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RESUMEN

En este trabajo se reporta las respuestas de Nitzschia palea (Kitz.) W.Sm. 1856 vinculadas a la
densidad, el tamafio celular, las alteraciones nucleares (localizaciéon anormal y membrana nuclear
estallada) y la movilidad (velocidad, distancia y aceleracion) relacionadas a la exposicion del
elutriado del sedimento de un arroyo pampeano expuesto a actividad agricola. Los resultados
demostraron que los descriptores empleados para analizar la respuesta de N. palea a la exposiciéon
del elutriado fueron significativas, revelando su potencial como biomonitor de efectos téxicos.
Palabras claves: PESTICIDAS — ELUTRIADO - BIOMONITOR

Introduccion

Los sistemas loticos que atraviesan la llanura
Pampeana se encuentran afectados
principalmente  por actividades agricolas-
ganaderas, actividades industriales y el avance
progresivo de la urbanizaciéon que se asienta en
la region (Rodrigues Capitulo et al., 2010).
Como consecuencia, los cuerpos de agua
reciben directa o indirectamente descargas de
diferentes tipos de contaminantes. El deterioro
de la calidad de agua es mayormente causado
por el ingreso de nutrientes, metales pesados,
agentes patogénicos, pesticidas, herbicidas, y
sedimento como consecuencia de dragados y
canalizaciones (Nora Gémez y Licursi, 2001).
En estos ambientes, los sedimentos acumulan
muchas de las sustancias toxicas que ingresan
a los cursos de agua (Mac Loughlin et al., 2017;
Ronco et al.,2008). Estos contaminantes
pueden ser resuspendidos de forma natural, por
procesos fisicos o bioldgicos (bioturbacién), o
por la actividad humana, generando la
removilizaciéon y  redistribucion de los
contaminantes a la columna de agua desde los
sedimentos.

En este sentido, el uso de organismos
bentdnicos, como las diatomeas, resulta muy util
para evaluar la calidad del sedimento.

Las diatomeas constituyen uno de los
principales componentes del biofilm epipélico en
los arroyos de la llanura Pampeana (Gémez y
Licursi, 2001) y forman parte de los grupos de
organismos mas utilizados internacionalmente
para evaluaciones de calidad de agua,
particularmente en rios y arroyos.

El objetivo de este trabajo fue analizar las
respuestas de descriptores tales como la
movilidad, anomalias nucleares (localizacién
anormal de nucleo, ruptura de la membrana
nuclear), densidad y el tamafio celular de
Nitzschia palea a elutriados procedentes de
sedimento de un arroyo con impacto agricola,
para proponerlos como posibles biomonitores
para la evaluacion de toxicidad de sedimentos

Materiales y métodos

Para la realizacién del ensayo de toxicidad se
colectaron muestras de sedimento de la cuenca
media del arroyo Carnaval. Este arroyo y sus
tributarios pertenecen a una cuenca periurbana
de 100 km? cercana a la ciudad de La Plata,
provincia de Buenos Aires Argentina. En la
cuenca alta y media de este arroyo los
principales usos del suelo son la horticultura,
floricultura y cultivos de soja, maiz y trigo. En el
sitio  seleccionado para este estudio
(34°55'16,07"S - 58°6'36,09"0), el arroyo
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atraviesa un campo de soja en el que se
emplean agroquimicos periddicamente. En
mayo de 2018 se extrajo 1 kg de sedimento
procedente de los 5 cm superficiales del lecho
del arroyo. Para el ensayo en laboratorio se
utilizd un monocultivo de Nitzschia palea
(NPAL), previamente aislado de sedimentos del
Arroyo Martin y cultivado en medio de cultivo de
diatomeas diluido (1:2) segun (Guillard y
Lorenzen, 1972). El bioensayo se inici6 con un
inéculo proveniente del cultivo en fase de
crecimiento exponencial. Para la obtenciéon de
los elutriados se siguié una modificacion del
protocolo de Pica Granados y Trujillo
Dominguez (2008), utilizando medio de cultivo.
El bioensayo se inici6 con una siembra de un
inéculo de 10000 células/ml en el laboratorio de
bioensayos con temperatura controlada (25 °C)
y luz natural. Cada siembra se realizd6 en
frascos de vidrio de 200 ml conteniendo 90 ml
de medio de cultivo (controles) o elutriado
(tratamiento) y 10 ml del cultivo de NPAL. Se
utilizaron 5 réplicas para cada dia de muestreo:
dia 0 (comienzo de la experiencia), a las 24 hs
(T1), alas 48 hs (T2), alas 72 hs (T3) y a la
semana de exposicién (T4). Ademas, un control
de elutriados sin diatomeas fue usado para
medir cualquier posible degradacion de
pesticidas debido al medio.

Durante la experiencia se midieron parametros
fisicoquimicos (pH, conductividad, temperatura
y oxigeno disuelto) en cada unidad
experimental. También se analizaron las
concentraciones de nutrientes al comienzo, a
las 72 hs y al final de la experiencia (APHA,
2012). Ademas, se midieron concentraciones de
metales pesados (Cr, Cd, Zn, Cu) por
espectrofotometria de absorcidon  atémica
usando (Espectrofotometro Buck 200), vy
pesticidas (organofosforados y organoclorados)
por GC-ECD/GC-MS en los elutriados.

Las variables biolégicas medidas fueron:
Densidad celular: mediante recuentos en 1 ml
con camara de Neubauer, bajo microscopio
6ptico a una magnificacion de 200X.

Tamafo celular: Se midi6 el largo de 10
diatomeas seleccionadas al azar, por réplica.
Alteraciones nucleares (localizaciéon anormal del
nucleo; ruptura de membrana nuclear): se
tiieron las muestras con Hoestch 33342 y se
analizaron a una magnificaciéon de 600X.
Movilidad: a partir de una submuestra de 1ml
colocada en una camara de Sedgewick-Rafter
con un aumento de 200X y una camara
Olympus QColor5 se filmaron videos de 30 seg
y 5 cuadros /seg. Para cada réplica se filmaron
10 videos de campos escogidos al azar. El
movimiento de cada diatomea fue medido

utilizando el software abierto  Tracker
(https://physlets.org/tracker). Se midieron las
variables: velocidad (um sec™), distancia (um) y
aceleracion (um sec).

Las diferencias entre control y tratamiento de las
medidas bioldgicas fueron testeadas usando un
ANOVA 2 vias (Tratamiento y Tiempo).

Resultados

La conductividad, temperatura y oxigeno
disuelto no mostraron diferencias significativas
entre Control y Tratamiento a lo largo de la
experiencia (ANOVA, Tratamiento*Fecha
p<0,05). El pH fue significativamente mayor en
el Control. En los elutriados, la concentracion
(mg L") de nitratos fue de 0,08 0,03, de
amonio <0,001, de nitritos 0,11 %0,04, y de
fosfatos 0,26 +0,03. La concentracion (mg L™)
de Zn medida en los elutriados fue de 0,16 y la
de Cu fue de 0,012, las concentraciones de Cd
y Cr estuvieron por debajo del limite de
deteccion, mientras la concentracion (ug L) de
endosulfan a fue de 1,1 la de endosulfan 3 de
0,5 la de endosulfan sulfato 0,2 y la de lindano
0,18.

La densidad de NPAL en los controles aumenté
desde TO (8526 cél ml") hasta T4
(657,6+£272,9 cél ml'"), mientras que en los
tratamientos no hubo diferencias significativas
entre TO (146,2+72,7 cél mlI'") y T4 (362,8+307,1
cél mI'"). Al final de la experiencia la densidad
de NPAL fue significativamente mayor en los
controles que en los tratamientos. En cuanto al
tamafio  celular, el largo no varid
significativamente en todos los tiempos en el
control (22,4+0,37 pm), mientras que en los
tratamientos la media del largo celular
disminuy6 significativamente de 22,6+0,61um
en TO-T3 a 20,6+0,7 ym en T4. Ademas, en
ultimo tiempo la longitud media de las células
fue significativamente menor en los tratamientos
con respecto a los controles.

Todas las medidas de movilidad (velocidad
media, aceleracion y distancia recorrida) fueron
significativamente menores en los tratamientos
a partir de T2 hasta el final del experimento
cuando se comparan con los controles. La
velocidad media en los tratamientos fue de
1,3+0,33 ym/seg, mientras que en los controles
fue de 2,9+0,49 um/seg. La aceleracion media
en los tratamientos fue de 3,2+ 0,6 um/seg?, y
en los controles fue de 6,4+1,71 pm/seg?. La
distancia media, fue de 48,3+13,79 um en los
tratamientos, mientras que en los controles fue
de 85,7+ 16,77 uym.

La proporcién de nulcleos con ruptura de
membrana fue significativamente mayor en los
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tratamientos a partir de T1. Lo mismo ocurrio
con la proporcion de nucleos mal localizados.
Los p-valores del ANOVA 2 vias para las
variables bioldgicas se muestran en la tabla 1.

Tabla1. p-valores del ANOVA 2 vias de los
descriptores de N. palea analizados

Tratamiento tiempo  T*t
Densidad 0,40 0,00 0,04
Longitud 0,31 0,02 0,00
Velocidad 0,00 0,00 0,00
Aceleracion 0,00 0,00 0,00
Distancia 0,01 0,01 0,01
Ruptura de
membrana 0,01 0,01 0,83
Loc.
anormal 0,03 0,12 0,55

Discusién

Los resultados de esta experiencia demuestran
que la densidad, el tamafio celular, la movilidad
y el estado de los nucleos de NPAL se ven
afectados cuando son expuestos al elutriado de
los sedimentos del arroyo Carnaval, los cuales
presentaron concentraciones de endosulfan y
lindano superiores a los niveles guia para la
proteccion de la vida acuatica establecidos por
la secretaria de recursos hidricos de la Nacion
(£ 0,007 ul/L, 0,02 ul/L respectivamente).
Varios autores han registrado que la densidad
de las diatomeas resulta afectada
negativamente frente a la exposicién a metales
y pesticidas (Pandey et al., 2017). Por otra parte
la reduccion del tamafio celular, ademas de
estar relacionado con la forma de reproduccion
asexual que presentan las diatomeas, también
ha sido reportada como una respuesta a la
exposicion a téxicos, tales como metales
pesados y pesticidas (Pandey et al., 2018). En
cuanto a la movilidad, las medidas respondieron
negativamente a la exposicion al elutriado.
Nuestro resultado concuerda con los obtenidos
por Cohn et al. (2003) quien reporta menores
valores de velocidad frente a la exposicién a
elutriados toxicos. Pandey y Bergey (2016),
sugirieron que la movilidad resulté ser una
buena herramienta para indicar contaminacion
por Zn y Cu, sin embargo, las concentraciones
registradas por ellos fueron mucho mayores que
las detectadas en este trabajo.

Las alteraciones nucleares (localizacion anormal
y ruptura de membrana) fueron mayores en los
tratamientos, coincidiendo con los resultados
reportados por Debenest et al. (2008) y Licursi y
Gomez (2013). Se puede concluir que los
descriptores utilizados en este estudio son utiles

para evaluar la toxicidad de elutriados, y pueden
ser propuestos como biomonitores de toxicidad
de sedimento.
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