, 2015) utilizando

biomarcadores de dafio genético agudo (ensayo de electroforesis en células individuales).

En peces, destacan los trabajos de Gutiérrez et al. (2015), donde se evalué el nivel de
dafio genético de cuatro especies: Micropogonias furnieri, Paralichthys orbignyanus, Mugil
platanus y Odontesthes argentinensis, en tres subestuarios (Pando, Solis Chico y Solis
Grande) del Rio de la Plata. Los autoresencontraron mayor degradacion ambiental en el
Arroyo Pando que en el resto de los subestuarios, vinculada a un mayor impacto de
actividades antropogénicas. Se identifica la ausencia de trabajos basados en
biomarcadores de dafio genético crénico(ensayo de MN) en peces asociados a la

degradacion ambiental de la Bahia y zonas adyacentes.

1.6 Bioindicadores utilizados en este estudio

Para el presente estudio se consideraron las especies Brevoortia aurea y Cyprinus carpio

de las cuales a continuacion se destacan las siguientes caracteristicas.
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Brevoortia aurea (Lacha)

Especie perteneciente a la familia Clupeidae que habita de manera exclusiva en las aguas
costeras de América del Sur. Su periodo de reproduccion se extiende entre fines de
octubre a fines de diciembre con pequefas puestas parciales durante esta temporada.
Existen evidencias de areas de cria dentro de las lagunas costeras tanto en Argentina,
Brasil y Uruguay (Cousseau & Perrota, 2000; Acuia et al., 2016). Es un pez planctéfago,
cuya dieta se basa en diatomeas, dinoflagelados, copépodos y gran contenido de detrito
(Stebniki, 2014). El aparato digestivo corresponde a un filtrador tipico: en las tallas
medianas diatomeas y dinoflagelados son el alimento dominante, en tanto que en las
mayores aparecen en abundancia los copépodos. Estudios de crecimiento han
establecido la existencia de edades entre 0 y 11 afios, correspondientes a tallas entre 3y
41 cm. Se consideran juveniles a los ejemplares con edades entre 0 y 2 afios (Cousseau
& Perrota, 2000) (Anexo, Figura 1).

Cyprinus carpio (Carpa)

Cyprinus carpio es una especie de gran tamafo que supera los 100 cm de largo total y 40
kg de peso. Debido al gran interés para la acuicultura ha sido introducida en gran parte
del mundo donde se volvié un invasor biolégico con gran éxito (Teixeira de Mello et al.,
2011), siendo una especie resistente a una gran variedad de condiciones ambientales
(Serra et al., 2014). En Uruguay, habita las cuencas del Rio de la Plata y Rio Santa
Lucia, pero actualmente se encuentra en gran parte del pais, reportdndose para la
Laguna de Rocha (Fabiano et al.,2011). Es un organismo omnivoro; se alimenta tanto de
invertebrados del fondo como de material vegetal Se reproduce en aguas someras de
poca corriente y altas temperaturas con gran densidad de plantas, lo que asegura alta
supervivencia a las larvas (Teixeira de Mello et al., 2011). Existen reportes los cuales
muestran que esta especie tiene una longevidad cercana a los 38 afos (Froese & Pauly,
2016) (Anexo, Figura 1).
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Hipotesis de trabajo

El nivel de dafio genético en dos especies depeces determinado por el test de MN sera
mayor en la Bahia de Montevideo (zona Central termoeléctrica José Batlle y Ordofiez)
respecto a los sitios control (Laguna de Rocha y animales obtenidos en condiciones de
laboratorio en el Instituto de Investigaciones Pesqueras), revelando la presencia de

agentes mutagenicos.

Objetivo general

Evaluar el estado ambiental de la Bahia de Montevideo (zona Central termoeléctrica José
Batlle y Ordofiez), considerando parametros ambientales (agua y sedimento) y el uso de

biomonitores (dafio celular y genético en Brevoortia aurea y Cyprinus carpio).

Objetivos especificos

1. Caracterizar la zona de estudio a través del uso de variables fisico-quimicas
(fésforo total, nitrégeno total, metales pesados) en sedimento y clorofila a y
coliformes fecales en agua colectadas en la zona Central termoeléctrica José Batlle
y Ordofiez, durante primavera y verano para evaluar su posible impacto sobre los
bioindicadores.

2. Comparar la frecuencia de MN, analizar y cuantificar el dafio celular y genético en
B. aurea y C. carpio capturados en la Bahia de Montevideo (zona Central
termoeléctrica José Batlle y Ordofiez) y compararlos con los controles para
evidenciar alteraciones genéticas provocadas por deterioro ambiental de origen

urbano e industrial.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

El Rio de la Plata (35°00°-35°10" S and 55°00°-58°10" W) es un estuario ubicado sobre la
costa este de Sudamérica, cubriendo un area de 38.800 km? y drena una cuenca de
3.170.000 km?, lo que la convierte en la segunda mayor cuenca fluvial de América del Sur.
La Bahia de Montevideo se ubica en la zona media el Rio de la Plata. Presenta un area
de aprox. 1200 hectareas y su profundidad oscila entre 0.5 y 3,5 m, con excepcion de
zonas de dragado alcanzando los 10 m en los canales de acceso al Puerto de Montevideo
y Terminal ANCAP. Debido a su orientacion y por ser un sistema semi-cerrado, presenta
una variacion de salinidad temporal, producto de la influencia de los caudales fluviales de
los arroyos Miguelete y Pantanoso, la circulacion y la rotacion de los vientos. Estas
caracteristicas inciden de manera directa en la distribucién de los recursos hidrobiologicos
presentes en la Bahia (Norbis et al, 2009). En la figura 3 se indica la zona de estudio y el

punto (B2) de colecta de las muestras.

2.2 Colecta de muestras en el campo

La colecta de peces se realiz6 durante noviembre 2014 (primavera) y marzo (verano) de
2015. Se colocaron redes de enmalle de 4 cm, 7 cm, 10 cm y 12 cm (distancia entre
nudos) por triplicado en la zona interna de la Bahia de Montevideo, frente a la Central
termoeléctrica José Batlle y Ordofiez(Figura 3). La primera red de enmalle se cal6 a 30 m
de la costa y las restantes a 50 m de la anterior, logrando cubrir una distancia de 130 m
de largo aproximadamente. El calado se realiz6 en las Ultimas horas de la tarde y se

recogieron en las primeras horas de la mafana (tiempo total de enmalle 12 horas).
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2016 TerraMetncs G()()Sle earth

Fechas de imagenes: 1/20/2015 21 H 570114.27 m E 6140646.39 m S elevacion 8 m  alt. ojo 15.84 km

Figura 3. Area de estudio y sitio de muestreo en el punto B2 (flecha roja). Detalle en fotografia extraida de
Google Earth™.

Mediante un multipardmetro YSI pro Plus™ se determin6 en superficie, la temperatura,
salinidad, pH y oxigeno disuelto in situ, en la zona de muestreo. Adicionalmente, se
colecté agua superficial para la determinacion de clorofila a y una muestra compuesta
para la determinacion del nimero de colonias de coliformes fecales.

Se colectd sedimento mediante una draga van Veen de 0.05 m? en el sitio de muestreo
para analisis de fésforo total, nitrégeno total y metales pesados.

Las muestras de agua y sedimento se refrigeraron (4°C) para su posterior traslado y
procesamiento en el laboratorio de Oceanografia y Ecologia Marina (Facultad de
Ciencias).
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Durante el desenmalle, los peces vivos se colocaron en recipientes de 20 L con agua del
lugar, se extrajo sangre periférica de la zona préxima a la aleta caudal, con jeringa
heparinizada.

Como controles negativos, para los analisis genéticos, se utilizaron muestras de
individuos de las especies Brevoortia aurea colectados en la Laguna de Rocha durante el
mes de Julio mediante redes de enmalle. La Laguna de Rocha se destaca como un
sistema costero con diversos usos del suelo, actividad urbanistica y turistica, sin embargo,
es un sistema poco eutrofizado (Rodriguez-Gallego, 2011). Los individuos pertenecientes
a Cyprinus carpio fueron facilitados por personal del Centro de Investigaciones Pesqueras
(IIP), Facultad de Veterinaria (UdelaR), criados en condiciones controladas de laboratorio.
La identificacion taxon6mica de los ejemplares colectados y utilizados para el test de MN,
fue realizada en el campo a nivel especifico (Ringuelet et al., 1967; Menni et al., 1984;
Figuereido & Menezes, 2000; Dyer et al., 2006), paralelamente, se determiné largo total
mediante un ictiometro (+ 1 mm) y peso total en una balanza (+ 0.01 g). Los organismos

no fueron sacrificados.

2.3 Analisis de Laboratorio

2.3.1 Nutrientes en sedimento

La determinacién de nutrientes Nitrégeno Total (NT) y Fésforo Total (PT) se realizé de
acuerdo con Monteiro et al. (2003) y APHA (2005), con digestiéon previa segun Valderrama
(1981). Las fracciones de N y P se oxidaron conjuntamente en medio acido y alcalino
respectivamente, donde las formas nitrogenadas y fosforadas se hidrolizan a nitratos y
fosfatos respectivamente; se realizaron métodos colorimétricos y se cuantificaron
mediante un espectrofotometro ThermoScientific Evolution 60S. Los resultados de

nitrégeno y fésforo total se expresan en ug/g.

2.3.2 Clorofila

Las muestras para determinar el contenido clorofila a se filtraron utilizando filtros GF/C, la
extraccién de pigmentos se realiz6 con acetona 90% y la biomasa se cuantificé mediante
analisis espectrofotométricos; los resultados se expresan en ug L™.

Para el calculo de clorofila a en agua, se utilizo la formula de Jeffrey & Humphrey (1975) y

feopigmentos de acuerdo a Strickland & Parsons (1972).
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2.3.3 Metales pesados

La presencia de metales pesados en las muestras de sedimento, se analizaron mediante
sonda de espectroscopia de energia dispersiva (ThermoNoran™) acoplada a microscopio
electronico de barrido (JEOL 5900 LV). Los analisis se realizaron utilizando electrones
retrodispersados a 20 kev en la modalidad Point and Shoot del EDS. Ademas se

obtuvieron tablas con analisis semicuantitativos en % de atomos de los metales hallados.

2.3.4 Coliformes fecales

En una placa Petrifilm 3M™ (6404/6414/6444) se colocé con una jeringa estéril 1 mL de
muestra compuesta obtenida en campo, considerando tres réplicas. Paralelamente se
sembré 1 mL de agua destilada por duplicado como control negativo. Las placas se
incubaron en estufa a 44°C, de acuerdo al método NNMKL (método 147.1993) (3m
www.3m.com/microbiology) para deteccion y cuantificacion de coliformes fecales. Se
consideraron validas para conteo aquellas placas que no superaron las 300 UFC

(unidades formadores de colonias).

Se realiz6 una revision bibliogréfica en la Intendencia de Montevideo (IM) colectando
datos de presencia de coliformes fecales para el monitoreo de calidad de agua entre
2009 y 2015 para la zona de estudio.

2.3.5 Test de micronucleos

Con la sangre colectada de cada ejemplar, se realizaron extendidos in situ por duplicado,
gue permanecieron 24 horas a temperatura ambiente para su secado. Posteriormente se
fijaron durante 10 minutos con metanol absoluto. Se tifieron con bromuro de etidio (BET) o
naranja de acridina (AO por sus siglas en inglés). Se observaron 2000 células (1000 por
réplica) en microscopio de epifluorescencia Olympus BX 41™ con céamara
Proevolution™, con filtro para AO y BET, por ser el método estandarizado para este
ensayo (Zhu et al., 2005). Los frotis se analizaron utilizando los programas Image Pro
Plus™ e Infinity Capture™. Se determiné presencia de micronicleos y nimero de
micronucleos por célula, considerando a un microndcleo como tal si tiene forma

redondeada, no esta unido al nucleo principal del eritrocito y tiene diametro entre 1/16 y
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1/3 del nucleo principal. Adicionalmente, se registraron anomalias nucleares como

nucleos lobados.

2.3.6 Analisis de datos

Los datos genéticos obtenidos fueron analizados utilizando el programa Statistica™ para
testar normalidad y homocedasticidad. Dado que las muestras no resultaron
homocedasticas ni se ajustaron a la curva normal, se utilizé estadistica no paramétrica
(ensayo de Kruskal Wallis, p<0.05;utilizado para comparar de mas de dos variables),
Mann Whitney U; p<0.05; utilizado para comparar dos variables). Se realiz6 una
transformacion logaritmica de los valores absolutos de MN y NL. Se utiliz6 estadistica

descriptiva para graficar los datos (graficos de barras) (Zar,1999).

3. RESULTADOS

3.1 Variables Ambientales

La temperatura superficial del agua fue de 21,8 °C en primavera; en verano el valor
registrado fue de 26,1°C.La salinidad fue superior en verano respecto de primavera y se
registraron valores de oxigeno disuelto superiores en verano (Tabla 1).

Se registré un valor mayor de nitrégeno total (NT) en sedimento en verano (3341,9 ug g
respecto al obtenido en primavera (1324,2 pg g*). El fésforo total (PT)en sedimento
resulté inferior en primavera (698,2 pg g™) respecto a la temporada de verano (1459,2 g
gh). El valor de clorofila a aumenté ampliamente en verano respecto al obtenido en

primavera (Tabla 1).

Tabla 1.Variables ambientales durante Primavera (P) y Verano (V): (NT= Nitrégeno total (ug g'l); PT=
Faésforo total (ug g'l), T= temperatura (°C); Sal= salinidad; OD= oxigeno disuelto (mg/L);Clo

a=Clorofila a (ug L'l) ; sed= sedimento, sup= superficie)
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3.2 Metales pesados

La figura 4 muestra el andlisis por puntos seleccionados aleatoriamente (Point and Shoot)
en muestras de sedimento del sitio B2 en primavera, mientras que la figura 5 presenta los
espectros obtenidos para cada punto de analisis. Los metales pesados hallados en los
puntos seleccionados son: Aluminio (Al), Cobre (Cu), Zinc (Zn) y Plomo (Pb) en las

muestras de sedimento analizadas.

Figura 4. Microfotografia (MEB). Los puntos 1, 2, 3 ,4 corresponden a las areas de la muestra analizadas
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Figura 5. Espectros obtenidos para cada punto de andlisis del sedimento (primavera). Se marcan con
circulos rojos los metales que resultan relevantes para este estudio.
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Los espectros obtenidos por los elementos que muestran mayor emision durante el

analisis por rayos X se observa en la figura 6.
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Cu Pb Zn
H Punto 1 4,296 0,171 0,2 0,132
¥ Punto 2 7,641
i Punto 3 6,026
H Punto 4 5,257 1,353

Figura 6. Porcentaje de atomos calculado para cada elemento de interés, en los puntos de andlisis de la
muestra de sedimento correspondiente a la temporada de primavera

La figura 7 muestra el andlisis por puntos seleccionados aleatoriamente (Point and Shoot)
en muestras de sedimento del sitio B2 en verano, mientras que la figura 8 presenta los
espectros obtenidos para cada punto de andlisis. Al igual que en primavera, los metales
pesados hallados en los puntos seleccionados son: Aluminio (Al), Cobre (Cu), Zinc (Zn) y
Plomo (Pb) en las muestras de sedimento analizadas
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Figura 7. Microfotografia (MEB). Los puntos 1, 2, 3 ,4, 5 y 6 corresponden a las areas de la muestra
analizadas
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Figura 8. Espectros obtenidos para cada punto de andlisis del sedimento (verano). Se marcan con circulos
rojos los metales que resultan relevantes para este estudio.
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Los espectros obtenidos por los elementos que muestran mayor emisién durante el
andlisis por rayos X se observan en la figura 9.

Aunque metales pesados como el Cu, Zn, Al y Pb pueden resultar toxicos y se encuentran
en ambas temporadas, no estan presentes en igual porcentaje (figuras 6 y 9). EI Cuy Zn
registraron mayor porcentaje en verano que en primavera. El Al se detecté en menor
proporcidn en primavera con respecto a verano a diferencia del Pb que se encontrd en

mayor proporcion en la primavera (ver tablas asociadas a gréficos en figuras 6 y 9).
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Pb Zn
M Punto 1 6,493 0,388 0,18
H Punto 2 5,45 0,149
M Punto 3 6,437 2,699 2,941
H Punto 4 7,07 0,144
M Punto 5 8,176
E Punto 6 6,2

Figura 9. Porcentaje de &tomos hallado para cada elemento de interés, en los puntos de analisis
correspondiente a la temporada de verano

3.3 Coliformes fecales

El valor de coliformes fecales obtenidos en el presente trabajo fue similar para ambos
muestreos (15100 + 4241 UFC/100 mL).
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3.4 Ictiofauna

Se analizé un total de 22 individuos distribuidos en 2 temporadas correspondientes a
primavera y verano con sus respectivos controles. Los peces colectados fueron Brevoortia
aurea (n=3 primavera; n=5 verano) y Cyprinus carpio (n=5; primavera).Los controles
fueron Brevoortia aurea (n=5, Laguna de Rocha) y Cyprinus carpio (n=4, IIP).En la tabla 2

se presentan las caracteristicas morfométricas de los diferentes organismos colectados.

Tabla 2. Talla y Peso de las especies colectadas en las temporadas de Primavera (P) y Verano (V), con sus
respectivos controles (C) en IPP y Laguna de Rocha.

Especie Talla (cm) Peso (g) Temporada

C. carpio 41 1144 P

C. carpio 44 1363 P

C. carpio 41 1026 P

C. carpio 43 1229 P

C. carpio 43 1321 P

B. aurea 12.3 20 P

B. aurea 12 18 P

B. aurea 13.5 24 P

B. aurea 12.3 19.1 \%

B. aurea 12.3 18.27 A%

B. aurea 134 23.7 \%

B. aurea 36 304.75 A%

B. aurea 11.7 19.3 \%

C. carpio 31.2 907.3 1P (C)

C. carpio 29.5 841.1 1P (C)

C. carpio 32.4 937.1 P (C)

C. carpio 30.7 875.5 1P (C)

B. aurea 25.3 192.2 Laguna de Rocha (C)
B. aurea 19.7 101.1 Laguna de Rocha (C)
B. aurea 25.3 174.9 Laguna de Rocha (C)
B. aurea 23.1 150.3 Laguna de Rocha (C)
B. aurea 27.4 213 Laguna de Rocha (C)

3.5 Test de Micronucleos

Se determiné en todos los organismos capturados la presencia de Micronucleos (MN) y
Nucleos Lobados (NL) asi como células normales en las especies colectadas durante las
2 temporadas en la Bahia de Montevideo, asi como en los controles considerados
(Tabla 3).
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En la figura 10se visualizan eritrocitos de las especies B.aurea y C.carpio, en las que se
pueden observar células en proceso de division, células normales y con diferentes tipo de
aberraciones (MN y NL).

Tabla 3. Conteo total de células de las especies B. aurea y C. carpio en las temporadas de primavera y

verano: (ND= no dato). Se diferencian entre células normales, células con Microndcleos y células
con nucleos lobados.

Primavera Verano Control
B. aurea C. carpio B. aurea C. carpio B. aurea C. carpio
Células con micronucleos 98 135 215 ND 31 15
Células con nucleos lobados 6 10 23 ND 5 5
Células normales 2700 7501 6526 ND 7045 5833
Total de células 2804 7646 6764 ND 7081 5853

Figura 10. Eritrocitos de B. aurea y de C. carpio. En (A): eritrocitos normales y nucleo lobado (flecha
blanca), (B): célula con nucleo lobado (flecha amarilla); célula en division (flecha gris), (C):
células normales, D: célula con 3 MN (flecha roja), E: célula con 2 MN (flecha roja), F: célula con
1 MN (flecha roja), G: células con 1 MN (flechas blancas). Tinciones bromuro de etidio (rojo) y
naranja de acridina (verde, celeste). La barra representa 10 um
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3.5.1 Andlisis temporal de B. aurea

Se encontraron diferencias significativas entre primavera y verano en las células con MN
(Kruskal Wallis p<0.05 (p=0.0298). (Figurall) entre temporadas y respecto al control

negativo (p<0.05), del mismo modo ocurri6 con los nucleos lobados (p=0.0118).
(Figural?2).

2.0
1.5
z ]
< 10
[
[=]
[&]
& 0.5
0.0 | }
0.5 . . .
Primavera Verano Control

Figura 11. Rango intercuartilico de medianas de células con MN en B. aurea correspondiente a cada
temporada y controles.
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Figura 12. Rango intercuartilico de medianas de células con nacleos lobados en B. aurea correspondiente a
cada temporada y controles.
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3.5.2 Comparacion entre las especies B. aurea y C. carpio para la temporada primavera

El nimero registrado de células con MN para primavera entre B. aurea y C. carpio no

presentan diferencias significativas a traves de Mann Whitney U a p<0.05 (p=0.6547).

Se observaron diferencias significativas entre cada especie y su respectivo control
(Kruskal Wallis; p<0.05); siendo p=0.0088 para B. aurea y p=0.0082 para C. carpio (Figura
13).
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Figura 13. Rango intercuartilico de medianas de células con MN correspondiente a la temporada de
primavera para C. carpio y B. aurea con sus correspondientes controles (C)
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4. DISCUSION

La Bahia de Montevideo y la zona costera adyacente se encuentran bajo la influencia de
diferentes impactos antrépicos que comprometen su salud ecosistémica (Gémez-Erache
et al., 2001; Muniz et al., 2011). Esto ejerce gran influencia en los organismos y en la

productividad del sistema costero afectando la biodiversidad global (Muniz et al., 2011).

Dentro de los parametros analizados en este trabajo, temperatura y salinidad mostraron
valores caracteristicos para la zona y las estaciones muestreadas, registrandose un
aumento en verano respecto a primavera. Segun varios trabajos (Guerrero et al. 1997;
FREPLATA, 2005; Muniz et al. 2006) la salinidad media superficial del Rio de la Plata en
el area proxima a Montevideo varia entre 5 y 10; los valores hallados resultaron inferiores
en primavera, lo que podria explicar la presencia de Cyprinus carpio solo en dicha
estacion(Garcia et al., 2010).

Los valores de oxigeno disuelto (OD) en este estudio, son mayores a los reportados por la
IM, que registré los valores mas bajos en comparacion a toda la costa de Montevideo, en
los dltimos afios (IM, 2015).Aunque lo esperable es que el valor de OD sea inferior en
periodos estivales con mayores temperaturas, segin Muniz et al., (2011) en la zona de
estudio se han reportado elevados valores de oxigeno durante épocas de verano.

Se reportaron valores altos y mayores de clorofila a durante verano respecto a primavera,
con la posibilidad de evidenciar contaminacién o bien una alta productividad primaria, lo
que podria explicarse por el bloom registrado en dicha temporada.

Segun Tuduri, (2012) el contenido de Nitrégeno total y Foésforo total en sedimento del
ambiente bentonico de la Bahia de Montevideo presenta una distribucion homogénea, sin
embargo los sedimentos ubicados en la desembocadura de los arroyos muestran un
mayor enriquecimiento que el resto de la Bahia, debido a las descargas de los arroyos
Miguelete, Pantanoso y Seco, que al entrar en contacto con aguas de mayor salinidad,
producen floculacion de las particulas en suspension que sedimentan junto con los

nutrientes contenidos en éstas.
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En el presente estudio el contenido Nitrégeno total y Fosforo total en sedimento fueron
superiores en verano coincidiendo con los mayores valores encontrados en el oxigeno,

temperatura y clorofila a de la columna de agua.

Al comparar con otros estudios (Bueno 2012;Bueno et al., 2013;Tuduri 2012) (Anexo,
Tabla 1), donde las tendencias de valores de la zona costera de Montevideo coinciden,
presentan valores maximos en la zona interna de la Bahia, los cuales concuerdan con los
resultados encontrados en el presente estudio, recalcando la degradaciéon ambiental del

sistema de la zona interna de la Bahia de Montevideo

Segun Bueno (2012) y Tuduri (2012), el maximo valor encontrado de Nitrégeno total para
la zona cercana al area de estudio es 1388 pg g™, similar al valor obtenido en este trabajo
para primavera, registrdndose un valor de mas del doble al hallado por ambos autores
durante la temporada de verano. Con respecto al Fésforo total, Bueno (2012) obtuvo un
valor de 1106.1 pg g'para el sitio de estudio, superior al registro obtenido en primavera e
inferior al hallado en verano. Sin embargo, Tuduri (2012) encontré valores maximos de PT
de 910 pg g, que se ubica dentro del rango obtenido durante ambas temporadas (Anexo,
Tabla 1).

El exceso de fésforo y nitrogeno originado del vertido de efluentes cloacales e industriales
sin tratar, puede incidir en la estabilidad de los ecosistemas acuaticos debido al proceso
de eutrofizacion. El incremento desmedido de estos nutrientes afecta a las comunidades
biolégicas favoreciendo la aparicién de floraciones algales que generan contaminacién por
cianotoxinas asi como eventos de anoxia (lida & Shock, 2009; Cardenas & Sanchez,
2013).

Los efectos toxicolégicos de exposiciones prolongadas a excesos de estos nutrientes
disminuyen la respuesta inmunolégica de los organismos acuaticos induciendo a
patologias que pueden conducir a la muerte de organismos marinos, reduciendo la
habilidad de osmoregulacion e inhibiendo los ciclos reproductivos (Cardenas & Sanchez,
2013).El aumento de los valores de pH y de temperatura en el ambiente, pueden
transformar ciertos compuestos nitrogenados como el amonio en su forma toxica
(amoniaco) (Pepe, 2003; Spiro & Stigliani, 2004) que de acuerdo con Colt & Armstrong

(1981),afecta el transporte de oxigeno a los tejidos; ya que afecta la funcién branquial en
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los organismos, causando una disminucion del oxigeno disponible y generando dafios
histoldgicos (Frias & Paez,2001).

La presencia de coliformes fecales refleja la existencia de contaminacién organica y es un
indicador de la posible existencia de organismos patdégenos en el cuerpo de agua (Silva et
al., 2004; Newman & Clements, 2008; Vilchez, 2010; FPTCDW, 2011). Los valores
obtenidos para la zona de estudio en las dos temporadas (primavera y verano) se situaron
en el entorno de las 15100 UFC/100 mL sobrepasando el valor minimo aceptado para
este tipo cuerpo de agua (clase 3 “aguas destinadas a la preservacion de los peces en
general y de otros integrantes de la flora y fauna hidrica, o también aguas destinadas al
riego de cultivos cuyo producto no se consume en forma natural o en aquellos casos que
siendo consumidos en forma natural se apliquen sistemas de riego que no provocan el
mojado del producto”) (MVOTMA, 1979 modificado en 2012). La normativa del decreto
253/79, establece que para aguas clase 3, los coliformes fecales no deben exceder las
1000 UFC/100 mL. Los valores del presente trabajo superan el maximo establecido. El
valor obtenido (luego de su transformacién logaritmica en base 10') fue de 4,2,
situandose dentro del rango de dispersion de los valores obtenidos para la zona de la
Bahia por la IM. Desde el afio 2011 (valor minimo 2.3), los coliformes fecales han
aumentado aunque sin llegar al historico de 6,2 registrado en el afio 2010 (IM, 2015). La
alta concentracién de coliformes registrada en este estudio, podria explicarse por la
descarga de tres arroyos urbanos que transportan residuos domésticos y efluentes
industriales, de pequefios emisarios y del sistema de desagie pluvial. La carga de
nutrientes proveniente de efluentes municipales sin tratar o s6lo con tratamiento primario
originados por la poblacién de la ciudad de Montevideo, impactan en la Bahia y hacia el
Este, en la zona de Punta Carretas, donde esta localizado el mayor emisario submarino
del pais (Muniz et al., 2006).

Se detectd la presencia de metales pesados, destacandose por su toxicidad: Aluminio,
Cobre, Plomo y Zinc. Los primeros estudios realizados sobre la contaminacion por
hidrocarburos y metales pesados en la costa de Montevideo fueron publicados por
Moyano et al. (1993) y Moresco & Dol (1996) quienes encontraron en la desembocadura

del Arroyo Pantanoso sedimentos contaminados por cromo, proveniente de efluentes no

'Para hacerlos comparables con los valores histéricos obtenidos por la IM.
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tratados de las curtiembres localizadas en las proximidades del mismo (Muniz et al.,
2006). Otros estudios realizados en la zona, la Bahia presentan resultados similares,
destacandose la presencia de altos niveles de plomo y cromo (FREPLATA, 2005; IM,
2015), a diferencia de otros zonas portuarias como Piriapolis y Punta del Este
(FREPLATA, 2005).

Varios investigadores han analizado la toxicidad celular y genética in vitro de ciertos
metales, como es el caso del aluminio (Garcia, 2009).Si bien el aluminio se encuentra en
forma natural en los cuerpos de agua, su exceso se debe principalmente al vertido de
efluentes domésticos e industriales asi como la lluvia acida (Garcia, 2009). En este
trabajo, se destaca la presencia de aluminio en las muestras de sedimento, en particular

en la temporada de verano.

Existe evidencia que sustenta que el aluminio puede dafiar el ADN indirectamente al
modificar la estructura de la cromatina, por ejemplo generando especies reactivas del
oxigeno (Garcia,2009). Dicho metal aumenta la produccion de secreciones mucosas en la
zona branquial modificando la osmoregulacion y los procesos respiratorios en los peces.
Este efecto se ha probado particularmente en Salmon truta L y en Cyprinus carpio
(Garcia, 2009).

En resumen, la zona de estudio presenta alto grado de impacto antrépico principalmente
de la descarga de efluentes urbanos reflejado en las elevadas concentraciones de
Nitrogeno total y Fosforo total en sedimento, valores elevados de Clo a, como asi también
en los altos contenidos de coliformes durante ambas temporadas. Ademas se detecta la
presencia de metales pesados donde estudios previos indican su potencial toxicidad
(Garcia, 2009) y los mismos estarian aportados por descargas industriales (Bueno et al.,
2016).

Considerando que los estuarios constituyen sistemas hidrologicos expuestos a
actividades antropicas, los peces estuarinos pueden usarse para indicar la contaminacion
disponible mediante la bioacumulacion y alteraciones genéticas (Kuniyoshi & Braga, 2010)
particularmente utilizando un biomarcador de exposicion cronica como el ensayo o test de
micronucleos, que revela el dafio genético acumulado por una especie en un cierto
tiempo. Diversos estudios, tanto en aguas continentales como en ambientes costeros
evidencian formacién de MN, promovida por efluentes cloacales vertidos en el medio
acuatico (Li et al., 2004; Grisolia et al., 2005; Jin et al., 2006; Talapatra & Banerjee, 2007).
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Los niveles de dafio y las anomalias nucleares observadas concuerdan con lo esperado
para un ambiente con altos niveles de contaminacién por aporte de aguas servidas no

tratadas como el sitio de estudio.

Los metales pesados inciden en la formacion de MN y anomalias nucleares y dafio celular
(como nucleos lobados) como se ha comprobado en trabajos de exposicion a diferentes
tipos de metales tanto en condiciones de campo como en laboratorio (Pradipta, 2012).
Existen estudios que muestran incidencias de metilmercurio provocando efectos
mutagénicos y del mercurio en peces del Rio Amazonas detectando altas tasas de MN en
peces con dieta piscivora comparada a otros con dieta detritivora/omnivora (Machado da
Rosa et al., 2009). Otros autores han realizado estudios sobre la accion del cobre y zinc
afectando el ADN obteniendo resultados coincidentes con otros trabajos sobre la
incidencia de los metales en peces. Una de las vias posibles de la genotoxicidad del
cobre es la induccién del estrés oxidativo y la producciéon de especies reactivas de
oxigeno que dafan el ADN. La genotoxicidad del cobre, zinc y su mezcla binaria a dos
especies de peces mediante la prueba de micronucleos revelaron el efecto genotéxico de
estas especies metalicas a corta duracion e independiente de las concentraciones toxicas
(Obiakor et al., 2012). Aunque en este estudio, se obtuvieron datos semicuantitativos por
EDS, la presencia de metales pesados toxicos y asociados a la produccion de mutaciones
genéticas, indica que la contaminacion de origen industrial también estaria influyendo
negativamente en la salud de los bioindicadores y el estado del ecosistema, a través de

procesos de mutagénesis y dafio celular agudo.

Los niveles de MN en B. aurea resultaron altos respecto a los controles (valores
estadisticamente significativos) en la temporada de verano. Esto podria indicar un
deterioro del estado fisioldgico de dicha especie, coincidente con una alta mortandad
ocurrida en el Rio de la Plata, sobre las costas de Montevideo y de la Provincia de
Buenos Aires (Argentina)ocurrida en el mes de marzo de 2015segun comunicado de
Presidencia de la Republica Oriental del Uruguay (www.presidencia.gub.uy). Estudios
realizados por la IM (2015) sugieren que la mortandad se pudo haber producido por la
elevacion en la temperatura promedio sobre el valor historico para la zona, con una
consecuente anoxia en el agua en zonas someras habitadas por esta especie (IM, 2015).
Cabe destacar, que previo a la anoxia se generan procesos fisico-quimicos en los

cuerpos de agua que pueden provocar la aparicion de agentes mutagénicos, como es el
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caso de las floraciones algales y la liberacion de cianotoxinas. A propésito, el Servicio de
Evaluacion de la Calidad y Control Ambiental (IM) detecté una floracién bacteriana
(Raphidophyceae cf. Heterosigma sp.) con una concentracion de 1188000 cél/mL en una
muestra proveniente de la Playa Ramirez (cercana a la Bahia) sugiriendo que dicho
fenbmeno podria explicar la alta mortalidad registrada en marzo de 2015.El grupo
Raphidophyceae esta asociado con masiva mortandad de peces, por hipoxia en diversas
regiones tales como Japoén, Canadd, Europa, Estados Unidos y Chile. (IM, 2015).Es
importante resaltar, que el nivel de MN y de nucleos lobados en B. aurea aument6 dias
antes de que se produjera la mortandad masiva, confirmando que el biomarcador utlizado
reveld dafio genético y celular significativo en etapas previas al evento de mortandad,

revelando probablemente la accion de cianotoxinas.

En Uruguay se han introducido especies de peces provenientes de diferentes partes del
mundo para su utilizacion en emprendimientos gastronomicos o de control sobre otros
organismos, siendo reportadas hasta el momento cuatro especies, la mas relevante por
su presencia en diferentes habitats naturales es C. carpio (Teixeira de Mello et al., 2011).
Dicha introduccion puede tener diferentes consecuencias, entre ellas la alteracion del
hébitat natural o la competencia directa o indirecta con las especies nativas. Cyprinus
carpio es una especie invasora que ha colonizado exitosamente ecosistemas acuaticos
dulceacuicolas y salobres expuestos a diferentes grados de contaminacion (InBuy,
2011).Siendo C. carpio una especie invasora exitosa, era esperable encontrar valores de
MN inferiores a B. aurea, sin embargo, los niveles de dafio genético y celular fueron
similares, una posible explicacion seria que durante la temporada de primavera no se
registraron floraciones algales y las condiciones del ambiente se mantuvieron estables. En
la temporada de verano sin embargo, las condiciones ambientales favorecieron la
ocurrencia de un bloom de cianobacterias, pero C. carpio no fue capturado en el
muestreo, probablemente debido a que la salinidad no favorecia su presencia en la zona.
Por tanto, su respuesta a condiciones desfavorables como la exposicion a cianotoxinas no
pudo ser analizada.

Cabe destacar, que ambas especies presentaron niveles de dafio genético superiores a
los controles por lo que su utilizacion como bioindicadores esté justificada, en particular en
el caso de la lacha, cuya sensibilidad para el test de MN evidenci6 un efecto
estadisticamente significativo ante un evento de contaminacion agudo, previamente a que

se registrara su mortandad masiva.
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No se puede dejar de mencionar que una ampliacion del numero de individuos
muestreados disminuiria la dispersion de los datos, pudiendo confirmarse o refutarse, el
hecho de que ambas especies presenten igual tolerancia a los contaminantes genotoxicos

presentes en la Bahia, como ocurrio en el presente trabajo.

5. CONSIDERACIONES FINALES

v' Durante verano 2015 se registraron los mayores niveles de degradacion ambiental
manifestado en diversos parametros ambientales del sedimento (Nitrégeno total,
Fosforo total) y columna de agua (clorofila a). Esto concuerda con un aumento del
dafio genético en B. aurea comparando con primavera.

Los coliformes registraron valores similares entre ambas temporadas pero
igualmente superiores a la normativa vigente. Los metales pesados en sedimentos

detectados son potencialmente toxicos para la biota, en especial para C. carpio.

v El biomarcador de exposicion y efecto (test de MN) revel6 degradacion ambiental
de la Bahia de Montevideoen comparacion a los individuos control (Laguna de

Rochae individuos del Instituto de Investigaciones Pesqueras).

v' Elensayo de MN muestra que no existen diferencias significativas entre las
especies B. aurea y C. carpio, pero si con sus respectivos controles negativos,
indicando que ambas se encuentran afectadas a nivel genético por los

contaminantes presentes en la zona.

v' El ensayo de MN result6é atil al detectar una afectaciéon genética y celular en la

especie B. aurea, que a posteriori generd una mortandad masiva.
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6. RECOMENDACIONES

Es de destacar el bajo numero de individuos considerado para el presente trabajo por lo
cual se recomienda para trabajos futuros aumentar el nimero de individuos y especies

analizadas.

El uso de biomarcadores de alerta temprana como el ensayo micronucleos se ha
transformado en una herramienta de vital importancia para detectar eventos cronicos de
contaminacion asi como para determinar el efecto de las alteraciones del ecosistema que
revelan los datos fisico-quimicos. Entre las ventajas que presentan los biomarcadores
moleculares se cuentan:

- Alerta temprana, permitiendo tomar acciones de control o mitigacién de los
eventos de contaminacion cuando no son masivos, previniendo alteraciones irreversibles
en las comunidades.

- Observacion del efecto integrado de una variedad de tensiones ambientales
sobre la salud de un organismo, una poblacién, una comunidad y el ecosistema.

- Extrapolacién de respuestas individuales de los organismos expuestos a
contaminantes y prediccion de sus efectos a nivel poblacional.

- Alerta temprana de posibles dafios a la salud humana basados en las
respuestas de la fauna silvestre a los contaminantes.

- Seguimiento de la eficacia de los esfuerzos de bioremediacion a niveles de

deteccion que ninguna otra herramienta puede ofrecer.

La evaluacion genotoxica del medio acuatico es un mecanismo clave para traducir el
principio de desarrollo sostenible en accion (Obiakor,2012). Resulta importante el
conocimiento integral del estado de la salud ecosistémica de la Bahia de Montevideo y las
zonas costeras adyacentes, ya que los dafios genéticos detectados, pueden estar
afectando a una gran cantidad de especies sino ademas porque muchas de ellas se

utilizan para consumo.

Se recomienda para proximos estudios, utilizar diferentes biomarcadores que puedan
explicar de mejor manera el estado de salud de los organismos presentes en dicha area

de estudio. A nivel genético se recomienda la utilizacion del ensayo cometa y el indice
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ARN/ADN. EIl ensayo cometa permite detectar lesiones en el ADN (rupturas simple y
doble hebra asociadas a reparacion incompleta por escision de nucleétidos) (Collins,
2004), mientras que el indice ARN/ADN detecta la condicion nutricional de los organismos
(Buckley et al 1999). Estos estudios podrian realizarse en laboratorio bajo condiciones
controladas. De esta manera se podria determinar de forma precisa, la respuesta de las

especies analizadas en este estudio, a diferentes tipos de contaminantes

7. PERSPECTIVAS

Es importante sefalar, que este estudio debe profundizarse, abarcando mas temporadas
(que implican diferentes condiciones ambientales) y aumentando el nUmero de individuos
y especies analizadas. Una vez establecidos los niveles basales de cada especies como
se hizo en este estudio para B. aurea y C. carpio y conociendo su nivel de respuesta en
zonas impactadas (numero o frecuencia de MN), podriamos contar con un indicador de

salud ecosistémica extrapolable a otras zonas.
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ANEXO

Figura 1. Especies estudiadas en el presente trabajo, en (A) Brevoortia aurea y (B) Cyprinus carpio

10 cm

Tabla 1. Contenido de Nitrégeno total y Fésforo total en sedimento correspondiente a Bueno (2012)", Tuduri
(2012)" y al presente estudio durante Invierno (1), Primavera (P) y Verano (V): (NT= Nitrégeno total
(Mg g™); PT= fésforo total (ug g™*); sed= sedimento).

NT sed
-1
(Mgg )
[ 1388 1106.1
1388 910
P 1324.2 698.2
Vv 3341.9 1459.2
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