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RESUMEN: Durante los monitoreos de la contaminacion del agua, es cada vez mas frecuente que los
estudios toxicoldgicos incluyan bioensayos con organismos indicadores capaces de revelar la presencia de
contaminantes como metales pesados, pesticidas y cianotoxinas, y asi proporcionar alertas tempranas de
potenciales riesgos ambientales. Si bien los métodos analiticos normalmente utilizados son sensibles y
confiables, requieren una serie de patrones de referencia conocidos, limitando su espectro de deteccion.
Debido a que las muestras ambientales pueden contener toxicos indefinidos, las agencias de proteccion
ambiental recomiendan incluir un indicador animal para complementar el analisis de las muestras. Uno de
los organismos modelo ideales para este tipo de ensayos es el nematodo Caenorhabditis elegans. La mayoria
de sus procesos fisioldgicos basicos se encuentran conservados en organismos superiores, su mantenimiento
en el laboratorio es barato y sencillo, y existe una gran variedad de herramientas de biologia molecular para
su manipulacion, ofreciendo la posibilidad de estudiar en detalle los mecanismos biolégicos implicados. En
el marco de contribuir al mejoramiento del sistema de control de calidad de aguas, el objetivo de este trabajo
es utilizar al nematodo C. elegans para el desarrollo de nuevos bioensayos que permitan la deteccion de
contaminantes en aguas. Con el fin de establecer un protocolo de trabajo, se seleccioné como toxico de
referencia el Glifosato y se determino la relacion dosis-respuesta mediante la valoracion del crecimiento
corporal, la fertilidad y la reproduccion. Consecutivamente, se estudié la aplicabilidad del bioensayo
mediante la exposicion de los nematodos a muestras de agua de la region pampeana durante la campafia
2013/2014 de soja, y se compararon los resultados con aquellos obtenidos con Glifosato. En conclusion, este
trabajo demuestra que los bioensayos con C. elegans son una herramienta promisoria para el monitoreo de
aguas en el campo de la toxicologia ambiental.

INTRODUCCION

La necesidad de proteger el recurso hidrico para asegurar el suministro de agua potable para consumo
humano, la conservacion de los ecosistemas y las necesidades productivas, requiere la disponibilidad de agua
de buena calidad y baja cantidad de contaminantes. Mientras que el uso de agroquimicos, los desechos
industriales y los residuos urbanos deterioran este recurso, se hace imprescindible el disefio de nuevas

herramientas de monitoreo y fiscalizacion de la calidad del agua.

Los bioensayos constituyen un complemento a las técnicas analiticas de evaluacion de calidad de aguas, al
sumar el analisis de la toxicidad de las muestras a la cuantificacion de los contaminantes. Si bien los métodos
analiticos son sensibles y confiables, el costo de los equipos es extremadamente elevado al igual que los
reactivos y estandares necesarios para su utilizacion. Ademas, requieren un set de patrones de referencia

conocidos, limitando su espectro de deteccion. Debido a que las muestras ambientales pueden contener



toxicos indefinidos, las agencias de proteccion ambiental recomiendan incluir un indicador animal para

complementar el analisis de las muestras (Castillo Morales, 2004).

En este sentido, se plantea la necesidad de disefiar nuevos ensayos para la determinacion de la presencia de
toxicos en aguas. Un poderoso enfoque para la realizacion de pruebas de toxicidad son los bioensayos
alternativos con animales simples; disefiados con criterios de valoracion sensibles y de manipulacion facil y
rapida, que permiten analizar un gran nimero de muestras en un pequefio volumen y a bajo costo (Leung et

al., 2008; Giacomotto y Ségalat, 2010; Peterson et al., 2008).

Uno de los organismos modelo ideales para ser utilizado en este tipo de ensayos es el nematodo C. elegans
(Leung et al., 2008; Cole et al., 2004; Boyd et al., 2010; Avila et al., 2012). Desde el afio 1974 se ha
utilizado como modelo bioldgico y ha sido fundamental para esclarecer mecanismos moleculares basicos
como la transduccion de sefiales, la muerte celular, el envejecimiento y la interferencia de ARN
(Antoshechkin y Sternberg, 2007; Fire, 2007; Kamath et al., 2003). Distintas caracteristicas han acrecentado
su popularidad como modelo animal. Una de las mas atractivas es que la mayoria de sus procesos
fisioldgicos basicos y de respuesta a estrés se encuentran conservados en organismos superiores, incluyendo
humanos (Yochem, 2006). Ademas, su mantenimiento en el laboratorio es barato y sencillo, su dieta se basa
en la bacteria Escherichia coli, su ciclo de vida es corto y es capaz de generar un gran numero de crias (300

huevos por hermafrodita) en un periodo corto de tiempo (Fig. 1).

C. elegans tiene un tamafio corporal pequefio (1,3 mm), que permite llevar a cabo ensayos in vivo en
microplacas de 96 pocillos. Su cuerpo es transparente y su linaje celular es invariable, lo cual permite la
observacion de todas sus células desde el desarrollo embrionario hasta el animal adulto, y analizar la
estructura de los organos internos a través de un microscopio oOptico (Yochem, 2006). Otra ventaja
interesante, es que existe una gran variedad de herramientas de biologia molecular, de ingenieria genética y
bioinformaticas que facilitan el estudio en detalle de los mecanismos bioldgicos que puedan estar

implicados(Antoshechkin y Sternberg, 2007; Fire, 2007; Kamath ef al., 2003).

En los ultimos afos se ha demostrado que los nematodos poseen criterios de valoracion sensibles para
realizar tests de toxicidad (Dhawan et al., 1999; Anderson et al., 2004; Hoss et al., 2013). Por ejemplo, se
han utilizado para analizar los riesgos potenciales de quimicos (Yamamuro et al., 2011; Sochova et al.,
2007), metales pesados (Chapman et al., 2013; Swain et al., 2004) y pesticidas (Ali y Rajini, 2012;
Anbalagan ef al., 2013; Hoss et al., 2013). La sensibilidad de los mismos es comparable con la de aquellos
que utilizan otros organismos (v.g.enquitreidos, lombrices, colémbolos, roedores) pero demandan menos

tiempo y espacio (Boyd et al., 2001; Kammenga y Riksen, 1996; Cole et al., 2004; Anderson et al., 2004).

En este contexto, se establecié como objetivo de trabajo la optimizacién de un bioensayo rapido y sencillo
para determinar la calidad de agua utilizando el nematodo C. elegans como modelo toxicologico. Para
concertar el protocolo, se analizé la variacion de tres respuestas del ciclo de vida del nematodo, crecimiento

corporal, fertilidad y reproduccion, al ser expuestos a concentraciones crecientes del agroquimico glifosato y



se determino la relacion dosis-respuesta. Posteriormente, se estudio la aplicabilidad del bioensayo a muestras
de agua superficial o subterranea de la cuenca del Arroyo Pergamino durante la campaiia de soja 2013/2014,
una zona que registra un proceso de intensificacion agricola caracterizada por el uso creciente de
agroquimicos. En conclusion, este trabajo demuestra que los bioensayos con C. elegans son una herramienta

promisoria para el monitoreo de aguas en el campo de la toxicologia ambiental.
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Figura 1 — Ciclo de vida de C. elegans. Los nimeros en azul
indican el tiempo que el animal pasa en un determinado
estadio de desarrollo. Modificado deAltun y Hall (2012).

MATERIALES Y METODOS
Cultivo de nematodos

Se utilizd la cepa N2 de Caenorhabditis elegans var. Bristol, obtenida del Caenorhabditis Genetic Center
(University of Minesotta, MN, USA) y mantenida en stocks a -70 °C. Los nematodos se crecieron
rutinariamente siguiendo procedimientos generalizados en medio NGM (NaCl 3 g/L, peptona 2,5 g/L,
colesterol 5 g/ml, CaCl, 1 mM, MgSO, 1 mM, agar 17 g/L, buffer fosfato 25 mM pH 6,0) con céspedes
bacterianos de Escherichia coli OP50-1a 20 °C (Brenner, 1974; Lewis y Fleming, 1995).

Para los ensayos de toxicidad, los nematodos se sincronizaron al estadio de desarrollo L1 utilizando el
método de sincronizacion por cloro (Lewis y Fleming, 1995) y eclosion de los huevos en buffer M9
(Na,HPO,4 42 mM, KH,PO4 22 mM, NaCl 85,5 mM, MgSO, 1 mM) en tubos de microcentrifuga con

agitacion suave durante 16 h a 20 °C.
Test de toxicidad con C. elegans

El bioensayo con C. elegans se desarrolld con pequefias modificaciones siguiendo la metodologia descripta
por Hoss et al. (2013) y acorde a métodos estandar (ISO, 2010). Se incubaron 10 nematodos en estadio L1

con distintas concentraciones de formulaciones comerciales de glifosato sal amida en buffer M9 (o con las



muestras de agua) y E. coli hasta DOgg,, 2 €n un volumen final de 0,5 mL. Los ensayos se realizaron por
cuadruplicado en placas de cultivo de 24 pocillos y se incubaron durante 96 h a 20 °C. Transcurrido este
tiempo, se detuvo el crecimiento de los nematodos por calor (20 min a 50 °C), se tifieron por el agregado de
0,25 mL de solucion de Rosa Bengala (0,5 g/L) y se almacenaron a 4 °C hasta la realizacion de las

mediciones.

Los nematodos testeados se fotografiaron bajo el microscopio optico con aumento de 40X. Se determind la
longitud del cuerpo de cada nematodo con ayuda del programa Image J (version 1.48, National Institutes of
Health, USA) y se calcul6 el crecimiento como la resta entre la longitud media del cuerpo antes y después de
la incubacion. La reproduccion de los nematodos se obtuvo mediante el recuento en lupa de la descendencia
L1 y se normalizé por el nimero de animales testeados. La fertilidad se cuantificé como el porcentaje de

animales gravidos (> 1 huevo dentro del cuerpo).

Se expresaron los parametros de crecimiento, reproduccion y fertilidad como porcentaje de los valores

medios para cada concentracion (o muestra de agua) respecto a los obtenidos para un control en buffer M9.
Area de estudio y muestreo de aguas

Los muestreos se realizaron en el mes de septiembre durante la campafia 2013/2014 de soja en 20 puntos
ubicados en una zona representativa de la cuenca media superior del Arroyo Pergamino (Provincia de
Buenos Aires, Argentina), desde las nacientes hasta su paso por la ciudad cabecera (Fig. 2). Ademas, se ha
elegido una subcuenca tributaria al Arroyo Pergamino que corresponde a su afluente el Arroyo Botija. Los
puntos de muestreo se situaron en diferentes establecimientos privados y provinciales, y se ubicaron aguas
arriba de la ciudad de Pergamino para evitar la posible influencia y contaminacion de los efluentes urbanos,

con excepcion de los puntos 15 a 19 localizados en la ciudad.

La cuenca del arroyo Pergamino esta ubicada al norte de la denominada Pampa Ondulada. El relieve de la
zona se caracteriza por poseer planicies suavemente onduladas, recortadas por cafiadas, arroyos y rios. El
clima es templado-huimedo. La precipitacion media anual es de 970 mm, y durante el afio existe alternancia
entre periodos secos (invierno) y humedos (primavera, verano y otofio), provocando déficit y excesos
hidricos de diferente magnitud. Los principales acuiferos de la region poseen caracteristicas hidrogeoldgicas
e hidraulicas que permiten su aprovechamiento para diferentes usos. En la tabla 1 se enumeran los puntos de

muestreo con sus principales caracteristicas.

A campo se registraron las siguientes caracteristicas fisicoquimicas con analizadores portatiles: temperatura
(T), pH, total de solidos disueltos (TSD), conductividad eléctrica (CE) y potencial de 6xido reduccion
(ORP).Para su posterior analisis en el laboratorio, las muestras se tomaron en tubos estériles, se estabilizaron

por acidificacion con acido clorhidrico y se guardaron a 4 °C hasta su uso.



Figura 2 - Mapa de los sitios de muestreo dentro de la Cuenca del Arroyo Pergamino. En azul se
indican los distintos puntos de muestreo segun la numeracion indicada en la Tabla 1.

Determinaciones analiticas

Se acondicioné el pH de las muestras de agua y se analiz6 glifosato sal amida, y su metabolito acido amino
metilfosfonico (AMPA), mediante la determinacion de sus derivados por HPLC en un equipo Agilent 1100

Series segun Ibaiiez et al. (2005).

Finalmente, se determind en las muestras de agua la concentracién de cadmio, cobre, plomo, zinc, cromo,

potasio, sodio, magnesio y calcio por espectroscopia de absorcion atdmica (APHA, 1995).
Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente con el programa GraphPadPrism® (version 6.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California, USA). Las respuestas se graficaron en funcion de la
concentracion de glifosato sal amida y se calculd la concentracion efectiva media y baja (CE;p y CEs)
aplicando el modelo sigmoidal. Se utiliz6 el andlisis de la varianza seguido de la prueba de Dunnett para
comparar los resultados de las muestras de agua con el control (con un nivel de confianza del 99%) y se

estudio la correlacion entre las variables con el analisis de Pearson (con un intervalo de confianza del 95%).



Tabla 1 -Puntos de muestreo

Muestra | Nombre Tipo de muestra
1 Campo agricola La buena vista Subterranea molino
2 Campo agricola y granja Capriotti Subterranea molino 18m
3 Campo agricola y granja Capriotti Subterranea motor 70 m
4 Campo experimental Pionner Subterranea con motor (10 afios)
5 Campo experimental Pionner Subterranea con motor (1 afo)
6 Interseccion A. Botijay RN 178 Superficial
7 Union A.Botija y A. Pergamino Superficial
8 Puente “La Cruz” Superficial
9 Emprendimiento Chacas de Pergamino Baja | Subterrdnea freatimetro
10 Emprendimiento Chacas de Pergamino Alto Subterranea freatimetro
11 Escuela Rural No 34 “JM. Moreno” Subterranea molino
12 Puente “Madera” Superficial
13 Campo Conrado Subterranea (molino)
14 Arroyo del Basural Superficial
15 Boulevard Pte. “Bs As” Superficial
16 Boulevard Pte “Colon” Superficial
17 Boulevard Pte “Gattone” Superficial
18 Boulevard Pte “Rocha” Superficial
19 Puentes A. Pergamino sobre la RP No§8 Superficial
20 Lago Chacras Superficial

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del bioensayo con nematodos y determinacion de la toxicidad del agroquimico

glifosato

Con el fin de optimizar un bioensayo de facil ejecucion y confiable, que permita analizar la toxicidad de
muestras de agua a gran escala, se comenzo por estudiar la relacion dosis-respuesta de tres parametros del
ciclo de vida del nematodo C.elegans al ser expuesto al agroquimico glifosato. Se selecciono este herbicida
como quimico de referencia interna del laboratorio debido a que su utilizacion aumenta dia a dia y existe una
demanda social de establecer el impacto que puede provocar este plaguicida en el medio ambiente. Ademas,
se optd por trabajar con una formulacion comercial del agroquimico, pues los principios activos estan
acompaiados de otras sustancias quimicas como surfactantes que pueden modificar la toxicidad final del
producto. De hecho, se ha demostrado que las formulaciones y productos metabdlicos de las formulaciones
comerciales del glifosato (como el Roundup) causan la muerte de embriones, placentas, y células umbilicales

humanos in vitro (Benachour y Séralini, 2009). Los efectos no son proporcionales a las concentraciones de



glifosato sino que dependen de la naturaleza de los adyuvantes usados en la formulacion (El-Shenawy,
2009).

Se expusieron animales L1 a concentraciones crecientes de glifosato sal amida durante 96 h a 20 °C en buffer
M9 con E. coli suficiente, como se ha descripto en materiales y métodos. Se determin6 la longitud del
cuerpo, la descendencia y la gravidez de los animales tratados, y con estos datos se calculo el crecimiento, la
reproduccion y la fertilidad respecto a un control en buffer M9. En la Fig. 3 se muestran las curvas dosis-
respuestas obtenidas para los tres parametros, crecimiento, reproduccion y fertilidad, en funcion de la

concentracion de glifosato y el ajuste sigmoidal realizado sobre cada una de ellas.
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Los resultados demuestran que tanto el crecimiento de C. elegans como la reproduccion y la fertilidad fueron
inhibidos por el tratamiento con glifosato de manera concentracion-dependiente. En la Tabla 2 se enumeran
los valores de las concentraciones efectivas CE;o y CEs derivadas del ajuste del modelo sigmoidal, asi como
también los parametros estadisticos del analisis realizado. Las tres variables se ajustaron apropiadamente al

modelo propuesto, y la reproduccion y fertilidad demostraron ser mas sensibles al glifosato que el

crecimiento.



Tabla 2 —Parametros de las curvas dosis-respuesta de glifosato sal amida en C. elegans

Parametro Crecimiento Reproduccion Fertilidad
CEy [mg/mL] 6,4 1,3 1,8
Intervalo de confianza 95% 53a7,8 1,2a1,5 1,5a2,1
CEsy [mg/mL] 1,1 0,8 0,8
Intervalo de confianza 95% 0,8al14 0,820,9 0,7a20,9
R? 0,9653 0,9630 0,9435

Utilizacion del bioensayo para analizar la calidad de aguas

Una vez establecido el protocolo del ensayo, se estudio su aplicabilidad para la determinacion de la toxicidad
de 20 muestras de agua (superficial o subterranea) de la cuenca del arroyo Pergamino durante la campafia de
soja 2013/2014 (Tabla 1). En la Fig. 4 se muestran los resultados del bioensayo con C. elegans. Para
complementar el analisis de las muestras se determinaron varias caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 3), la
concentracion de algunos cationes (Tabla 4), y la presencia de glifosato y su metabolito AMPA (en todos los

casos se observaron valores despreciables).

Segun los resultados del test de Dunnett, tanto el valor de crecimiento, como el de reproduccion y fertilidad

dieron diferencias significativas en las muestras 2, 7a 9y 15 a 19 (P< 0,0001).

Con las muestras 7 y 8, correspondientes a la union de los A. Botija y Pergamino, y Puente “La Cruz”’(punto
aguas abajo de esta confluencia), el crecimiento fue practicamente nulo (al igual que la fertilidad y la
reproduccion). Esto podria atribuirse a que estos puntos forman parte de una zona de mayor acumulacion de
material organico y desechos por encontrarse en la confluencia de dos arroyos. En concordancia con esta
idea, los valores registrados de TSD, CE y de los cationes potasio, sodio, magnesio y calcio fueron altos en

estos puntos (ver Tabla 3 y 4).

Un contexto similar se observo en las muestras 15 a 19, puntos de muestro ubicados en la ciudad de
Pergamino, y donde la inhibicion del crecimiento, la fertilidad y la reproduccion de C. elegans fue cercana al
100%. La toxicidad de estas muestras corresponde al deposito de efluentes urbanos, hecho que se refleja en

los altos niveles de TSD, CE y de los cationes potasio, sodio, magnesio y calcio (Tabla 3 y 4).

Otro punto con valores de respuesta bajos en el bioensayo es la muestra 9, tomada en un terreno bajo del
emprendimiento Chacras de Pergamino, y que podria formar parte de una zona colectora de agua de
escorrentia afectada por la acumulacion de toxicos. En este caso los parametros fisicoquimicos de la muestra
no reflejaron valores tan altos como en las demas muestras toxicas. Asi como ocurre en la muestra 2, que
provocé valores intermedios de crecimiento y fertilidad. Si bien deben realizarse mas estudios para

determinar cuales son los origenes de la toxicidad, una de las posibles causas podria hallarse en que ambas



muestras contienen las concentraciones mas altas de zinc detectadas en el muestreo (Tabla 4). Existen varios
estudios que demuestran que el zinc tiene efectos toxicos en C. elegans (Wah Chu y Chow, 2002; Harrington
et al., 2012). Consecuentemente, es posible que el zinc en estas muestras esté actuando sinérgicamente con
otros metales pesados y contaminantes no analizados en este trabajo, induciendo el efecto inhibitorio

observado.
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Figura 4 - Efecto del tratamiento con muestras de agua en el (A) crecimiento, (B) reproduccion y (C)
fertilidad de C. elegans. Los nematodos se expusieron a las muestras de agua y se determinaron las tres
respuestas de los animales luego de 96 h de incubacion a 20 °C. Los valores corresponden a la
media + desviacion estandar de 4 experimentos independientes. * P<0.01.

La Tabla 5 muestra los resultados de los coeficientes de correlacion de Pearson y sus probabilidades

asociadas de la comparacion entre las variables del bioensayo y las propiedades fisicoquimicas de las



muestras de agua. Tanto el crecimiento como la fertilidad reflejaron una dependencia inversamente
proporcional y altamente significativa con TSD y CE (P< 0,0001). La reproduccion mostré el mismo
comportamiento frente a estas caracteristicas fisicoquimicas pero con un nivel significativo menor (P< 0,01),
posiblemente relacionado con el error asociado a esta determinacion. Ademas, se ha observado las mismas
tendencias negativas entre las tres variables y la concentracion de potasio, sodio, magnesio y calcio de las

muestras (Tabla 5).

Las correlaciones existentes entre el bioensayo y las propiedades fisicoquimicas validan el uso del nematodo
C. elegans como modelo toxicologico para la evaluacion de los recursos hidricos. De tal manera que
mediante el uso del bioensayo se detecta la presencia de toxicos en las muestras 7-8 y 15-19, las cuales se
consideran nocivas para la salud al presentar una TSD mayor al limite de concentracion establecido por la

Organizacion Mundial de la Salud (W.H.O., 1987).

Tabla 3 - Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua

Muestra | T [°C] pH TSD? [ppm] CE" [pS] ORP [mV]
1 19,0 7,88 485 975 71
2 19,4 7,41 750 1505 117
3 19,5 7,58 756 1495 107
4 14,5 8,40 593 1189 89
5 19,0 8,25 692 1388 126
6 20,0 8,65 1042 2103 103
7 17,9 8,60 2000 3999 77
8 17,4 8,69 2000 3999 79
9 18,2 7,60 614 1233 126
10 18,9 7,58 505 1007 127
11 18,4 8,04 609 1220 130
12 18,5 8,35 1166 2338 112
13 20,0 7,97 593 1190 128
14 21,5 9,05 830 1643 106
15 18,7 8,50 2000 3999 107
16 19,0 8,61 2000 3999 102
17 18,0 8,58 2000 3999 94
18 17,5 8,55 2000 3999 113
19 19,8 8,66 2000 3999 108
20 19,9 9,70 562 1150 68

Limite de medicién para “TSD 2000 ppm y para °CE 3999 uS



Tabla 4- Concentracion de cationes de las muestras de agua

Concentracion del catién [mg/L]

Muestra | cadmio | cobre | plomo | zinc | cromo | potasio | sodio | magnesio | calcio
1 ND ND ND | 0,004 | ND 77,16 | 83,34 6,46 7,48
2 ND ND ND | 0,072 | ND 98,74 123,7 8,94 17,20
3 ND ND ND | 0,031 ND 81,38 | 123,98 9,02 18,16
4 ND ND ND ND ND 55,06 | 116,16 3,88 6,38
5 ND ND ND ND ND 55,58 | 124,72 4,60 6,52
6 ND ND ND | 0,036 | ND 90,12 | 147,98 10,46 17,80
7 ND ND ND ND ND 197,52 | 162,96 39,2 49,06
8 ND ND ND ND ND 197,96 | 161,5 40,12 50,06
9 ND ND ND | 0,047 | ND 75,86 | 111,12 6,54 11,54
10 ND ND ND ND ND 86,18 | 89,18 7,84 11,26
11 ND ND ND ND ND 51,78 | 112,26 3,34 4,36
12 ND ND ND | 0,026 | ND 91,68 | 152,62 12,46 23,08
13 ND ND ND ND ND 57,08 | 115,84 3,54 4,64
14 ND ND ND ND ND 99,96 | 137,54 5,74 15,54
15 ND ND ND ND ND 190,98 | 159,98 39,34 51,12
16 ND ND ND ND ND 189,04 | 163,22 38,88 48,32
17 ND ND ND ND ND 185,70 | 161,60 38,98 49,72
18 ND ND ND ND ND 189,54 | 162,66 39,12 49,12
19 ND ND ND ND ND 191,40 | 163,54 39,30 46,72

20 ND ND ND ND ND 60,56 | 112,74 3,30 4,72

ND, no detectado

Tabla 5 — Analisis de correlacion de Pearson

Propiedad Variable del bioensayo

fisicoquimica Crecimiento Reproduccion Fertilidad
pH -0,0996 (P =0,6761) 0,4365 (P=0,0544) | -0,1038 (P =0,6632)
TSD -0,8455 (P< 0,0001) | -0.5871 (P=0,0065) | -0,8402 (P<0,0001)
CE -0,8452 (P<0,0001) | -0,5840 (P =10,0069) | -0,8401 (P<0,0001)
ORP 0,1189 (P=0,6175) | -0,1991 (P =0,4000) 0,1002 (P =0,6742)
K -0,8819 (P<0,0001) | -0,6333 (P=0,0027) | -0,8734 (P<0,0001)
Na -0,6754 (P =10,0011) | -0,4098 (P=0,0728) | -0,6782 (P=0,0010)
Mg -0,8856 (P<0,0001) | -0,6455 (P=10,0021) | -0,8770 (P <0,0001)
Ca -0,8762 (P<0,0001) | -0,6441 (P=10,0022) | -0,8663 (P <0,0001)




CONCLUSION

Los resultados presentados aqui demuestran la validez del uso del nematodo C. elegans como modelo
toxicologico estableciéndose como una herramienta integral de evaluacion de la toxicidad de los recursos
hidricos. La exposicién cronica a algunas muestras de agua afecta significativamente el crecimiento, la
fertilidad y la reproduccion de C. elegans, indicando que presentan algin tipo de toxico que esta afectando el
normal desarrollo del animal. Estos resultados, en conjunto con los analisis fisicoquimicos y analiticos de las
muestras, revelan la presencia de niveles relevantes de tdxicos en las zonas analizadas de la cuenca

Pergamino.

Existe una disposicion en los tltimos afios hacia el desarrollo de herramientas apropiadas para la evaluacion
de la toxicidad de agua. Asi surge la necesidad de validar nuevos bioensayos apropiados para el analisis de la
calidad del agua, ya que el control analitico exhaustivo de las muestras de agua es costoso y resulta muy
complejo, dada la extensa lista de todos los posibles contaminantes. De ahi la ventaja de la evaluacion de la
toxicidad utilizando bioensayos con animales simples, que ademas permite analizar los efectos de la

interaccion de contaminantes presentes en la muestra, analizando ademas la presencia de nuevos toxicos.

Una de las ventajas de la utilizacion de este organismo en estudios toxicologicos, es que existen numerosas
herramientas que permiten estudiar en detalle y facilmente los procesos fisiologicos y los caminos
moleculares que puedan estar afectados, permitiendo en un futuro analizar las causas de las variaciones en
estas respuestas e, incluso, disefiar bioensayos inteligentes que permitan detectar grupos especificos de

contaminantes con cepas transgénicas del nematodo que sensibilicen y faciliten la deteccion.

A su vez, el uso de C. elegans como herramienta toxicologica, permitira ampliar el conocimiento de la
situacion toxicoldgica actual en la Provincia de Buenos Aires, dando a los entes reguladores nuevas
herramientas para la ampliacion de las normativas de gestion integral de los recursos hidricos con el fin de
tomar decisiones para proteger el ambiente, la biodiversidad y la salud de los trabajadores y de la poblacion
en general. Esto tiene relevancia a nivel mundial debido a la importancia del andlisis toxicolégico de los
plaguicidas utilizados en el sector agricola y a la necesidad de desarrollar nuevos modelos alternativos para

el diagnostico de la calidad de agua.
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