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EFECTOS DE LA CONTAMINACIÓN POR METALES PESADOS 
SOBRE ANFÍPODOS DE AGUA DULCE Y SU APLICACIÓN EN 

ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE SEDIMENTOS 
 

Las evaluaciones ecotoxicológicas son herramientas fundamentales en las 

estimaciones de riesgo ambiental y la toma de decisiones de políticas de control y 

prevención de daños ecológicos. A nivel regional la caracterización ecotoxicológica de 

sedimentos se determina principalmente evaluando en ellos niveles de contaminantes 

considerados como prioritarios, sin tener en cuenta factores tales como 

biodisponibilidad, resuspensión posibles interacciones o impacto sobre estructura y 

funcionamiento de las comunidades asociadas a sedimentos. En ese sentido los 

bioensayos son herramientas esenciales para evaluar la calidad del ambiente porque 

responden de manera integrada a los efectos adversos de mezclas químicas 

complejas con las que están en contacto y cuya ecotoxicidad interesa conocer. 

Los bioensayos con anfípodos tienen considerable relevancia en la evaluación 

toxicológica de agua dulce, siendo Hyalella azteca, de amplia distribución en el 

hemisferio norte, la especie más utilizada. Los protocolos para bioensayos 

estandarizados fueron diseñados en el hemisferio norte en función de los 

requerimientos y biología de esta especie. Además, estos protocolos se centran 

primordialmente en la evaluación de parámetros tradicionales (mortalidad y 

crecimiento) sobre los  anfípodos, asumiendo que la ausencia de efecto indica que el 

medio de ensayo es ecotoxicológicamente aceptable. Sin embargo, hay una tendencia 

mundial a evaluar el impacto de los contaminantes en un sistema acuático particular a 

través del monitoreo ecotoxicológico con especies nativas. La necesidad de utilizar 

especies locales se hace evidente, entre otras razones, porque el uso de las mismas 

adaptadas a las características del ambiente, pueden proporcionar resultados mucho 

más cercanos a  la realidad que los obtenidos con una especie exótica. Por lo tanto, 

debido a que las especies propuestas en los protocolos internacionales no son las 

mismas que encontramos en nuestros ecosistemas acuáticos, es muy importante 

evaluar el efecto de los contaminantes sobre especies autóctonas sobre la base del 

conocimiento biológico, ya que estas pueden mostrar requerimientos y características 

diferentes a las de las especies estandarizadas en dichos protocolos. Es 

recomendable que cada región geográfica tenga protocolizado diversos métodos de 

ensayo donde las especies autóctonas estén representadas. 

Este trabajo presenta resultados obtenidos a partir de la evaluación de efectos de 

matriz acuosa y sedimentos contaminados sobre dos especies de anfípodos 
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dulceacuícolas presentes en la región: Hyalella curvispina y Hyalella pseudoazteca, 

por medio de bioensayos de toxicidad en condiciones controladas de laboratorio. 

 

Utilizando organismos de dos estadios de vida, se realizaron ensayos de exposición 

aguda y subcrónica a dos metales pesados, tóxicos referentes (cobre y cadmio)  en 

matriz acuosa, sedimento procesado y agua de poro extraída del mismo, adaptando 

una metodología estandarizada para H. azteca. Los puntos finales fueron 

concentración de metal en tejidos, sobrevivencia y crecimiento, siendo los dos últimos 

parámetros tradicionales para estos protocolos experimentales. A su vez, se investigó 

la utilidad del Índice de Masa Corporal (IMC) como nuevo parámetro evaluador de 

efecto subletal. 

 

Con el objetivo de utilizar nuevos puntos finales de evaluación de efecto temprano por 

exposición a metales en H. curvispina, se determinaron efectos sobre el contenido de 

glucógeno, proteínas totales, lípidos totales, triglicéridos, arginina fosfato, niveles de 

peroxidación lipídica (TBARS) y actividad de catalasa (CAT), superóxido dismutasa 

(SOD) y Na+/K+ ATPasa, en matriz sólida y acuosa. Además se ajustó e implementó 

para esta especie la técnica de sistema de transporte de electrones (ETS) como 

biomarcador de estado metabólico. 

 

Se llevó a cabo la evaluación de la ecotoxicidad de sedimentos ambientales realizando 

ensayos con sedimento completo y agua de poro, utilizando a H. curvispina como 

organismo prueba, evaluando como puntos finales parámetros tradicionales de efecto. 

A su vez, sobre muestras de sedimento completo se investigó la utilidad de 

biomarcadores de efecto temprano (niveles de lipoperoxidación y actividad de SOD, 

CAT y ETS). 

 

En relación al efecto del cadmio y cobre en solución H. curvispina probó ser sensible a 

concentraciones ecológicamente relevantes de ambos metales. Los resultados 

reafirman su importancia como una especie adecuada para ensayos de evaluación 

ecotoxicológica en cuerpos de agua dentro de su área de distribución.  

Con respecto a la toxicidad de ambos metales en bioensayos en matriz sólida, se 

demostró que ambas especies sufren efectos negativos sobre el crecimiento a 

concentraciones de Cd y Cu cercanas a los Niveles Guía de Calidad de Sedimentos 

(SQGs), desarrollados para el hemisferio norte, siendo el IMC el mejor parámetro 

discriminador de efecto. 
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En cuanto al desarrollo de nuevos puntos finales de efecto temprano para ensayos con 

anfípodos se confirmó que la exposición a Cu ó Cd, tanto en solución como en 

sedimento, afectó de manera significativa a la mayoría de los parámetros metabólicos 

y bioquímicos evaluados. Se postula al ETS como nuevo biomarcador de efecto en 

bioensayos ecotoxicológicos con H. curvispina. 

 

El protocolo aplicado, los parámetros determinados y la especie test elegida, 

resultaron ser aptos para monitorear la calidad toxicológica de sedimentos 

ambientales. El uso de biomarcadores demostró una mayor sensibilidad y un más 

preciso ajuste de evaluación de efectos que el obtenido por el ensayo estándar de 

sobrevivencia y crecimiento, y se revelan más contundentes en relación a la 

evaluación de efectos proponiéndose su implementación en estudios de biomonitoreo 

de sedimentos. 

 

Por último, se estableció una línea de base como contribución al incremento del 

conocimiento biológico de las especies de ensayo, utilizando como criterio el IMC y 

parámetros del metabolismo energético, comparando el estado general de los 

animales en medio acuoso y sedimento en situaciones control. Se concluyó que H. 

curvispina puede ser empleada en bioensayos tanto en matriz sólida como acuosa, 

pero la especie resulta más apropiada para la realización de bioensayos en presencia 

de sedimentos. Con respecto a H. pseudoazteca resulta una especie apropiada para 

su uso en bioensayos en matriz sólida, pero no es recomendada para su utilización en 

ensayos en matriz acuosa. 

 

Palabras claves: Hyalella curvispina; Hyalella pseudoazteca; cobre; cadmio; 

bioensayos de toxicidad de sedimentos; biomarcadores. 
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EFFECTS OF HEAVY METAL POLLUTION ON FRESHWATER 
AMPHIPODS AND ITS APPLICATION IN 

SEDIMENT TOXICITY ASSESSMENT 
 

Ecotoxicology assays are fundamental tools for assessing environmental risks and 

making political to control and prevent environmental damage. At a regional level, 

ecotoxicological characterization of sediments is determined mostly by analysing the 

toxic levels present in them that are prioritized, not taking into account variables such 

as bioavailability, resuspension, possible interactions or impact on the structure and 

functioning of the communities associated to the sediments. In this sense, bioassays 

are essential tools for assessing environmental quality because they respond in an 

integral way to adverse effects of complex chemical mixtures with which they come in 

contact and of which there is an interest in knowing their ecotoxicity. 

Bioassays with amphipods are of remarkable relevance for toxicological assessment in 

freshwater, being Hyalella azteca, widely distributed across the northern hemisphere, 

the most employed species. Standardized bioassay protocols were designed in the 

northern hemisphere based on the requirements and biology of this species. Moreover, 

these protocols are focused mainly on the assessment of traditional parameters 

(growth and mortality) of amphipods, assuming the absence of an effect implies that 

the assay medium is ecotoxicologically acceptable. However, there is a worldwide 

trend to assess toxic impact in a particular aquatic system through ecotoxicological 

monitoring with native species. The need to use local species becomes evident, among 

other reasons, because using these adapted to the environmental characteristics can 

give results which are much closer to reality than those obtained using an exotic 

species. Therefore, considering the species proposed by international protocols are not 

the ones we find in our aquatic ecosystems, it is extremely important to assess the 

effect of pollutants on native species on the basis of biological knowledge, since native 

species may present requirements and characteristic that are different to those of the 

standardized species in said protocols. It is advisable that each geographic region have 

a diversity of standardized assay protocols where native species are represented.  

This work presents results obtained from the assessment of the effects of polluted 

sediments and liquid matrix on two freshwater amphipod species present in the region: 

Hyalella curvispina and Hyalella pseudoazteca, through toxicity bioassays in controlled 

laboratory conditions. 
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Acute and subchronic exposure to two heavy metals, reference toxics (copper and 

cadmium) in liquid matrix, processed sediment and groundwater assays were 

performed, adapting a methodology standardized for H. azteca, using organisms at 

different life stages. Endpoints were metal tissue concentration, survival and growth, 

being these last two the traditional parameters for these experimental protocols. At the 

same time, utility of the body mass index (IMC) as a new parameter to evaluate 

sublethal effects was assessed. 

 

Aiming to use new endpoints to evaluate early effects of metal exposure in H. 

curvispina, the effects on glycogen, total proteins, total lipids, triglycerides, phosphate 

arginine, lipids peroxidation levels (TBARS) and catalase activity (CAT), superoxide 

dismutase (SOD) and Na+/K+ ATPase were determined in both solid and liquid matrix. 

In this work, the electron transportation system (ETS) technique was adjusted and 

implemented for this species as a metabolic state biomarker. 

 

Environmental sediment ecotoxicity assessment was carried out with complete 

sediment and pore water assays using H. curvispina as test organism, taking as 

endpoint the traditional effect parameters. Utility of early effect biomarkers 

(lipoperoxidation levels and SOD, CAT and ETS activity) was also assessed using 

complete sediment samples. 

 

With regard to the effect over cadmium and copper in solution, H. curvispina showed 

sensitivity to concentrations of both ecologically relevant metals. The results reasserted 

its significance as an adequate species for ecotoxicological assessment assays in 

water bodies inside their area of distribution. 

 

As for the toxicity of both metals in bioassays with solid matrix, it showed that both 

species suffer negative effects on growth when using concentrations of Cd and Cu 

close to the Sediment Quality Guideline (SQG) levels (developed for the North 

hemisphere), with the IMC being the best parameter for effect discrimination.  

 

With regard to developing new early effect endpoints for assays with amphipods, it was 

confirmed that the exposition to both metals significantly affected most of the 

intermediary metabolism parameters and biochemical oxidative damage evaluated, 

both in solution and in sediment. ETS is presented as a biomarker of effect in 

ecotoxicological bioassays with H. curvispina. 
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The applied protocol, the determined parameters and the test species chosen were 

adequate for monitoring the toxicological quality of environmental sediments. The use 

of biomarkers showed a higher sensitivity and a more precise effect evaluation 

adjustment than the one obtained through the use of the standard survival and growth 

assay. Since they are also more telling in regards to the effects evaluation, its 

implementation in sediment biomonitoring studies is proposed. 

 

Finally, a baseline was established as contribution to the increment of biological 

knowledge of the test species, using the IMC and parameters from the energetic 

metabolism as criteria, comparing the general state of the animals in water and 

sediment media in control situations. It is concluded that H. curvispina can be used in 

bioassays with both solid and water matrix, but the species is more adequate for 

carrying out bioassays in presence of sediments. With regard to the H. pseudoazteca, 

it is an adequate species to be used in solid matrix bioassays, but it is not 

recommended for its use in water matrix trials. 

 

Keywords:  Hyalella curvispina; Hyalella pseudoazteca; copper; cadmium; sediment 

toxicity bioassays; biomarkers. 
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CAPITULO 1 
INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

 

1.1 Contaminación por metales (Cu y Cd) 

 

Los metales constituyen componentes comunes de la litosfera y forman parte de 

numerosos ciclos biológicos y geológicos naturales. No obstante, se ha demostrado 

que la creciente industrialización y actividades agrícolas suelen generar importantes 

modificaciones en estos ciclos, causando el incremento de las concentraciones 

normales en los cuerpos de agua continentales (Chen & Folt, 2000). Su presencia en 

el medio ambiente, incluso a bajas concentraciones, tiene un impacto negativo sobre 

los organismos y ecosistemas. 

Algunos metales pesados como el cobre, hierro, manganeso y el cinc, entre otros, 

constituyen micronutrientes esenciales para animales y plantas, sin embargo, a 

elevadas concentraciones son tóxicos. Otros metales no esenciales son tóxicos a muy 

bajas concentraciones. El mayor riesgo de los metales pesados está dado por su 

persistencia a largo plazo en el medio ambiente. De los 59 elementos metálicos, 13 

han sido incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de Protección 

Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) (http://www.epa.gov/). 

Ciertos metales pueden bioacumularse, biomagnificarse o ser biotransferidos en los 

organismos acuáticos a concentraciones suficientemente altas como para provocar 

efectos perjudiciales, sobre todo por la transferencia a través de la cadena alimentaria 

(Naimo et al., 1995). 

 

En general los metales se caracterizan por su gran afinidad con el azufre, por esta 

razón inactivan las enzimas ya que se unen a los grupos sulfidrilos (-SH), también se 

enlazan a los grupos carboxilos (-COOH) y aminos (-NH2) de las proteínas. Por 

ejemplo, el Cd, Cu, Hg, Ag, Pb y Zn inhiben la acción de varias enzimas al formar 

enlaces covalentes con los radicales libres del sitio activo. Entre las enzimas cuya 

actividad es alterada por la exposición a los metales pesados, se destacan la Na+/K+ 

ATPasa branquial así como la lactato deshidrogenasa, las lipasas, amilasas y 

proteasas del hepatopáncreas de los crustáceos, de la glándula digestiva de los 
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moluscos y el hígado de los peces. Algunos metales inhiben los procesos de 

transporte a través de las membranas celulares al unirse a estas, como el Cd, Cu, Pb 

y Hg (Moriarty, 1988; Espina & Vanegas, 2005). 

 

El Cobre (Cu) se encuentra presente en pequeñas concentraciones en una variedad 

de células y tejidos, es un metal esencial para muchos sistemas biológicos. Un gran 

número de enzimas que intervienen en muchos procesos biológicos necesarios para el 

crecimiento, desarrollo y mantenimiento, requieren Cu como cofactor para sus 

propiedades estructurales y catalíticas (Company et al., 2008). Sin embargo, el Cu en 

concentraciones altas puede ser tóxico. Además de su ocurrencia natural en muchos 

minerales y como metal no combinado, las principales fuentes antrópicas de dicho 

elemento son: los plaguicidas y los fertilizantes utilizados en la agricultura, los 

conservantes, los aditivos y los agentes colorantes empleados en la industria 

alimenticia, los colorantes usados en las industrias textiles y los conservantes de 

madera y cuero, entre otros (Eisler, 1998; Alves de Souza Grinevicius, 2006; Figueiredo 

Fernandes et al., 2007). La toxicidad de los organismos acuáticos frente al Cu se 

encuentra principalmente relacionada con el ión cúprico (Cu2+) disuelto. En ambientes 

acuáticos, la biodisponibilidad, toxicidad y bioacumulación del Cu en los organismos 

acuáticos depende tanto de variables abióticas como bióticas. Entre las abióticas cabe 

mencionar la temperatura, el pH y la salinidad del agua; la presencia de otros 

compuestos orgánicos e inorgánicos; el tamaño y densidad de los materiales 

suspendidos; la especie química; la proximidad a la fuente antropogénica de Cu y 

obviamente la concentración de Cu presente en el medio. Entre las variables bióticas  

se pueden mencionar la edad, el tamaño y el estado de desarrollo de los individuos; 

las adaptaciones fisiológicas o genéticas a altos contenidos de Cu; la especie; y el 

tejido (Hung et al., 1990; Eisler, 1998).  

 

El Cadmio (Cd) es un metal no esencial con un tiempo de residencia relativamente 

largo en los sistemas acuáticos, es considerado como uno de los elementos más 

tóxicos para los organismos (USEPA, 2007). En ambientes dulceacuícolas, está 

íntimamente asociado con la materia coloidal como CdCl2 y CdSO4. Se lo encuentra 

en forma natural en el medio ambiente en concentraciones bajas (0,1 m/Kg en la 

corteza terrestre y por debajo de 0,1 µg/L en los ríos y lagos (Stoeppler, 1991)), pero 

debido a su uso industrial intensivo puede estar presente en cantidades elevadas. Las 

principales fuentes de Cd son los fertilizantes fosfatados, colorantes, fábricas de 

electrogalvanizados, petroquímicas, baterías de níquel (Ni) y Cd, y lixiviación de 
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depósitos geológicos, entre otros (Eisler, 1985; Hirt & Domitrovic, 2002; Alves de 

Souza Grinevicius, 2006; Barrera Escorcia, 2006). Aunque en aguas superficiales es 

poco frecuente, el cadmio es altamente tóxico para la vida acuática. En un ensayo de 

toxicidad aguda comparativo de 63 metales pesados, el Cd fue claramente el metal 

más tóxico (Borgmann et al., 2005).  

La biodisponibilidad del Cd para los organismos depende de numerosos factores, 

incluyendo las tasas de adsorción y desorción, el pH y el potencial redox, entre otros. 

Los procesos de adsorción y desorción son los principales factores que controlan la 

concentración de iones metálicos en solución y en sedimentos y dependen tanto de la 

concentración del tóxico, como de la composición del sedimento (tipo de sólido, 

tamaño de partícula, presencia de ligandos y de material húmico) y del medio acuoso 

(dureza del agua, presencia de material particulado en suspensión, etc.) (Di Giulio et 

al., 1995; Boudou et al., 1998). 

 

Pese a la existencia de un gran número de trabajos ecotoxicológicos respecto a la 

toxicidad de los metales, la gran mayoría se han focalizado en pocas especies, 

dejando áreas vacantes en el conocimiento de la sensibilidad de especies 

representativas de cada región en particular. Considerando la importancia biológica y 

ecológica de las mismas, el desarrollo de estudios en esta línea proveería información 

complementaria y de gran utilidad para evaluaciones de impacto ambiental y estudios 

integrales de los ecosistemas (Gutierrez & Gagneten, 2011). 

 

1.2 El sedimento como compartimento del 
ecosistema 

 

Cuando los tóxicos son liberados al agua superficial se distribuyen entre la fase 

acuosa y la particulada y se depositan durante largos períodos en los sedimentos del 

fondo. 

Estos elementos se acumulan principalmente en los sedimentos superficiales, aunque 

pueden encontrarse concentraciones relativamente elevadas a una profundidad de 15 

cm, y guardan una estrecha relación con el tamaño de las partículas que constituyen el 

sedimento y con la cantidad de materia orgánica sedimentaria, alterando el equilibrio 

ecológico y biogeoquímico del ecosistema (Acosta et al., 2002). Por lo tanto, los 

sedimentos son un componente ecológicamente importante en el hábitat acuático, y 

son un reservorio natural de contaminación (Chapman, 1989). 
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La sedimentación es un proceso importante de remoción de contaminantes de la 

columna de agua, que acumula xenobióticos en cantidades importantes. El sedimento 

contaminado puede definirse como aquel que contiene sustancias químicas en exceso 

con respecto a criterios geoquímicos y/o toxicológicos de calidad (Burton, 2002). Los 

poluentes pueden distribuirse sobre el sedimento, en el agua asociada a las partículas 

(agua intersticial o de poro), en la capa de agua asociada al sedimento y en la 

comunidad bentónica (Neff, 1984). Procesos naturales de remoción y redistribución de 

los sedimentos, como los vientos, ondas y corrientes, así como la remoción mecánica 

por dragado, provocan su resuspensión en la columna de agua y la dispersión de los 

tóxicos retenidos en ellos incrementando su biodisponibilidad y siendo, por lo tanto,  un 

riesgo para toda la biota acuática (Winger et al, 2000). 

A su vez, los sedimentos pueden actuar como portadores y posibles fuentes de 

contaminantes porque los metales pesados contenidos en ellos pueden ser liberados a 

la columna de agua por cambios en las condiciones ambientales tales como pH, 

potencial redox, oxígeno disuelto y la presencia de quelatos orgánicos (Vaithiyanathan 

et al., 1993), por lo tanto, su efecto tóxico se modifica por las condiciones 

fisicoquímicas presentes (Lima-Cazorla et al., 2005). 

La concentración de metales pesados en sedimentos nos solo depende de fuentes 

antropogénicas y litogénicas, sino también de las características texturales, contenido 

de materia orgánica, composición mineralógica y ambiente deposicional de los 

sedimentos. En general, los metales traza están asociados con las partículas 

pequeñas de estos materiales. Esta tendencia es atribuida predominantemente a la 

adsorción, co-precipitación y complejación de metales en las capas superficiales de las 

partículas. 

 

A pesar de la importancia del compartimento de los sedimentos, la evaluación y 

cuantificación del potencial tóxico de los metales en los sedimentos naturales es 

todavía muy difícil, ya que las características físicas y químicas de los metales son 

altamente variables, como lo son las rutas de absorción y eliminación de estos 

contaminantes por los organismos acuático (Edwards & Simkiss, 2005).  

 

1.3 Bioensayos como herramienta de estudio de 
toxicidad de sedimentos 

 

Históricamente la caracterización ecotoxicológica de los sedimentos se determinó 

evaluando en ellos los niveles de los contaminantes considerados como prioritarios, 
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sin tener en cuenta, otros factores tales como posibles interacciones, biodisponibilidad, 

resuspensión o impacto sobre la estructura y funcionamiento de las comunidades 

asociadas a ellos (Ferrari, 2006).  

Sin embargo, la cuantificación de los contaminantes por sí sola no es suficiente para 

poder determinar posibles efectos adversos sobre los organismos, o la disponibilidad 

de los diferentes materiales (Ingersoll, 1995). Las concentraciones de compuestos 

químicos en los sedimentos pueden ser muy elevadas, pero no tienen una relación 

directa con la biodisponibilidad. Un contaminante puede presentar efectos tóxicos sólo 

si se encuentra en una forma biodisponible (Suter, 1993) y el compuesto puede 

incorporarse a la célula del animal o influir en el proceso normal del organismo. 

El principio fundamental en el que se basan los bioensayos es que los organismos 

vivos son herramientas esenciales para evaluar la calidad del ambiente porque 

responden de manera integrada a los efectos adversos de las mezclas químicas 

complejas con las que están en contacto y cuya ecotoxicidad interesa conocer. Por lo 

tanto, permiten predecir los cambios actuales o potenciales que pueden ocurrir en los 

ecosistemas como consecuencia de la presencia de tóxicos. 

Así, el objetivo primario de un bioensayo es determinar la toxicidad de una sustancia, 

una mezcla de ellas, o una muestra ambiental, que son objeto de examinación, los 

bioensayos siempre incluyen en su diseño la determinación de la toxicidad de un 

patrón toxicológico conocido o de referencia (Ronco et al., 2004). Se considera un 

gran avance la incorporación de bioensayos en las evaluaciones ecotoxicológicas del 

medio acuático, generando un paradigma analítico más realista. De esa forma, la 

información fisicoquímica se complementa e integra con la biológica que es la 

expresión de las consecuencias de la exposición de un sistema vivo intacto en un 

ambiente alterado, en condiciones de estrés. 

 

Los primeros conocimientos sobre los efectos de los metales en los organismos 

acuáticos se inician a principios del siglo XX (Norwood et al., 2003). Éstos provienen 

de estudios experimentales basados en ensayos de toxicidad aguda y crónica, 

mediante los cuales se obtienen las concentraciones letales o efectivas para el 50% de 

la población analizada (LC50; EC50). La ventaja de dichos tests radica en su claridad, 

ya que los resultados obtenidos son de tipo “todo o nada”. A partir de estos valores las 

agencias internacionales suelen establecer los niveles guía para la protección de la 

biota (OECD, 1981; EPA, 1984; APHA, 1989). Sin embargo, numerosas 

investigaciones han cuestionado la representatividad de tales métodos (Cairns, 1986; 

Heugens et al., 2001). Esto se debe principalmente a que las concentraciones 
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determinadas por este tipo de ensayos son frecuentemente mayores a las presentes 

en los ambientes naturales y a que no contemplan los efectos inducidos por 

concentraciones menores, o ambientalmente más probables, capaces de generar 

estrés y alterar la eficacia biológica de las especies o la estabilidad de las poblaciones 

a largo plazo (Sibly & Calow, 1989; Cohen & Forward, 2005). Por lo tanto, la necesidad 

de obtener indicadores más sensibles y representativos a bajas dosis de 

contaminantes (utilizando generalmente concentraciones menores a las empleadas en 

los ensayos de letalidad), que permita detectar efectos subtóxicos y tomar medidas 

eficaces para mitigar los riesgos, promovió nuevos enfoques metodológicos (De 

Cohen & Janssen, 1997; Barata et al., 2004; Gutierrez et al., 2010). 

 

Los biomarcadores se consideran indicadores sensibles a efectos de contaminación 

tempranos que demuestran que las sustancias tóxicas han ingresado a un organismo 

y se han distribuido en sus tejidos produciendo efectos deletéreos (Sherry, 2003; Van 

der Oost et al., 2003) generando daños al ADN, a diversos órganos, al sistema 

endócrino y cambios en la función reproductiva, así como la pérdida del crecimiento, 

desequilibrios en la condición biológica general y la mortalidad (Sorensen et al., 2001; 

Battaglin & Fairchild, 2002; Van der Ven et al., 2003). 

 

Si bien en  la práctica no siempre resulta claro categorizar a un biomarcador, 

comúnmente se los divide en tres categorías: biomarcadores de exposición, de efecto 

y de susceptibilidad. Los biomarcadores de exposición permiten la detección y 

medición de compuestos químicos, sus metabolitos o el producto de la interacción 

entre un agente xenobiótico y determinada molécula que puede ser medida en un 

compartimiento del organismo. Los biomarcadores de efecto miden respuestas 

bioquímicas, fisiológicas u otras alteraciones en los tejidos o los fluidos que pueden 

ser reconocidas y asociadas con posibles alteraciones en la salud o enfermedad de los 

organismos. Los biomarcadores de susceptibilidad indican la pérdida o adquisición de 

las habilidades de los organismos a responder al cambio provocado por un xenobiótico 

específico, incluyendo factores genéticos y cambios que alteren la susceptibilidad a 

dicha exposición (NRC, 1987; Van der Oost et al., 2003). 

 

Independientemente del tipo de biomarcador medido es sustancial la necesidad de 

estudiar el efecto deletéreo que se genera en los distintos niveles de organización 

biológica (nivel molecular, bioquímico y fisiológico), por la exposición a xenobióticos, 
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presentándose éstos como alertas tempranas de efecto (Sherry, 2003; Van der Oostet 

al., 2003). 

 

Estas metodologías aportan una visión más integral y representativa de la 

contaminación real del ambiente particularmente sobre individuos, siendo muchas 

veces un desafío la extrapolación de efecto a niveles de organización superiores. Por 

ello, la relevancia ecológica de la incorporación de parámetros más sensibles en 

evaluaciones ecotoxicológicas debe sustentarse en el profundo  conocimiento 

biológico de las especies prueba utilizadas a fin de permitir analizar los balances 

energéticos de los organismos y estimar las consecuencias poblacionales a mayor 

plazo. 

 

1.4 Matriz de ensayo: sedimento artificial vs 
ambiental 

 

Para poder realizar controles de calidad de la herramienta de diagnóstico, se trabaja 

con un sedimento control, el cual debe provenir de un sitio prístino, no contaminado, 

que debe garantizar la supervivencia y desarrollo normal de los organismos prueba. 

Este sedimento puede ser también formulado artificialmente (USEPA, 1992). 

 

Hay un amplio rango de tipos de sedimentos naturales, relacionados con su origen, 

distribución del tamaño de partículas y contenido orgánico, entre otros. Además un 

sedimento natural particular puede no estar disponible en algún periodo del año 

(Naylor & Rodrigues, 1995), o su calidad puede verse alterada durante el muestreo, 

transporte o almacenamiento. A su vez, la presencia de fauna bentónica indígena o 

contaminantes traza pueden potencialmente modificar los resultados de un ensayo de 

toxicidad (Burton, 1992; Reynoldson et al., 1994). 

 

En los últimos años, el número de reportes experimentales con sedimentos artificiales 

en laboratorio ha ido en aumento (Naylor & Rodrigues, 1995; Clément & Cadier, 1998; 

Kemble et al., 1999; Ribeiro et al., 1999; Verrhiest et al., 2002; Feiler et al., 2004; 

Román et al., 2007) debido a que estos estudios permiten evaluar los efectos de 

diversos tipos de contaminantes en los organismos acuáticos bajo condiciones 

preestablecidas. 

Hay muchas ventajas en la utilización de sedimentos artificiales, entre ellas: (i) la 

posibilidad de ejercer un control riguroso, con características y propiedades conocidas, 
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para evaluar y predecir cómo los sedimentos naturales reaccionarán en contacto con 

los distintos tipos de contaminantes; (ii) la ausencia de microfauna nativa y 

contaminantes, que permiten una buena reproducibilidad; (iii) la posibilidad de permitir 

la supervivencia y el crecimiento de varios organismos; (iv) la posibilidad de 

comparación intra e inter laboratorios, como también con estudios de campo con 

sedimentos naturales; (v) la capacidad de ser almacenados sin grandes dificultades 

(Suedel & Rodgers, 1994); y (vi) la capacidad de proporcionar información sobre el 

comportamiento de las sustancias de forma individual o en mezclas complejas en 

función de la composición del sustrato (Campagna et al., 2013). 

Por lo tanto, el tipo de sedimento a utilizar puede variar según el objetivo del ensayo: 

para monitorear la precisión de una prueba de toxicidad es necesario minimizar la 

variación de las características fisicoquímicas del sedimento. Esto es generalmente 

más fácil con el uso de un sedimento formulado. Por otra parte el sedimento control 

colectado en el campo ha sido tradicionalmente utilizado en las investigaciones con 

fines de evaluación y monitoreo. El material de esta fuente resulta más confiable para 

estos propósitos debido a que refleja de manera más realista las verdaderas 

condiciones ambientales. 

En suma la condición ineludible que requiere un sedimento control es la de carecer de 

carga tóxica, el resto de las características son adaptables a los requerimientos 

particulares de cada ensayo.  

 

1.5 Anfípodos como organismos de ensayo 
 

En la evaluación ecotoxicológica es crucial el uso de bioensayos estandarizados. Esto 

permite determinar que la respuesta generada en el grupo expuesto al tóxico se debe 

al efecto de la sustancia y no, entre otras posibilidades, a variaciones de la 

susceptibilidad propia de los organismos o a las condiciones de experimentación. 

También posibilita la comparación de resultados entre diferentes laboratorios o dentro 

del mismo laboratorio, a diferentes tiempos, camadas, operadores, etc. Varias 

organizaciones internacionales (OECD, 1993; ASTM, 1995; EC, 1997; USEPA, 1994, 

2000), desde hace tiempo han estandarizado las metodologías para la realización de 

bioensayos con distintos organismos, basándose la gran mayoría en especies del 

hemisferio norte.  

En la evaluación de ecotoxicidad de sedimentos se han desarrollado diversos ensayos 

con especies bentónicas, siendo los anfípodos usualmente elegidos como organismos 
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prueba. Esto se debe a que cumplen con muchos de los criterios utilizados para la 

selección de los organismos test (ASTM, 2003): son abundantes y un componente 

ecológicamente importante de las comunidades bentónicas marinas, de estuario y de 

agua dulce, se encuentran ampliamente distribuidos, viven en contacto directo con el 

sedimento, son fáciles de manipular y cultivar en el laboratorio, son tolerantes a 

diferentes características físico-químicas del sedimento y del agua, y tienen 

relativamente alta sensibilidad a los sedimentos contaminados en comparación con 

otros organismos bentónicos (Ingersoll et al., 1997; ASTM, 2003). 

Hyalella azteca es el anfípodo de agua dulce más utilizado en ecotoxicología. Su uso 

como organismo prueba se basa en el conocimiento tanto de su biología como de su 

respuesta a varias sustancias tóxicas en diferentes medios y condiciones de ensayo. 

Esta información es el resultado de décadas de estudio (Borgmann & Munawar, 1989; 

Ingersoll, 1995; Ingersoll et al., 1998; Wang et al., 2004; Bartlett et al., 2005; Borgmann 

et al., 2005; Alves et al., 2008). H. azteca se encuentra generalmente en hábitats 

lénticos, como estanques, y ocasionalmente en hábitats lóticos, tales como arroyos, 

especialmente en aquellos con fondos de sedimentos finos (EC, 1997). Esta especie 

se distribuye en el hemisferio norte desde México Central hasta el límite con Canadá y 

Alaska. Los protocolos estandarizados para la realización de bioensayos con 

sedimentos fueron diseñados en función de los requerimientos y biología de Hyalella 

azteca. Sin embargo, hay una tendencia mundial a evaluar el impacto de los 

contaminantes en un sistema acuático particular a través del monitoreo 

ecotoxicológico con especies nativas (Rand et al., 1995; Ferrari et al., 1998; Castro et 

al., 2006; Dutra et al., 2008). La necesidad de la utilización de especies nativas se 

hace evidente porque entre otras razones, estas especies, adaptadas a las 

características ambientales, pueden proporcionar resultados más realistas que los 

obtenidos a partir de especies exóticas. 

Por lo tanto, debido a que las especies propuestas en los protocolos internacionales 

no son las mismas que encontramos en nuestros ecosistemas acuáticos, es muy 

importante evaluar el efecto de los contaminantes sobre especies autóctonas ya que 

estas pueden mostrar requerimientos y características diferentes a las de las especies 

recomendadas en dichos protocolos. Es recomendable que cada región geográfica 

tenga estandarizado diversos métodos de ensayo donde las especies autóctonas 

estén representadas (Silva et al., 2007). En este estudio se han utilizado como 

organismos de ensayo dos especie de anfípodos nativos: Hyalella curvispina y 

Hyalella pseudoazteca.  
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1.6 Descripción de los organismos tests utilizados 
en los bioensayos 

 

Organismos prueba: Hyalella curvispina (Figura 1.1) y Hyalella pesudoazteca (Figura 

2.1). 

 

Posición taxonómica 

 

Clase Crustacea 

Orden Anfípoda 

Suborden Gammaridea 

Familia Hyalellidae 

Género Hyalella Smith 

Esecie Hyalella curvispina (Shoemaker, 1942) 

 Hyalella pseudoazteca (Gonzalez & Waltling, 2003) 

 

 

 
 
Figura 1.1: Ejemplares adultos de Hyalella curvispina. 
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Figura 1.2: Ejemplares adultos de Hyalella  pseudoazteca. 
 

En esta tesis se identifica a las especies de anfípodos utilizadas en base a la clave 

taxonómica aportada por Peralta & Grosso (2009). A continuación se indican las 

características morfológicas identificadoras: 

-Con el último pereómero y pleómeros con carena dorsal: H. pseudoazteca. 

-Sin carena dorsal. Con espinas curvas en la rama interna del urópodo 1 del macho: 

complejo curvispina. 

-Gnatopodo 2 del macho con propodo de forma triangular, margen palmar de contorno 

regular, palpo de la maxila 1 bien desarrollado, artejo distal del urópodo 3 igual o más 

corto que el pedúnculo. Rama interna del urópodo 1 del macho con setas curvas en la 

zona media de la cara lateral; artejo distal alargado y de largo similar al pedúnculo: 

Hyalella curvispina. 

 

Hyalella curvispina 

La zona de distribución de H. curvispina se extiende desde Cangallo y Río de Janeiro, 

en el norte, hasta Punta Arena e Islas Malvinas, en el límite sur. Es un anfípodo 

representativo del complejo zoobentónico de Sudamérica Austral y se encuentra en 

diversos hábitats de agua dulce tales como lagos, charcas y arroyos. Se alimenta 

principalmente de detritos, algas y bacterias asociados al sedimento y a las plantas 

vasculares acuáticas (macrófitas) (Grosso & Peralta, 1999). 

Varios autores han aportado descripciones sistemáticas y de la distribución 

sudamericana de las especies del género. En nuestro país, Cavallieri (1955) realizó 

una extensa investigación sobre anfípodos de agua dulce de la República Argentina y 
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se refirió al  género Hyalella Smith. I. 1874 como el más representativo entre los 

anfípodos dulceacuícolas que pueblan el continente americano. 

H. curvispina, como el resto de los  anfípodos, presenta un cuerpo comprimido, con 

apéndices natatorios en el pleon, y pereiopodos divididos en dos grupos, los anteriores 

con funciones alimentarias y los posteriores ambulatorios. Se trata de pequeños 

crustáceos de agua dulce, normalmente epibentónicos y asociados a macrófitas.  

La especie fue descripta originalmente por Shoemaker en 1942. La diagnosis de la 

especie según González (2001) es la siguiente: “Superficie del cuerpo lisa. Coxa 4 

excavada posteriormente. Ojos pigmentados. Antena 1 más corta que la antena 2. 

Antena 2 igual a la mitad de la longitud del cuerpo. Incisivo de la mandíbula dentado. 

Palpo de la maxila 1 corto, lóbulo interno delgado, con dos setas apicales. Lóbulo 

interno de la maxila 2 con una gran seta en el margen interno. Longitud del propodo 

del gnatópodo 1 menor a dos veces la de su ancho máximo (cuadrangular), con forma 

de martillo, cara interna con cinco setas, espinas setosas en el borde disto-posterior y 

disto-anterior. Propodo del gnatópodo 2 ovalado, palma más larga que el margen 

posterior, pendiente ligeramente oblicua, borde anterior liso. Margen posterior del mero 

y carpo de pereiópodos 3 y 4 con cinco grupos marginales traseros de setas cortas; 

margen del propodo posterior con dos a cuatro grupos de setas. Pedúnculo del 

urópodo 3 con cinco setas grandes distales; rama externa más larga que el pedúnculo, 

ancho basal 2 veces o menos que el extremo de la rama. Telson más largo que ancho, 

redondeado apicalmente, con más de dos setas simples, largas y cortas, 

simétricamente distribuidas, ocasionalmente con setas más cortas cerca de las setas 

principales. Branquias esternales en los segmentos 2 al 7.” 

Es escasa la información bibliográfica sobre los aspectos poblacionales de H. 

curvispina. García González & Souto (1987) realizaron observaciones sobre la 

reproducción, identificando un apareamiento específico entre machos y hembras 

caracterizadas por un amplexo de varios días. Casset et al. (2001) estudiaron una 

población de H. curvispina en el arroyo Las Flores (Pcia. de Bs. As.) y señalaron que 

la mayor abundancia coincide con la mayor fecundidad en el mes de septiembre y que 

la biomasa máxima se observa en octubre, dado el crecimiento de las crías nacidas y 

de los juveniles. También informaron una fecundidad de entre 8 y 15 huevos por 

hembra.  

En un estudio preliminar sobre la composición nutricional de la población en el mismo 

arroyo, Poretti et al. (2003) observaron una mayor proporción de lípidos y menor 

proporción de proteínas, coincidente con la época de mayor reproducción (septiembre 
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y octubre), principalmente en machos adultos. Dutra et al. (2008) reportaron 

variaciones estacionales en la composición bioquímica de esta especie. 

Es muy escasa también la información sobre las etapas de crecimiento y desarrollo de 

H. curvispina. García (2009) identificó 3 edades en función de la longitud del cuerpo y 

estimó el tiempo aproximado en que los animales llegan a cada estadio y permanecen 

en él. Recientemente Peluso (2011) indicó intervalos de tamaño mayores que los 

reportados por García (2009) para el estado de desarrollo correspondiente a juveniles, 

en tanto que Doyle (2007) consideró para individuos de H. curvispina provenientes de 

cultivo de laboratorio otros rangos de tamaño para definir edades.  

H. curvispina es taxonómicamente cercana a H. azteca y abundante en cuerpos de 

agua dulce de la región pampásica. Teniendo esto en consideración, desde hace 

algunos años en Argentina se vienen realizando esfuerzos para evaluar efectos de 

contaminación de agua y sedimentos sobre H. curvispina (Di Marzio et al., 1999; 2005; 

Jergentz et al., 2004; Doyle, 2007; García, 2009; García et al., 2010; Peluso, 2011; 

Peluso et al., 2011; Mugni et al., 2011). Por lo tanto, por varias razones, incluyendo su 

amplia distribución geográfica, fácil cría en laboratorio y por ser parte de la fauna 

nativa en el área, hay una creciente preocupación por ampliar el conocimiento tanto de 

su biología como su respuesta a diferentes agentes tóxicos.   

 

Hyalella pseudoazteca 

H. pseudoazteca fue descripta por González & Watling (2003). Los autores reportaron 

que esta especie presenta una morfología similar a H. azteca (Saussure, 1858). Sin 

embargo, H. pseudoazteca tiene carena en el pereomero 7 y pleomeros 1 y 2, dos 

setas distales en la placa interna de la maxila 1, y una seta en el margen interno de la 

maxila 2. Esta especie  se ha citado para la Reserva Ecológica de Taim, Estado de Rio 

Grande do Sul, Brasil (32º 27' S; 52º 38' W) (González & Watling, 2003) y el arroyo las 

Flores (Pcia. de Buenos Aires) (Peralta & Grosso, 2009). Recientemente, De Los Ríos-

Escalante et al. (2010) estudiaron el patrón de distribución de especies 

Sudamericanas del género Hyalella mediante una aproximación panbiogeográfica, e 

incluyeron a H. pseudoazteca en el trazo generalizado Pampas. Este trazo comprende 

aguas interiores (continentales) cercanas a la costa atlántica de la provincia de Buenos 

Aires (35 °S) en el centro de Argentina a Uruguay y sur de Brasil (19 °S). Puesto que 

ambas especies coexisten en el sitio de colecta de animales y de sedimento control se 

evaluó el potencial de H. pseudoazteca como organismo prueba  con fines 

comparativos. 
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1.7 Algunas consideraciones finales 

 

En nuestro país los resultados de los bioensayos son incorporados en la evaluación de 

calidad de aguas a partir de la Ley Nacional  24051 de Residuos Peligrosos, decreto 

Reglamentario  831/93 y la Resolución Interna de la Secretaría de Recursos Naturales 

y de Ambiente Humano, faltando aún la adaptación de los mismos a las características 

particulares de los cuerpos de agua de nuestro territorio (Porta, 1996). Por lo tanto, la 

incorporación de bioensayos en el monitoreo biológico de sustancias tóxicas en 

Argentina requiere del desarrollo e instrumentación de diversos temas, que cubran 

aspectos tales como generación de metodologías adecuadas adaptadas a nuestras 

necesidades, aprovechamiento de la experiencia existente en otros países tanto en lo 

metodológico como en la información en banco de datos, selección de ensayos según 

las especies a utilizar, efectos a evaluar, niveles de organización, localización 

biogeográfica, objetivo de la evaluación, entre otros aspectos (Ronco et al., 1995). La 

tendencia a nivel nacional es la implementación de bioenayos con especies 

autóctonas con protocolos desarrollados para especies y ecosistemas del hemisferio 

norte por agencias de control como US-EPA, Environmental Canada, OECD, entre 

otros. Si bien esta práctica ha suplido hasta ahora la ausencia de información y 

desarrollo experimental regional, no contempla las características particulares de 

nuestros ambientes. Por otra parte el desarrollo del campo disciplinar ecotoxicológico 

nacional se ha enriquecido notablemente en los últimos 20 años, aportando un bagaje 

de información y experiencia que advierten sobre la necesidad de adaptar la 

protocolización experimental original  para  su uso en la evaluación  de riesgo de 

nuestros ecosistemas. En este sentido se registran importantes avances en cuanto a 

la evaluación de calidad de aguas superficiales, no así para evaluación de sedimentos. 

El presente trabajo busca el desarrollo, adaptación de protocolos de bioensayo y la 

incorporación de nuevos parámetros de efecto temprano  para su uso con especies 

bentónicas autóctonas, de amplia distribución en los cuerpos de agua de la Argentina, 

tanto lóticos como lénticos. Desarrollando esos protocolos el significado ecológico del 

bioensayo se ve favorecido y su calidad como herramienta de gestión y control mejora 

sustancialmente. 

  



Capítulo 2 Anabella Giusto 

24 

 

 

CAPITULO 2 
 

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
 

 

2.1 Hipótesis 

 

La Hipótesis de trabajo de esta Tesis se basa en que contaminantes de origen 

antrópico repercutirán en la calidad de los sedimentos y columna de agua asociada a 

los mismos y por lo tanto en la biota allí presente, pudiendo provocar cambios de 

algunos de sus parámetros funcionales basales, superando los límites de sus 

capacidades homeostáticas. De modo tal que el estudio de los parámetros de efecto 

en los organismos bentónicos propuestos permitirá evaluar la calidad toxicológica de 

los sedimentos. 

 

2.2 Objetivos Generales 

 

El estudio tiene por objetivo básico evaluar los efectos de sedimentos contaminados 

con metales pesados (como tóxicos referentes) sobre los anfípodos dulceacuícolas 

Hyalella curvispina y Hyalella pseudoazteca y utilizar esa información para desarrollar 

protocolos de bioensayos que utilicen esas especies bentónicas autóctonas para la 

evaluación de ecotoxicidad de muestras ambientales. Dicho objetivo se alcanzará 

mediante la caracterización de sus respuestas a los tóxicos seleccionados en 

bioensayos de laboratorio evaluando parámetros tradicionales e indicadores 

tempranos de efecto. Se pretende de esta forma contribuir al estudio y a la evaluación 

de la calidad ambiental mediante la aplicación de metodologías y técnicas que 

permitan el monitoreo de la contaminación de los ambientes acuáticos regionales.  

 

2.2.1 Objetivos particulares 

 

• Ajustar una metodología de cultivo de H. curvispina en condiciones de 

laboratorio para su uso en experimentación. 
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• Adaptar e incorporar ensayos ecotoxicológicos estandarizados para las 

especies del hemisferio norte a las particularidades de las especies autóctonas 

para su uso en la evaluación del riesgo ambiental por sedimentos 

contaminados. 

 

• Evaluar efectos letales y subletales en H. curvispina y H. pseudoazteca por 

medio de bioensayos de toxicidad agudos y subcrónicos en matriz acuosa y 

sólida con tóxicos de referencia (Cd y Cu), utilizando parámetros de efecto 

tradicionales (supervivencia y crecimiento). 

 

• Investigar la utilidad del Índice de Masa Corporal (IMC) como nuevo parámetro 

evaluador de efecto subletal. 

 

• Desarrollar nuevos puntos finales de efecto temprano para ensayos con 

anfípodos en matriz sólida y acuosa. 

 

• Valoración de puntos finales tradicionales y de efecto temprano como 

herramientas de uso en ensayos de evaluación de calidad de sedimentos 

ambientales de la región. 

 

• Contribuir al establecimiento de líneas de base para los distintos parámetros de 

evaluación propuestos en H. curvispina. 
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CAPITULO 3 
 

MATERIALES Y MÉTODOS GENERAL 
 

 

En este capítulo se describe la metodología común seguida durante el desarrollo 

experimental de la tesis así como lo referente a los organismos de ensayo. En la 

sección Materiales y Métodos de cada capítulo se detallarán las metodologías 

específicas. 

 

3.1 Organismos de ensayo 

 

Los animales utilizados en esta tesis, de ambas especies, procedieron inicialmente de 

las poblaciones del arroyo Las Flores, donde se los halla asociados a las macrófitas 

Egeria densa y Ceratophyllum demersum (Casset et al., 2001). La optimización de la 

cría y mantenimiento de los organismos de ensayo forma parte de este trabajo y se 

describe en el capítulo 4. 

 

3.1.1 Descripción del ambiente de origen 

 

El arroyo Las Flores (59°07’O y 34°29’S) pertenece a la cuenca del río Luján, que 

atraviesa la zona noreste de la Provincia de Buenos Aires (Fig. 3.5). El clima de la 

zona es templado-húmedo; el mes más frío del año es julio con una temperatura 

media inferior a los 10 ºC y el más cálido es enero con una media de 22ºC (Fidalgo, 

1983). 

Este arroyo presenta un curso permanente; es afluente de segundo orden del río 

Luján, con un recorrido aproximado de 20 km. Regionalmente se lo considera un 

arroyo de un nivel intermedio de eutrofia (Feijoó et al., 1999; Giorgi et al., 2000; Casset 

et al., 2001). El cauce, casi léntico, presenta algunas zonas más rápidas; su ancho 

varía entre 0,6 y 11 m y su profundidad no excede los 2 m, aún en momentos de 

creciente. Registra velocidades de corriente de hasta 1 m/s dependiendo de la 

cantidad de lluvia caída (Gantes & Tur, 1995). 
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El arroyo La Flores recibe escasa influencia humana ya que no existen industrias ni 

centros urbanos importantes sobre su cuenca de drenaje y la mayoría de los terrenos 

que lo rodean se dedican a la cría de caballos; sus aguas son utilizadas como potables 

por algunos habitantes de la zona (Poretti et al., 2003). Por lo tanto, este arroyo es 

considerado un cuerpo de agua no poluido, adecuado como provisión de organismos 

para su utilización en ensayos de toxicidad en laboratorio. 

 

3.1.2 Cría y mantenimiento de los organismos de ensayo  

 

Los animales utilizados en los ensayos provinieron de tres fuentes diferentes, cultivos 

de laboratorio indoor y outdoor y animales recolectados en campo. 

 

Cultivos indoor 

Los individuos de H. curvispina fueron colocados en un estanque de polipropileno de 

80 L, mientras que los ejemplares de H. pseudoazteca se dispusieron en dos 

estanques de 40 L del mismo material. En todos los casos se utilizó como medio de 

cultivo agua de red no clorada (caracterización item 4.2, capítulo 4) y se colocó como 

sustrato y refugio un fondo de arena autoclavada y plantas colectadas en el sitio de 

muestreo, previamente lavadas. Para mayor detalle ver  ítem 4.2, capítulo 4. 

 

Cultivos outdoor 

Una fracción de los individuos traídos del campo y separados en laboratorio, se colocó 

en piletas plásticas (2,6m x 1,6m x 0,65m) dispuestas a la intemperie (una para cada 

especie), conteniendo agua de cultivo y plantas recolectadas en el sitio de muestreo. 

También se colocó una media sombra para evitar la insolación directa y 

periódicamente se agregó agua a fin de reponer la que se pierde por evaporación. Se 

estableció en este ambiente una situación intermedia entre campo y laboratorio. Para 

mayor detalle ver ítem 4.2, capítulo 4. 

 

Animales recolectados en campo 

Cuando se utilizaron anfípodos silvestres para experimentación éstos fueron 

recolectados del arroyo Las Flores y aclimatados a las condiciones de laboratorio (ítem 

4.2, capítulo 4). Una vez acondicionados fueron colocados en contenedores plásticos 

con plantas locales y mantenidos bajo condiciones de cultivo indoor durante 10 días. 

Posteriormente por tamizado se separaron los animales a utilizar en los ensayos, 
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machos (>5mm) que fueron aclimatados bajo las condiciones generales de ensayo 

(ítem 3.3 del presente capítulo) durante una semana, previa al inicio de los 

experimentos correspondientes. 

 

3.1.3 Edades de los organismos prueba utilizados en 
bioensayos 
 

Hyalella curvispina 

Con el objetivo de evaluar una posible respuesta diferencial entre distintos estadios del 

ciclo de vida de esta especie se realizaron ensayos con juveniles (2-4,5 mm) y machos 

(individuos mayores a 5 mm). La selección de tamaño se realizó en función de los 

resultados obtenidos durante este estudio (capítulos 5 a 8) y los reportados por Doyle 

(2007) y García (2009).  

La selección de juveniles como edad de ensayo se basó en su facilidad de 

manipulación y las recomendaciones de García (2009). En relación a los adultos se 

planteó como deseable evitar actividad reproductiva durante los experimentos razón 

por la cual se utilizaron machos evitando así potencial sexual durante los ensayos 

(Sornom et al., 2010; Vellinger et al., 2013), disminución de variablilidad de respuesta 

o posibles diferencias en la sensibilidad entre géneros, y en particular la variabilidad 

debida a las diferentes etapas de maduración gonadal y/o gestacional en las hembras, 

de muy difícil determinación en vivo. 

 

Hyalella pseudoazteca 

Con el objetivo de realizar comparaciones entre ambas especies, se utilizaron los 

mismos estadios del ciclo de vida evaluados en H. curvispina: juveniles (2-3,5 mm) y 

machos (individuos mayores a 4,5 mm). La selección de tamaño se realizó en función 

de resultados preliminares obtenidos a partir de observaciones realizadas en el 

laboratorio. 

 

3.2 Tóxicos utilizados 
 

Se seleccionaron dos metales pesados: Cadmio y Cobre. 

La selección se fundamentó en su relevancia ambiental, en su uso como tóxicos 

referentes (Borgman et al., 1989; ASTM 1991, 1993, 1995; USEPA, 1991 a, b, c, 1994; 
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EC, 1995) y en la probada sensibilidad de H. curvispina a metales pesados (García, 

2009). 

 

Los reactivos utilizados (calidad pro análisis) fueron: 

-Cloruro de cadmio, (Cd), J.T. Baker, Número CAS 10108-64-2, Fórmula molecular 

Cl2Cd.2H2O.  

-Sulfato de cobre, (Cu), Mallinckrodt, Número CAS 7758-98-7, Fórmula molecular 

CuSO4. 

 

3.3 Bioensayos 

 

Las matrices de exposición ensayadas fueron: matriz acuosa, sedimento adicionado, 

agua de poro y muestras ambientales (sedimento natural completo y agua de poro 

obtenida del mismo). 

El diseño de los ensayos siguió los lineamientos para bioensayos de toxicidad con 

especies estandarizadas (EC, 1994; EC, 1997 y USEPA, 2000). 

 

En los capítulos correspondientes se detallaran las particularidades metodológicas. A 

continuación se enumeran las condiciones generales de ensayo, comunes a todos los 

bioensayos realizados. 

 

• Temperatura: 23°C ± 1°C. 

• Fotoperíodo: 16h luz, 8 h oscuridad. 

• Medio de dilución: agua reconstituida moderadamente dura (MHW) de la 

siguiente composición química: NaHCO3, 96mg/L; CaSO4.2H2O, 60mg/L; 

MgSO4, 60 mg/L; KCl, 4mg/L; pH, 7,4-7,8; dureza, 80-100mgCO3Ca/L) (Weber, 

1993).  

• Renovación del medio: sin renovación (ensayos estáticos de 96h, 10 y 28 

días). 

• Densidad: 10 animales cada 200ml (bioensayos en matriz acuosa); 10 

animales cada 175 ml de agua sobrenadante (OW) y 100 ml de sedimento 

(bioensayos en matriz sólida) 

• Aireación: continua. 
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• Alimento comercial para peces “TetraFin®” compuesto por (%): carbohidratos 

30,0; proteínas 42,7; grasas 10,5; cenizas 10,5; humedad 6,3; y valor de 

energía bruta de 14,316 J.g-1. 

• Alimentación: la ración de alimento se determinó en función de experimentos 

previos (ítem 4.3, capítulo 4) y observaciones realizadas en laboratorio. La 

frecuencia de alimentación varió de acuerdo al tipo de ensayo realizado, pero 

manteniendo siempre la proporción mg alimento/individuo. 

• Aclimatación: una semana previa al inicio del ensayo en MHW; TetraFin® 

molido ad libitum; fotoperíodo 16L-8O; temperatura 23°± 1°C; tul como sustrato 

(EC, 1997). 

• Determinaciones fisicoquímicas en agua y OW a tiempo inicial y final de 

ensayo: pH; Dureza; Oxígeno Disuelto; Conductividad y Concentración de N-

NH4
+. Los métodos se encuentran detallados en el ítem 3.6 del presente 

capítulo. 

 

3.4 Parámetros de efecto (Puntos Finales) 

 

En función de los objetivos planteados, los puntos finales seleccionados se dividen en 

dos categorías: 

 

• Puntos finales tradicionales 

• Puntos finales de efecto temprano 

 

A continuación se detalla la metodología utilizada en la determinación de cada uno. 

 

3.4.1 Puntos finales tradicionales 

 

Sobrevivencia 

Se consideró la sobrevivencia relativa al tiempo inicial, realizando el recuento de 

individuos en el control y en cada tratamiento. En los ensayos con sedimento sólo se 

contabilizó el número de animales a tiempo final de exposición, en tanto que en medio 

acuoso, según el objetivo planteado, se realizaron controles de sobrevivencia a 

tiempos intermedios. 
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Crecimiento 

El crecimiento fue considerado como el incremento en longitud y biomasa/peso 

corporal en relación al grupo inicial (tiempo de exposición cero/tiempo inicial). 

La longitud, definida como la distancia desde el primer par de antenas hasta el final del 

telson, fue medida con un calibre digital (0,01 mm) bajo microscopio estereoscópico, 

colocando al individuo en posición estirada (Doyle & Momo, 2009). 

 

Luego de ser medidos, los animales fueron individualmente secados a 60°C hasta 

obtener peso constante en una balanza analítica Mettler (precisión < 0,01 mg). La 

biomasa fue expresada como peso seco. 

 

Índice de masa corporal (IMC) 

Se calculó como: 

 

�����	������	
��
��� ∗ 100 

 

Se incorporó a los parámetros medidos como indicador del fitness de los animales. 

 

Concentración de metales en tejidos 

Se siguió el protocolo de Borgamann et al. (1991), con  algunas modificaciones. Al 

final del periodo de exposición los animales fueron colocados en EDTA (50 µM) 

durante 24 hs, a fin de eliminar contenido intestinal. Luego de ser medidos, secados y 

pesados (con el fin de obtener datos sobre los parámetros de crecimiento) pooles de 

individuos de una misma réplica (aproximadamente 4 mg de masa) fueron colocados 

en 100 ml de HNO3 durante una semana. Posteriormente se adicionaron 65,5 ml de 

H2O2 (Merck), luego de 24 h la solución fue llevada a un volumen de 5 ml con agua 

miliQ (MLQ) y destinada para procedimiento analítico. La carga corporal de Cu o Cd se 

expresó como: µg metal/g PS (peso seco). Todas las determinaciones fueron 

realizadas mediante espectroscopía de absorción atómica con atomización 

electrotérmica (Equipo: Analyst 200 de Perkin Elmer; límite de detección de <5 µg/L 

para Cu y <1 µg/L para Cd). 
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Concentración Letal 50 (CL50) 

Se evaluó la mortalidad acumulada a diferentes tiempos. La estimación de las CL50  y 

los intervalos de confianza 95% se realizaron mediante el método Probit utilizando la 

versión EPA 1.5 (Norberg-King 1993). 

 

3.4.2 Puntos finales de efecto temprano (Biomarcadores) 

 

Al final del periodo de exposición, los animales destinados para la determinación de 

parámetros bioquímicos fueron inmediatamente crioconservados a -80°C.  

A excepción de la actividad del Sistema de Transporte de Electrones (ETS), las 

determinaciones metabólicas fueron realizadas en homogenatos totales, en pooles de 

individuos.  

En los capítulos correspondientes (7 y 8) se detalla la cantidad de pooles empleados, 

el número de individuos por pool y las determinaciones realizadas sobre cada uno de 

ellos. 

 

Arginina fosfato  

El método utilizado para la determinación de arginina fosfato fue el descripto por 

Bergmeyer (1985). La arginina se determina por el cambio en la absorbancia a 339 nm 

en la reacción catalizada por la octopina deshidrogenasa: 

 

arginina + piruvato + NADH + H + ↔ octopina + NAD + H2O. 

 

La hidrolisis de arginina fosfato se produce a pH ácido. Para la reacción se agregan a 

100 µl de homogenato, 100 µl de HCl 1 M y 200 µL de agua MLQ. Se incuba a 100°C 

por 90 segundos. El hidrolizado se enfría, se neutraliza con 100 µl de NaOH 1 M.  Se 

repite la determinación de arginina y al valor obtenido se le resta el valor inicial. Este 

equivale al valor de arginina fosfato. Los resultados se expresan en mmol/g. 

 

Glucógeno 

El glucógeno fue extraído acorde al método descripto por Van Handel (1965). Los 

niveles de glucógeno se determinaron como equivalentes de glucosa, después de una 

hidrólisis ácida y neutralización como describen Geary et al. (1981). 

 

Extracción del glucógeno: 
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Los animales crioconservados fueron colocados en pooles, cada pool fue pesado 

(precisión 0,01 mg) y transferido a un eppendorf, en el que se realizó la digestión 

básica mediante agregado de 400 µl de KOH al 30%, luego se colocaron en baño a 

100°C durante un tiempo no inferior a 4 h, o hasta observar a los animales 

transparentes. Luego de retirar los tubos del baño se agregaron a cada uno de ellos 2 

gotas de Na2SO4, se agitaron, se agregaron 900 µl de etanol absoluto y se mezcló 

nuevamente, se centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Luego se realizó el lavado, disolviendo el precipitado en 400 µl de agua 

destilada en ebullición y agitando para favorecer la resuspención del material. 

Nuevamente se agregaron 900 µl de etanol absoluto, se agitó, se centrifugó a 10000 

rpm por 10 minutos y se retiró el sobrenadante. Esta etapa de lavado se repitió tres 

veces. 

 

Dosaje del glucógeno: 

El precipitado se resuspendió en 300 µl de agua destilada en ebullición, se tomaron 

100 µl de muestra y se realizó una hidrólisis ácida agregando 100 µl de HCl 4N y 

calentando a 100°C por 60 minutos. Luego las muestras se neutralizaron agregando 

100 µl de Na2CO3 2M. Cada eppendorf fue agitado cuidadosamente en vortex hasta 

observar la liberación de la totalidad del CO2 formado (cese de burbujeo). 

 

Curva de calibración: 

La curva de calibración se realizó utilizando como patrón una solución de 1mg/ml de 

glucógeno de hígado de conejo (Sigma). Se procedió de la siguiente manera: 

 

Patrón Glucógeno (ml) HCl (4N) 
P1 0,10 0,40 
P2 0,15 0,35 
P3 0,20 0,30 

 

Al igual que las muestras, los patrones (P1, P2 y P3) se colocaron a 100°C por 60 

minutos. Luego se agregaron 500 µl de Na2CO3 2M y se procedió del modo 

previamente mencionado para liberar el CO2. 

La glucosa fue cuantificada utilizando un kit Labtest-glucosa-oxidasa (N° de catálogo: 

84-1/500). 

 

 

 



Capítulo 3 Anabella Giusto 

34 

 

Blanco (kit) 1ml de Reactivo 1(*) 
Patrones de glucosa (kit) 0,06ml del Patrón de glucosa (**)+1ml de Reactivo 1 
Patrones de glucógeno 0,06ml de Patrón de glucógeno+1ml de Reactivo 1 

Muestras 0,06ml de muestra+1ml de Reactivo 1 
 

Los tubos se colocaron en baño a 37°C por 15 minutos y se leyó a 500nm. 

 

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidación de la glucosa: 

Glucosa + O2 + H2O Ácido Glucónico + H2O2 

 

El peróxido de hidrógeno formado reacciona con la 4-aminoantipirina y fenol, bajo 

acción catalizadora de la peroxidasa (POD), a través de una reacción oxidativa de 

acoplamiento, formando una antipirilquinonimina roja cuya intensidad de color es 

proporcional a la concentración de glucosa en la muestra.  

2 H2O2 +Aminoantipirina + fenol Antipirilquinonimina + 4H2O 

 

Reactivo 1(*): Contiene solución tampón 50 mmol, pH 7,5; fenol ≥ 1 mmol/L; glucosa 

oxidasa ≥ 11000 U/L; peroxidasa ≥ 700 U/L; 4-aminoantipirina ≥ 290 µmol/L; azida 

sódica 0,05%; estabilizadores y surfactantes. 

 

Patrón de glucosa(**): Contiene glucosa 100mg/dL y biocida no tóxico. 

 

Cálculos: 

 

1- Se realizó una regresión lineal entre las curvas de glucosa y glucógeno. 

2- �����	��	���������ó		���� = 	∑����/3 

Donde: E es la concentración de glucosa esperada en el patrón de glucógeno 

(g/100ml) y Q es la concentración de glucosa obtenida (mg/dL). 

3-!�
�ó
�	� = �"
	
�
����/�# ∗ �� ∗ ���
��ó	�/100 ∗ $����
� ∗ 10 

 

Proteínas totales 

Las proteínas fueron medidas utilizando el kit comercial Labtest (N° de catálogo: 99), 

basado en el método de Biuret. Los iones (Cu2+) en medio alcalino (Reactivo de Biuret) 

POD 

GOD 
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reaccionan con los enlaces peptídicos de las proteínas séricas formando un color 

púrpura, que tiene absorbancia máxima a 545 nm, proporcional a la concentración de 

proteínas en la muestra. Los resultados fueron expresados en mg/ml. 

 

 ReativoBiuret (*) 
(ml) 

Agua destilada 
(µl) 

Soluciónpatrón (**) 
(µl) 

Muestra 
(µl) 

Blanco 1 10 ---- ---- 
Patrón 1 ---- 10 ---- 

Muestra 1 ---- ---- 10 
 

Se colocó en baño a 37°C por 10 minutos. 

 

(*)Reactivo Biuret: contiene hidróxido de sodio 600 mmol/L, sulfato de cobre 12 

mmol/L, estabilizador y antioxidante. 

 

(**) Patrón: contiene albúmina bobina 4g/dL y azida sódica 14,6 mmol/L. 

 

Cálculos: 

 

$����í	��	%������ = ����
��	"
����� ∗ &�����	��	���������ó	 ∗ 10 

 

������	��	���������ó	 = � 4
����
��	����ó	� 

 

Lípidos totales 

Extracción: 

Los lípidos totales fueron extraídos usando el método de cloroformo:metanol (2:1), 

descripto por Folch et al. (1957)  

Los animales se pesaron por grupo en eppendorfs. Se llevó a cabo una dilución de la 

masa con la mezcla colorormo:metanol (2:1) al 40%. Se realizó el homogenato y se 

colocó en tubos de vidrio cerrados con tapa esmerilada que fueron conservados en 

heladera por 24h. 

Para eliminar restos de exoesqueleto, las muestras se filtraron y se transvasaron a 

tubos de vidrio cónicos graduados, se registró el volumen. Se agregó NaCl 0,9% 

siguiendo una relación 10 ml homogenato:2 ml solución fisiológica fría. Se centrifugó a 

temperatura ambiente a 2000 rpm por 10 minutos. Se forman 2 fases, se retiró el 

sobrenadante y el material que quedó en la interfase. Se registró el volumen 
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remanente y en función del mismo se agregó nuevamente solución fisiológica y se 

centrifugó. Se conservó la fase inferior y se colocó en heladera por 24 h. Esta fracción 

fue utilizada para el dosaje de lípidos totales triglicéridos. 

  

Dosaje de Lípidos Totales: 

Los lípidos totales fueron determinados por el método de la sulfofovanilina (Meyer & 

Walter, 1980). Este método consiste en la oxidación de lípidos celulares a pequeños 

fragmentos después de una digestión química con ácido sulfúrico concentrado 

caliente. Luego de la adición de una solución de vanilina (0,016M) y ácido fosfórico 

(0,44M), se forma un complejo rojo que es medido con espectofotómetro (530 nm). 

Los resultados fueron expresados en mg/g. 

 

 Ácido sulfúrico 
(ml) 

Solución patrón 
(µl) 

Muestra 
(µl)  Vanilina 

(ml) 
Blanco 1 ---- ---- Mezclar 

Baño 100°C 
10 minutos 

2,5 
Patrón 1 20 ---- 2,5 

Muestra 1 ---- 20 2,5 
 

Cálculo: 

#í�����	%������ =
�����
��"
������

����ó	 � ∗ 10 ∗ ���
��ó	
100 ∗ ����	�
�  

 

Triglicéridos 

Los triglicéridos fueron medidos por la reacción de la lipasa, glicerokinasa, 

glicerolfosfato oxidasa y enzimas peroxidasas (kit Labtest, N° de catálogo: 87-2/100). 

La lipasa de la lipoproteína promociona la hidrólisis de los triglicéridos liberando 

glicerol, que es convertido por la acción de la gliceroquinasa en glicerol-3-fosfato. Este 

es oxidado a dihidroxiacetona y peróxido de hidrógeno en presencia de la 

glicerolfosfato oxidasa. A continuación, ocurre una reacción de ligazón entre peróxido 

de hidrógeno, 4-aminoantipirina y 4-clorofenol, catalizada por la peroxidasa y 

produciendo la quinoneimina, que tiene un máximo de absorbancia en 505 nm. La 

intensidad del color formado es directamente proporcional a la concentración de los 

triglicéridos en la muestra. Los resultados se expresaron como mg/g de animales. 
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 Reativo 1 (*) 
(ml) 

Solución patrón (**) 
(µl) 

Muestra 
(µl) 

Blanco 1 ---- ---- 
Patrón 1 5 ---- 

Muestra 1 ---- 5 
 

Se mezcló y dejó 30 minutos a temperatura ambiente. 

 

(*)Reactivo 1: contiene buffer 50 mmol/L; pH 7,0; iones de magnesio 4 mmol/L; 4-

clorofenol 2,70 mmol/L; 4 aminoantipirina µmol/L; ATP 1,8 mmol/L; lipasa de la 

lipoproteína ≥ 1400 U/L; glicerolquinasa ≥ 1000 U/L; glicerolfosfato oxidasa ≥ 1500 

U/L; peroxidasa ≥ 900 U/L y azida sódica 0,095%. 

 

(**) Patrón: contiene triglicéridos 200 mg/dL y azida sódica 0,045%. 

 

Cálculo: 

%��
���é����� =
�����
��"
������

����ó	 � ∗ 2 ∗ ���
��ó	
100 ∗ ����	�
�  

Lipasa de la 

Lipoproteína 

Triglicéridos Glicerol + Ácidos grasos 

Gliceroquinasa 

Mg2+ 

Glicerol + ATP Glicerol-3-Fosfato + ADP 

Glicerol-3-Fosfato 

Oxidasa 

Glicerol-3-Fosfato+ O2 Dihidroxiacetona + H2O2 

Peroxidasa 
2H2O2 + Aminoantipirina + 4-Clorofenol Quinoneimina + 4H2O 
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Superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad de superóxido dismutasa fue determinada midiendo la autooxidación de la 

adrenalina como es descripto por Misra & Fridovich (1972). 

Para la reacción en la cubeta se colocan 1000 µL de buffer glicina 50 mM, se lee a 480 

nm y se lleva a cero, luego se agregan 17 µL de adrenalina 1 mM y se realizan ocho 

lecturas (esto equivale a lectura basal y es el término “a”). Para cada muestra se 

incuban 3 volúmenes diferentes (50, 25 y 10 µL de homogenato) llevando a 1000 µL 

con buffer. En cada caso, las lecturas se inician luego de agregar 17 µL 1 mM de 

adrenalina (estas lecturas corresponden al término “b”). 

Para el cálculo se registran las pendientes obtenidas y para cada muestra se calcula 

log b/a.  Se grafica log b/a vs volumen de homogenato y por interpolación se estiman 

µL de homogenato que producen el 50% (b/a= 0,5). 

La actividad de SOD se reportó como la capacidad de producir el 50% de inhibición. 

Los resultados se expresaron como Unidades de SOD/mg de proteína; una unidad se 

define como la tasa de inhibición del 50%. 

 

Catalasa (CAT) 

La actividad de catalasa se determinó midiendo la desaparición exponencial de H2O2 a 

240 nm, y fue expresada como pmoles H2O2/mg de proteína/min de acuerdo con 

Boveris & Chance (1972). Para la reacción (en cubeta de cuarzo) se colocan 1000 µL 

de buffer fosfato, se lee y lleva a cero. Para cada muestra se colocan 10 µL de 

homogenato, se lleva a 1000 µL con buffer, se lee y luego se agregan 35 µL de  H2O2, 

se lee 8 veces. CAT se calcula como: pendiente/4,6 x 10-7 x µL de muestra x 

[proteínas]. 

 

Lipoperoxidación 

Los niveles de lipoperoxidación fueron cuantificados por el método de Buege & Aust 

(1978), midiendo sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS), usando el 

método de extracción de Llesuy et al. (1985). Los resultados fueron expresados en 

nmol of TBARS/mg de proteína. 

 

Preparación de homogenatos: 

Se siguió la relación 1 g de tejido húmedo/7 ml de KCl 1,15% y 1ml de  KCl 1,15%/ 10 

µl de y fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
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Procedimiento experimental: 

Se colocaron en eppendorf 150 µl de ácido tricloroacético (TCA-10%), 50 µl de 

homogenato, 100 µl de ácido tiobarbitúrico (TBA-0,67%) y 50 µl de agua destilada. El 

blanco se realizó del mismo modo pero sustituyendo la muestra por agua. La mezcla 

fue calentada a 100°C por 15 minutos. 

Luego de enfriar se adicionó 300 µl de alcohol n-butílico y se centrifugó a 3000 rpm 

por 10 minutos. Se forman dos fases, la lectura se realizó sobre la fase superior a 535 

nm. 

 

Cálculo: 

 

� = , ∗ -���
��ó	. /
��	��	�����ó		��	�����í	�� 

 

Donde: 

C: concentración de TBARS en nmol/mg de proteína 

A: absorbancia de la muestra 

ϵ: 1,5X10 M cm 

Dilución/ ϵ = 38,46 

  

Na+/K+ ATPasa 

Para la determinación de la actividad de Na+/K+ ATPasa, la membrana fue extraída 

acorde a Barnes et al. (1993). El pool de individuos fue homogeneizado (10% P/V) en 

buffer Tris frío (40 mM) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1 mM; Sigma) con pH ajustado 

a 7,4. El homogenato fue centrifugado a 10000 g (4°C) y el sobrenadante fue 

colectado y centrifugado nuevamente a 40000 g (4°C). El pellet fue resuspendido en el 

mismo buffer y centrifugado nuevamente a 40000 g (4°C). Este último sobrenadante 

fue utilizado como la fuente de Na+/K+ ATPasa. La actividad de Na+/K+ ATPasa fue 

medida acorde a Esmann (1988). El medio de incubación A contiene ATP (5 mM; 

Sigma), NaCl (60 mM), KCl (10 mM) y MgCl (40 mM), con pH ajustado a 7,4. En el 

medio de incubación B, el KCl fue reemplazado por ouabaina (1mM; Sigma). Alícuotas 

de homogenato fueron incubados a 30°C en medio A y B por 30 minutos. La reacción 

enzimática fue finalizada adhiriendo ácido tricloroacético 10%. El fósforo inorgánico fue 
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determinado utilizando el método de Chan & Swaminathan (1986). Los resultados 

fueron expresados en µmol de Pi/mg proteína/min. 

 

Sistema de transporte de electrones (ETS) 

La energía consumida a nivel mitocondrial fue medida como la actividad del sistema 

de transporte de electrones (ETS), basada sobre la determinación espectofotométrica 

del INT (p-IodoNitroTetrazolium Violeta; Sigma, USA). La técnica original fue 

modificada basada en las técnicas de Owens & King (1975); Kenner & Ahmed (1975) y 

De Coen & Janssen (2003). Los animales crioconservados fueron pesados  

individualmente (precisión 0,01 mg). Luego fueron homogeneizados en buffer de 

homogeneización frío [0.1M Tris-HCl buffer pH 8,5, 15% (p/v) polivinilpirrolidona, 153 

µM MgSO4, 0.2% (v/v) Triton-X- 100] en una proporción  5 mg/ml buffer. Los 

homogenatos de las muestras se centrifugaron a 4 ºC, 3000 g por 10 min. La reacción 

se realizó en tubos de vidrio: se colocaron 100 µl del extracto sobrenadante  junto con 

300 µl de buffer sustrato (0,13 M Tris-HCl pH 8,5 y 0,3% (p/v) Triton X-100, pH 8,5) y 

100 µl de solución NADPH (1,7 mM NADH y 250 µl NADPH). La reacción fue inducida 

agregando 100 µl INT (p-IodoNitroTetrazolium 8 mM, pH 7,5) y los tubos se incubaron 

a 30°C por 20 minutos. La reacción fue finalizada con 100 µL de solución stop 

[formalina (conc):H3PO4 (conc.) = 1:1]. El formazan producido fue determinado 

espectrofotométricamente midiendo la absorbancia de la muestra a 490 nm contra el 

blanco. La actividad de ETS fue calculada como= 

 

0%1 = Abs	490	nm ∗ Vr ∗ Vh ∗ 60
Va ∗ S ∗ t ∗ 1,42  

 

donde Abs 490 nm es la absorción de la muestra;  Vr es el volumen final de la mezcla 

de reacción (mL);  Vh es el volumen del homogenato original (mL);  Va es el volumen 

de la alícuota del homogenato (mL); S es el tamaño de la muestra (mg masa húmeda); 

t es el tiempo de incubación (min);  1,42 es el factor de conversión a volumen de O2. 

La actividad del ETS fue expresada  como µl de O2/mg peso húmedo. 

 

Las determinaciones de todas las actividades enzimáticas se realizaron por duplicado 

o triplicado, en un Espectrofotómetro Metrolab 1700 UV-Vis; los cálculos se realizaron 

con valores promedios de las determinaciones. Todos los reactivos utilizados en las 

técnicas mencionadas fueron de grado analítico. 
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3.5 Tipo de bioensayos: diseños experimentales y 
detalles metodológicos 

 

3.5.1 Bioensayos en medio acuoso 

 

Se realizaron un total de 9 bioensayos de exposición a Cu o Cd, de 96 h o 10 días de 

duración (Tabla 3.1). 

Los ensayos de toxicidad se realizaron adaptando la metodología estandarizada 

propuesta por US EPA (2000) para ensayos en matriz acuosa con H. azteca.  

Las diferentes concentraciones de exposición de Cu se prepararon por series de 

diluciones en MHW de una solución stock de 1000 mg/L. En el caso del Cd, se siguió 

el mismo procedimiento a partir de una solución hija de 10 mg/L preparada a partir de 

una solución stock de 1000 mg/L. Las soluciones stock se prepararon con agua MLQ. 

Los grupos control fueron establecidos como blancos o controles negativos utilizando 

como medio de dilución MHW. 

El criterio de aceptabilidad fue una sobrevivencia superior al 90% en el control. 

Se realizaron experimentos con individuos provenientes del cultivo indoor (juveniles y 

machos) o silvestres (machos). 

En las Figuras 3.1 y 3.2 se resumen esquemáticamente los ensayos realizados en 

matriz acuosa con ambas especies. 
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Figura 3.1: Esquema de los bioensayos realizados con la especie H. curvispina en medio 
acuoso. 
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Figura 3.2: Esquema de los bioensayos realizados con la especie H. pseudoazteca en medio 
acuoso. 
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Ensayo Especie Estadio  Punto final 

 
Capítulo de 
pertenencia 

 

Cd-1 H. curvispina Juveniles Parámetros 
Tradicionales 5 

Cd-2 H. curvispina Machos 
jóvenes 

Parámetros 
Tradicionales 5 

Cd-3 H. curvispina Machos 
mayores 

Parámetros 
Tradicionales 5 

Cd H. curvispina Machos 
mayores 

Puntos Finales de 
Efecto Temprano 7 

Cu-1 H. curvispina Juveniles CL 50 5 

Cu-2 H. curvispina Juveniles Parámetros 
Tradicionales 5 

Cu-3 H. curvispina Machos 
mayores 

Parámetros 
Tradicionales 5 

Cu H. curvispina Machos 
mayores 

Puntos Finales de 
Efecto Temprano 7 

J1 H. peudoazteca Juveniles CL 50 y Parámetros 
Tradicionales 5 

 
Tabla 3.1: Detalles de las exposiciones a cobre y cadmio de H. curvispina y H. pseudoazteca. 
Se indica para cada ensayo el estadio de los organismos utilizados, puntos finales 
determinados y capítulo de la Tesis donde se describen los resultados. 
 

3.5.1.1. Ensayos para evaluación de Parámetros Tradicionales 

 

Como recipientes de ensayo se utilizaron envases transparentes de polipropileno de 

400 ml de capacidad y tapa del mismo material. Se realizaron 3-5 réplicas por 

concentración en cada una de las cuales se colocaron 200 ml de solución y 10 

organismos y una gaza (tul)  de 5x5 cm como sustrato. 

Para cada ensayo, a tiempo cero experimental se separó al azar un grupo de los 

individuos que se encontraba en aclimatación (entre 15 y 20) a los cuales se les 

determinó la longitud y el peso seco (grupo inicial). Una vez finalizada la incorporación 

de los organismos a los recipientes de ensayo se verificó el número y el estado de los 
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mismos. Se determinó en la matriz acuosa tanto a tiempo inicial como final de 

exposición el pH, oxígeno disuelto, conductividad, dureza y nitrógeno amoniacal. Para 

realizar las mediciones se utilizó el instrumental detallado en el ítem 3.6 del presente 

capítulo. 

En cada réplica se suministró alimento en los días 4 y 8 de exposición. Concluido el 

tiempo de experimentación se realizó el recuento de animales sobrevivientes por 

réplica. Los mismos fueron colocados durante 24 hs en EDTA 50 mM preparada en 

MHW. Luego se fijaron por congelación a - 20 °C y se almacenaron hasta su 

procesamiento. 

 

3.5.1.2 Ensayos para evaluación de Puntos Finales de Efecto 
Temprano  
 

Se utilizaron envases transparentes de polipropileno de 1000 ml de capacidad y tapa 

del mismo material. Se realizaron 3 réplicas por concentración manteniendo una 

relación de 200 ml de solución cada 10 organismos. Una vez finalizada la 

incorporación de los individuos se verificó el número y el estado de los mismos en 

todos los recipientes. En cada réplica se suministró alimento los días 3, 5 y 8 de 

exposición. El detalle de las raciones ofrecidas se explicará en los capítulos 

correspondientes. A tiempo inicial y final de exposición se determinaron los parámetros 

fisicoquímicos mencionados en el ítem 3.5.1.1. 

Concluido el ensayo, se realizó el recuento de animales sobrevivientes por réplica y 

los mismos fueron inmediatamente crioconservados a -80°C hasta el momento de las 

determinaciones. 

 

3.5.2 Bioensayos con sedimentos adicionados (spiked sediment) 

 

3.5.2.1 Selección y procesamiento de sedimento para la realización 
de ensayos en matriz sólida 
 

Se seleccionó como matriz sólida sedimento proveniente del arroyo Las Flores (Fig. 

3.5). Su aptitud como sedimento control fue corroborada por la determinación del nivel 

de metales pesados e hidrocarburos, los que se encontraron por debajo de los Niveles 

Guía de Calidad de Sedimentos (SQGs) (Mac Donald et al., 2000). También fue 

caracterizado en función de componentes mayoritarios y minoritarios (EC, 1995) (ver 

Tabla 6.3, capítulo 6). 
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Para su uso en la serie de ensayos con sedimentos adicionados se utilizó la modalidad 

de sedimento procesado. Esto se llevó a cabo con el fin de mantener homogeneidad 

de composición del material entre ensayos. Para ello se colectó sedimento del arroyo 

mediante draga (hasta 15 cm de profundidad), se homogeneizó y se transportó al 

laboratorio en condiciones de frío y oscuridad. Posteriormente se tamizó a través de 

una red con el objetivo de separar hojarasca y macrofauna. Luego, el material se 

homogeneizó nuevamente y se colocó en bandejas donde se dejó secar a temperatura 

ambiente. Una vez que el material estuvo completamente seco, se trituró, se tamizó 

(mediante tamiz de malla 1000 µm) y se homogeneizó nuevamente. El sedimento se 

conservó en estas condiciones hasta su uso en los correspondientes bioensayos. 

 

3.5.2.2 Preparación del sedimento adicionado y obtención de agua 
de poro 
 

Para la preparación de cada sedimento adicionado, una parte del sedimento 

almacenado en seco se rehidrató (relación 1L MHW:1Kg sedimento seco) y se lo dejó 

asentar por 24 h. Luego se removió el agua sobrenadante y se calculó la relación peso 

seco/peso húmedo (Pasteris et al., 2003), contenido de materia orgánica y 

composición granulométrica (previa remoción de la materia orgánica) mediante el 

método de la pipeta (Depetris, 1995) (ver ítem 3.5.2.4). 

 

La adición del tóxico al sedimento se realizó siguiendo el protocolo de Pasteris et al. 

(2003), mezclando el peso requerido de sedimento húmedo con MHW (relación 1,5 L:2 

L) y el volumen necesario de solución stock de cobre o cadmio, en baldes de 4 L ó 10 

L, según la cantidad de sedimento requerido para el ensayo. En el caso del control, se 

procedió del mismo modo pero sin el agregado del tóxico. 

El contenido de cada balde se mezcló manualmente por 5 minutos, utilizando una 

cuchara de acero inoxidable. Los baldes se colocaron en heladera a 4°C por 14 días, 

la homogeneización del sedimento se repitió cada 3 días. Posteriormente el 

sobrenadante fue descartado y el sedimento control ó el adicionado fue dividido en las 

réplicas correspondientes. Para dos de los ensayos con cobre en los que se evaluaron 

como puntos finales Parámetros Tradicionales (Cu-1 y Cu-2, Tabla 3.2), a partir del 

sedimento adicionado de mayor concentración (200mg/Kg, concentración nominal) se 

obtuvo agua de poro. Para la obtención de ésta matriz, el sedimento completo se 

centrifugó a 10000 rpm (4°C) por 30 minuto, el sobrenadante puro representa el agua 

de poro 100% (EC, 1994). 
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Se ejecutaron experimentos con individuos provenientes de cultivos indoor (juveniles y 

machos) o anfípodos provenientes de campo (machos). Se realizaron un total de 8 

ensayos con sedimento adicionado. El detalle de los mismos se indica en la Tabla 3.2.  

En las Figuras 3.3 y 3.4 se resumen de manera esquemática los ensayos realizados 

con H. curvispina y H. pseudoazteca, respectivamente. 

 

 

 
 
Figura 3.3: Esquema de los bioensayos realizados con individuos de H. curvispina expuestos a 
sedimento adicionado y agua de poro. 
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Figura 3.4: Esquema de los bioensayos realizados con individuos de H. pseudoazteca 
expuestos a sedimento adicionado. 
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Ensayo Especie Estadio Punto final Capítulo de 
pertenencia 

Cd-1 (SPK) H. curvispina Juveniles Parámetros 
Tradicionales 6 

Cd-2 (SPK) H. curvispina 
 

Machos 
mayores 

Parámetros 
Tradicionales 6 

Cd H. curvispina 
 

Machos 
mayores 

Puntos Finales de 
Efecto Temprano 7 

Cu-1 (SPK) H. curvispina 
 Juveniles Parámetros 

Tradicionales 6 

Cu-2 (SPK) H. curvispina 
 

Machos 
mayores 

Parámetros 
Tradicionales 6 

Cu H. curvispina 
 

Machos 
mayores 

Puntos Finales de 
Efecto Temprano 7 

Cu-3 (SPK) H. pseudoazteca 
 Juveniles Parámetros 

Tradicionales 6 

Cu-4 (SPK) H. pseudoazteca Machos Parámetros 
Tradicionales 6 

 
Tabla 3.2: Detalles de las exposiciones a cobre y cadmio de H. curvispina y H. pseudoazteca. 
Se indica para cada ensayo el estadio de los organismos, puntos finales determinados y 
capítulo de la Tesis donde se describen los resultados. SPK: sedimento adicionado. 
 

Cabe destacar que además se realizaron dos bioensayos con juveniles de H. 

pseudoazteca colectados en el campo, expuestos a sedimento completo (fresco) del 

arroyo Las Flores adicionado con Cu.  Los detalles particulares del procesamiento del 

sedimento y de los experimentos se desarrollarán en el capítulo 6. 

 

3.5.2.3 Metodología general de ensayo con sedimento adicionado 

 

En todos los ensayos con sedimento completo procesado, las réplicas se dejaron 

equilibrar durante una semana previa a la siembra de animales (Simpson et al., 2004). 

El criterio de aceptabilidad del bioensayo fue una sobrevivencia superior al 80% en el 

control.  

En los ensayos para evaluación de Parámetros Tradicionales se utilizaron envases 

transparentes de polipropileno de 400 ml de capacidad. Se realizaron 3-5 replicas por 
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concentración, en cada uno de las cuales se colocó 100 ml de sedimento húmedo, 175 

ml de MHW y 10 anfípodos. La metodología empleada para la realización de los 

bioensayos fue la desarrollada en el ítem 3.5.1.1 para ensayos en medio acuoso. 

 

En los ensayos para evaluación de Puntos Finales de Efecto Temprano se utilizaron 

envases transparentes de polipropileno de 1000 ml de capacidad y tapa del mismo 

material. Se realizaron 3 réplicas por tratamiento manteniendo la relación 100 ml de 

sedimento, 175 ml de OW y 10 animales. 

La metodología empleada para la realización de los bioensayos fue la desarrollada en 

el ítem 3.5.1.2 para ensayos en medio acuoso. 

 

3.5.2.4 Caracterización fisicoquímica del sedimento 

 

Sobre el sedimento de ensayo se determinó la composición granulométrica, contenido 

de humedad, porcentaje de materia orgánica y concentración de Cu o Cd. A 

continuación se describe la metodología empleada: 

 

Granulometría 

Se la determinó por tamizado y método de la pipeta para finos (Depetris, 1995).La 

metodología realizada fue la siguiente: 

a) Degradación de matéria orgánica presente en el sedimento mediante mufla (550°C 

por 4h). 

b) Pesado de 50 g de sedimento muflado. 

c) Agregado de 100 ml de dispersante (hexametafosfato de sodio, solución de Calgón 

5%). 

c) Agitación, máximo 24 h. 

e) Separación de la arena en su conjunto de la fracción limo-arcillosa mediante tamiz 

de 62 µm (malla #230 ASTM), la fracción fina se recolectó en probeta de 1000 ml. 

f) La fracción limo-arcillosa se separó mediante el método de pipeteo, basado en la 

velocidad de asentamiento de las partículas en medio acuoso (Ley de Stokes), el cual 

consiste en tomar sucesivamente una cantidad fija de suspensión por medio de una 

pipeta graduada, a una profundidad “h” determinada para cada extracción y a distintos 

tiempos.  

g) Cada extracción fue vertida en cápsulas (previamente secadas y pesadas), secadas 

en estufa y llevadas a peso constante. 
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h) Los cálculos se realizaron mediante las siguientes fórmulas: 

 

• ARENA (A en g) = Peso seco total  

• FINOS (Limo + arcilla en g) = (peso total alícuota 1 – 0,02) x 50  

• ARCILLAS (a en g) = (peso total alícuota 2 – 0,02) x 50 

• LIMOS (L en g) = FINOS – ARCILLA 

 

 % A = A x 100 / (A+L+a)            %L = L x 100 / (A+L+a)            %a = a x 100 / (A+L+a) 

 

Contenido de humedad y materia orgánica 

Los porcentajes de humedad y de materia orgánica se determinaron por cálculo a 

través de técnica gravimétrica: pérdida de masa por secado en estufa a 105 ºC e 

ignición en mufla a 550 ºC, respectivamente. 

 

3.5.2.5 Metodología general de ensayo con agua de poro 

 

Se realizaron 2 ensayos (Tabla 3.3). En ambos casos los animales fueron expuestos al 

medio control (MHW) y al agua de poro (AP) extraída a partir del sedimento adicionado 

de mayor concentración, provenientes de los ensayos Cu-1 (SPK) y Cu-2 (SPK). 

 

Ensayo Especie Estadio Punto final Capítulo 
de pertenencia  

Cu-1 (AP) H. curvispina Juveniles Parámetros 
Tradicionales 6 

Cu-2 (AP) H. curvispina Machos 
mayores 

Parámetros 
Tradicionales 6 

 
Tabla 3.3: Detalles de las exposiciones a cobre en agua de poro en H. curvispina. Se indica 
para cada ensayo estadio de los organismos, puntos finales determinados y capítulo de la 
Tesis donde se desarrolla el bioensayo. 
 

Se realizaron 2-3 réplicas por concentración, en cada una de las cuales se colocaron 

200 ml de agua de poro o MHW (control). La metodología empleada para la realización 

de los bioensayos fue semejante a la empleada en los ensayos en medio acuoso (ítem 

3.5.1.1). El criterio de aceptabilidad del bioensayo fue una sobrevivencia superior al 

90% en el control. 
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3.5.3 Ensayos con muestras de sedimentos naturales: 
sedimento completo y agua de poro 

 

Para la evaluación del perfil ecotoxicológico de sedimentos naturales, inicialmente se 

realizaron muestreos en diferentes sitios: 

 

-Desembocadura del Arroyo La Choza: 34°40071´´S; 58°53798´´O 

-Embalse Roggero: 34°41086´´S; 58°51250´´O 

-Estación de muestreo Merlo (Río Reconquista): 34°60870´´S; 58°71714´´O  

Para cada uno de ellos se caracterizó el sedimento y se realizaron bioensayos de 

ecotoxicidad de sedimento completo y de agua de poro. 

En función de los resultados preliminares se resolvió seguir estacionalmente el sitio La 

Choza. Esto se debió fundamentalmente a que en el Embalse Roggero no se observó 

toxicidad, mientras que en los sitios de La Choza y Merlo se observaron efectos de 

carácter subletal. En Merlo, a pesar de haber indagado sobre posibles efectos 

subletales, debido a la  dificultad para acceder al sitio y la escasa cantidad de 

sedimento muestreable especialmente para la extracción de la agua de poro, se 

decidió no continuar con los muestreos. Además las características particulares de 

este sitio hacen muy difícil la sistematización de ensayos. 

Por lo tanto, se decidió incrementar el esfuerzo en el arroyo La Choza mediante la 

determinación de biomarcadores de efecto temprano. Estó implicó la utilización de una 

numerosa cantidad de animales para su uso experimental. Puesto que los mismos 

provinieron de cultivos de laboratorio, la productividad de estos cultivos resultó un 

factor limitante para la cantidad y tipo de bioensayos. 
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Figura 3.5: Localización geográfica de la cuenca del río Reconquista. Los asteriscos indican los 
sitios de muestreo: el sedimento control del arroyo Las Flores (afluente del río Luján) y el 
sedimento poluido en la desembocadura del arroyo La Choza, afluente de la represa dique 
Roggero. 
 

Toma y preservación de muestras de sedimento 

Los muestreos se realizaron en Verano 2010, Invierno 2010, Primavera 2010, Verano 

2011, Otoño 2011 y Primavera 2011. 

El sedimento utilizado fue dragado del fondo (a 10 cm de profundidad) de la 

desembocadura del arroyo La Choza (Fig. 3.5). Cada muestra se conformó al menos 

con 10 submuestras recolectadas de la capa superficial de sedimentos de fondo 

utilizando draga, las mismas fueron integradas manteniéndose refrigeradas y en 

oscuridad durante el trayecto al laboratorio. 

Una vez en el laboratorio el sedimento fue tamizado a través de una red de poro 

amplio (1000 mm) con el objetivo de remover restos de material de gran tamaño. 

Luego fue manualmente homogeneizado y almacenado a 4°C por 24 h. 

Posteriormente se removió el agua sobrenadante y el sedimento se homogeneizó 

nuevamente. Parte del material fue centrifugado para la extracción de agua de poro 

procediendo de acuerdo a la metodología indicada en el ítem 3.5.2.2. El resto del 



Capítulo 3 Anabella Giusto 

54 

 

sedimento se empleó para la realización de los bioensayos de sedimento completo y 

para la caracterización del mismo. Para ello, se tomaron submuestras de sedimento 

sobre las que se determinó el porcentaje de humedad, contenido de materia orgánica, 

composición granulométrica (ver ítem 3.5.2.4) y concentración de metales pesados 

(As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn, Fe, Mn). En algunos de los muestreos se realizaron 

análisis microbiológicos de las muestras de sedimento, llevados a cabo por el 

Laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional de Luján. En ellas se 

determinaron: Coliformes, Coliformes termotolerantes, Estreptococos fecales, esporas 

anaerobias sulfito reductoras y presencia de Salmonella (López et al., 2013). Las 

muestras para las determinaciones microbiológicas se tomaron en frascos de vidrio 

esterilizados y se conservaron en frío. Sobre submuestras de agua de poro se 

determinó concentración de Cd, Z, Cu, Cr, Pg, Fe y Mn. 

 

El sedimento control fue el del arroyo Las Flores procesado utilizado en los ensayo de 

sedimento adicionado. El mismo fue procesado como se detalló en el ítem 3.5.2.1. 

Para los ensayos, el sedimento control almacenado fue rehidratado (1 Kg sedimento/L 

MHW) y luego se dejó asentar durante 3 h. Se descartó el agua sobrenadante y el 

sedimento rehidratado fue utilizado como control. Aunque se ha reportado que la 

manipulación de sedimento afecta la respuesta de los invertebrados bentónicos (Day 

et al., 1995) en pruebas de toxicidad de sedimento completo, en este trabajo no se 

registró efecto sobre la supervivencia ni el crecimiento de H. curvispina en bioensayos 

con sedimento control rehidratado. 

 

Ensayos de toxicidad con sedimento completo 

Se realizaron ensayos estandarizados de 10 días de duración, con sedimento 

completo utilizando la especie H. curvispina como organismo prueba y las 

recomendaciones de los protocolos USEPA para H. azteca con modificaciones 

(USEPA, 2000). 

Los recipientes empleados fueron de polipropileno translúcidos, de 400 ml de 

capacidad cubiertos con tapas plásticas transparentes. Los organismos fueron 

expuestos al sedimento completo de cada muestra a las 48 h de haberse realizado la 

recolección del material. 

Se realizaron 3-5 réplicas por  cada muestra ensayada. En cada recipiente se 

dispusieron 100 ml de sedimento, 175 ml de agua sobrenadante (MHW) y se 

colocaron 10 individuos juveniles. Cada ensayo contó con controles concurrentes. Los 

puntos finales fueron: supervivencia, longitud, biomasa e IMC. 
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Para los muestreos de verano 2010 y primavera 2010, se agregaron 5 réplicas por 

tratamiento, conteniendo cada una de ellas 500 ml de sedimento, 875 ml MHW y 50 

individuos. Al finalizar los ensayos los animales sobrevivientes se crioconservaron 

para su posterior utilización en la determinación de los siguientes parámetros 

bioquímicos: actividad del sistema de transporte de electrones (ETS), actividad de 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y niveles de lipoperoxidación (TBARS). 

El criterio de aceptabilidad del bioensayo fue una sobrevivencia superior al 80% en el 

control. 

 

Ensayos de toxicidad con agua de poro 

Se realizaron 3-5 réplicas por concentración, en cada una de las cuales se colocaron 

200 ml de agua de poro o MHW (control). Los recipientes se mantuvieron con 

aireación 48 h previas al inicio de los bioensayos. La metodología empleada para la 

realización de los experimentos fue semejante a la empleada en los ensayos en medio 

acuoso (ítem 3.5.1.1). El criterio de aceptabilidad del bioensayo fue una sobrevivencia 

superior al 90% en el control. 

 

3.5.4 Ensayo de evaluación de tolerancia al nitrógeno 
amoniacal y Ensayo crónico de alimentación 
 

Ensayo de tolerancia al N-NH4+ 

Se realizaron ensayos de 7 o 14 días de duración con juveniles y machos de H. 

curvispina provenientes de cultivos indoor. 

 

Ensayo crónico de alimentación 

Se realizó un bioensayo en matriz sólida de 28 días de duración con individuos de H. 

curvispina de 1 a 7 días de edad provenientes de cultivos indoor. 

 

Los detalles particulares de estos experimentos se desarrollarán en el capítulo 4. 

 

3.6 Determinaciones fisicoquímicas comunes a 
todos los ensayos 

 

• pH: mediante pehachímetro Mettler MP 220 (sensibilidad 0,01). 
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• Dureza: utilizando un kit de reactivos Merck Aquamerck (sensibilidad 1 

mgCaCO3/L). 

 

• Oxígeno Disuelto: mediante sensor de campo Hanna  (sensibilidad 0,1 mg 

OD/L). 

 

• Conductividad: mediante sensor Consort C532 (sensibilidad 0,1 µS/cm). 

 

• Concentración de N-NH4
+: utilizando un kit de reactivos Merck Spectroquant 

(rango de medición 0,03-3 mgNH4
+/L). 

 

• Para la determinación de las concentraciones efectivas de los metales pesados 

en  matriz acuosa y OW las muestras fueron preservadas en 0,15% de ácido 

nítrico y refrigeradas hasta su procesamiento. Las muestras de sedimento 

fueron sujetas a ataque multi ácido previamente a la determinación de la 

concentración analítica de metales. Todas las determinaciones fueron 

realizadas mediante Espectroscopía de Absorción Atómica con atomización 

electrotérmica o con atomización por llama (Equipo: Analyst 200 de Perkin 

Elmer). Límite de detección <1 µgCd/L en agua y <0,25 mg/kg en sedimento 

para cadmio, y <5 µgCu/L en agua y 2 mgCu/kg en sedimento para cobre. 

 

3.7 Análisis estadístico de los resultados 

 

Se aplicaron diferentes análisis de acuerdo al paquete de datos considerado. Para la 

aplicación de métodos paramétricos  se constató normalidad y homocedasticidad de 

los datos. Se aplicaron test de Student para comparaciones de a pares,  y ANOVAs de 

una vía con comparaciones múltiples. Entre los métodos no paramétricos se aplicaron 

el test de Wilcoxon y la prueba de Kruskal Wallis. Se utilizó el Programa Infostat (Di 

Rienzo, 2012) y SPSS 11.5 para Windows. 
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CAPITULO 4 
 

OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CRÍA Y 
MANTENIMIENTO DE Hyalella curvispina  

EN LABORATORIO  
ENSAYO CRÓNICO DE ALIMENTACIÓN  

ENSAYO CON N-NH4+ 

 

 

4.1 Introducción 

 

Los Protocolos Internacionales para la realización de bioensayos proveen una guía de 

recomendaciones que incluye una lista de especies elegidas, entre otras cosas, por su 

comprobada sensibilidad, su amplia distribución y su fácil manipulación en laboratorio. 

Entre las especies de invertebrados acuáticos recomendadas por dichos Protocolos se 

encuentra Hyalella azteca, sobre la cual existe un profundo conocimiento biológico. 

A nivel regional Hyalella curvispina es el anfípodo más utilizado en investigación, sobre 

el que sin embargo aún existe escasa información biológica. 

En general para la realización de bioensayos, si bien se exige rigurosidad en la 

protocolización para las etapas experimentales, no es igual en cuanto al origen de los 

animales que se utilizan, y se desestima la fuente de variación que ello aporta en la 

etapa experimental.  En vista de que H. curvispina es una especie con características 

propias la aplicación del protocolo de cría de otra especie, como es el caso de H. 

azteca, debe ser acondicionada a las particularidades de la especie que se requiere 

cultivar. 

 

En este capítulo se aporta información para la cría de H. curvispina en laboratorio, a 

partir de la experiencia adquirida en nuestro ámbito de trabajo. Se detallan los 

procedimientos seguidos para la obtención y la producción de H. curvispina para 

obtener animales aptos para la experimentación. Se pretende contribuir a normar el 

cultivo de esta especie en laboratorio, con el objetivo de disminuir la variabilidad de 

respuestas intra e inter laboratorios. 
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4.2 Cultivo de Hyalella curvispina con fines 
experimentales 

 

Para generar un buen cultivo es preciso cumplir con dos objetivos principales: sembrar 

un gran número de individuos y lograr mantener las condiciones ambientales de modo 

tal que la población tenga un crecimiento constante y por encima de la tasa de 

extracción, logrando la cantidad necesaria de individuos aptos para su utilización en 

ensayos y posteriores resiembras en otros cultivos. 

 

Inicio del cultivo: obtención de ejemplares en campo 

Para lograr el cultivo inicial, se recurrió a la extracción de individuos del campo 

siguiendo una metodología no invasiva y no destructiva del medio. 

Antes de seleccionar el sitio de colecta se realizó un muestreo preliminar para verificar 

abundancia y diversidad de anfípodos. 

Se seleccionó el arroyo Las Flores, y se muestreo en sectores de escasa profundidad 

(50-60 cm) y con abundante vegetación ya que generalmente las poblaciones de 

anfípodos se encuentran muy relacionadas a macrófitas. Para la colecta  de los 

animales se extrajeron las plantas y se realizaron dos o tres lavados sobre tamiz con 

agua del mismo arroyo para remover los organismos indeseados y sedimento. Luego 

los organismos colectados se colocaron en un balde y se transportaron al laboratorio. 

Las macrófitas también fueron llevadas al laboratorio ya que se utilizaron como refugio 

y alimento para los animales durante los días de aclimatación. Ya que existe la 

posibilidad de que H. curvispina coexista con otras especies del mismo género, 

particularmente H. pseudoazteca, es importante la identificación y separación de H. 

curvispina en campo/laboratorio. 
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Figura: 4.1: Sitio de colecta de anfípodos en el arroyo Las Flores. 

 

Aclimatación y primer manejo en laboratorio 

Una vez en el laboratorio el contenido del balde con agua del sitio de origen se colocó 

en bateas. Los anfípodos fueron separados utilizando una pipeta Pasteur de boca 

ancha por medio de la cual se evitó dañar a los animales durante el procedimiento. 

Los anfípodos se traspasaron a recipientes plásticos de 4 L con agua del sitio de 

colecta, que luego fue paulatinamente reemplazada por la empleada en el cultivo 

(agua de red no clorada: pH: 8,07-8,54; conductividad : 920-1000 µS/cm; dureza: 60-

85 mgCaCO3/L, amonio: 0,38-1,63 (mg N-NH4/L); nitritos: 0,02-0,1 (mg N-NH4/L); 

nitratos: 3,65-3,86 (mg N-NH4/L); fosforo reactivo soluble (mg P-PO4-3/L); metales 

pesados (µg/L) Mn y Ni :no detectable ; Zn: 33; Cu < 10; Cr <10;  Pb 23; Cd < 10).  

En el primer paso de la aclimatación es muy importante proceder de manera 

adecuada, ya que aumenta notablemente la supervivencia de los animales colectados. 

Una vez hecho el procedimiento, los anfípodos se traspasaron al estanque definitivo 

con el agua de cultivo. También se incorporaron plantas acuáticas del sitio de colecta 

(de ser posible Egeria densa), previamente lavadas, ya que sirven de apoyo y refugio 

a los anfípodos. Al día siguiente se suministró alimento para peces (TetraFin®) con un 

contenido proteico > al 40% ad libitum. 

Se implementaron dos modelos de producción: 

-El primero es la producción de animales outdoor. Se realiza a la intemperie, en un 

espacio relativamente protegido de las inclemencias climáticas estableciéndose así 
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una situación intermedia entre campo y laboratorio. Los animales se utilizan 

principalmente para la reposición de los estanques que se encuentran dentro del 

laboratorio. Se trata de un sistema útil para la extracción extensiva debido a que no se 

controla la alimentación ni las variables ambientales. 

-El segundo modelo, indoor, se instala dentro del laboratorio bajo condiciones 

controladas de temperatura, fotoperíodo, pH y alimentación asimilables a primavera. 

Proporciona animales aptos para ensayos estandarizados. Se trata de un modelo de 

extracción intensiva, que aporta la cantidad necesaria de hyalellas para cada ensayo. 

 

Cría y mantenimiento outdoor 

Materiales requeridos para el cultivo:  

-Pool de Hyalellas (aproximadamente 100 parejas). 

-Plantines de Egeria densa. 

-Media sombra o similar que se coloca sobre el estanque a fin de evitar la insolación 

directa.  

-Estanque o Pileta de lona (aproximadamente: 2,6m x 1,6m x 0,65m). 

-Arena preferentemente autoclavada (500 oC y a 10 atm por 1 h) o lavada y secada en 

estufa durante 24 h. 

 

Procedimiento  

Este modelo se inició con aproximadamente100 parejas. El mismo no presenta 

exigencias particulares en cuanto a la alimentación y el control de las variables 

fisicoquímicas. 

Los piletones se establecieron al aire libre (preferentemente con un nivel de insolación 

bajo a medio, reparados de la lluvia y el viento). Se acondicionaron con agua de red no 

clorada, de preferencia moderadamente dura, arena como sustrato y macrófitas 

(mayormente Egeria densa). Luego se sembraron los ejemplares de H. curvispina 

recolectados en campo y previamente aclimatados. En este tipo de cultivos no se 

controla la densidad de la población de anfípodos. 

Periódicamente se agregó agua a fin de reponer la que se pierde por evaporación. 

Debido a que el cultivo se encontró influenciado por las condiciones climáticas, en el 

estanque se produjo naturalmente el crecimiento de algas, que sirvieron como fuente 

de alimento para los anfípodos. Durante el período invernal se agregó alimento a fin de 

evitar que la población se extinga por falta del mismo. El cultivo es periódicamente 
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enriquecido con nuevos ejemplares recolectados en campo y previamente 

aclimatados. 

 

Cría y mantenimiento indoor 

Materiales requeridos para el cultivo: 

-Dos estanques de 80 L. 

-Un aireador, con capacidad para cinco salidas. 

-Arena preferentemente autoclavada (500 oC y a 10 atm por 1 h) o lavada y secada en 

estufa durante 24 h. 

-Difusores cilíndricos de piedra pómez 

-Manguera para aireación de acuarios.  

-Reguladores de flujo de aire. 

 

Condiciones ambientales: 

-Temperatura: 23 ± 1ºC. 

-pH del agua: 7,5-8,5. 

-Dureza: moderada (80-100 mg CO3Ca/L). 

-Iluminación: media, 1 wat cada 2 litros. 

-Fotoperíodo: 16 h Luz/ 8 h Oscuridad. 

-Recambio de agua: cada 15 días (sin remover el sustrato del fondo). 

-Fondo con arena autoclavada. 

-Plantines de Egeria densa. 

 

Procedimiento  

En los estanques se colocaron los individuos preaclimatados sin distinción de sexo y 

edad, en abundancia, sin control estricto de la densidad. 

Este modelo permitió la extracción mensual de aproximadamente 1000 juveniles o 500 

a 600 adultos cada dos meses. Cabe destacar que este modelo resulta exitoso si sólo 

se utilizan para los ensayos machos adultos y juveniles, dejando en el cultivo a las 

hembras en estado reproductivo. Una vez al año el cultivo fue enriquecido con la 

entrada de nuevos individuos procedentes de los cultivos outdoor, a fin de recomponer 

la población. 

 

La alimentación resultó un punto clave para lograr un cultivo abundante. La cantidad 

de alimento está relacionada con la densidad de anfípodos. Puesto que conocer el 
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número de individuos en el cultivo es extremadamente difícil, se suministró alimento 

“ad libitum”. La mejor forma de determinar la cantidad de alimento a suministrar fue 

realizar observaciones diarias del cultivo, agregando una nueva ración cuando se 

observó un escaso excedente de alimento en el fondo del estanque. Además del 

alimento balanceado, los animales ingirieron hojas de Egeria densa y algas 

provenientes de cultivo mantenidos en laboratorio (ver ensayo de alimentación, ítem 

4.2 del presente capítulo). 

 

Modelo de obtención de neonatos 

Se partió de parejas en amplexo separadas del cultivo indoor. Las mismas se 

colocaron en recipientes de 3 L a razón de 10 parejas por frasco. En cada recipiente 

se colocaron 2 L de agua de red no clorada y un retazo de 10cm x 10cm de tul en el 

fondo como sustrato y refugio de los organismos. 

Semanalmente se realizó un recambio parcial del agua de cultivo y se registró 

presencia de neonatos. Cuando estos fueron visualizados (con una edad entre <1 y 7 

días) se transfirieron con una pipeta a un recipiente de 1 L, con agua de cultivo y 

alimento. 

Con esta metodología el número promedio de crías esperado por hembra fue entre 8 y 

15. El tiempo estimado para obtener la primera camada a partir de adultos en amplexo 

fue entre 25 y 30 días. 

Los parámetros ambientales fueron los mismos que los indicados para el cultivo 

indoor. Se suministró diariamente alimento balanceado para peces en escamas 

(TetraFin®). 

 

Control de plagas 

Para evitar la propagación de plagas se aplicó la siguiente  metodología: 

 

1) Luego de recolectar a los organismos en el campo, al llegar al laboratorio se realizó 

una búsqueda exhaustiva de anfípodos, separándolos de organismos indeseables 

para este tipo de cultivo.  

2) Se repitió periódicamente la búsqueda y extracción de organismos no deseados en 

los estanques de cría. 

 

Además de los organismos plagas los cultivos se protegieron de posibles patógenos, 

como hongos y bacterias. 
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La aparición de bacterias patógenas se previno manteniendo condiciones de limpieza 

y oxigenación adecuadas. Un indicio de su presencia fue el aumento excesivo de la 

turbidez del agua de cultivo. En ese caso se procedió a cambiar inmediatamente ¾ 

partes del agua del recipiente, previo paso por el tamiz, evitando la perdida de 

hyalellas. En ese proceso además se limpió el fondo de los recipientes por aspiración 

(sifoneo). 

Para las micosis no hay tratamientos eficaces. En los casos en que sólo se vieron 

afectados algunos anfípodos, se realizó un cambio completo del agua de cultivo y se 

eliminaron los muertos y los débiles. Luego se limpió con cloro  0,1% todo el material 

utilizado durante la manipulación, incluido el empleado para la provisión de aire. 

Cuando la proporción de individuos afectados fue mayor al 40% se descartó el cultivo 

y se inició uno nuevo, a partir de ejemplares provenientes de cultivo outdoor.  

 

4.3 Ensayo crónico de alimentación: efecto de la 
dieta sobre la supervivencia y el crecimiento 
de Hyalella curvispina bajo condiciones 
experimentales 

 

El ensayo se llevó a cabo con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes tipos de 

dietas, en condiciones de raciones periódicas establecidas, sobre el crecimiento de los 

animales. 

 

4.3.1  Metodología 

 

Las fuentes de alimento suministradas fueron: 

 

i) Alimento para peces molido (TetraFin®) + Algas (clorofitas) 

ii) Alimento para peces molido (TetraFin®) 

iii) Algas (clorofitas) 

 

Las algas provinieron de cultivos mantenidos en laboratorio. Se realizaron 8 

réplicas/tratamiento. Los individuos fueron expuestos durante 28 días en contacto con 

sedimento. Como sustrato experimental se utilizó sedimento del arroyo Las Flores 

procesado, que fue el empleado como sedimento control en todos los ensayos de este 

trabajo de investigación. En cada réplica de 400 ml  de capacidad, se colocaron 100 ml 



Capítulo 4 Anabella Giusto 

64 

 

del sedimento y 175 ml de MHW. Las mismos fueron dispuestas en cámara de ensayo 

bajo condiciones controladas de temperatura y fotoperíodo (23°C; 16L:8O). Se agregó 

aire en la totalidad de los tratamientos. Los recipientes se dejaron estabilizar por una 

semana previa al inicio del ensayo. 

 

A tiempo inicial en cada recipiente se colocaron 10 organismos de 1 a 7 días de edad 

provenientes de cultivos indoor. Además, a cada réplica se le suministró: 2,5 mg de 

TetraFin® molido (tratamientos i y ii) y 1 ml de algas (tratamientos i y iii). Esta ración 

de alimento se proporcionó dos veces por semana, durante las tres primeras semanas 

de ensayo. En la cuarta semana de exposición se duplicó la ración de alimento 

ofrecida, manteniendo la frecuencia semanal. 

 

La totalidad de los recipientes fue revisada diariamente con el objetivo de corroborar 

que no existieran restos de alimento que afecten la calidad del agua. Como puntos 

finales se evaluó sobrevivencia y crecimiento (longitud y biomasa, ver ítem 3.4.1 

capítulo 3). 

 

Finalizado el período de ensayo los anfípodos fueron separados del sedimento, se 

realizó su recuento y determinó el porcentaje de sobrevivencia. Posteriormente fueron 

fijados por congelamiento a -20°C para determinaciones de crecimiento. 

Se determinó OD, pH, conductividad, N-NH4
+ y dureza a tiempo inicial y final de 

ensayo. 

Los datos de sobrevivencia y crecimiento se analizaron utilizando ANOVA de una vía 

con las variables longitud y peso seco trasformadas a logaritmo, se trabajó con un 

nivel de significancia de 5%. 

 

4.3.2 Resultados y Discusión 

 

La Tabla 4.1 muestra los parámetros fisicoquímicos registrados a tiempo inicial y final 

de ensayo. El OD, el pH y la conductividad no mostraron variaciones significativas 

entre los distintos tiempos y las diferentes dietas. La dureza fue más elevada a tiempo 

inicial de ensayo en relación al tiempo final, pero se mantuvo constante entre 

tratamientos. El N-NH4
+ a tiempo inicial se encontró en valores cercanos a 4 mg/L, 

disminuyendo a concentraciones cercanas a cero a tiempo final de ensayo. Cabe 
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destacar que los valores de N-NH4+ determinados no afectan a la supervivencia de la 

especie en estudio (ver ítem 4.4). 

 

Tratamiento  OD 
(mg/L) pH Conduc tividad  

(µS/cm) 
Dureza 

(mgCaCO 3/L) 
N-NH4

+ 

(mg/L) 

I 
Ti 7,2 ± 0,2 8,6 ± 0,0 1443 ± 26 180 ± 0 3,7 ± 0,4 

Tf 6,1±0,4 8,6±0,0 1183±27 120 ±0 0,2±0,1 

Ii 
Ti 7,5 ± 0,2 8,7 ± 0,0 1428 ± 39 170 ± 20 3,9 ± 0,3  

Tf 6,2±0,6 8,6±0,1 1166±41 110 ±10 0,1±0,0 

Iii 
Ti 7,5 ± 0,4 8,7 ± 0,1 1423 ± 40 170 ± 20 4,2 ± 0,2  

Tf 6,7±0,1 8,8±0,0 1179±38 120 ±10 0,1±0,0 

 
Tabla 4.1: Parámetros fisicoquímicos (n=8), a tiempo inicial y final de exposición para las 
diferentes dietas evaluadas. Valores expresados como media ± DS. Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo 
final. 
 

Los resultados de sobrevivencia y crecimiento para las diferentes dietas evaluadas 

luego de la exposición durante 28 días a sedimento se muestran en las Tablas 4.2 y 

4.3. 

Tratamiento i ii iii 

Sobrevivencia  93,8 ± 11,9 80 ± 13,1 92,5 ± 11,6 

 
Tabla 4.2: Sobrevivencia promedio ± DS (%) luego de 28 días de exposición para las tres 
dietas evaluadas.i) Alimento para peces molido (TetraFin®) + Algas (clorofitas); ii) Alimento 
para peces molido (TetraFin®); iii) Algas (clorofitas). 
 

Los resultados indicaron que la sobrevivencia al día 28 fue superior al 90% en i y iii, y 

del 80% en ii. No hubo diferencias significativas en la supervivencia de H. curvispina 

para las distintas dietas evaluadas. 

 

Tratamientos i ii iii 

Longitud (mm) 4,11 ± 0,59 3,83 ± 0,46* 3,58 ± 0,46*#
 

Peso seco (mg/ind.)  0,67 ± 0,27 0,51 ± 0,16* 0,32 ± 0,13*#
 

n 40 40 40 

 
Tabla 4.3: Longitud y peso seco a tiempo final para las tres dietas evaluadas.i) Alimento para 
peces molido (TetraFin®) + Algas (clorofitas); ii) Alimento para peces molido (TetraFin®); iii) 
Algas (clorofitas). Valores expresados como media ± DS. (*) indica diferencias significativas de 
i; (#) indica diferencias significativas de ii; n: número de individuos. 
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Los parámetros de crecimiento se determinaron sobre 40 anfípodos seleccionados al 

azar entre los sobrevivientes a tiempo final de cada tratamiento, ya que se consideró 

un número de animales representativo para el análisis de los resultados. Se observó 

un mayor incremento tanto en longitud como en peso seco en los individuos 

alimentados con la dieta i, seguidos por los anfípodos alimentados con la dieta ii, 

mientras que el menor incremento se determinó en los animales alimentados con la 

dieta iii. 

En un estudio realizado con Hyalella curvispina expuesta a 5 clases diferentes de 

dietas (placa con perifiton; lechuga; lechuga + alimento balanceado para peces; placa 

con perifiton + alimento balanceado para peces y placa con perifiton + lechuga), 

Peluso (2011) reportó que los porcentajes de supervivencia de los anfípodos variaron 

entre 60 y 90%, siendo mayor en el tratamiento correspondiente a la dieta con placa 

de perifiton. La autora concluyó que las diferentes clases y combinaciones de 

alimentos no influyeron de manera significativa en la supervivencia de H. curvispina y, 

por lo tanto, para la realización de sus ensayos optó por la dieta correspondiente a 

lechuga (76% de sobrevivencia). Dutra et al. (2011a), realizaron ensayos bajo 

condiciones controladas de laboratorio exponiendo individuos de las especies H. 

curvispina y H. pleoacuta durante 30 días a dos tipos de dietas, (macrófitas y 

macrófitas + alimento balanceado comercial para peces). Los autores reportaron que 

los requerimientos calóricos de ambas especies fueron  sólo suministrados con la dieta 

combinada, la cual proporcionó más carbohidratos, proteínas y lípidos. A su vez 

observaron que los animales alimentados con la dieta combinada presentaron un 

mayor porcentaje de amplexos, una mayor proporción de hembras ovígeras y de 

huevos por hembra. Sin embargo, la tasa de supervivencia fue similar para ambas 

dietas. En un estudio realizado por Silva Castiglione et al. (2010) ejemplares de 

Hyalella bonariensis fueron alimentados durante 45 días con cuatro tipos diferentes de 

dietas,  las que consistieron en: macrófitas; macrófitas asociadas a una ración con alto 

contenido de proteínas; macrófitas asociadas a una ración con bajo contenido de 

proteínas y por último macrófitas durante 30 días y los 15 restantes macrófitas 

asociadas a una ración con alto contenido de proteínas. Los animales que recibieron 

macrófitas asociadas a una ración con alto contenido de proteínas durante 45 días 

presentaron una mayor tasa de supervivencia. Este estudio demostró la importancia 

de las proteínas en la dieta de esta especie. 

 

Si bien tanto en la bibliografía como en nuestros resultados se observó que en general 

las dietas combinadas proporcionaron las mejores condiciones para los animales, en 
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el presente trabajo de Tesis, durante el mantenimiento y cultivo de los animales se 

optó por la dieta  i  “ad libitum” y para los ensayos desde el periodo de aclimatación  se  

optó por la dieta ii. La elección se fundamentó en el hecho que con la dieta ii la 

sobrevivencia y crecimiento de los animales se encuentra dentro de valores 

aceptables para anfípodos (USEPA, 2000) y ofrece la ventaja de poder estandarizarse 

fácilmente durante el periodo de ensayo, siendo ésta última una condición importante 

para el proceso de protocolización del mismo. Además debe considerarse que si bien 

la dieta i fue con la que se obtuvieron las mejores condiciones para los animales, en 

los cultivos de algas mantenidos en laboratorio se observaron diferencias en el 

contenido de las mismas a lo largo del tiempo, no pudiendo asegurar de este modo 

ofrecer exactamente la misma dieta a los animales a lo largo de los diferentes ensayos 

realizados. 

 

4.4 Evaluación del nitrógeno amoniacal sobre la 
supervivencia de Hyalella curvispina bajo 
condiciones de ensayo 

 

El objetivo de estos experimentos fue evaluar el grado de tolerancia de H. curvispina al 

nitrógeno amoniacal. Se pretende considerar la sensibilidad del organismo prueba a 

este compuesto a fin de no sobreestimar la toxicidad de los diferentes tratamientos 

aplicados. 

 

4.4.1 Metodología 

 

Se realizaron dos ensayos, uno utilizando ejemplares adultos (machos) con 2 réplicas 

por tratamiento y 5 individuos/réplica; y el segundo empleando anfípodos juveniles con 

2 réplicas por tratamiento y 10 individuos/réplica. 

 

El rango de concentraciones nominales ensayadas fue de 0 a 20 mgN-NH4
+/L. Las 

mismas fueron obtenidas por dilución a partir de una solución madre de 0,1M NH4
+ que 

fue preparada disolviendo ClNH4 en agua bidestilada. Como fuente de alimento se 

suministró 1,25 mg y 2,5 mg de TetraFin® molido 2 veces por semana, para juveniles 

y adultos, respectivamente. 

El ensayo con anfípodos adultos se prolongó durante 14 días con renovación del 

medio el día 7 de ensayo. En el caso de los juveniles, la extensión del bioensayo fue 
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de una semana sin renovación del medio de exposición. El punto final evaluado en 

ambos ensayos fue la sobrevivencia. 

 

Para las determinaciones de la concentración de amonio NH4+ en agua se utilizó un kit 

de reactivos Merck Spectroquant (sensibilidad de 0,03 mg NH4
+/L) (ver ítem 3.6, 

capítulo 3). 

 

4.4.2 Resultados y Discusión 

 

Bioensayo con adultos 

 

El rango de longitud del grupo inicial de los animales ensayados fue 5,5-6,0 mm. 

La Tabla 4.4 muestra las concentraciones nominales y efectivas de nitrógeno 

amoniacal y el porcentaje de sobrevivencia a tiempo final de cada semana para cada 

tratamiento. 

 

Tratamiento  Primer semana Segunda semana 

 
CN 

 

CE 
(Ti) 

CE 
(Tf) 

Sobrevivencia 
(%) 

CE 
(Ti) 

CE 
(Tf) 

Sobrevivencia 
(%) 

0 0 ± 0,0 0 ± 0,0 100 ± 0 0 ± 0,0 0 ± 0,0 95 ± 7 

5 5,0 ± 0,3 5,4 ± 0,2 100 ± 0 5,5 ± 0,2 5,8 ± 0,3 100 ± 0 

10 9,2 ± 0,2 9,8 ± 0,4 80 ± 0 9,0 ± 0,3 10,0 ± 0,4 80 ± 0 

 
Tabla 4.4: Concentraciones de N-NH4

+ (mg/L) nominales (CN) y efectivas (CE; n=2) y 
porcentaje de sobrevivencia (n=2) para cada semana de ensayo. Ti: Tiempo inicial; Tf: tiempo 
final. Valores expresados como medio ± DS. 
 

Bioensayo con juveniles 

 

El rango de longitud del grupo inicial de los animales ensayados fue 2-3 mm. 

La Tabla 4.5 muestra las concentraciones nominales y efectivas de nitrógeno 

amoniacal y el porcentaje de sobrevivencia a tiempo final para cada tratamiento. 

 

 

 



Capítulo 4 Anabella Giusto 

69 

 

CN CE (Ti) CE (Tf) Sobrevivencia (%)  

0  0 ± 0,0 0 ± 0,0 100 ± 0 

10 11,5 ± 0,3 11,8 ± 0,3  90 ± 0 

15 16,3 ± 0,0 16,9 ± 0,0   70 ± 14 

20 21,4 ± 0,6 22,0 ± 0,5   60 ± 14 

 
Tabla 4.5: Concentraciones de N-NH4

+ (mg/L) nominales (CN), efectivas (CE) y porcentaje de 
sobrevivencia para cada tratamiento (n=2). Ti: Tiempo inicial; Tf: tiempo final. Valores 
expresados como medio ± DS. 
 

La sobrevivencia de adultos de H. curvispina luego de dos semanas de exposición a 

una concentración de nitrógeno amoniacal promedio de 9,5 mgN-NH4
+/L, fue del 80%. 

En el caso de juveniles se observó que luego de una semana de ensayo, para 

concentraciones promedio de N-NH4
+ de 11,6; 16,6 y 21,7, la sobrevivencia fue del 

90%, 70% y 60%, respectivamente. 

 

Los resultados indican que la especie en estudio es tolerante a elevadas 

concentraciones de nitrógeno amoniacal en MHW. Peluso (2011) realizó bioensayos 

con juveniles de H. curvispina, exponiendo a los anfípodos a diferentes muestras de 

sedimento del río Luján durante 10 días. La autora informó para algunas de las 

muestras ensayadas concentraciones entre 3,8 y 6 mgN-NH4+/L en el agua 

sobrenadante de los recipientes de experimentación. A estas concentraciones no 

observó efectos sobre la sobrevivencia ni la longitud de  los animales. 

Particularmente en uno de los bioensayos determino niveles de 16 mgN-NH4+/L en el 

agua sobrenadante. En este caso si bien reportó una sobrevivencia del los anfípodos 

del 56%, la misma no se diferenció significativamente del grupo control. A su vez, la 

mortalidad observada no fue asociada a la concentración de nitrógeno amoniacal. En 

ensayos  de 10 semanas de duración realizados con individuos de Hyalella azteca 

expuestos a diferentes concentraciones de amonio, Borgmann (1994) reportó una 

CL50 (10 semanas)  de 11 mgN/L, tanto para juveniles como para adultos. El 

crecimiento no se vio afectado a concentraciones por debajo de aquella que causó 

mortalidad crónica, pero la reproducción fue reducida a concentraciones 

marcadamente más bajas (4,5 mgN/L).  En el mismo trabajo el autor reportó una CL50 

(96h) para amonio total de 26 mgN/L. Ankleyet al. (1991) obtuvo valores de toxicidad 

aguda (CL50-96h) similares a los reportados por Borgmann (1994) informando 
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concentraciones de 20 mgN/L a pH 6-6,5; 23 mgN/L a pH 7-7,5 y 21 mgN/L a pH 8-

8,5. 

 

Los resultados informados en el presente capítulo sobre la supervivencia de H. 

curvispina expuesta a diferentes concentraciones de nitrógeno amoniacal, si bien 

resultan de carácter preliminar, constituyen un primer aporte al conocimiento del efecto 

de este parámetro sobre nuestra especie autóctona. A su vez, validan los resultados 

de los bioensayos presentados a lo largo de este trabajo de Tesis. Esto se debe a que 

permiten  asociar los efectos observados a los tratamientos aplicados y no a los 

niveles de N-NH4+ determinados, que resultaron elevados en varios de los 

experimentos realizados. En el Anexo II se puede observar un resumen del rango de 

concentraciones de N-NH4+ determinadas en todos los experimentos de esta Tesis, 

asociando dichos valores a los resultados obtenidos en los ensayos realizados en el 

presente capítulo. 

 

En resumen, los resultados informados en el presente 
capítulo permitieron: 
 

• Ajustar una metodología de cultivo de H. curvispina en condiciones de 

laboratorio y la obtención de organismos aptos para bioensayos.  

 

• Definir la dieta ofrecida a los anfípodos tanto para el mantenimiento de los 

cultivos como para los ensayos, desde el período de aclimatación.  

 

• Realizar el primer aporte al conocimiento del efecto del nitrógeno amoniacal 

sobre H. curvispina. 
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CAPITULO 5 
 

TOXICIDAD DE COBRE Y CADMIO EN SOLUCION: 
EFECTOS SOBRE LA SOBREVIVENCIA, 

EL CRECIMIENTO Y 
CONCENTRACIÓN DE METALES EN TEJIDO 

 

 

5.1 Introducción 

 

En la evaluación ecotoxicológica es crucial el uso de bioensayos estandarizados que 

posibiliten comparaciones entre diferentes ambientes, para un mismo ambiente a 

diferentes tiempos, entre regiones geográficas, etc. La estandarización de bioensayos 

demanda no solo la protocolización de la metodología sino también la selección de la 

especie prueba, la etapa del ciclo de vida más conveniente, la matriz de ensayo y 

el/los tóxicos de referencia adecuados entre otros (García, 2009). 

La evaluación ecotoxicológica mediante realización de bioensayos, requiere usar 

especies validadas, esto es, deben estar establecidas las diferencias y semejanzas en 

las respuestas a tóxicos de referencia de la especie utilizada en relación a la 

estandarizada, bajo un diseño experimental lo más cercano posible al normado. La 

agencia ambiental canadiense (EC, 1990) sugiere ciertos compuestos para su 

utilización en controles de calidad, dentro de los cuales se encuentra el cobre (CuSO4), 

y el cadmio (CdCl2) como compuestos inorgánicos. 

 

Como se mencionó en el capítulo 1, existe una tendencia global a evaluar el impacto 

de poluentes sobre un sistema acuático particular a través del monitoreo 

ecotoxicológico con especies nativas (Rand et al., 1995; Ferrari et al., 1998; Castro et 

al., 2006; King et al., 2006; Dutra et al., 2008). 

 

En relación a las especies utilizadas en esta Tesis, la información existente sobre la 

sensibilidad de H. curvispina a compuestos tóxicos aún es escasa, y se basa 
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mayormente en la determinación de parámetros de letalidad, en tanto que para H. 

pseudoazteca es inexistente. 

 

Para Cd, los criterios de calidad para protección de la biota en agua dulce permiten 

para aguas superficiales un rango de concentraciones ente 0,2 y 4 µgCd/L, para 

durezas menores a 60 y superiores a 180 mgCaCO3/L respectivamente, en tanto que 

para Cu los niveles permitidos se encuentran entre 2 y 4 µg/L para durezas menores a 80mg/L y 

mayores a 180 mgCaCO3/L, respectivamente (Ley Nacional N° 24051 de Residuos 

Peligrosos, 1991). A su vez, en cuerpos de agua poluídos de áreas periurbanas de 

Argentina se han registrado concentraciones de Cd tan altas como 700-1700 µgCd/L 

(Salibián, 2006). En el trabajo realizado por Gariboldi (2010) en el Arroyo Gutiérrez, 

cuenca del río Luján, los valores de Cd (10µg/L) y Cu (760-990µg/L) determinados en la 

columna de agua excedieron los límites establecidos por la Ley 24.051 y la Guía de 

Calidad de Medio Ambiente de Canadá (CEQG). A su vez, Ossana (2011) informó 

concentraciones de Cu de 180µg/L en el río Luján. 

 

Por lo tanto, los estudios realizados en el presente capítulo pretenden contribuir a 

incrementar el conocimiento de la sensibilidad de diferentes estadios de H. curvispina 

y H. pseudoazteca a cadmio y cobre (tóxicos referentes) en medio acuoso, en 

concentraciones esperadas en los cuerpos de agua regionales. 

 

5.2 Objetivos 

 

• Evaluar supervivencia, crecimiento (como longitud y bioamasa) y carga 

corporal de Cd o Cu en dos estadios de Hyalella curvispina en matriz acuosa, 

bajo condiciones experimentales fijadas.  

 

• Investigar la utilidad del Índice de Masa Corporal (IMC) como nuevo parámetro 

evaluador de efecto subletal, por exposición a Cu y Cd. 

 

• Evaluar la sensibilidad al Cu en H. pseudoazteca y la utilidad de la especie 

como organismo prueba en bioensayos de toxicidad en medio acuoso. 

 

5.3 Materiales y Métodos 

 



Capítulo 5 Anabella Giusto 

73 

 

Se realizaron ensayos estáticos de exposición a Cd o Cu de 4 ó 10 días de duración 

con juveniles y machos de H. curvispina y H. pseudoazteca. El medio de dilución fue 

agua moderadamente dura (MHW). Los bioensayos se llevaron a cabo bajo las 

condiciones detalladas en el ítem 3.3 del capítulo 3. 

Las concentraciones de ambos metales empleadas en los experimentos se 

seleccionaron en base a ensayos preliminares realizados en el laboratorio. Además, 

las mismas se encontraron dentro del rango de concentraciones detectadas en 

diferentes cuerpos de agua regionales. 

Los anfípodos de ambas especies fueron seleccionados por tamizado a partir de 

cultivos de laboratorio (indoor). El proceso de aclimatación de los mismos se 

encuentra descripto en el ítem 3.3 del capítulo 3. 

 

En la Tabla 5.1 se indican los detalles de los experimentos realizados con H. 

curvispina. 

 

Ensayo Estadio N° 
Organismos 

N° 
Tratamientos 

Réplicas/ 
Tratamiento 

Rango de 
concentraciones 

(µg/L) 

Duración 
del 

Ensayo 

Puntos 
Finales 

 
Cd-1 

(*) 
 

Juveniles 240 4 6 0-20 10 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación 
Cd en tejido 

Cd-2 Machos 
Jóvenes 130 4 3-4 0-20 10 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación 
Cd en tejido 

Cd-3 Machos 
Mayores 120 4 3 0-20 10 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación 
Cd en tejido 

Cu-1 Juveniles 150 5 3 0-400 10 CL50 

Cu-2 Juveniles 200 4 5 0-150 10 
Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 

Cu-3 Machos 
Mayores 60 3 2 0-150 10 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación 
Cu en tejido 

 
Tabla 5.1: Experimentos realizados con H. curvispina expuestas a cadmio (Cd) o cobre (Cu). 
Se detalla el Estadío  de la especie utilizada, el Nº total de organismos empleados en cada 
ensayo, el N° de Tratamientos , el número de Réplicas por Tratamiento , el Rango de 
Concentraciones ensayadas, Duración del Ensayo  (días) y los Puntos Finales 
evaluados.(*): dos ensayos. 
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En la Tabla 5.2 se indican los detalles de los experimentos realizados con H. 

pseudoazteca. 

 

Ensayo Estadio N° 
organismos 

N° 
Tratamientos 

Réplicas/ 
Tratamiento 

Rango de 
Concentraciones 

(µg/L) 

Duración 
del 

Ensayo 

Puntos  
Finales 

J1 Juveniles 210 7 3 0-800 96 hs 
CL 50  
Acumulación 
Cu en tejidos 

J2 Juveniles 180 6 3 0-150 10 días ND 

J3 Juveniles 150 3 5 0-100 10 días ND 

M1 Machos 150 3 5 0-100 10 días ND 

M2 Machos 360 3 12 0-100 10 días ND 

M3 Machos 240 3 8 0-100 10 días ND 

M4 Machos 150 3 5 0-100 10 días ND 

 
Tabla 5.2: Experiencias realizadas con H. pseudoazteca expuestas a cobre (Cu). Se detalla el 
Estadío  de la especie utilizada, el Nº total de organismos empleados en el ensayo, el N° de 
Tratamientos , el número de Réplicas por Tratamiento , el Rango de Concentraciones 
ensayadas, Duración del Ensayo  y los Puntos Finales. ND: no determinado (ver sección 5.4, 
Resultados). 
 

En las figuras 5.1 y 5.2 se esquematiza el diseño y procedimiento experimental 

seguido en los ensayos aquí descriptos para ambas especies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 5 Anabella Giusto 

75 

 

Figura 5.1: Procedimiento experimental para ensayos de letalidad (C L50). 

 

 

 

En el ensayo realizado con H. curvispina se suministró alimento los días 4 y 8 de 

exposición, en tanto que en el experimento con H. pseudoazteca el alimento fue 

adicionado a las 48h de ensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Separación de animales provenientes de 
cultivo de laboratorio (indoor)

Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo

Día0

�Distribución de 10 individuos/réplica
�3 réplicas por tratamiento 

Control

CL10 y CL50
Probit

Trimmed Spearman- Karber
95% Límites de Confianza 

Expuestos:
Cu o Cd

�Ensayo con H. curvispina Cu, recuento de individuos los días 4, 6, 8 y 10
�Ensayo con H. pseudoazteca Cu, recuento de individuos los días 1, 2, 3 y 4
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Figura 5.2: Procedimiento experimental para ensayos de crecimiento y concentración de metal 
en tejido. 
 

 

 

Las determinaciones de longitud, peso seco, concentración de metales en tejidos y en 

solución, así como el cálculo del Índice de Masa Corporal se describen en el ítem 3.4.1 

del capítulo 3. A su vez, en los ítems 3.6 y 3.7 del mismo capítulo se detallan las 

determinaciones de los parámetros de calidad de agua y análisis estadístico. 

 

Separación de animales provenientes de 
cultivo de laboratorio (indoor)

Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo 

Día0 �Toma de muestras de matriz  acuosa para determinación de metales   
�Determinaciones  fisicoquímicas en agua de dilución

Procesamiento de las muestras biológicas

Distribución de 10 individuos/réplica 

Control

Exposición:
�Control de oxigenación

�Días 4 y 8 provisión de  alimento
(2,5mg/réplica para juveniles)
(5mg/réplica para machos)

Día 10: 
fin de la exposición

�Recuento de sobrevivientes, colocación en EDTA 50µM por 24h
�Fijación por congelamiento a -20°C 
�Toma de muestras para determinación de metales
�Caracterización fisicoquímica del agua de dilución

Expuestos:
Cu y Cd

Sobre los animales sobrevivientes se realizó:
� Medición de longitud
� Determinación de peso seco por individuo
�Cálculo del  Indice de Masa  Corporal
� Digestión de pooles de individuos por tratamiento 

para determinación de la concentración de metal en tejido
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5.3.1 Análisis estadístico 

Las concentraciones letales (CL) fueron calculadas con el programa EPA Probit 

Versión 1.5 (Norberg-King, 1993). En el ensayo con H. curvispina se utilizaron 

concentraciones efectivas, en tanto que en el ensayo con H. pseudoazteca se 

utilizaron concentraciones nominales. 

 

En los restantes ensayos, los resultados fueron expresados como media ± error 

estándar. Para evaluar los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se 

utilizaron las pruebas de Shapiro–Wilks y Levene, respectivamente. Para evaluar las 

diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos se realizaron Análisis 

de la Varianza de una vía (ANOVA) seguida de la prueba a posteriori de Tukey. En los 

casos en que no se cumplieron los supuestos se utilizó la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis (Zar, 2010). Se trabajó con un nivel de significancia de p<0,05. 

 

5.4 Resultados 

 

5.4.1 Ensayos con Hyalella curvispina 

 

En la mayoría de los ensayos los valores analíticos de cadmio o cobre en solución 

presentaron una disminución a tiempo final de exposición, respecto del tiempo inicial 

(Tablas 5.3, 5.4, 5.5, 5.9 y 5.10). Esta pérdida es esperable en sistemas estáticos y 

está probablemente relacionada tanto a la absorción de los metales por parte de los 

animales como también a la adsorción de los mismos sobre el sustrato y/o material 

particulado. Además, en el caso del Cd  también puede deberse a su precipitación 

como otavite (CdCO3) (Mastrangelo et al., 2011). El mismo efecto fue observado por 

King et al. (2005; 2006) en bioensayos estáticos realizados con anfípodos en medio 

acuoso, expuestos a Cu y Zn. Cuando la concentración de un tóxico disminuye con la 

duración del experimento, las concentraciones de efecto (por ejemplo, CL50) pueden 

ser sobreestimadas si para la realización de los cálculos se utilizan únicamente las 

concentraciones iniciales. Por lo tanto, utilizar las concentraciones medias resulta 

mucho más apropiado que el uso de concentraciones nominales o medidas sólo 

inicialmente en agua (Simpson et al., 2003). En función de lo expuesto, en todos los 

experimentos se siguió el criterio empleado por King et al. (2005, 2006), y los valores 

de las concentraciones de Cd y Cu en solución se informaron como el promedio de las 

concentraciones efectivas entre el tiempo inicial y final de exposición (CP). 
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5.4.1.1 Evaluación de la toxicidad del Cd en solución sobre juveniles: 
efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y acumulación del 
metal en tejidos (Ensayo Cd-1) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

3,81±0,34 (±DE; n=49). 

Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cadmio a tiempo inicial 

y final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.3. 

Los valores medidos de cadmio, de menor a mayor concentración fueron, 60, 70 y 

80% de los valores nominales en el tiempo de experimentación inicial y presentaron 

una disminución de 1,5, 2 y 2,5 veces a tiempo final de exposición. En consecuencia 

las concentraciones nominales 5, 10 y 20 µgCd/L, fueron expresadas como 2,5, 5,25 y 

11,25 µgCd/L, respectivamente.  El resto de los parámetros no registraron cambios 

significativos entre ambos tiempos. 

 

Se observó una disminución significativa de la supervivencia sólo en la mayor 

concentración ensayada (11,25 µgCd/L) en relación al resto de los tratamientos (Tabla 

5.3 y Anexo I, Tabla 2). 

 

Concentración 
Nominal Control  5 µgCd/L  10 µgCd/L  20 µgCd/L  

Tiempo Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 8,2±0,0 8,0±0,3 8,1±0,0 8,1±0,3 8,1±0,0 8,1±0,2  8,1±0,0 8,0±0,3 

OD (mg/L) 
 8,3±0,5 6,6±1,2 8,3±0,4 6,7±1,3 8,2±0,4 6,9±0,9 8,3±0,3 6,7±1,3 

Dureza 
(mgCaCO3/L) 90±10 100±10 100±10 100±10 100±10 100±10  100±10 100±0 

Conduct. (µS/cm) 508±15 538±30 505±15 530±36 500±9 535±32 501±9 540±29 

N-NH4
+ (mg/L)  0 0,2±0,1 0 0,2±0,1 0 0,2±0,1  0 0,2±0,0 

CE (µg/L) 
<1,0±0,

0 
<1,0±0,

0 
3,0±0,2 2±0,1 7,0±1,0 3,5±0,7 16±1,0 6,5±0,7 

CP (µg/L) <1 2,5 5,25 11,25 

Supervivencia 
(%) -- 94±7 -- 90±9 -- 95±5 -- 55±12(*) 

 
Tabla 5.3: Parámetros fisicoquímicos (n=2-6), concentraciones efectivas de cadmio (CE, n=2) y 
porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones del metal en MHW. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición; Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. (*): 
indica diferencias significativas con el grupo control, 2,5 µgCd/L y 5,25 µgCd/L. 
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Los animales aumentaron su biomasa y longitud en todos los tratamientos respecto del 

grupo inicial, pero el incremento fue significativamente menor en el grupo expuesto a 

la mayor concentración de Cd. A su vez, los animales ensayados a 11,25 µgCd/L se 

diferenciaron del grupo control y de los expuestos a 2,5 µgCd/L (Fig. 5.3. A y B). 

Mientras que en el grupo control y en el expuesto a 2,5 µgCd/L los individuos 

aumentaron su peso seco entre un 71 y un 80% con respecto al grupo de tiempo 

inicial, los expuestos a 5,25 y 11,25 µgCd/L lo hicieron un 56% y un 24% 

respectivamente (Fig. 5.3.A). 

En relación al grupo inicial, el grupo control y el expuesto a 2,5 µgCd/L incrementaron 

su longitud un 20%, en tanto que los expuestos a 5,25 y a 11,25 µgCd/L lo hicieron en 

un 13% y 9%  respectivamente (Fig. 5.3.B). 

El Índice de Masa Corporal (IMC) mostró diferencias significativas entre el grupo 

expuesto a 11,25 µgCd/L y el resto de los tratamientos. Pero en contraste a lo 

observado con la longitud y biomasa evaluadas por separado, indicó diferencias 

significativas también con el grupo expuesto a 5,25 µgCd/L (Fig. 5.3.C) permitiendo 

una mejor discriminación entre tratamientos. Por lo tanto, el índice refleja que el estado 

general de los animales fue comparable entre el grupo control y los expuestos a las 

dos concentraciones menores de Cd, y que el estado general de los animales 

expuestos a 11,25 µgCd/L se vio afectado en relación al resto de los tratamientos. 
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Fig. 5.3. Valores promedio ± 
EEM del peso (A), la longitud 
(B) y el IMC (C) de juveniles 
de H. curvispina expuestos a 
diferentes concentraciones de 
Cd en MHW. 

*: indica diferencias 

significativas con el grupo 
inicial. 
 
#: indica diferencias 
significativas con el grupo 
control y 2,5µg/L. 
 
a: indica diferencias 
significativas con 5,25µg/L. 
 
Nivel de significancia  p<0,05. 
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5.4.1.2 Evaluación de la toxicidad del Cd en solución sobre machos 
jóvenes: efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y 
acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cd-2) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

4,39±0,49 (±DE; n=15). 

Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cadmio a tiempo inicial 

y final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.4. 

Las medidas de cadmio de menor a mayor concentración fueron, 60, 80 y 100% de los 

valores nominales en el tiempo de experimentación inicial y presentaron una 

disminución de 2 y 3 veces, a tiempo final de exposición. En consecuencia las 

concentraciones nominales 5, 10 y 20 µgCd/L, fueron expresadas como 2,25, 5,35 y 

13,5 µgCd/L, respectivamente. El resto de los parámetros fisicoquímicos medidos no 

varió significativamente de las condiciones iniciales en ninguno de los tratamientos.  

 

En estas condiciones experimentales, se observó una disminución significativa de la 

supervivencia sólo en la concentración más alta probada (13,5 µgCd/L) en relación al 

resto de los tratamientos (Tabla 5.4 y Anexo I, Tabla 6). 

 

Concentración 
Nominal  

Control  5 µgCd/L  10 µgCd/L  20 µgCd/L  

Tiempo Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 8,0 7,6±0,1 8,1 7,5±0,0 8,2 7,5±0,0 8,1 7,5±0,0 

OD (mg/L) 
 8,6 5,5±0,2 8,6 5,5±0,1 8,5 6,1±0,2 8,5 5,6±0,2 

Dureza 
(mgCaCO 3/L) 90 100±10 90 110±10 90 110±10  90 110±0 

Conduct. (µS/cm) 497 560±27 495 560±25 494 563±13 495 565±13 

N-NH4
+ (mg/L)  0 0,2±0,1 0 0,1±0,1 0 0,2±0,1  0 0,2±0,0 

CE (µg/L) <1 <1 3 1,5 8 2,7 20 7 

CP (µg/L) <1 2,25 5,35 13,5 

Supervivencia (%) -- 95±10 -- 90±10 -- 93±6 -- 53±15(*) 

 
Tabla 5.4: Parámetros fisicoquímicos (n=1-4), concentraciones efectivas de cadmio (CE, n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de machos jóvenes de H. curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones del metal en MHW. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. (*): indica diferencias significativas 
con el grupo control, 2,25 µgCd/L y 5,35 µgCd/L. 
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En relación al grupo inicial, se registró un incremento significativo en biomasa y 

longitud en los animales del grupo control y de los tratamientos de 2,25 y 5,35 µgCd/L; 

mientras que para el grupo expuesto a 13,5 µgCd/L no se observaron diferencias 

significativas con respecto a dicho grupo (Fig. 5.4. A y B). 

En comparación con el grupo inicial, el incremento en peso seco del grupo control y de 

los expuestos a 2,25 y 5,35 µgCd/L fue entre un 45 y un 70%, mientras que los 

animales expuestos a 13,5 µgCd/L no incrementaron su peso. En relación a la longitud 

el incremento en los grupos control y expuestos a 2,25 µgCd/L fue de un 20 y un 24%, 

y de un 10% y 4% en 5,35 µgCd/L y 13,5 µgCd/L, respectivamente. 

Los animales expuestos a 13,5 µgCd/L mostraron diferencias significativas en biomasa 

con el grupo control y con los expuestos a 2,25 y 5,35 µg/L; mientras que en longitud 

se diferenciaron significativamente sólo del control y de los expuestos a 2,25 µg/L. 

A tiempo final de ensayo la longitud y biomasa de los animales sobrevivientes 

expuestos a 2,25 µgCd/L no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo 

control (Fig. 5.4. A y B); en tanto que los expuestos a 5,35 µg/L solo se diferenciaron 

del control en longitud (Fig. 5.4.B). 

Al igual que en el ensayo con juveniles, el IMC mostró diferencias significativas entre 

los anfípodos ensayados a la mayor concentración (13,5 µgCd/L) y los animales del 

grupo control y los expuestos a las dos concentraciones más bajas de Cd (2,25 y 

5,35µg/L) (Fig. 5.4.C). 
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Fig. 5.4. Valores promedio ± 
EEM del peso (A), la longitud 
(B) y el IMC (C) de machos 
jóvenes de H. curvispina 
expuestos a diferentes 
concentraciones de Cd en 
MHW. 

*: indica diferencias 

significativas con el grupo 
inicial. 
 
#: indica diferencias 
significativas con 13,5µg/L. 
 
a: indica diferencias 
significativas con 5,35µg/L 
 
Nivel de significancia  p<0,05. 
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5.4.1.3 Evaluación de la toxicidad del Cd en solución sobre machos 
mayores: efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y 
acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cd-3) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

7,05±0,77 (±DE; n=20).  

Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cadmio a tiempo inicial 

y final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.5. 

Las medidas de cadmio de menor a mayor concentración fueron, 60, 90 y 95% de los 

valores nominales al tiempo inicial y presentaron una disminución de 3, 4,5 y 3,2 

veces, respectivamente, a tiempo final de exposición. En consecuencia las 

concentraciones nominales 5, 10 y 20 µgCd/L, expresadas como 2,5, 5 y 12,5 µgCd/L, 

respectivamente. 

 

En estas condiciones experimentales, si bien se observó una disminución de la 

supervivencia en la concentración más alta probada (12,5 µgCd/L), esta no fue 

significativa (Tabla 5.5 y Anexo I Tabla 10). 

 

Concentración 
Nominal Control  5 µgCd/L  10 µgCd/L  20 µgCd/L  

Tiempo Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 7,8 7,6±0,1 7,8 7,5±0,0 7,9 7,5±0,0 7,9 7,5±0,0 

OD (mg/L) 
 8,3 6,9±0,2 8,2 6,6±0,2 8,2 6,8±0,3 8,2 6,5±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L)  90 90±0 90 100±10 90 90±0 90 100±0 

Conduct. (µS/cm) 385 -- 387 -- 384 -- 384 -- 

N-NH4
+ (mg/L)  0 2,3±0,4 0 3,0±0,3 0 2,5±0,8 0 3,3±0,6 

CE (µg/L) <1 <1 3 1 9 2 19 6 

CP (µg/L) <1 2 5,5 12,5 

Supervivencia (%) -- 90±8 -- 80±14 -- 80±10 -- 67±21 

 
Tabla 5.5: Parámetros fisicoquímicos (n=1-4), concentraciones efectivas de cadmio (CE, n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de machos mayores de H. curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones del metal en MHW. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
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En ninguno de los tres parámetros analizados se observaron diferencias significativas 

entre el grupo inicial, el control y los animales expuestos a las diferentes 

concentraciones de Cd (Fig. 5.5. A, B y C). 
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Fig. 5.5. Valores promedio ± 
EEM del peso (A), la longitud 
(B) y el IMC (C) de machos 
mayores de H. curvispina 
expuestos a diferentes 
concentraciones de Cd en 
MHW. 
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5.4.1.4 Concentración de Cd en tejidos 
 

Los resultados que se muestran a continuación agrupan los obtenidos en los 

siguientes ensayos: 

-Cd-1; juveniles (J) 

-Cd-2; machos jóvenes (Mj) 

-Cd-3; machos mayores (Mm) 

 

El contenido de cadmio en el tejido de los animales expuestos por 10 días a  Cd en 

MHW se muestra en la Tabla 5.6 y Fig. 5.6. 

 

CN Control  5 µgCd/L  10 µgCd/L  20 µgCd/L 

 

J 

nd 
n=6 
(0) 

80±20 
n=6 
(2,5) 

140±40 (*) 
n=6 

(5,25) 

219±40 (*#) 
n=3 

(11,25) 

Mj 
nd 

n=2 
(0) 

48±4 
n=2 

(2,25) 

90±0 
n=2 

(5,35) 

180 
n=1 

(13,5) 

Mm 
nd 

n=4 
(0) 

37±2 
n=2 
(2) 

60±15 
n=3 
(5,5) 

114±30(*) 
n=3 

(12,5) 
 
Tabla 5.6: Contenido de Cd en tejido (µgCd/g PS) en juveniles (J), machos jóvenes (Mj) y 
machos mayores (Mm) de H. curvispina. Valores expresados como promedio ± DE. CN: 
concentración nominal; n: número de réplicas; entre paréntesis: concentración efectiva 
promedio; nd: no detectado. Límite de detección 1µgCd/L. (*): indica diferencias significativas 
con el control; (#): indica diferencias significativas con 2,5 µgCd/L (J). 
 

Los resultados de la carga corporal de cadmio revelaron que el período de exposición 

fue lo suficientemente largo para acumular cadmio en el tejido de los animales en 

concentraciones detectables. En todos los casos, la incorporación de cadmio 

incrementó con la concentración de exposición, y disminuyó con el incremento de la 

talla y edad (Fig. 5.6). En los ensayos correspondientes a juveniles y machos jóvenes, 

en la mayor concentración de exposición, la carga corporal registrada (219 y 180 

µgCd/g de PS, respectivamente) representa la carga de Cd del 55% y del 53% de los 

animales sobrevivientes (Fig. 5.7), lo cual podría equiparase para estas condiciones 

experimentales, a la carga de Cd esperada para la CL50 de esta especie en estos 

estadios. 
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Figura 5.6: Comparación del Cd acumulado en tejido en juveniles, machos jóvenes y machos 
mayores de H. curvispina luego de 10 días de exposición a diferentes concentraciones de Cd 
en medio acuoso (concentraciones nominales). Valores expresados como promedio ± EEM. 
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Figura 5.7: Efecto del Cd sobre la sobrevivencia y acumulación del metal en tejido en juveniles 
(J), machos jóvenes (Mj) y machos mayores (Mm) de H. curvispina luego de 10 días de 
exposición a 20 µgCd/L (concentración nominal). Valores expresados como media ± EE. 
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5.4.1.5 Determinación de la concentración letal de Cu en juveniles 
(Ensayo Cu-1) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

2,88±0,32 (±DE; n=15). 

Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cobre a tiempo inicial y 

final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.7. A diferencia de lo 

observado en los ensayos previos, el control mostró valores detectables de Cu y un 

aumento de la concentración del metal a tiempo final en relación al inicial. Dicho 

incremento también se determinó en las tres concentraciones menores ensayadas. A 

pesar de este efecto, se siguió el mismo criterio y se utilizaron las CP para los cálculos 

de CL50. 

 

Concentración  
Nominal  

Tiempo  pH OD 
(mg/L)  

Dureza  
(mgCaCO3/L) 

Conduct.  
(µS/cm)  

N-NH4+ 
(mg/L)  

CE 
(µg/L) 

CP 
(µg/L) 

0 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,1±0,0 

8,4 
8,2±0,0 

90 
110±10 

363 
398±17 

0 
0,6±0,0 

49,5 
56,4 

53,0 

37,5µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,1±0,0 

8,4 
8,1±0,0 

90 
110±10 

361 
400±17 

0 
0,6±0,1 

67,8 
88,9 

78,4 

75 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,1±0,0 

8,3 
8,2±0,0 

90 
110±10 

362 
392±4 

0 
0,6±0,0 

101,1 
119 

110,1 

150 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,1±0,0 

8,4 
8,2±0,0 

90 
100±0 

362 
384±2 

0 
0,6±0,0 

166,2 
175 

170,6 

300 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,1±0,0 

8,4 
8,2±0,0 

90 
110±10 

362 
383±1 

0 
0,3±0,1 

299,2 
234,1 

266,7 

400 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
8,2±0,0 

8,4 
8,2±0,1 

90 
130±10 

362 
381±2 

0 
0,3±0,1 

394 
324,5 

359,3 

 
Tabla 5.7: Ensayo realizado con juveniles de H. curvispina en MHW. Parámetros fisicoquímicos 
(n=2-3) y concentraciones de cobre efectivas (CE; n=1) determinados a tiempo inicial y final de 
exposición. Valores expresados como media ± DS. CP concentración promedio entre tiempo 
inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
 

En la Tabla 5.8 se observan los valores de las concentraciones letales de cobre (CL10 

y CL50 en µgCu/L) los días 4, 6, 8 y 10 de exposición en agua moderadamente dura 

(MHW) para juveniles de H. curvispina. 
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Días CL10 LCI-LCS CL50 LCI-LCS Pendiente Ordenada  
 al Origen Chi 2 

4 223,0 142,6-256,3 300,5 265,4-330,2 9,9 -19,5 0,9 

6 143,0 84,9-178,7 248,5 208,6-286,0 5,3 -7,8 5,0 

8 124,0 70,6-159,2 225,1 183,5-261,5 5,0 -6,6 6,7 

10 121,8 74,1-153,0 199,9 161,9-229,5 6,0 -8,7 6,2 

 
Tabla 5.8: Concentraciones letales (CL10 y CL50) en µgCu/L a diferentes tiempos de 
exposición de juveniles de H. curvispina en agua moderadamente dura (MHW). LCI, LCS: 
límites de confianza inferior y superior (N total=150). 
 

Las curvas de supervivencia en función del tiempo para cada concentración de Cu se 

observan en la Figura 5.8. 

 

 

Figura 5.8: Supervivencia de juveniles de H. curvispina en función del tiempo para las 
diferentes concentraciones de cobre en MHW ensayadas. 
 

5.4.1.6 Evaluación de la toxicidad del Cu en solución sobre juveniles: 
efectos sobre la supervivencia y el crecimiento (Ensayo Cu-2) 
 

La longitud promedio a tiempo inicial de ensayo de los individuos empleados fue de 

3,31±0,29 (±DS; n=20). 
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Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cobre a tiempo inicial y 

final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.9. 

Las mediciones de Cu en solución estuvieron entre un  80 y un 85% de los valores 

nominales a tiempo inicial de experimentación y presentaron una disminución entre 1,3 

y 1,4 veces, a tiempo final de exposición. En consecuencia las concentraciones 

nominales 50, 100 y 150 µgCu/L, fueron expresadas como 34, 74,5 y 107 µgCu/L, 

respectivamente. 

En estas condiciones experimentales, si bien se observó una disminución de la 

supervivencia en la concentración más alta probada (107 µgCu/L), esta no fue 

significativa (Tabla 5.9 y Anexo I Tabla 16). 

 

Concentración 
Nominal Control  50 µgCu/L  100 µgCu/L  150 µgCu/L  

Tiempo Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 7,8 7,0±0,1 7,7 7,4±0,0 7,7 7,3±0,0 7,7 7,0±0,1 

OD (mg/L) 
 8,2 8,0±0,1 8,2 8,0±0,1 8,3 8,2±0,1 8,3 8,1±0,0 

Dureza (mgCaCO 3/L) 90 110±10 100 110±10 100 100±10 100 100±10 

Conduct. (µS/cm) 341 366±10 334 383±14 333 364±9 344 359±3 

N-NH4
+ (mg/L)  0 1,0±0,1 0 1,5±0,2 0 0,8±0,2 0 1,1±0,2 

CE (µg/L) <5 <5 40 28 85 64 122 92 

CP (µg/L) <5 34 74,5 107 

Supervivencia (%) -- 94±6 -- 94±6 -- 92±8 -- 70±24 

 
Tabla 5.9: Parámetros fisicoquímicos (n=1-5), concentraciones efectivas de cobre (CE, n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones del metal en MWH. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
 

El efecto observado del Cu sobre el crecimiento (expresado como biomasa) fue 

concentración dependiente.  Si bien el peso de los animales correspondientes al grupo 

control y el de los expuestos a la menor concentración de Cu (34 µg/L) incremento en 

relación al del grupo inicial, dicho aumento no fue significativo, en tanto que los 

anfípodos expuestos a 74,5 y 107 µg/L mostraron una pérdida de peso significativa 

(17% y 38% respectivamente), con respecto al grupo inicial (Fig. 5.9.A). 

En relación a la longitud, sólo se observó un incremento significativo de este 

parámetro respecto al grupo inicial, en los animales del grupo control y en los 

expuestos a 107 µg/L con (Fig. 5.9.B). 
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El patrón de variación del IMC observado fue el mismo que para la biomasa. Los 

animales expuestos a 34 µg/L presentaron un IMC equiparable al control (Fig. 5.9.C). 

En los grupos expuestos a 74,5 y 107 µgCu/L si bien los animales no se diferenciaron 

en longitud de los controles, perdieron peso de manera significativa, lo cual se ve 

claramente reflejado en el menor valor del IMC. Estos resultados demuestran que el 

efecto del Cu sobre el estado general de los animales incrementó con la concentración 

de exposición. 
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Fig. 5.9. Valores promedio ± 
EEM del peso (A), la longitud 
(B) y el IMC (C) de juveniles 
de H. curvispina expuestos a 
diferentes concentraciones de 
Cu en MHW. 

*: indica diferencias 

significativas con el grupo 
inicial. 
 
#: indica diferencias 
significativas con 74,5µg/L. 
 
a: indica diferencias 
significativas con 107µg/L. 
 
Nivel de significancia  p<0,05. 
 



Capítulo 5 Anabella Giusto 

94 

 

5.4.1.7 Evaluación de la toxicidad del Cu en solución sobre machos 
mayores: efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y 
acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cu-3) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

6,47±0,46 (n=20). 

Los parámetros físico-químicos y concentraciones medidas de cobre a tiempo inicial y 

final en los medios de ensayo se muestran en la Tabla 5.10. 

Las concentraciones medidas de Cu de menor a mayor fueron, 86 y 77% de los 

valores nominales en el tiempo de experimentación inicial y presentaron una 

disminución de 1,4 y 1,3 veces, respectivamente, a tiempo final de exposición. En 

consecuencia las concentraciones nominales 100 y 150 µgCu/L, fueron expresadas 

como 73 y 101 µgCu/L, respectivamente. 

 

En estas condiciones experimentales no se observaron diferencias significativas en la 

sobrevivencia de los anfípodos expuestos a las diferentes concentraciones de ensayo 

(Tabla 5.10. y Anexo I Tabla 20). 

 

Concentración 
Nominal Control  100 µgCu/L  150 µgCu/L  

Tiempo Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 7,5 7,5±0,0 7,5 7,5±0,1 7,6 7,6±0,1  

OD (mg/L) 
 7,5 5,9±0,2 7,5 6,1±0,3 7,5 6,3±0,2 

Dureza (mgCaCO 3/L) 100 100±10 90 110±0 90 100±0 

Conduct. (µS/cm) 373 326±8 353 322±5 362 318±5 

N-NH4
+ (mg/L)  0 2,6±0,5 0 1,8±0,2 0 2,5±0,2 

CE (µg/L) <5 <5 86 60 115 87 

CP (µg/L) <5 73 101 

Supervivencia (%) -- 90±0 -- 85±7 -- 85±7 

 

Tabla 5.10: Parámetros fisicoquímicos (n=1-2), concentraciones efectiva de cobre (CE, n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de machos mayores de H. curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones del metal en MHW. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
 

El crecimiento de los machos mayores, tanto en biomasa como en longitud, no se vio 

afectado por la exposición a Cu (Fig. 5.10. A y B). En la Fig. 5.10. A, si bien se observa 
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una tendencia a la disminución del peso en los animales expuestos a la mayor 

concentración del metal, la diferencia no fue significativa. Contrariamente, el IMC 

reflejó diferencias significativas entre los anfípodos del grupo control y los expuestos a 

101 µg/L (Fig. 5.10. C). Por lo tanto en este caso, solo el IMC permitió discriminar 

efectos del metal a esta concentración sobre el estado general de los animales. 
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Fig. 5.10. Valores promedio ± 
EEM del peso (A), la longitud 
(B) y el IMC (C) de machos 
mayores de H. curvispina 
expuestos a diferentes 
concentraciones de Cu en 
MHW. 

*: indica diferencias 

significativas con el grupo 
control. 
 
Nivel de significancia  p<0,05. 
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El contenido de cobre en el tejido de machos mayores (Mm)  expuestos por 10 días a  

Cu en MHW se muestra en la Tabla 5.11. 

 

CP Control 73 µgCu/L  101 µgCu/L 

Mm 106 ± 10 
n=3 

205 ± 52 
n=3 

246 ± 39 (*) 
n=3 

 
Tabla 5.11: Contenido de Cu en tejido (µgCu/g PS) en machos mayores (Mm). Valores 
expresados como promedio ± DE. CP: concentración efectiva promedio. Límite de detección 5 
µgCu/L. (*): indica diferencias significativas en relación al control. 
 

Los resultados de la carga corporal de cobre revelaron que el período de exposición 

fue lo suficientemente largo para acumular cobre en el tejido de los animales en 

concentraciones detectables. La incorporación de cobre en tejido incrementó con la 

concentración de exposición, siendo significativamente más elevada en el tratamiento 

de mayor concentración en relación al grupo control. 

 

En la siguiente figura (5.11) se observa el incremento de la carga de Cu en tejidos 

como porcentaje del control. 
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Figura 5.11: Acumulación porcentual de Cu en tejidos en machos de H. curvispina luego de 10 
días de exposición a Cu en MHW. 
 
Dicho incremento fue de un 94% y un 132% para 73 y 101 µgCu/L, respectivamente. 
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5.4.2 Ensayos con Hyalella pseudoazteca 

 

5.4.2.1 Determinación de las concentraciones letales de Cu en 
Juveniles (Ensayo J-1) 
 

Las concentraciones efectivas determinadas a tiempo final de ensayo y las 

concentraciones de metal en tejido se muestran en la Tabla 5.12. Debido a que no fue 

posible determinar las concentraciones efectivas a tiempo inicial los resultados del 

ensayo corresponden a valores nominales. 

 

Concentración 
Nominal Tiempo  pH OD 

(mg/L) 
Dureza 

(mgCaCO3/L) 
CE 

(µg/L) 
Concentración  

en tejido 
0 µgCu/L Inicial 

Final 
7,5 

7,7±0,0 
7,6 

7,5±0,1 
90 
90 

----- 
<0,02 

----- 
170 

50 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
7,8±0,0 

7,8 
7,4±0,1 

90 
100 

----- 
50 

----- 
350 

100 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
7,8±0,0 

7,8 
7,4±0,1 

90 
100 

----- 
120 

----- 
440 

200 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,7 
7,9±0,0 

7,5 
7,3±0,1 

90 
90 

----- 
170 

----- 
520 

400 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,8 
7,8±0,1 

7,8 
7,2±0,1 

90 
90 

----- 
340 

----- 
750 

600 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,6 
7,8±0,0 

7,7 
7,1±0,1 

90 
90 

----- 
500 

----- 

800 µgCu/L  Inicial 
Final 

7,8 
7,8±0,0 

7,6 
7,1±0,1 

90 
100 

----- 
750 

----- 

 
Tabla 5.12: Ensayo realizado con juveniles de H. pseudoazteca en MHW. Parámetros 
fisicoquímicos (n=1-3), valores expresados como media ± DS. Concentraciones de cobre 
efectivas (CE; n=1) determinadas a tiempo final de ensayo y concentración de Cu en tejido 
para individuos sobrevivientes (µgCu/g peso seco). 
 

En la Tabla 5.13 se observan los valores de las concentraciones letales de cobre 

(CL10 y CL50 en µgCu/L) a las 24, 48, 72 y 96 h de exposición en agua 

moderadamente dura (MHW) para juveniles de H. pseudoazteca. Los  valores de CL10 

y CL50 para las 24 h no pudieron ser estimados.  
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Horas CL10 LCI-LCS CL50 LCI-LCS Pendiente Ordenada 
al origen Chi 2 

24 <50 ----- >400 -----    

48 104 67-138 311 254-379 2,69 -1,71 0,9 

72 69 39-98 210 163-261 2,64 -1,13 3,8 

96 58 34-82 174 134-216 2,69 -1,03 1,5 

 
Tabla 5.13: Concentraciones letales (CL10 y CL50) en µgCu/L a diferentes tiempos de 
exposición en agua moderadamente dura (MHW) para juveniles de H. pseudoazteca. LCI, LCS: 
límites de confianza inferior y superior (N total=210). 
 

Como fue descripto en la Sección Materiales y Métodos del presente capítulo, se 

realizaron varios experimentos en MHW, utilizando a H. pseudoazteca de diferentes 

estadios. 

En la Tabla 5.14 y Fig 5.12 se observan los porcentajes de sobrevivencia a los 4 y 10 

días de exposición, para el grupo control de cada ensayo realizado. 

 

Ensayo  Estadio N° 
organismos  

N° 
Tratamientos 

Intervalo 
(µg/L) 

SC (%) 
4 días 

SC (%) 
10 días 

J2 Juveniles 180 6 0-150 90 ± 10 67 ± 14 

J3 Juveniles 150 3 0-100 98 ± 4         88 ± 8 

M1 Machos 150 3 0-100 96 ± 9 84 ± 13 

M2 Machos 360 3 0-100  80 ± 14 53 ± 11 

M3 Machos 240 3 0-100 95 ± 5 65 ± 19 

M4 Machos 150 3 0-100 80 ± 14 59 ± 20 

 
Tabla 5.14: Experiencias realizadas con H. pseudoazteca expuestas a cobre en MHW. Se 
detalla edad utilizada, el Nº total de organismos empleados en el ensayo, el N° de 
Tratamientos , el Intervalo de concentraciones ensayadas y el porcentaje de sobrevivencia 
del grupo control (SC) a los 4 y 10 días de exposición. 
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Figura 5.12: Sobrevivencia (%) en función del tiempo de los grupos controles para los 
diferentes ensayos realizados de exposición a Cu en solución con H pseudoazteca. 
 

A los cuatro días de exposición, los controles correspondientes al 100% de los 

ensayos con juveniles y al 50% de los ensayos con machos, superaron el porcentaje 

de sobrevivencia requerido (90%) para la validez del bioensayo. En contraposición, 

luego de 10 días de exposición en ningún caso la sobrevivencia alcanzó el 90%. 

 

5.5 Discusión 

 

Ensayos con H. curvispina 

 

Parámetros fisicoquímicos 

 

En general, los parámetros de calidad del agua se mantuvieron constantes a lo largo 

de los experimentos. Los valores promedio de pH registrados presentaron como 

máximo una variación de 0,8 entre tiempo inicial y final de ensayo. El OD en algunos 

casos disminuyó durante la exposición estando siempre por encima de los niveles 

mínimos recomendados. Sólo en algunos experimentos se observó un escaso 

incremento en la concentración de la dureza y la conductividad. En general, para todos 

los ensayos realizados estos parámetros no presentaron variaciones entre 

tratamientos. En relación al nitrógeno amoniacal, el valor máximo determinado en los 
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experimentos con juveniles a tiempo final de ensayo fue de 1,5 mg/L, en tanto que con 

adultos los niveles llegaron a 3,3 mg/L. Esto probablemente se encuentre asociado a 

la mayor excreción de amonio por parte de los adultos en relación a los anfípodos de 

menor tamaño. Los valores de N-NH4
+ determinados se encontraron dentro del rango 

aceptable para la supervivencia de H. curvispina (ítem 4.4 del capítulo 4 y Anexo II). 

 

Estadio de los animales utilizados 

 

En la bibliografía existe escasa información sobre las etapas de crecimiento y 

desarrollo de H. curvispina, García (2009), en un seguimiento de crías obtenidas de 

hembras ovígeras colectadas en campo provenientes de dos cohortes (primavera y 

verano), propuso tres estadios de desarrollo identificables por la longitud corporal, 

neonatos o crías (de 0,88 a 2,3 mm; entre 0 y 21 días), juveniles (de 3,2 a 5 mm; entre 

35 y 70 días) y adultos (de 5,1 a 10mm). A su vez, también describió que si bien entre 

los 3 mm y los 5 mm en la mayoría de los casos aún no se evidenciaba dimorfismo 

sexual, existen individuos menores a 5 mm identificables como “adultos”. Peluso 

(2011) indicó intervalos de tamaño mayores que los reportados por García (2009) para 

el estadio de desarrollo correspondiente a juveniles, encontrando en organismos de 

hasta 35 días de edad un tamaño promedio de 4,97 mm, coincidiendo con el estado 

“adulto o núbile” propuesto por Lopretto (1983) para la especie H. pampena. Doyle 

(2007) consideró para individuos de H. curvispina provenientes de cultivo de 

laboratorio otros rangos de tamaño para definir edades (juveniles: entre 1,69 y 4,04 

mm; adultos: entre 3,37 y 8,61 mm). 

En el presente trabajo, los rangos de longitudes corporales asociadas a los diferentes 

estadios (juveniles y adultos) se encontraron en general en concordancia con los 

reportados por Doyle (2007), lo cual puede observarse en las longitudes promedio de 

los grupos iniciales de los diferentes experimentos detallados en la sección Resultados 

del presente capítulo. Cabe destacar que en ambos trabajos los anfípodos provinieron 

de cultivos de laboratorio y la longitud corporal de los mismos fue determinada con los 

animales en posición estirada. Además, no debe desestimarse que la población de 

origen de los cultivos de laboratorio utilizados por Doyle (2007) y los nuestros fue la 

del arroyo las Flores, contribuyendo ello indudablemente a disminuir la variablidad de 

intervalo de talla entre edades. Se pone en evidencia la necesidad de establecer 

rangos de talla por edad para cada población de origen de anfípodos a utilizar. 
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Ensayos con cadmio 

 

Sobrevivencia y crecimiento 

 

Con el fin de establecer niveles guía para cadmio asociados a la protección de la vida 

acuática, se determinó la sensibilidad de 21 géneros de organismos acuáticos en 

exposiciones crónicas y el género Hyalella se encontró entro los cuatro más sensibles 

(Mebane, 2006). La toxicidad del cadmio depende de la concentración del ion libre, 

que varía de acuerdo a la composición del medio de exposición. En este sentido, una 

compleja variedad de procesos bióticos y abióticos afectan la especiación del cadmio y 

su distribución medioambiental, incluyendo la adsorción y la desorción de las 

superficies minerales, incorporación en precipitados y coprecipitados, liberación a 

través de la disolución de minerales e interacción con plantas y microorganismos. 

Algunos de estos procesos pueden efectivamente aislar metales pesados del medio, 

mientras que otros pueden liberarlos transformados en diferentes especies que 

pueden ser más o menos biodisponibles, afectando la toxicidad sobre los organismos 

(Sorensen et al., 1985; Brown et al., 1999; Onyatta & Huang, 1999). 

Consecuentemente, el medio de dilución, las condiciones de ensayo (ej. dureza del 

agua, pH, temperatura, alimentación) y también, las especies, etapa del ciclo de vida 

de los organismos, estado de salud, etc, resultan en una gran variabilidad del efecto 

tóxico del cadmio. 

 

Para invertebrados de agua dulce, si la CL50 es considerada como punto final, la 

especie más sensible fue Hyalella curvispina en el estadio de neonato, (CL50 96 h de 

0,00171 mg/L), mientras que la más resistente fue Artemia salina (CL50 96h of 160 

mg/L) (Achiorno et al., 2010). La amplia variabilidad en los valores e CL50 reportados 

en la literatura, está relacionada no solo a la variabilidad interespecífica, sino también 

a las diferencias en las condiciones de ensayo, no siempre debidamente reportadas. 

Este contexto de variabilidad e incertidumbre, hacen las comparaciones más difíciles. 

En la Tabla 5.15 se resume información relevante de toxicidad por cadmio en 

anfípodos. 
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Especie Estadio CL50 Dureza 
(mgCaCO 3/L) Referencia 

H azteca  Juveniles grandes 
y adultos menores 

CL50-96h 
8 µgCd /L 34 

Nebeker et al. 
(1986) 

H azteca  Juveniles grandes 
y adultos jóvenes 

CL50-10d 
(dos ensayos) 

<2,8 y 6 µgCd /L 
34 

Nebeker et al. 
(1986) 

H azteca  Adultos 
CL50-15d 
5,6 µgCd/L 

145 
Shuhaimi-Othmann 
and Pascoe(2007) 

H azteca  Adultos 
CL50-96h 
13 µgCd/L 

145 
Milani et al. 

(2003) 

H azteca  Adultos 
CL50-28d 

5,66 µgCd/L 
162,7 

Stanley et al. 
(2005) 

H azteca  Neonatos 
(1 a11días) 

CL50-7d 
4,41 µgCd/L 

124 
Borgmann et al. 

(2005) 

H azteca  Neonatos 
(1 a11días) 

CL50-7d 
0,57 µgCd/L 

18 
Borgmann et al. 

(2005) 

H. curvispina Neonatos 
CL50-96h 

1,71 µgCd/L 
80 - 100 

García et al. 
(2010) 

H. curvispina  Juveniles 
CL50-10d 

14,52 µgCd/L 
80 - 100 

García et al. 
(2010) 

H. curvispina  Adultos 
(machos 5 a 10m) 

CL50-10d 
6,41 µgCd/L 

80 - 100 
García et al. 

(2010) 

 
Tabla 5.15: Información de CL50 de cadmio reportada para anfípodos. 
 

En el ensayo Cd-1 la mortalidad registrada en individuos juveniles de H. curvispina 

luego de 10 días fue del 45% a una concentración efectiva promedio (CP) de 11,25 

µgCd/L. Considerando la mortalidad registrada, dicha concentración sería cercana a 

una CL50 bajo estas condiciones de ensayo. Cabe destacar que la mortalidad 

informada se encuentra asociada a una concentración nominal de 20 µgCd/L. Por lo 

tanto, es importante considerar que los cálculos deberían ser realizados a partir de 

concentraciones efectivas, dado que reflejan mejor las condiciones reales de 

exposición y son en general más conservativas al momento de reportar niveles de 

sensibilidad de las especies en estudio. Los valores de mortalidad determinados en 

este trabajo se encuentran en el orden de los reportados por García et al. (2010) 

(CL50 (10 días)= 14,52 µgCd/L; concentración nominal) para juveniles de la misma 

especie en ensayos realizados en condiciones estáticas (Tabla 5.15). García (2009) en 

su Tesis Doctoral mencionó que probablemente la CL50 resultaría menor aún que la 
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reportada, considerando que en su trabajo ha sido informada en base a 

concentraciones nominales. En relación a los machos adultos García et al. (2010) 

informaron una CL50 (10 días)= 6,41 µgCd/L (concentración nominal), siendo este 

valor considerablemente menor que el porcentaje de mortalidad determinado para el 

mismo estadio (y rango de longitud) de H. curvispina en el presente trabajo (Ensayo 

Cd-3; 33% de mortalidad a una concentración efectiva de 13,5 µgCd/L). Sin embargo, 

debe tenerse en consideración que los anfípodos utilizados por estos autores 

provienen de recolecciones realizadas en el campo, mientras que los empleados en 

este estudio son originarios de cultivo de laboratorio (indoor). A sido informado en 

diversos trabajos que la sensibilidad de los organismos se ve afectada por el origen 

diferencial de los animales empleados en los bioensayos (Kater et al., 2000; Menchaca 

et al., 2010). 

 

Sobre una base de datos de toxicidad comparativa de distintas sustancias químicas a 

diferentes etapas del ciclo de vida de invertebrados acuáticos, Hutchinson et al. (1998) 

mostraron el siguiente orden de sensibilidad: larvas>juveniles>adultos. Particularmente 

para el Cd, estos autores encontraron en general que los juveniles presentaron una 

mayor sensibilidad  que las larvas o adultos. Los resultados del presente trabajo 

indicaron que a concentraciones de Cd comparables (11,25; 12,5 y 13,5 µgCd/L) la 

sobrevivencia de juveniles (55%) fue semejante a la de los machos menores (53%) y 

menor que la de los machos mayores (67%). En experimentos realizados por King et 

al. (2006) donde juveniles y adultos de distintas especies de anfípodos fueron 

expuestos a Cu y Zn en medio acuoso, los juveniles fueron más sensibles a ambos 

metales que los adultos, a pesar del corto periodo de exposición (96 h y 10 días). 

Contrariamente, García et al. (2010) reportaron que los juveniles de H. curvispina 

fueron menos sensibles que los adultos. Collyard et al. (1994) en la evaluación de la 

toxicidad de cinco sustancias incluido el Cd, reportaron que los valores CL50 96 h 

variaron en un 50% o menos entre las diversas clases de edad en Hyalella azteca. 

 

Si se analizan comparativamente los resultados obtenidos en el presente trabajo para 

los diferentes estadios del ciclo de vida, es importante notar que para juveniles (J; 

Ensayo Cd-1) y machos jóvenes (Mj; Ensayo Cd-2) fueron hallados efectos 

cuantificables sobre la supervivencia y el crecimiento (como longitud y biomasa) sólo a 

las concentraciones de Cd más altas ensayadas (11,25 y 13,5 µg/L, respectivamente). 

Por lo tanto, en fase acuosa bajo estas condiciones experimentales, supervivencia y 
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crecimiento fueron indicadores de toxicidad por Cd igualmente sensibles para estos 

estadios de H. curvispina.  

A su vez, tanto para J como para Mj el Índice de Masa Corporal (IMC) mostró 

diferencias significativas entre el grupo expuesto a la mayor concentración de Cd y el 

resto de los tratamientos, en contraste a lo observado en general con la longitud y 

biomasa evaluadas por separado, donde con excepción del peso seco en Mj, estos 

parámetros no se diferenciaron significativamente entre la concentración intermedia de 

exposición y la más elevada (Figs. 5.3 A, B, C y 5.4 A, B y C). Por lo tanto en relación 

a los restantes parámetros de crecimiento determinados, el IMC permitió una mejor 

discriminación entre tratamientos. 

Con respecto a los machos mayores (Mm; Ensayo Cd-3), si bien se observó 

mortalidad en la máxima concentración ensayada, esta no fue significativa en relación 

al control. Los parámetros de crecimiento evaluados, tampoco se vieron afectados por 

exposición al Cd. 

Una posible interpretación de estos resultados estaría asociada a la menor 

vulnerabilidad de los individuos mayores con periodos de intermuda más largos. La 

ausencia de resultados pone un alerta sobre la resistencia por tamaño y no por edad. 

 

Concentración en Cd en tejidos 

 

Dentro de los parámetros evaluadores de efecto, varios autores han sugerido como 

preferible el uso de la concentración de los contaminantes en la biota, a la 

concentración de los mismos en agua o sedimento. Esto se fundamenta 

principalmente en que la concentración en tejidos frecuentemente puede predecir 

mejor los efectos biológicos debido a que los factores que afectan la biodisponibilidad 

de las sustancias químicas ya han sido tenidos en consideración (Borgmann & 

Norwood, 1997). 

Los procesos de acumulación de metales en invertebrados dependen de una variedad 

de factores intrínsecos y extrínsecos, pero la anatomía funcional de los órganos 

digestivos y el epitelio branquial, como también la fisiología de un organismo, juegan 

roles dominantes en el control de los procesos de acumulación (Dallinger, 1994). 

La acumulación, regulación y toxicidad del cadmio ha sido abordada por varios 

autores. En invertebrados tales como Eisenia fetida, Nereis virens, Gammarus 

zaddachi, G. salinus y H. azteca, el Cd en fase acuosa mostró un rápido ingreso que 

incrementó con el tiempo y la concentración de exposición (Shuhaimi-Othman & 

Pascoe, 2007; Shuhaimi-Othman et al., 2002). En ensayos de exposición crónica a 
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cadmio, H. azteca no mostró signos de efecto toxico a concentraciones de Cd en 

tejidos de 23 µgCd/g PS o menores; concentraciones entre 28 y 62 µgCd/g PS 

estuvieron o no asociadas a letalidad dependiendo del medio de ensayo; mientras que 

concentraciones de 76 µgCd/g PS o superiores resultaron  siempre tóxicas (Borgmann 

et al., 1991). Adultos de H. azteca expuestos por 5 días a 5,8 µgCd/L (concentración 

correspondiente a CL50 15 días) en agua dura, mostraron una carga corporal de Cd 

cercana a 50 µgCd/g PS (Shuhaimi-Othmann & Pascoe, 2007). Para 28 días de 

exposición a 5 µgCd/L en agua dura Stanley et al. (2005) hallaron en H. azteca valores 

de carga corporal de Cd de 41,18 µgCd/g PS, siendo la concentración de exposición 

del orden de la CL50.  

La acumulación de Cd registrada en juveniles de H. curvispina fue de dos a tres veces 

mayor que aquellas reportadas para H. azteca expuesta a concentraciones 

comparables (80 y 140 µgCd/g PS para 2,5 y 5,25 µgCd/L, respectivamente). A pesar 

de la elevada acumulación del metal en tejido hallada a estas concentraciones, la 

carga corporal de Cd promedio en H. curvispina (219 µgCd/g PS) asociada a una 

disminución de la supervivencia fue observada sólo a la máxima concentración de 

exposición (11,25 µgCd/L). Por lo tanto, en función de los resultados obtenidos, puede 

asumirse que en juveniles de H. curvispina valores de carga corporal de Cd > 200 

µgCd/g PS están relacionados a una elevada mortalidad (Tabla 5.3, Fig. 5.3). 

Para machos jóvenes y machos mayores, a concentraciones de exposición de Cd 

cercanas a 2 se registraron concentraciones de Cd en tejidos de 48 y 37 µgCd/g PS, 

respectivamente; mientras que para concentraciones próximas a 5 µgCd/L la 

acumulación de Cd fue de 90 y 60 µgCd/g PS. Comparativamente, el cadmio 

acumulado en tejidos de adultos de H. curvispina fue 1,2 a 1,5 veces mayor que los 

valores previamente reportados para adultos de H. azteca expuestos a 

concentraciones de Cd cercanas a 5 µgCd/L. Por lo tanto individuos adultos de H. 

curvispina presentaron una mayor tolerancia a concentrar Cd en tejido que la 

reportada para H. azteca  del mismo estadio. A su vez, en machos jóvenes una carga 

corporal de Cd de 180 µgCd/g PS (concentración de exposición 13,5 µgCd/L) estuvo 

asociada a una mortalidad cercana al 50%; en tanto que para machos mayores 

expuestos a 12,5 µgCd/L la acumulación de Cd fue de 114 µgCd/g PS, en la que si 

bien se registró mortalidad (33%), esta no fue significativamente mayor  en relación al 

control.  

La carga corporal de Cd registrada en juveniles, machos jóvenes y machos mayores 

de H. curvispina aumentó marcadamente con la concentración de exposición y 

disminuyó con el incremento de la talla y edad (Tabla 5.6;  Fig. 5.6). Esto es 
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consistente con lo reportado por Pastorino et al. (2009) para el anfípodo 

Echinogammarus marinus, quienes informaron que la etapa del ciclo de vida influyó 

significativamente en la absorción y acumulación de Cd y Zn. La carga corporal de 

ambos metales fue mayor en neonatos que en juveniles y estos a su vez acumularon 

más carga que los adultos. Resultados similares fueron obtenidos para el anfípodo 

Gammarus locusta (Correia et al., 2004) donde los juveniles acumularon niveles más 

altos de zinc que los adultos. 

 

Este es el primer reporte de carga corporal de Cd en H. curvispina y puede inferirse 

del presente estudio que esta especie posee capacidad de concentrar elevadas  

cantidades de Cd en sus tejidos. 

 

Ensayos con cobre 

 

Concentración Letal 50 

 

En la Tabla 5.8 se observan los resultados de las CL50 calculadas a los diferentes 

tiempos para juveniles de H. curvispina. La CL50 (96 h) fue de 301 µgCu/L (valor 

efectivo), en tanto que el valor de CL50 (10 días) fue de 200 µgCu/L (valor efectivo) 

(Ensayo Cu-1). García (2009) y Peluso (2011) informaron para juveniles de la misma 

especie valores de CL50 (96 h) de 194 µgCu/L y 116 µgCu/L, respetivamente. A su 

vez García reportó una CL50 (10 días) de 155 µgCu/L, encontrándose en el orden de 

la obtenida en el presente estudio. 

Como se mencionó previamente, variaciones en las condiciones de exposición en los 

bioensayos generan un amplio intervalo de valores de CL50 para las mismas especies 

o especies relacionadas. Los valores de CL50 96 h determinados estuvieron dentro del 

mismo orden de magnitud, sin embargo el valor aquí obtenido luego de 96 h de 

exposición, fue más elevado. Considerando que en los tres casos se utilizó el mismo 

medio de dilución (MHW), la diferencia podría ser explicada por el origen diferencial de 

los individuos de H. curvispina utilizados, dado que fueron obtenidos de cultivos 

diferentes, e incluso, en el caso de García (2009) los animales provienen de colectas 

realizadas en el campo. En este sentido, y al igual que en lo mencionado 

anteriormente para el cadmio, en la literatura se registra un amplio rango de CL50 en 

relación a las condiciones de ensayo. Borgmann et al. (2005) obtuvieron valores de 

CL50 (7 días) con individuos de 1-11 días de edad de 56 µgCu/L nominal (36 µgCu/L 
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efectiva) en agua blanda (18 mgCaCO3/L), en tanto que con agua dura (124 

mgCaCO3/L), los valores obtenidos fueron 121 µgCu/L (nominal) y 90 µgCu/L 

(efectiva). Milani et al. (2003) reportaron para la misma especie una CL50 (96 h) de 

210 µgCu/L en un bioensayo realizado con agua dura (120-140 mgCaCO3/L). En tanto 

que Shuhaimi-Othmann & Pascoe (2007) informaron una CL50 (15 días) de 182 

µgCu/L para adultos de H. azteca en agua dura (145 mgCaCO3/L). 

 

Sobrevivencia y Crecimiento 

 

En relación a los ensayos de crecimiento las concentraciones experimentales 

resultaron de carácter subletal tanto para juveniles como para machos mayores 

(Ensayos Cu-2 y Cu-3). Esto es esperable particularmente en el ensayo Cu-2, dado 

que las concentraciones de exposición fueron seleccionadas a partir de la CL50 de 

juveniles en el ensayo Cu-1. 

A diferencia de los resultados obtenidos con el cadmio, sobrevivencia y crecimiento no 

fueron parámetros indicadores de toxicidad similares. 

En el ensayo con individuos juveniles, fueron observados efectos sobre la biomasa en 

las dos concentraciones más elevadas (74,5 y 107 µgCu/L), a su vez, dicho efecto fue 

concentración dependiente (Fig. 5.9 A). Estos resultados indican una importante 

inhibición sobre el crecimiento. La disminución en la biomasa puede deberse a 

diversos factores, tal como disminución en la alimentación,  incremento en la 

producción de heces o detención del proceso de muda (Borgmann & Norwood, 1997). 

En este bioensayo la longitud no se vio afectada por la presencia del Cu. El IMC indicó 

un claro efecto sobre los animales expuestos a las mayores concentraciones del 

metal. 

En el caso del experimento con machos mayores, al igual que en el ensayo con Cd, no 

se registraron efectos sobre la longitud y la biomasa de los anfípodos tratados con Cu 

en relación al grupo control. Sin embargo, el IMC como parámetro integrador del 

estado general de los animales indicó diferencias significativas entre el grupo control  y 

el expuesto a 101 µgCu/L, permitiendo nuevamente discriminar efectos que no llegan 

a ser registrados con los parámetros tradicionales (longitud y biomasa) evaluados por 

separado. 

Si bien la longitud es uno de los puntos finales más comúnmente utilizado como 

parámetro tradicional de evaluación de efecto en ensayos de subletalidad, en los 

experimentos aquí presentados de exposición a Cu la biomasa, pero en particular el 
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IMC, fueron más sensibles que la longitud como indicadores de efecto subletal (Figs. 

5.9 y 5.10; Tablas 5.9 y 5.10). 

Contrariamente, Borgmann & Norwood (1997) en ensayos de exposición crónica a Cu 

con H. azteca, informaron que el indicador más sensible de efecto fue la supervivencia 

y que no observaron efectos sobre el crecimiento y la reproducción en 

concentraciones que no hayan causado también mortalidad significativa. Sin embargo, 

en experimentos de exposición crónica a metales con Daphnia magna se informó que 

frecuentemente la alteración en la reproducción fue un indicador más sensible de 

toxicidad que la mortalidad (Borgamann et al., 1989). 

 

Concentración de Cu en tejidos  

 

A diferencia del cadmio que es un metal no esencial con concentraciones acumuladas 

esperadas que varían sólo en concordancia con las diferencias de biodisponibilidad 

(Marsden et al., 2003) el cobre es un metal traza esencial con potencial para variar su  

concentración en tejidos debido a los diferentes requerimientos fisiológicos, a la etapa 

de desarrollo, género y estado reproductivo, así como la biodisponibilidad.  

En H. azteca, luego de 10 semanas de exposición en agua adicionada con Cu, el 

metal fue completamente regulado (Borgmann & Norwood, 1997). La concentración en 

tejido más alta no tóxica fue 95 µg/g PS en animales expuestos a 18 µg/L nominal 

(16,7 µg/L efectiva), mientras que la concentración tóxica más baja fue de 88 µg/g PS 

en anfípodos expuestos a 32 µg/L nominal (25,4 µg/L efectiva). La cantidad de Cu 

acumulado en ninguno de los casos difirió significativamente de la carga corporal de 

Cu de los animales control (79 µg/g de PS). Sin embargo en exposiciones más cortas 

(una semana) con adultos, los animales expuestos a 5,6 µgCu/L nominal (4,28 µgCu/L 

efectiva) acumularon 122 µgCu/g PS y en una concentración de 180 µgCu/L nominal 

(124 µgCu/L efectiva) acumularon 288 µgCu/g PS. La carga corporal de Cu desde la 

menor concentración de exposición fue significativamente más elevada que en el 

control (98 µgCu/g PS). Por lo tanto, las diferencias observadas en la regulación de Cu 

parecen estar asociada para esta especie, al menos en parte, a la duración del tiempo 

de exposición. Sus resultados sugieren que la concentración de Cu en H. azteca 

expuesta bajo condiciones crónicas en laboratorio, no puede ser usada para inferir 

presencia o ausencia de toxicidad por este metal. Sin embargo, exposiciones por un 

período de tiempo corto resultaron en una elevada acumulación de Cu a 

concentraciones muy por debajo de aquellas que causan toxicidad crónica. Por lo 

tanto, este tipo de estudios a corto plazo, podrían ser utilizados potencialmente como 
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indicadores de toxicidad crónica de Cu. Sin embargo, la relación entre la acumulación 

del metal y la toxicidad no es sencilla, y puede estar relacionada a las vías de 

captación relativa y a las particularidades fisiológicas de las especies prueba 

(Borgmann, 2003; Simpson, 2005; Simpson & King, 2005). En individuos adultos de H. 

azteca expuestos por 5 días a 148 µgCu/L (concentración correspondiente a la CL50 

15 días) en agua dura, se observó que la acumulación de Cu en tejidos incrementó 

con el tiempo de exposición. La carga corporal de Cu a tiempo final de ensayo fue 

cercana a 200 µgCu/g PS (Shuhaimi-Othmann & Pascoe, 2007). 

Las concentraciones de Cu en tejidos en machos mayores de H. curvispina (205 y 246 

µgCu/g PS para concentraciones efectivas de 73 y 101 µgCu/L, respectivamente) se 

encontraron en el orden de las reportadas para adultos de H. azteca en exposiciones 

de tiempo similares. Por lo tanto, a diferencia de los resultados obtenidos para Cd 

(donde H. curvispina tolera mayor carga del metal en tejido que H. azteca) individuos 

adultos de H. curvispina presentaron una tolerancia similar a concentrar Cu en tejido a 

la reportada para H. azteca  del mismo estadio. Cabe destacar que un incremento de 

la carga corporal de Cu del 132% no afectó la sobrevivencia de los anfípodos, pero se 

encontró asociada a una disminución del IMC. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan el primer reporte de carga 

corporal de Cu en H. curvispina. 

 

Ensayos con Hyalella pseudoazteca 

 

El valor de la CL50 (96 h) determinado para H. pseudoazteca se halla  dentro del 

rango reportado para H. azteca (Borgman y Norwood, 1997; Milani et al., 2003) y H. 

curvispina (García et al. 2010; Peluso 2011). Sin embargo en el presente trabajo es 

inferior al reportado para esta última especie (CL50 96 h= 301 µgCu/L; valor efectivo), 

bajo exactamente las mismas condiciones experimentales. Por lo tanto, juveniles de H. 

pseudoazteca resultaron ser más sensibles que juveniles de H. curvispina en 

exposiciones a Cu en medio acuoso.  

La Tabla 5.12 muestra los valores de Cu en tejido medidos en los sobrevivientes a 96 

horas de exposición a concentraciones crecientes de Cu, entre 0 y 400 µg/L. Bajo 

nuestras condiciones experimentales, la incorporación de Cu mostró una tendencia a 

incrementarse con la concentración. Como se mencionó previamente, el mismo efecto 

fue observado en machos mayores de H. curvispina expuestos 10 días a Cu en medio 

acuoso. 
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En relación al resto de los experimentos realizados con H. pseudoazteca (todos de 10 

días de duración), tanto juveniles como machos no cumplieron con las condiciones 

mínimas para su validación (Tabla 5.14). Si bien luego de 96 h de exposición la 

sobrevivencia de los animales control en el estadio juvenil superó el 90%, luego de 10 

días, en ningún caso (ni juveniles ni machos) la sobrevivencia alcanzó el porcentaje 

requerido para la validez del bioensayo. 

Por lo tanto bajo estas condiciones experimentales, solo el estadio juvenil de H. 

pseudoazteca resultaría confiable para su uso en bioensayos de toxicidad en 

experimentos de corta duración (96 h), donde los objetivos estén orientados a evaluar 

efectos agudos de diferentes tóxicos sobre estos organismos. Sin embargo, debe 

tenerse en cuenta el sesgo que podría existir sobre los resultados debido a la marcada 

sensibilidad de H. pseudoazteca en exposiciones en matriz acuosa, incremento el nivel 

de incertidumbre. Por otro lado, si el objetivo es obtener indicadores más sensibles y 

representativos mediante estudios subcrónicos, esta especie no es recomendable, 

debido a que es de fundamental importancia contar con un control que garantice la 

confiabilidad de los resultados. 

 

5.6 Conclusiones 

 

� Supervivencia y crecimiento fueron indicadores similarmente sensibles de 

toxicidad por Cd para juveniles y machos menores en H. curvispina. 

 

� A diferencia de los resultados obtenidos con cadmio, para el Cu, los 

parámetros de crecimiento fueron indicadores de toxicidad más sensibles que 

la sobrevivencia en juveniles y machos mayores de H. curvispina. 

 

� En general, tanto en la evaluación de sobrevivencia como crecimiento, los 

juveniles de H. curvispina resultaron más sensibles a ambos metales que los 

machos. 

 

� El IMC permitió una mejor discriminación entre tratamientos en relación a los 

restantes parámetros de crecimiento determinados. 

 

� H. curvispina mostró una significativa capacidad de acumular Cd y Cu en 

tejidos. En particular para el Cd, los juveniles incorporaron una mayor 
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concentración del metal que los adultos. Debería considerase el potencial de 

biomagnifiación a través de la cadena alimentaria a los niveles tróficos 

superiores, lo que representaría un potencial riesgo ecotoxicológico. 

 

� Bajo las condiciones experimentales H. curvispina probó ser sensible a 

concentraciones de Cd y Cu ecológicamente relevantes. Los resultados 

reafirman su importancia como una especie adecuada para ensayos de 

evaluación ecotoxicológica en cuerpos de agua dentro de su área de 

distribución. 

 

� H. pseudoazteca no es recomendada para ensayos en matriz acuosa. 

 

� Juveniles de H. pseudoazteca luego de 96 h de exposición mostraron una 

significativa capacidad de acumular Cu en tejidos y resultaron más sensibles 

que juveniles de H. curvispina en exposiciones a Cu en medio acuoso. 
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CAPITULO 6 
 

TOXICIDAD DE COBRE Y CADMIO EN 
SEDIMENTO: EFECTOS SOBRE  

LA SOBREVIVENCIA, EL CRECIMIENTO Y 
CONCENTRACIÓN DE METALES EN TEJIDO 

 

 

6.1 Introducción 

 

La información sobre la sensibilidad de organismos bentónicos a los contaminantes en 

sedimentos, es obtenida a partir de pruebas de toxicidad con sedimentos 

contaminados natural y artificialmente. Mientras que los ensayos de exposición en 

matriz acuosa evalúan la tolerancia de los organismos a contaminantes disueltos, los 

de toxicidad de sedimento completo exponen a los mismos a contaminantes ligados a 

las partículas de sedimento, al agua de poro y al agua sobrenadante (Ingersoll et al. 

1997; Batley et al. 2002; ASTM, 2003). La acumulación y toxicidad de los metales del 

sedimento y del agua de poro asociada sobre los organismos, se encuentra 

influenciada por un número de parámetros físico-químicos (abióticos) y biológicos 

(bióticos). Por lo tanto, las pruebas de toxicidad son una manera conveniente y 

adecuada de reflejar  la fracción biodisponible de un contaminante, que puede ser muy 

diferente de la cantidad total determinada por el análisis químico (Hill et al., 1993). 

En las últimas décadas, se han realizado importantes esfuerzos por parte de 

científicos y autoridades para determinar la ecotoxicidad de sedimentos. Así, se han 

desarrollado diversos ensayos con especies bentónicas, siendo los anfípodos 

usualmente elegidos como organismos prueba (ASTM, 1995; USEPA, 2000). 

La mayoría de las numerosas Guías de Calidad de Sedimentos (SQGs) fueron 

desarrolladas para asistir a los entes reguladores basados en datos obtenidos en 

América del Norte (Burton, 2002). La aplicabilidad específica de los SQGs a una 

región geográfica particular es incierta, debido a las diferencias en la geografía (ej. 

temperatura, salinidad, formación geológica), en la sensibilidad y composición de 

especies y en la biodisponibilidad de poluentes. Esto refleja la necesidad de generar 
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una base de datos para especies nativas, por lo tanto, los estudios ecotoxicológicos 

son requeridos para verificar la aplicación de los SQGs bajo condiciones locales. En 

este sentido, este trabajo presenta los primeros resultados de efectos por exposición a 

sedimentos adicionados con Cd y Cu en especies de anfípodos de agua dulce del 

hemisferio sur. 

En relación a los SQG, en términos generales hay dos niveles umbrales, uno debajo 

del cual raramente ocurren efectos [ej: nivel de efecto más bajo (LEL), nivel umbral de 

efecto (TEL), umbral de efecto mínimo (MET), rango bajo de efecto (ERL), con un 

valor nivel de consenso (TEC)], y un valor por encima del cual probablemente se 

produzcan efectos [ej: umbral de efecto tóxico (TET), nivel de efecto severo (SEL), 

nivel de efecto probable (PEL), rango medio de efecto (ERM), con un valor nivel de 

consenso (PEC)]. Para el Cd, el valor de TEC  es 0,99 mgCd/Kg SS y el PEC es 4,98 

mgCd/Kg SS; en tanto que para el Cu TEC es 31,6 mgCu/Kg SS y PEC 149 mgCu/Kg 

SS (MacDonald et al., 2000; Burton, 2002). A su vez en muestras ambientales, las 

concentraciones de Cd y Cu en cuerpos de agua poluidos de áreas periurbanas de 

Argentina, llegan a valores en sedimentos de 3,2 mgCd/Kg SS y 136,2 mgCu/Kg SS, 

respectivamente (Ronco et al., 2008). 

 

El presente trabajo pretende aportar datos sobre la sensibilidad de diferentes estadios 

de H. curvispina y H. pseudoazteca a cadmio y cobre (tóxicos referentes) en 

concentraciones cercanas a los Niveles Guía de Calidad de Sedimento establecidos 

para América de Norte y esperadas en cuerpos de agua poluidos de la Provincia de 

Buenos Aires. 

 

6.2 Objetivos 

 

• Evaluar supervivencia, crecimiento (como longitud y bioamasa) y carga 

corporal de Cd y Cu en dos estadios de Hyalella curvispina expuestos a 

sedimentos adicionados y agua de poro proveniente del mismo (sólo para Cu), 

bajo condiciones experimentales fijadas.  

 

• Evaluar la sensibilidad a Cu en dos estadios de H. pseudoazteca  expuestos a 

sedimentos adicionados (procesados y completos), utilizando como parámetros 

evaluadores de efecto supervivencia, crecimiento y concentración de Cu en 
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tejidos. Se pretende evaluar la utilidad de la especie como organismo prueba 

en bioensayos de toxicidad con matriz sólida. 

 

• Investigar la utilidad del Índice de Masa Corporal (IMC) como nuevo parámetro 

evaluador de efecto en estas condiciones experimentales. 

 

6.3 Materiales y Métodos 

 

En el presente capítulo se detallan los estudios realizados con H. curvispina y H. 

pseudoazteca utilizando como matriz de ensayo sedimento (procesado y completo) y 

agua de poro. 

 

6.3.1. Ensayos con sedimento procesado 

 

El sedimento fue recolectado del arroyo Las Flores. En las figuras  6.1 y 6.2 se 

muestran como diagramas de flujo de manera sucinta, los protocolos seguidos para la 

toma de muestras, procesamiento del sedimento y procedimiento experimental 

(descripción detallada en ítem 3.5.2, capítulo 3). 

 

 

Figura 6.1: Toma de muestras y procesamiento del sedimento control. 

 

Sedimento del Arroyo La Flores

Ensayos con sedimento procesado

Determinación de:
�Composición granulométrica
�% MO
�Relación PS/PH

Determinación del 
contenido de poluentes

�Única recolección para toda la 
serie de bioensayos
�Procesamiento del sedimento 
(según ítem 3.5.2.1, cap.3)

Ensayos con sedimento completo (“fresco”)

Para cada ensayo determinación de:
�Composición granulométrica
�% MO
�% Humedad
�Relación PS/PH
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Los ensayos fueron estáticos de 10 días de exposición, con sedimentos adicionados  

(SPK) con Cd o Cu y con agua de poro (AP). 

 

Los individuos de H. curvispina y H. pseudoazteca utilizados en los ensayos fueron 

seleccionados por tamizado a partir de cultivos de laboratorio (indoor). El proceso de 

aclimatación de los mismos y el detalle de las condiciones experimentales se 

encuentran indicados en los ítems 3.1.2 y 3.3 del capítulo 3. 

En la Tabla 6.1 se indican los detalles de los experimentos realizados con ambas 

especies. 

 

Ensayo Especie Matriz Estadio N° 
Organismos 

N° 
Tratamientos 

Réplicas/ 
Tratamiento 

Intervalo 
(mg/Kg) 

Puntos 
 finales 

Cd-1  H. c SPK Juveniles 200 4 5 0-8 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación en 
tejido 

Cd-2 H.c SPK Machos 
mayores 150 3 5 0-8 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación en 
tejido 

Cu-1 H.c SPK 
AP Juveniles 160 

80 
4 
3 

4 
2-3 

0-200 
0-AP 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación en 
tejido 

Cu-2 H.c SPK 
AP 

Machos 
mayores 

160 
60 

          4 
          2 

4 
3 

0-200 
0-AP 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación en 
tejido 

Cu-3 H.p SPK Juveniles 150 3 5 0-200 
Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 

Cu-4 H.p SPK Machos 150 3 5 0-200 

Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 
Acumulación en 
tejido 

 
Tabla 6.1: Experimentos realizados con H. curvispina (H.c) y H. pseudoazteca (H.p) expuestas 
a cadmio (Cd) o cobre (Cu). Se detalla la Especie y el Estadío  utilizado, la Matriz  de ensayo, 
el Nº total de Organismos empleados, el N° de Tratamientos , el número de Réplicas por 
Tratamiento , el Intervalo ensayado y los Puntos finales evaluados. SPK: sedimento 
adicionado; AP: agua de poro. 
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Figura 6.2: Procedimiento experimental para ensayos con sedimento procesado y agua de 
poro. 
 

 

Preparación del sedimento adicionado en recipientes de plástico de 4L 
(ó 10L para ensayos en los que se extrajo agua de poro) 

Relación vol. agua dilución (MHW) : vol. sedimento rehidratado ~ 2 : 1,5 

control Tratamiento 1
(Cu o Cd)

Agregado de 
tóxico  al 

sedimento

Agregado de 
MHW al 

sedimento

Homogeneización  manual  cada 4 días, durante 14 días; Conservación a 5ºC
Fraccionamiento del sedimento de cada recipiente en 4-5 réplicas 

7 días con aireación, previos al inicio del ensayo

Determinaciones 
de Cu o Cd

en sedimento

En los ensayos Cu-1 y Cu-2 (Tabla 6.1):
Obtención de Agua de Poro sólo a partir del

tratamiento de 200mgCu/Kg sed seco
(10000 rpm; 4°C; 30 minutos)

control AP

� Agregado de 10 animales a cada réplica 
� Toma de muestras de agua sobrenadante para determinación del metal correspondiente
� Determinaciones fisicoquímicas en agua sobrenadante
� Extracción de submuestras de animales para la caracterización  de longitud y biomasa del grupo inicial

� Recuento de sobrevivientes, colocación en EDTA 50µM por 24h
� Fijación por congelamiento a -20°C
�Toma de muestras de agua  sobrenadante y sedimento para la determinación del  metal correspondiente
�Caracterización fisicoquímica del agua sobrenadante

Día 0:

Día 10:

Sobre los animales sobrevivientes se realizó:
� Medición de longitud
� Determinación de peso seco por individuo
� Digestión de pool de individuos por tratamiento para determinación de acumulación de metal en tejido

Agregado de 
tóxico  al 

sedimento

Separación de individuos provenientes de cultivo indoor
Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo  

Para ambos ensayos (Sedimento Adicionado y Agua de Poro):

Tratamiento 2
(Cu o Cd)

Tratamiento 3
(Cu o Cd)

Agregado de 
tóxico  al 

sedimento

100 ml SPK 
+

175 ml 
MHW
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6.3.2 Ensayos con sedimento completo adicionado 

 

Se llevaron a cabo dos ensayos de 10 días de duración con juveniles de H. 

pseudoazteca, expuestos a sedimentos adicionados con Cu. En la Tabla 6.2 se 

detallan los experimentos realizados. 

 

Ensayo Estadio N° 
organismos 

N° 
Tratamientos 

Réplicas/ 
Tratamiento 

Intervalo 
(ppb) 

Puntos 
finales 

J1 Juveniles 200 4 5 0-100 
Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 

J2 Juveniles 150 3 5 0-75 
Sobrevivencia 
Crecimiento 
IMC 

 
Tabla 6.2: Experimentos realizados con H. pseudoazteca expuestas a cobre utilizando como 
matriz de ensayo sedimento completo. Se detalla el Estadío  de la especie utilizada, el Nº total 
de organismos empleados, el N° de Tratamientos , el número de Réplicas por Tratamiento , 
el Intervalo ensayado y los Puntos finales.  
 

Los anfípodos utilizados fueron colectados del arroyo Las Flores. Los ejemplares de H. 

pseudoazteca se mantuvieron en recipientes de plástico con agua potable, junto con 

algunas macrófitas del lugar. Se agregó alimento triturado para peces cada 3 días, 

semanalmente se renovó el 50% del volumen de agua y se removió el alimento 

residual. 

El cultivo se mantuvo en laboratorio (durante 15 días) con temperatura y fotoperíodo 

constantes (23 ± 1ºC y 16L/8O) en agua no clorada de dureza moderada (80-90 mg 

CO3Ca/L). Diez días antes del inicio de cada ensayo se seleccionó un pool de 

individuos juveniles que fue llevado a la cámara experimental (con igual régimen de 

temperatura y fotoperíodo) en agua MHW. 

 

En la Figura 6.3 se muestra como diagrama de flujo de manera sucinta, el protocolo 

experimental seguido. 
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Figura 6.3: Procedimiento experimental para ensayos con sedimento completo. 

 

Para la totalidad de los ensayos, tanto las determinaciones de metales en agua 

sobrenadante, sedimento y agua de poro, como los parámetros de calidad de agua, 

1L MHW
+

700ml sed.

Relación vol. agua dilución (MHW) : Vol sedimento húmedo  ~ 2: 1,5

Homogeneización  manual  cada 4 días; Conservación a 5ºC

control Tratamiento 1 Cu

Día -22 -25:

Día -21-24:

Día -19 -22:

Cu en 1L MHW
+

700ml sed.

Tratamiento 2 Cu

Cu en 1L MHW
+

700ml sed.

Recolección del sedimento del Arroyo Las Flores

Preparación de spiked  en recipientes de plástico de 4L

Limpieza manual  del sedimento

100 ml sed 
+

175 ml 
MHW

Agregado de  10 animales a cada recipiente
Determinaciones fisicoquímicas en agua 

Determinaciones 
de Cu en sedimento 

Extracción de animales del pool para  
determinación  inicial de PS y longitud 

Día -1:

Día 10:

Día 0:

� Recuento de sobrevivientes, fijación con formol 2%
�Toma de muestras de agua  sobrenadante y sedimento para la determinación del Cu
�Caracterización fisicoquímica del agua sobrenadante

Sobre los animales sobrevivientes se realizó:
� Medición de longitud
� Determinación de peso seco por tratamiento (J1) o por réplica (J2)
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fueron registrados como se indica en el ítem 3.6 del capítulo 3. Las determinaciones 

de Cu o Cd en tejidos fueron realizadas como se indica en el ítem 3.4.1 del mismo 

capítulo. 

 

6.3.3 Análisis estadístico 

 

La normalidad de los datos fue evaluada mediante el test de Shapiro Wilks, la  

homogeneidad de varianza por el test de Levene. La significatividad de las diferencias 

entre tratamientos se analizó por ANOVA de un factor con comparaciones de Tukey, 

o.mediante la prueba de Kruskal Wallis cuando no se cumplieron los supuestos para 

análisis paramétricos (Zar, 2010). Se usó el paquete estadístico Infostat. El nivel de 

significatividad fue del 95%. 

 

6.4 Resultados 

 

El contenido de metales pesados en el sedimento del arroyo Las Flores fue no 

detectable o se encontró por debajo de los Niveles Guía de Calidad de Sedimentos 

(SQG). No se registró presencia de sulfitos, cianuros ni hidrocarburos. Las 

determinaciones de pesticidas organoclorados, organfosforados y piretroides 

alcanzaron valores menores a los límites de detección (2 µg/Kg) (Taba 6.3). 
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mg/Kg SS  Arroyo Las Flores  
As  < 2 
Cd 0,5 
Cr 15,5 
Cu 4 
Hg < 0,1 
Ni 2,3 
Pb 3 
Zn < 2 
Fe 26559 
Mn 609 
Na 883,7 
K 2911 

Ca 8501 
Mg 2720 

Nitratos  6,0 
Cloruros  46,5 
Sulfatos  169 
Sulfuros  < 2,0 
Cianuros  < 1,0 

Fosforo total  482,5 
Hidrocarburos  < 200 

 
Tabla 6.3: Datos de análisis químicos en el sedimento del arroyo Las Flores. Componentes 
mayoritarios, minoritarios y contaminantes (a excepción de los niveles de metales pesados, el 
resto de los datos proviene de Ronco et al. (2008)). 
 

El análisis de la distribución del tamaño de grano mostró: Arena (61%), Arcilla (12%) y 

Limo (27%) con el 6,9% de materia orgánica. 

 

6.4.1 Ensayos con sedimento procesado 

 

Hyalella curvispina 

 

CADMIO 

 

6.4.1.1 Evaluación de la toxicidad del Cd adicionado a sedimento 
sobre juveniles: efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y 
acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cd-1) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

4,01±0,46 (±DE; n=48). 
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Las concentraciones medidas de Cd en sedimento fueron entre un 15 y 30% más 

bajas que los valores nominales, manteniéndose estables entre el tiempo inicial y final 

de ensayo. Por lo tanto, los valores correspondientes a las concentraciones nominales 

de 1, 4 y 8 mg Cd/Kg SS fueron estimados como el promedio de las concentraciones 

analíticas a tiempo inicial y final, y referidos como 0,85, 2,8 y 5,6 mgCd/Kg SS (Tabla 

6.4). 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cd en el agua sobrenadante 

(OW) a tiempo inicial y final se muestran en la Tabla 6.4. La concentración de Cd en el 

OW fue no detectable en todos los tratamientos. 

 

En grupo tratado con 5,6 mgCd/Kg SS mostró una tendencia a la disminución de la 

supervivencia, pero no difirió significativamente del grupo control (Tabla 6.4 y Anexo I 

Tabla 25). 

 

Concentración 
Nominal  

Control  1 mgCd/Kg SS  4 mgCd/Kg SS  8 mgCd/Kg SS  

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

CE (mg/Kg) <0,25 <0,25 0,95±0,07 0,75±0,02 2,99±0,01 2,54±0,00 5,50 5,70 

CP 0 0,85 2,8 5,6 

Agua 
Sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

CE (µg/L) <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 <1,0±0,0 

pH 8,5±0,0 8,4±0,0 8,4±0,1 8,4±0,0 8,5±0,0 8,3±0,1  8,5±0,0 8,3±0,1 

OD (mg/L) 7,4±0,9 6,7±0,4 7,0±0,1 6,7±0,3 7,5±0,5 6,2±0,5 7,2±0,1 6,6±0,0 

Dureza 
(mgCaCO3/L) 180±20 160±0 190±20 180±10 180±010 190±0  210±20 210±20 

Conduct. (µS/cm) 917±41 788±15 978±11 817±29 950±28 837±35 968±49 905±35 

N-NH4
+ (mg/L) 4,6±0,2 0,2±0,0 4,4±0,2 0,1±0,0 4,6±0,4 0,2±0,0  3,3±0,6 0,2 

Supervivencia (%) -- 91±7 -- 91±11 -- 91±11 -- 75±13 

 
Tabla 6.4: Parámetros fisicoquímicos (n=2-8), concentraciones efectivas de cadmio en OW y 
sedimento (CE, n=1-2) y porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. curvispina expuestos a 
sedimento adicionado. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración analítica 
promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
 

El peso seco de los anfípodos expuestos a 5,6 mgCd/Kg SS fue significativamente 

más bajo que el de los grupos restantes, incluido el control, pero no difirió del grupo 

inicial (Fig. 6.4 A). El peso del grupo control y el de los animales expuestos a 0,85 y 

2,8 mgCd/Kg SS aumentó significativamente entre un 30 y un 38% en relación al 
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grupo inicial, mientras que el incremento de los animales expuestos a la mayor 

concentración de Cd sólo fue del 4%. 

El control y los tres grupos tratados mostraron un incremento significativo (del 9 a 

14%) en longitud relativo con el grupo inicial (Fig. 6.4 B). No se hallaron diferencias 

significativas para este parámetro entre tratamientos. 

El Índice de Masa Corporal (IMC) del grupo expuesto a 5,6 mgCd/Kg SS fue 

significativamente menor que el del grupo control y los expuestos a las dos 

concentraciones menores de Cd (20-26%), siguiendo un patrón similar que el 

observado para la biomasa (Fig. 6.4 C). 
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Fig. 6.4. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
juveniles de H. curvispina expuestos a 
diferentes concentraciones de Cd en 
sedimento. 

*: indica diferencias significativas con el 

grupo inicial. 
 
#: indica diferencias significativas con el 
grupo 5,6 mg/KgSS. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 



Capítulo 6 Anabella Giusto 

125 

 

6.4.1.2 Evaluación de la toxicidad del Cd adicionado a sedimento 
sobre machos mayores: efectos sobre la supervivencia, el 
crecimiento y acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cd-2) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

6,04±0,45 (±DE; n=22). 

Las concentraciones medidas de Cd en sedimento fueron entre un 23 y 27,5% más 

bajas que los valores nominales, manteniéndose estables entre el tiempo inicial y final 

de ensayo. Por lo tanto, los valores correspondientes a las concentraciones nominales 

de 4 y 8 mgCd/Kg SS fueron estimados como el promedio de las concentraciones 

analíticas a tiempo inicial y final, y referidos como 3,0 y 6,2 mgCd/Kg SS (Tabla 6.5). 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cd en el agua sobrenadante 

(OW) a tiempo inicial y final se muestran en la Tabla 6.5. En todos los tratamientos y 

tiempos, la concentración de Cd en el OW estuvo por debajo o muy cercana al límite 

de detección. 

 

Al igual que con los individuos juveniles, el grupo tratado con la mayor concentración 

de Cd mostró una tendencia a la disminución de la supervivencia, pero no difirió 

significativamente del grupo control (Tabla 6.5 y Anexo I Tabla 29). 

 

Concentración 
Nominal  

Control  4 mgCd/Kg SS  8 mgCd/Kg SS  

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

CE (mg/Kg) <0,25 <0,25 2,9 3,1 6,0 6,4 

CP 0 3,0 6,2 

Agua  
Sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

CE (µg/L) <1 <1 1,2 <1 1,1 <1 

pH 8,8±0,1 8,8±0,1 8,7±0,3 8,8±0,1 8,8±0,1 8,9±0,0  

OD (mg/L) 8,2±0,1 8,2±0,2 7,0±0,1 6,7±0,3 7,5±0,5 8,3±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 160±10 170±10 180±0 180±10 180±0 180±0  

Conduct. (µS/cm) 753±15 732±17 791±7 802±16 785±9 817±20 

N-NH4
+  (mg/L) 5,7±0,3 1,0±0,3 5,3±0,3 0,6±0,3 5,3±0,3 0,4±0,0  

Supervivencia (%) -- 80±0 -- 80±17 -- 72±13 

 
Tabla 6.5: Parámetros fisicoquímicos (n=5), concentraciones efectivas de cadmio en OW y 
sedimento (CE, n=1) y porcentaje de sobrevivencia de machos mayores de H. curvispina 
expuestos a sedimento adicionado. Valores expresados como media ± DS. CP: concentración 
analítica promedio entre tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de exposición. 
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En relación al grupo inicial, se observó un aumento significativo de la biomasa en el 

grupo control y en los animales expuestos a 3mgCd/Kg SS (39% y 21%, 

respectivamente). Si bien los animales ensayados a 6,2 mgCd/Kg SS incrementaron 

su biomasa en relación al tiempo inicial, dicho incremento no fue significativo (Fig. 6.5 

A). 

Con respecto a la longitud, sólo se observó un aumento significativo del control 

respecto del grupo inicial (Fig. 6.5 B). 

Si bien no se obtuvieron diferencias significativas ni en longitud ni biomasa entre el 

control y los grupos tratados, el IMC permitió observar diferencias en el estado general 

de los animales entre el grupo control y los individuos expuestos a 6,2 mgCd/Kg SS 

(Fig. 6.5 C). 
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Fig. 6.5. Valores promedio ± EEM 
del peso (A), la longitud (B) y el 
IMC (C) de machos mayores de H. 
curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones de Cd en 
sedimento. 

*: indica diferencias significativas 

con el grupo inicial. 
 
#: indica diferencias significativas 
con grupo control. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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6.4.1.3 Concentración de Cd en tejidos 

 

Los resultados que se muestran a continuación agrupan los obtenidos en los 

siguientes ensayos: 

-Cd-1; juveniles (J) 

-Cd-2; machos mayores (Mm) 

 

El contenido de cadmio en el tejido de los animales expuestos por 10 días a Cd en 

sedimento se muestra en la Tabla 6.6 y Fig. 6.6. 

 

CN Control  1 mgCd/Kg  4 mgCd/Kg  8  mgCd/Kg 

 
J 

 

nd 
n=2 
(0) 

nd 
n=2 

(0,85) 

10±2 
n=2 
(2,8) 

21±4 
n=2 
(5,6) 

Mm 
nd 

n=5 
(0) 

 
ne 

  6±2 (*) 
n=5 
(3,0) 

  9±2 (*) 
n=5 
(6,2) 

 
Tabla 6.6: Contenido de Cd en tejido (µgCd/g PS) en juveniles (J) y machos mayores (Mm) de 
H. curvispina expuestos a sedimento adicionado. Valores expresados como promedio ± DE. 
CN: concentración nominal; n: número de réplicas; entre paréntesis: concentración efectiva 
promedio; nd: no detectado; ne: no ensayado. Límite de detección 1 µgCd/L. (*): indica 
diferencias significativas respecto del grupo control (Mm). 
 

Los resultados indican que el período de exposición fue suficientemente prolongado 

para que se produzca acumulación de Cd en el tejido de los animales en 

concentraciones detectables. 

La concentración de Cd en tejido fue un orden de magnitud menor que la registrada en 

los ensayos realizados con Cd en matriz acuosa (Tabla 5.6 y Fig. 5.6, capítulo 5). 

 

La carga corporal de cadmio cercana a 20 µgCd/g PS (J) y de 9 µgCd/g PS (Mm) 

registrada en los animales expuestos a 8 mgCd/Kg SS (CN) se asocia a un porcentaje 

de supervivencia similar al del control (Tablas 6.4, 6.5 y 6.6). 

 

Al igual que en los ensayos realizados en medio acuoso, la incorporación de cadmio 

aumentó con la concentración de exposición, siendo este efecto más marcado en el 

caso de los juveniles; a su vez la incorporación del metal disminuyó con el incremento 

de la talla de los organismos (Fig. 6.6). Debido al bajo número de réplicas no se pudo 

realizar análisis estadístico con juveniles. 
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Figura 6.6: Cd acumulado en tejido en juveniles y machos mayores de H. curvispina a 

diferentes concentraciones de ensayo. 

 

6.4.2 ENSAYOS CON SEDIMENTO PROCESADO Y AGUA DE PORO 
 

HYALELLA CURVISPINA 

 

COBRE 

 

Para evaluar de manera efectiva el Cu adicionado al sedimento, sin considerar los 

niveles basales del metal determinados en el sedimento de origen (control), las 

concentraciones de Cu en los diferentes tratamientos fueron expresadas como 

Concentración Efectiva (CE); siendo CE = Cu adicionado - Cu control. 

 

6.4.2.1 Evaluación de la toxicidad del Cu adicionado a sedimento y 
agua de poro sobre juveniles: efectos sobre la supervivencia, el 
crecimiento y acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cu-1) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

3,32±0,37 (±DE; n=28) y 2,99±0,27 (±DE; n=13) para el ensayo con sedimento 

completo y agua de poro, respectivamente. 
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Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cu en agua sobrenadante (OW) 

para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final de ensayo se muestran en la 

Tabla 6.7. Las concentraciones efectivas de Cu en sedimento, expresadas como CE, 

estuvieron cercanas a los valores nominales. 

 

Sedimento Adicionado  

 

Concentración 
Nominal Control 10 mgCu/Kg SS 100 mgCu/Kg SS 200 mgCu/Kg SS 

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 17,3 -- 26,6 -- 128,3 -- 241,8 -- 

CE 0 9 111 224 

Agua 
Sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 8 7 15 11 87 58 140 110 

pH 8,3±0,1 8,7±0,0 8,2±0,4 8,7±0,0 8,4±0,1 8,6±0,1  8,4±0,1 8,3±0,1 

OD (mg/L) 6,9±0,2 7,0±0,1 5,8±1,6 6,9±0,2 7,4±0,4 6,6±0,3 7,2±0,5 6,4±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 160±0 180±0 160±0 190±0 150±0 210±10  160±10 200±0 

Conduct. (µS/cm) 691±7 881±15 762±14 890±18 751±19 913±31 777±17 934±47 

N-NH4
+ (mg/L) 5,8±0,0 1,9±0,0 5,7±0,3 3,0±0,3 4,7±0,3 2,2±1,4  5,2±0,3 2,0±0,5 

Sobrevivencia (%) -- 98±5 -- 98±5 -- 100±0 -- 100±0 

 
Tabla 6.7: Parámetros fisicoquímicos (n=2-4), concentraciones efectivas de cobre en OW (n=1) 
y porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. curvispina expuestos a sedimento adicionado. 
Valores expresados como media ± DS. CE: concentración efectiva (Cu adicionado - Cu 
control); Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. 
 

A concentraciones menores o iguales a 224 mgCu/Kg SS y 125 µgCu/L en agua 

sobrenadante (concentración promedio entre Ti y Tf de ensayo), no se registraron 

efectos sobre la sobrevivencia (Tabla 6.7 y Anexo I Tabla 34) ni en el crecimiento de 

los anfípodos tratados en relación al grupo control (Fig. 6.7). 

En relación al peso seco, hubo un incremento significativo de la biomasa tanto del 

grupo control como de los tratados, respecto del tiempo inicial. Los individuos del 

grupo control y de la menor concentración de exposición incrementaron su peso en un 

60% y 50%, respectivamente, mientras que en los expuestos a 111 y 224 mgCu/Kd SS 

el aumento fue de un 35%. Si bien se observó una tendencia a la disminución del peso 

con el incremento de la concentración de exposición, esta no fue significativa (Fig. 6.7 

A). 
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En ningún caso los individuos incrementaron su longitud en relación al tiempo inicial 

(Fig. 6.7 B). El IMC no reflejó diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 6.7 C). 

 

Agua de Poro  

 

El agua de poro utilizada fue obtenida del ensayo anterior, a partir del sedimento 

adicionado con la mayor concentración de Cu. Los valores efectivos de Cu en MHW 

(control) y en agua de poro (AP) se muestran en la Tabla 6.8. 

 

Tratamientos Control AP 

Parámetros Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 5 3 200 130 

pH 7,8±0,0 7,8±0,1 8,3±0,0 8,8±0,0 

OD (mg/L) 7,6±0,1 7,2±0,2 7,9±0,0 6,5±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 90 100 330 330 

Conduct. (µS/cm) 373±13 383±6 1481±18 1499±12 

N-NH4
+ (mg/L) 0,0 0,2 2,7 2,5 

Supervivencia (%) -- 100±0 -- 85±7 

 
Tabla 6.8: Parámetros fisicoquímicos (n=1-3), concentraciones efectivas de cobre (n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. curvispina expuestos a agua de poro. Valores 
expresados como media ± DS. 
 

En la matriz de ensayo evaluada, a una concentración de 165 µgCu/L (concentración 

promedio en agua de poro entre Ti y Tf de exposición) no se registró efecto sobre la 

sobrevivencia (Tabla 6.8 y Anexo I Tabla 38) ni sobre el crecimiento de los animales 

expuestos en relación al grupo control. 

Tanto los animales del grupo control como los tratados incrementaron en peso 

significativamente (17% y 8%, respectivamente) en relación al tiempo inicial (Fig. 6.8 

A). 

Con respecto a la longitud, si bien se observó un aumento en los dos grupos respecto 

del tiempo inicial, sólo fue significativo en el caso del control (Fig. 6.8 B). El IMC fue 

similar para ambos tratamientos (Fig. 6.8 C). 
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Fig.6.7. Valores promedio ± EEM 
del peso (A), la longitud (B) y el 
IMC (C) de juveniles de H. 
curvispina expuestos a diferentes 
concentraciones de Cu en 
sedimento. 

*: indica diferencias significativas 

con grupo inicial. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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Fig. 6.8. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
juveniles de H. curvispina expuestos a 
MHW y Cu en agua de poro (AP). 

*: indica diferencias significativas con el 

grupo inicial. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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6.4.2.2 Evaluación de la toxicidad del Cu adicionado a sedimento y 
agua de poro sobre machos mayores: efectos sobre la 
supervivencia, el crecimiento y acumulación del metal en tejidos 
(Ensayo Cu-2) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

5,58±0,32 (±DE; n=17) y 5,52±0,66 (±DE; n=20) para el ensayo con sedimento 

completo y agua de poro, respectivamente. 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cu en agua sobrenadante (OW) 

para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final de ensayo se muestran en la 

Tabla 6.9. Al igual que en el ensayo anterior, las concentraciones efectivas de Cu en 

sedimento, expresadas como CE, estuvieron cercanas a los valores nominales. 

 

Sedimento Adicionado  

 

Concentración 
Nominal Control 10 mgCu/Kg SS 100 mgCu/Kg SS 200 mgCu/Kg SS 

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 18,4 -- 28,8 -- 112,6 -- 218,1 -- 

CE 0 10 94 200 

Agua 
Sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 18 12 32 24 90 125 150 195 

pH 8,3±0,0 8,4±0,1 8,3±0,1 8,5±0,1 8,2±0,0 8,7±0,0  8,2±0,1 8,5±0,0 

OD (mg/L) 7,2±0,1 6,3±0,2 7,2±0,3 6,3±0,2 7,0±0,1 6,2±0,1 6,9±0,2 6,3±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 120±0 150±10 120±0 150±0 140±0 190±0  140±0 180±0 

Conduct. (µS/cm) 692±2 759±8 711±3 800±8 724±8 839±10 724±18 811±18 

N-NH4
+ (mg/L) 4,3±0,0 0,8±0,2 4,9±0,3 0,9±0,0 4,0±0,0 1,1±0,1  4,2±0,0 0,6±0,0 

Supervivencia (%) -- 93±10 -- 93±8 -- 90±6 -- 90±8 

 
Tabla 6.9: Parámetros fisicoquímicos (n=2-4), concentraciones efectivas de cobre en OW (n=1) 
y porcentaje de sobrevivencia de machos mayores de H. curvispina expuestos a sedimento 
adicionado. Valores expresados como media ± DS. CE: concentración efectiva (Cu adicionado - 
Cu control); Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. 
 

A concentraciones menores o iguales a 200 mgCu/KgSS y 173 µgC/L en agua 

sobrenadante (concentración promedio entre Ti y Tf de ensayo), no se registraron 

efectos sobre la sobrevivencia de los anfípodos, en relación al grupo control (Tabla 6.9 

y Anexo I Tabla 42). 
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Con respecto a los parámetros de crecimiento, no se observaron diferencias 

significativas en la biomasa de los animales entre tratamientos ni en relación al tiempo 

inicial (Fig. 6.9 A). 

Se registró un descenso significativo de la longitud de los animales expuestos a 94 y 

200 mgCu/Kg SS en relación al grupo control. A su vez, para este parámetro, el grupo 

expuesto a 200 mgCu/Kg SS se diferenció de los animales expuestos a 10 mgCu/Kg 

SS (Fig. 6.9 B). 

No hubo diferencias significativas en el IMC entre controles y expuestos (Fig. 6.9 C). 

 

Agua de Poro  

 

El agua de poro utilizada fue obtenida del ensayo anterior, a partir del sedimento 

adicionado con la mayor concentración de Cu. Los valores efectivos de Cu en MHW 

(control) y en agua de poro (AP) se muestran en la Tabla 6.10. 

 

Tratamientos Control  AP 

Parámetros Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 28 20 230 160 

pH 7,9±0,0 7,6±0,1 8,0±0,0 8,8±0,0 

OD (mg/L) 7,4±0,1 6,3±0,4 7,2±0,2 5,9±0,4 

Dureza (mgCaCO3/L) 90 100±10 320 330±0 

Conduct. (µS/cm) 397±6 411±3 1415±10 1461±18 

N-NH4
+ (mg/L) 0,0 0,8±0,5 1,9 3,3±0,0 

Supervivencia (%) -- 87±11 -- 83±6 

 
Tabla 6.10: Parámetros fisicoquímicos (n=1-3), concentraciones efectivas de cobre (n=1) y 
porcentaje de sobrevivencia de machos mayores de H. curvispina expuestos a agua de poro. 
Valores expresados como media ± DS. 
 

En la matriz evaluada, a una concentración de 195 µgCu/L (concentración promedio 

en agua de poro entre Ti y Tf de exposición) no se registró efecto sobre la 

sobrevivencia (Tabla 6.10 y Anexo I Tabla 46) ni el crecimiento de los animales debido 

a la presencia del metal, en relación al grupo control. 

Tanto los animales del grupo control como los tratados incrementaron en peso 

significativamente (18% y 23%, control y tratado respectivamente) en relación al 

tiempo inicial (Fig. 6.10 A). 
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No se observaron diferencias significativas en la longitud de ambos grupos respecto 

del tiempo inicial (Fig. 6.10 B). El IMC fue similar entre ambos tratamientos (Fig. 6.10 

C). 
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Fig. 6.9. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
machos mayores de H. curvispina 
expuestos a diferentes concentraciones 
de Cu en sedimento. 

*: indica diferencias significativas con 

el grupo control. 
 
#: indica diferencias significativas con 
10 mg/Kg SS. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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Fig. 6.10. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
machos mayores de H. curvispina 
expuestos a MHW y Cu en agua de 
poro (AP). 

*: indica diferencias significativas con 

el grupo inicial. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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6.4.2.3 Concentración de Cu en tejidos 

 

Los resultados que se muestran a continuación agrupan los obtenidos en los 

siguientes ensayos: 

 

-Cu-1; juveniles sedimento (J-S) 

-Cu-2; machos sedimento (Mm-S) 

-Cu-1; juveniles agua de poro (J-AP) 

-Cu-2; machos agua de poro (Mm-AP) 

 

El contenido de cobre en el tejido de los animales expuestos por 10 días al metal en 

sedimento se muestra en la Tabla 6.11. 

 

CN Control 10mgCu/Kg  100 mgCu/Kg  200  mgCu/Kg  

 
J-S 

 

103±2 
n=2 
(0) 

109±7 
n=2 
(9) 

       156±8  
n=2 

(111) 

142±12  
n=2 

(224) 

Mm-S 
  100±14 (*) 

n=3 
(0) 

141±8 
n=3 
(10) 

  100±6 (*) 
n=3 
(94) 

114±14 
n=4 

(200) 
 
Tabla 6.11: Contenido de Cu en tejido (µgCu/g PS) en juveniles (J) y machos mayores (Mm) de 
H. curvispina expuestos a sedimento adicionados. Valores expresados como promedio ± DE. 
CN: concentración nominal; n: número de réplicas; entre paréntesis: concentración efectiva. (*): 
diferencias significativas respecto de 10mgCu/Kg SS. 
 

El contenido de cobre en el tejido de los animales expuestos por 10 días al metal en 

agua de poro se muestra en la Tabla 6.12. 

 

Tratamientos  Control  AP 

J-AP 120±2 
n=2 

230±13 
n=2 

Mm-AP 122±4 
n=3 

117±3 
n=3 

 
Tabla 6.12: Contenido de Cu en tejido (µgCu/g PS) en juveniles (J) y machos mayores (Mm) de 
H. curvispina expuestos a agua de poro. Valores expresados como promedio ± DE. n: número 
de réplicas. 
 

En la siguiente figura se observa el incremento de la carga corporal de Cu como 

porcentaje del control en animales expuestos a sedimento y agua de poro. 
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Figura 6.11: Acumulación de Cu  relativo a control en tejidos en juveniles y machos mayores de 
H. curvispina luego de 10 días de exposición a sedimento adicionado y agua de poro (AP). Las 
concentraciones de Cu en sedimento se encuentran expresadas como valores nominales. 
 

En juveniles de H. curvispina expuestos a sedimento adicionado con Cu, se observó 

que un incremento del metal en tejidos de hasta un 50% en relación al de control no 

alteró los parámetros de crecimiento (Tabla 6.11 y Fig. 6.7). Si bien la incorporación de 

Cu en los animales ensayados con agua de poro fue 2,5 veces mayor que la 

determinada en los anfípodos expuestos al sedimento de origen (Tablas 6.11 y 6.12; 

Fig. 6.11), la misma no afecto los puntos finales evaluados (Tabla 6.8 y Fig. 6.8). 

Los resultados obtenidos permiten observar un patrón de acumulación de Cu mayor a 

partir de solución acuosa en relación al sedimento y sugieren una elevada tolerancia a 

concentraciones de Cu en tejido. 

 

En machos de H. curvispina expuestos a sedimento adicionado con Cu, a excepción 

del tratamiento de 10 mgCu/Kg SS (concentración nominal), no se registró un 

incremento significativo de la carga del metal en tejidos. A su vez, tampoco 

incorporaron Cu los anfípodos ensayados en agua de poro en relación al grupo control 

(Tablas 6.11 y 6.12, Fig. 6.11). 

Por lo tanto, para concentraciones de exposición similares tanto en sedimento 

adicionado como en agua de poro, se observó en general una mayor incorporación del 

metal en los juveniles, en relación a los machos. 
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6.4.3 ENSAYOS CON SEDIMENTO PROCESADO ADICIONADO 

 

Hyalella pseudoazteca 

 

COBRE 

 

6.4.3.1 Evaluación de la toxicidad del Cu adicionado a sedimento 
sobre juveniles: efectos sobre la supervivencia y el crecimiento 
(Ensayo Cu-3) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

2,25±0,25 (±DE; n=15). 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cu en agua sobrenadante (OW) 

para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final de ensayo se muestran en la 

Tabla 6.13. Las concentraciones efectivas de Cu en sedimento, expresadas como CE, 

estuvieron cercanas a los valores nominales. 

 

Concentración 
Nominal Control 100 mgCu/Kg SS 200 mgCu/Kg SS 

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 25 -- 135 -- 230 -- 

CE 0 110 205 

Agua 
sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 26 19 137 101 249 220 

pH 8,9±0,1 8,9±0,1 8,8±0,1 8,9±0,1 8,8±0,1  8,9±0,0 

OD (mg/L) 8,3±0,1 7,3±0,2 8,1±0,2 8,2±0,1 8,2±0,2 8,3±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 170±10 160±10 180±10 170±10 190±0  200±0 

Conduct. (µS/cm) 747±7 719±4 782±8 790±15 844±5 860±17 

N-NH4
+ (mg/L) 5,7±0,3 0,1±0,1 4,5±0,3 0,1±0,0 4,6±0,0  0,1±0,0 

Supervivencia (%)  80±7  88±11  90±10 

 
Tabla 6.13: Parámetros fisicoquímicos (n=2-5), concentraciones efectivas de cobre en OW 
(n=1) y porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. pseudoazteca expuestos a sedimento 
adicionado. Valores expresados como media ± DS.  CE: concentración efectiva (Cu adicionado 
- Cu control); Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. 
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No hubo efecto sobre la sobrevivencia en ninguna concentración de ensayo en 

relación al grupo control (Tabla 6.13 y Anexo I Tabla 51). 

 

Tanto la biomasa como la longitud del grupo expuesto a 205 mgCu/Kg SS 

disminuyeron significativamente en relación al control y a los animales ensayados a 

110 mgCu/Kg SS (Fig. 6.12 A y B). Con respecto al tiempo inicial, el peso del grupo 

control incrementó un 83%, el de los animales expuestos a 110 mgCu/Kg SS un 50%, 

mientras que en los ensayados a 205 mgCu/Kg SS el incremento fue sólo de un 17%.  

En cuanto a la talla, el aumento en longitud de los anfípodos control y el de los 

expuestos a 110 mgCu/Kg SS fue de un 14%, en tanto que en los expuestos a la 

mayor concentración de Cu el incremento fue sólo de un 2%. 

Con respecto al IMC, se observó una diferencia significativa entre los animales 

expuestos a las dos concentraciones de Cu y el control, siendo un 17% y un 23% 

menor en los animales ensayados a 110 y 205 mgCu/Kg SS, respectivamente (Fig. 

6.12 C). En este caso, el IMC permitió determinar un efecto negativo en los animales 

ensayados a 110 mgCu/Kg SS comparados con el grupo control, en tanto que al 

evaluar longitud y biomasa por separado no se logró observar diferencias significativas 

entre ambos grupos. 
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Fig. 6.12. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
juveniles de H. pseudoazteca 
expuestos a diferentes concentraciones 
de Cu en sedimento. 

*: indica diferencias significativas con 

el grupo inicial. 
 
#: indica diferencias significativas con 
205 mgCu/Kg SS. 
 
a: indica diferencias significativas con 
el grupo control. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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6.4.3.2 Evaluación de la toxicidad del Cu adicionado a sedimento 
sobre machos: efectos sobre la supervivencia, el crecimiento y 
acumulación del metal en tejidos (Ensayo Cu-4) 
 

La longitud promedio de los individuos empleados a tiempo inicial de ensayo fue de 

4,87±0,35 (±DE; n=30). 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cu en agua sobrenadante (OW) 

para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final de ensayo se muestran en la 

Tabla 6.14. Las concentraciones efectivas de Cu en sedimento, expresadas como CE, 

estuvieron cercanas a los valores nominales. 

 

Concentración 
Nominal  

Control  100 mgCu/Kg SS  200 mgCu/Kg SS  

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 25 -- 135 -- 230 -- 

CP 0 110 205 

Agua sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) 26 25 137 120 249 238 

pH 8,7±0,1 8,8±0,1 8,8±0,1 8,9±0,0 8,8±0,0 8,8±0,1  

OD (mg/L) 8,1±0,1 8,1±0,2 8,1±0,1 8,2±0,1 8,0±0,1 7,9±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 170±0 170±10 170±0 150±0 200±0 190±10  

Conduct. (µS/cm) 767±8 738±13 776±27 792±62 784±41 792±22 

N-NH4
+ (mg/L) 5,8±0,0 0,4±0,0 4,3±1,1 0,6±0,3 4,6±0,3 0,6±0,3  

Supervivencia (%)  82±13  90±12  82±11 

 
Tabla 6.14: Parámetros fisicoquímicos (n=2-5), concentraciones efectivas de cobre en OW 
(n=1) y porcentaje de sobrevivencia de machos de H. pseudoazteca expuestos a sedimento 
adicionado. Valores expresados como media ± DS.  CE: concentración efectiva (Cu adicionado 
- Cu control); Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. 
 

No se observaron diferencias significativas en la supervivencia entre el grupo control y 

las diferentes concentraciones de ensayo (Tabla 6.14 y Anexo I Tabla 55). 

 

Tanto en biomasa como en longitud se observaron diferencias significativas ente los 

animales del grupo control y los expuestos a 110 mgCu/Kg SS, en relación al grupo 

inicial. A su vez se observaron diferencias significativas en el peso seco entre el 

control y los animales ensayados a 205 mgCu/Kg SS (Fig. 6.13 A y B). En 

comparación al grupo inicial, el incremento en peso del grupo control y de los 
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expuestos a la menor concentración de Cu, fue de un 16% y un 22%, mientras que en 

los expuestos a 205 mgCu/Kg SS sólo fue de un 8%.  

No se observaron diferencias significativas en la longitud y el IMC entre tratamientos 

(Fig. 6.13 B y C). 
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Fig. 6.13. Valores promedio ± EEM del 
peso (A), la longitud (B) y el IMC (C) de 
machos de H. pseudoazteca expuestos 
a diferentes concentraciones de Cu en 
sedimento. 

*: indica diferencias significativas con 

el grupo inicial. 
 
#: indica diferencias significativas con 
205 mgCu/Kg SS. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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6.4.3.3 Concentración de Cu en tejidos 

 

El contenido de cobre en el tejido de los animales expuestos por 10 días a sedimento 

adicionado con el metal se muestra en la Tabla 6.15. 

 

CE Control  110 mgCu/Kg  205 mgCu/Kg  

M 56±4 
(n=4) 

73±10 
(n=4) 

87±17 (*) 
(n=4) 

 
Tabla 6.15: Contenido de Cu en tejido (µgCu/g PS) en machos (M) de H. pseudoazteca. 
Valores expresados como promedio ± DE. CE: concentración efectiva de Cu en sedimento; n: 
número de réplicas. (*): indica diferencias significativas respecto del grupo control. 
 

En la siguiente figura (6.14) se observa el incremento de la carga corporal de Cu como 

porcentaje del control en animales expuestos a sedimento adicionado con el metal. 
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Figura 6.14: Acumulación de Cu en tejidos en machos de H. pseudoazteca luego de 10 días de 
exposición a sedimento adicionado. 
 

En machos de H. pseudoazteca la incorporación de cobre aumentó con la 

concentración de exposición. Un incremento significativo del metal en tejidos de hasta 

un 50% no afectó la sobrevivencia de los anfípodos, pero puede asociarse a un efecto 

sobre la biomasa de los animales (Tabla 6.14; Figs.6.13 y 6.14). 
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6.4.4 Ensayos con sedimento completo 

 

Hyalella pseudoazteca 

 

COBRE 

 

6.4.4.1 Evaluación de la toxicidad del Cu adicionado a sedimento 
sobre juveniles: efectos sobre la supervivencia y el crecimiento 
 

Los ensayos con sedimento completo se llevaron a cabo utilizando individuos juveniles 

de H. pseudoazteca y se realizaron en dos etapas: 

 

Ensayo J1 , se evaluaron las siguientes concentraciones nominales: control, 10, 50 y 

100 mgCu/Kg SS. 

 

Ensayo J2 , se evaluaron las siguientes concentraciones nominales: control, 25 y 75 

mg Cu/Kg SS. 

 

Para ambos experimentos, las concentraciones de Cu determinadas en el sedimento 

adicionado se mantuvieron estables durante el período de ensayo, lo que confirma que 

el nivel de exposición al tóxico fue casi constante. Al igual que en los ensayos con 

sedimento procesado, las mismas fueron expresadas como concentraciones efectivas 

(CE= Cu adicionado - Cu control). 

 

Ensayo J1 

 

En el sedimento de la muestra utilizada se determinó el total de materia orgánica (4,9 

%), humedad (48%), relación PS/PH (0,52) y granulometría (arena: 47%; limo: 17% y 

arcilla: 36%). 

 

Los parámetros fisicoquímicos y la concentración de Cu en agua sobrenadante (OW) 

para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final  de ensayo y los porcentajes de 

sobrevivencia por tratamiento se muestran en la Tabla 6.16. 

 



Capítulo 6 Anabella Giusto 

149 

 

Concentración 
Nominal Control 10 mgCu/Kg SS 50 mgCu/Kg SS 100 mgCu/Kg SS 

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 13,5 14,1 15,1 19,9 53,8 49,7 95,5 106,6 

CE 0 3,7 38 87,3 

Agua 
sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) -- <50 -- <50 -- <50 -- <50 

pH 7,5 9,0±0,2 7,2 8,7±0,2 7,0 8,7±0,3  7,1 8,5±0,2 

OD (mg/L) 7,5 9,0±0,2 7,2 8,7±0,2 7,0 8,7±0,3 7,1 8,5±0,2 

Dureza (mgCaCO3/L) 90 90±10 102 110±10 100 100±20  90 120±10 

N-NH4
+ (mg/L) -- 0,1±0,0 -- 0,1±0,0 -- 0,1±0,5 -- 0,1±0,1 

Supervivencia (%) -- 96 -- 88 -- 92 -- 75 

 
Tabla 6.16: Parámetros fisicoquímicos (n=1-5), concentraciones efectivas de cobre en OW 
(n=1) y porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. pseudoazteca expuestos a sedimento 
completo adicionado. Valores expresados como media ± DS.  CE: concentración efectiva (Cu 
adicionado - Cu control). 
 

En relación a los parámetros fisicoquímicos, en todos los tratamientos se registró un 

aumento del pH a tiempo final de ensayo. La dureza se mantuvo relativamente 

constante a excepción del tratamiento correspondiente a 87,3 mgCu/Kg SS que 

mostró un leve aumento a tiempo final. Probablemente este efecto se deba a la 

liberación de sales y electrolitos inicialmente presentes en el sedimento. Se observó 

un aumento en la concentración de OD a tiempo final de exposición probablemente 

relacionada con actividad microbiana del sedimento. En este sentido la presencia de 

algas, registrada por examen microscópico del sedimento podría sugerir que el 

aumento del OD se debió a actividad fotosintética. El nitrógeno amoniacal, presentó 

valores similares a tiempo final entre todos los tratamientos. 

 Sólo los anfípodos expuestos a 87,3 mgCu/kg SS mostraron una disminución 

significativa en la supervivencia en comparación con el control (Tabla 6.16). 

 

Los resultados de crecimiento, tanto en longitud como en biomasa, se encuentran en 

la Tabla 60 del Anexo I. 

 La longitud de los grupos control y tratados (expuestos a 3,7 y 38 mgCu/Kg SS) 

mostró un aumento significativo de entre 17% y 18% con respecto al grupo inicial, 

mientras que en los anfípodos expuestos a 87,3 mgCu/Kg SS se observó una 

disminución significativa en la tasa de crecimiento, con un aumento en la longitud de 

sólo 2,7% con respecto del tiempo inicial (Anexo I Tabla 61). 
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La biomasa del grupo de control y la de los grupos tratados con 3,7 y 38 mgCu/Kg SS 

aumentó entre 70% y 90% con respecto al grupo inicial, mientras que la del grupo 

expuesto a 87,3 mgCu/Kg SS aumentó un 50%. A pesar de que no se realizó una 

prueba estadística debido a que la determinación del peso seco se realizó por 

tratamiento (n=1), estos resultados indican una importante inhibición de crecimiento en 

el grupo expuesto a 87,3 mgCu/Kg SS. 

 

Ensayo J2 

 

El sedimento de la muestra utilizada se caracterizó por el total de materia orgánica (5,3 

%), humedad (48,3%), relación PS/PH (0,52) y granulometría (arena: 47%; limo: 17% y 

arcilla: 36%). 

 

Los parámetros fisicoquímicos para los distintos tratamientos a tiempo inicial y final de 

ensayo se muestran en la Tabla 6.17. 

 

Concentración 
Nominal Control 25 mgCu/Kg SS 75 mgCu/Kg SS 

Sedimento Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (mg/Kg) 4 4 23 27 74 76 

CE 0 21 71 

Agua 
sobrenadante Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

Cu medido (µg/L) -- -- -- -- -- -- 

pH 8,0±0,2 9,3±0,1 7,9±0,2 9,4±0,2 7,7±0,1 8,4±0,1  

OD (mg/L) 7,0±0,5 9,6±0,9 6,8±0,4 14,7±2,5 6,7±0,3 7,5±0,1 

Dureza (mgCaCO3/L) 90±0 140±10 90±10 110±10 90±0 140±20  

Conduct. (µS/cm) 433±32 601±33 430±35 546±16 408±8 594±7 

N-NH4
+  (mg/L) 1,4±0,1 0,2±0,1 1,5±0,3 0,1±0,0 1,1±0,1 1,2±0,5  

Supervivencia (%) -- 100±0 -- 98±4 -- 100±0 

 
Tabla 6.17: Parámetros fisicoquímicos determinados a tiempo inicial (Ti) y final (TF) en OW 
(n=5), y porcentaje de sobrevivencia de juveniles de H. pseudoazteca expuestos a sedimento 
completo adicionado. Valores expresados como media ± DS. CE: concentración efectiva (Cu 
adicionado - Cu control). 
 

La lectura de  la tabla 6.17 permite observar un aumento de OD en controles y en el 

grupo de 21 mgCu/Kg SS, en tanto que la concentración de amonio disminuyó 

marcadamente. Al igual que en el ensayo J1, se determinó presencia de algas en el 
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sedimento mediante análisis microscópico. Estos parámetros no registraron 

diferencias en el grupo de mayor concentración (71 mgCu/Kg SS). En todos los 

tratamientos hubo un aumento de la conductividad, la dureza y el pH, lo que podría 

atribuirse a la resuspensión de sales y electrolitos contenidos inicialmente en el 

sedimento. 

No se registraron efectos sobre la sobrevivencia por exposición a Cu (Anexo I Tabla 

63). Sin embargo el crecimiento disminuyó de manera significativa tanto en longitud 

como en peso (biomasa). Los resultados de crecimiento se encuentran en la Tabla 62 

del Anexo I. 

El grupo control incrementó su longitud un 12% en relación al tiempo inicial, en tanto 

que en los individuos expuestos a 21 y 71 mgCu/Kg SS el incremento fue de 

aproximadamente un 6%, no diferenciándose del grupo inicial (Tabla 65 Anexo I). 

En cuanto a la biomasa, en los tres grupos se observó un aumento con respecto al 

tiempo inicial. Sin embargo, mientras que en el grupo control los individuos duplicaron 

su peso seco, en el grupo expuesto a 71 mgCu/Kg SS solo lo hicieron en 

aproximadamente un 50% (Tabla 64 Anexo I). 

 

Con el objetivo de observar los resultados de ambos ensayos de manera integrada, se 

relativizó la longitud y biomasa de los animales expuestos a cada tratamiento a su 

respectivo grupo control (Fig. 6.15). La longitud se vio afectada únicamente en los 

individuos expuestos a 87,3 mgCu/Kg SS, donde el crecimiento de los anfípodos 

tratados fue un 13% menor que en el grupo control. En cuanto a la biomasa,  el 

incremento en peso de los animales expuestos a 71 y 87,3 mgCu/Kg SS fue un 21% y 

23% menor que sus respectivos grupos controles (Tablas 64 y 65 Anexo I). 
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6.5 Discusión 

 

De acuerdo a las recomendaciones de Agencia Ambiental de Canadá (EC, 1995) un 

sedimento control es esencialmente aquel en el que la especie de ensayo sobrevive 

en los controles experimentales. El mismo puede ser colectado en cualquier área no 

contaminada y debe satisfacer los requerimientos del tamaño de grano para la especie 

test. A su vez,  deben determinarse las propiedades fisicoquímicas y niveles basales 

de los elementos traza de interés. En muchas ocasiones el sitio de recolección es el 

mismo en el cual  los organismos  test son encontrados. De acuerdo a la información 

química, el sedimento del arroyo Las Flores puede caracterizarse como no poluido en 

relación a los Niveles Guía de Calidad de Sedimentos (SGQs) (Mac Donald et al., 

2000). 

Fig. 6.15. Valores como porcentaje 
relativo al grupo control del peso (A) y 
la longitud (B) de juveniles de H. 
pseudoazteca expuestos a diferentes 
concentraciones de Cu en sedimento 
completo. 

*: indica diferencias significativas con 

el grupo control y 21 mgCu/Kg SS 
 
#: indica diferencias significativas con 
el grupo control, 3,7 mgCu/Kg SS y 38 
mgCu/Kg SS  
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
 



Capítulo 6 Anabella Giusto 

153 

 

La identificación de efecto tóxico causado por un metal pesado mediante la técnica de 

adición al sedimento es un método relativamente robusto, puesto que si no hay 

cambios con respecto al control es razonable asumir  que el elemento agregado al 

sedimento no causó toxicidad; por el contrario, si se produce un incremento de la 

toxicidad indudablemente se debe al metal adicionado (Borgmann, 2000). 

 

Este estudio presenta los primeros resultados de efecto de exposición a Cd y Cu 

adicionados a sedimentos procesados o frescos, procedentes de sitios no 

contaminados, en dos especies de anfípodo de agua dulce del hemisferio sur. 

 

Según el análisis granulométrico, el sedimento procesado del arroyo Las Flores 

presentó un alto porcentaje de arena y en base a su composición se lo puede clasificar 

como sedimento franco arenoso (MESL, 2001); su elevado contenido de materia 

orgánica (aproximadamente 7%), se puede relacionar con la alta densidad de plantas 

acuáticas halladas en el sector de muestreo y la vegetación terrestre que se encuentra 

en las orillas. La concentraciones de  Cu y Cd en el sedimento (4 mgCu/Kg SS y <0,5 

mgCd/Kg SS, respectivamente) fueron inferiores a los SQGs. En particular el nivel de 

Cu se encontró dentro del rango esperado para materiales típicos de la corteza 

terrestre (Frink, 1996). Por lo tanto, el sedimento del arroyo Las Flores pudo utilizarse 

como control en protocolos de bioensayos de sedimentos adicionados con estos 

metales como tóxicos referentes. 

 

CADMIO 

 

Hyalella curvispina 

 

Con excepción del amonio, los parámetros de calidad del agua sobrenadante 

estuvieron dentro del rango aceptable para condiciones de bioensayos estándar 

(USEPA, 2000; EC, 2013). Los valores promedio de pH registrados se encontraron 

entre 8,3 y 8,9. La concentración de OD estuvo siempre por encima de los niveles 

mínimos recomendados y se observó una escasa variación en la dureza y la 

conductividad. En general, los parámetros mencionados no presentaron variaciones 

entre tratamientos. En relación al nitrógeno amoniacal, en ambos ensayos la 

concentración a tiempo inicial fue más elevada que a tiempo final. A pesar de  la 
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variabilidad observada, los valores de N-NH4
+ determinados se encontraron dentro del 

rango de tolerancia de H. curvispina (ítem 4.4, capítulo 4 y Anexo II). 

 

Sobrevivencia y Crecimiento 

 

En juveniles (J) de H. curvispina (Ensayo Cd-1) expuestos al metal por 10 días la 

sobrevivencia y la longitud no se vieron afectadas; sólo los animales expuestos a la 

mayor concentración de ensayo (5,6 mgCd/Kg SS) mostraron una reducción de 

aproximadamente el 20% de la biomasa. En el caso de los adultos (Mm; Ensayo Cd-2) 

ninguno de estos parámetros se vio afectado por la presencia del metal. A su vez, para 

J el IMC mostró diferencias significativas entre el grupo expuesto a la mayor 

concentración de Cd y el resto de los tratamientos, siguiendo el mismo patrón que la 

biomasa; pero en el caso de los de los Mm, en contraste a lo observado con la longitud 

y biomasa evaluadas por separado, el IMC indicó diferencias entre el grupo control y 

los anfípodos expuestos a la mayor concentración de Cd (Figs. 6.4 y 6.5). Por lo tanto 

el IMC permitió determinar efecto sobre los Mm a 6,2 mg/Kg SS. Para individuos de H. 

azteca expuestos durante 28 días a sedimentos adicionados con cadmio, Milani et al. 

(2003) reportaron que la CL50 fue de 33 mgCd/Kg, mientras que la concentración que 

resultó en un 25% de inhibición del crecimiento fue 10 mgCd/Kg. Estos resultados 

podrían suponer una menor sensibilidad de H. azteca al Cd en relación a H. 

curvispina, sin embargo, la comparación de la toxicidad de metales en sedimentos 

contaminados es dificultosa fundamentalmente debido a las diferencias entre los 

sedimentos utilizados, ej: granulometría, TOC y AVS, entre otros parámetros 

relevantes del equilibrio de partición y la toxicidad potencial de metales en sedimentos. 

En este sentido, debe considerarse que la composición granulométrica usada por 

Milani et al. (2003) contenía una proporción más baja de arena que la utilizada en este 

estudio, lo que posibilitaría la reducción de la disponibilidad del metal para los 

animales. 

 

Concentración de Cd en tejidos 

 

Para metales no esenciales y no regulados, la expresión de la toxicidad sobre la base 

de la carga corporal ha sido con frecuencia mejor indicador de efectos biológicos que 

el uso de la concentración del metal en sedimento (Borgmann, 2000). 
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La incorporación de Cd en H. curvispina fue concentración dependiente y 

cuantitativamente más baja en los ensayos con sedimentos comparados con los 

realizados en medio acuoso. Teniendo en cuenta que no hubo incorporación de Cd 

desde el agua sobrenadante (ver Tablas 6.4 y 6.5), debe considerarse que la ruta de 

entrada del metal fue desde el sedimento y además fue significativamente más baja 

que desde la matriz acuosa (Figura 5.6, capítulo 5). Tanto para J como para Mm en los 

ensayos realizados en medio acuoso, los animales expuestos a la menor 

concentración de Cd (2,5 µgCd/L (J) y 2 µgCd/L (Mm)), acumularon 4 veces más metal 

en tejidos que los ensayados a la mayor concentración de Cd en sedimento (5,6 

mg/Kg SS y 6,2 mg/Kg SS, para J y Mm, respectivamente). Por lo tanto, el menor 

incremento en biomasa registrado en los J expuestos a 5,6 mgCd/Kg SS y los efectos 

observados sobre el IMC tanto para J como para Mm (Figs. 6.4 A y 6.5 C), podrían ser 

consecuencia de otros factores como la disminución de la alimentación, el aumento de 

heces y la interrupción del proceso de muda (Borgmann & Norwood 1997) y no del 

metal acumulado en tejido. Bat et al. (1998) ha sugerido que la presencia de 

sedimento puede reducir la cantidad del metal disponible para los animales, dado que 

puede ligarse a materia orgánica o al sedimento mismo. En este estudio teniendo en 

cuenta que la incorporación de Cd fue significativamente menor en animales en el 

ensayo con matriz sólida en relación al ensayo de matriz acuosa, la elevada capacidad 

adsortiva del sedimento utilizado y que la concentración de Cd en el agua 

sobrenadante fue no detectable, es probable que gran parte del cadmio no haya 

estado biodisponible. 

Por último, en concordancia con los resultados obtenidos en los experimentos 

realizados en medio acuoso, en los ensayos con sedimento adicionado los juveniles 

de H. curvispina incorporaron una mayor concentración de Cd en tejidos que los 

machos. 

 

COBRE 

 

Hyalella curvispina y Hyalella pseudoazteca 

 

Al igual que en los ensayos realizados con Cd, en general los parámetros de calidad 

del agua se mantuvieron constantes y dentro del rango aceptable para bioensayos 

estándar a lo largo de los experimentos (USEPA, 2000; EC, 2013). Los valores de pH, 

OD, dureza y conductividad se mantuvieron constantes entre concentraciones y 
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tratamientos durante el tiempo de exposición. Sólo en los experimentos Cu-1 y Cu-2 

se observó un incremento en la dureza y la conductividad a tiempo final de ensayo en 

todos los tratamientos, lo cual este probablemente asociado a la actividad biológica en 

el sistema o a la disolución de componentes de la matriz sólida a lo largo del tiempo de 

exposición. Con respecto al nitrógeno amoniacal, en todos los experimentos se 

observó el mismo efecto que en los ensayos con Cd, siendo el N-NH4+ más elevado a 

tiempo inicial de ensayo en relación al tiempo final. A pesar de  la variabilidad 

observada, los valores de N-NH4
+ determinados se encontraron dentro del rango de 

tolerancia de H. curvispina (ítem 4.4, capítulo 4 y Anexo II). 

 

En los ensayos realizados con agua de poro, el OD se mantuvo por encima de los 

niveles aceptables establecidos por USEPA (2000), el pH fue moderadamente más 

elevado en el tratamiento con agua de poro en relación al control y se mantuvo 

constante durante el tiempo de exposición. Sin embargo, el nitrógeno amoniacal, y en 

particular la dureza y la conductividad, fueron marcadamente mayores en el 

tratamiento con agua de poro, lo cual indudablemente está asociado a las 

características propias de la matriz de ensayo. 

 

Sobrevivencia y Crecimiento 

 

La sensibilidad de las especies a sedimentos contaminados puede depender del 

comportamiento de los organismos (comportamiento de excavación, filtración y tasas 

de alimentación), rutas de exposición al metal (agua de poro, sedimento, alimento), 

particularidades fisiológicas de los organismos (asimilación del metal y efecto tóxico) y 

etapa del ciclo de vida (juveniles, adultos) (King et al., 2006). 

En la evaluación de toxicidad de contaminantes asociada a sedimentos de fondo, se 

pueden realizar bioensayos de toxicidad en fase acuosa (p. ej: agua de poro, 

lixiviados, elutriados) o sobre el sedimento completo. En los ensayos realizados en el 

presente trabajo no se observaron efectos letales ni subletales por exposición de 

juveniles y adultos de H. curvispina a agua de poro extraída de los sedimentos 

adicionados con Cu. Contrariamente se determinaron efectos subletales sobre machos 

de esta especie (desde 94 mgCu/Kg SS) en el ensayo realizado con sedimento 

completo. Por lo tanto, los bioensayos utilizando esta matriz suelen ser la opción más 

adecuada para anfípodos, debido a que mediante el uso de estas pruebas es posible 

abordar adecuadamente todas las vías de exposición (sedimento, agua de poro y agua 

sobrenadante) (ECB, 2003). 
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Para H. pseudoazteca si bien no hubo efecto sobre la supervivencia para ambos 

estadios evaluados, los anfípodos más jóvenes fueron más sensibles que los machos 

en relación a los parámetros de crecimiento. Mientras que sólo hubo una disminución 

en la biomasa de los machos expuestos a 205 mg/Kg SS en relación al control, en los 

juveniles expuestos a 110 mg/Kg SS se observó una disminución del IMC indicando un 

efecto negativo por exposición al metal sobre el estado general de los animales. A su 

vez, en juveniles ensayados a 205 mg/Kg SS el efecto del Cu fue determinado en los 

tres parámetros evaluados en relación al control (biomasa, longitud e IMC). 

 

Borgmann & Norwood (1997) reportaron para H. azteca expuesta durante cuatro 

semanas a concentraciones de 74 a 300 mgCu/Kg SS, y para ensayos con 

sedimentos adicionados con cobre entre 74 y 1868 mg/Kg de una semana de 

duración, porcentajes de sobrevivencia mayores al 90%. Estos autores observaron 

efectos sobre el crecimiento a partir de una concentración de 363 mg/Kg en animales 

expuestos por cuatro semanas. Para la misma especie Milani et al. (2003) en 

exposición crónica a cobre en un sistema de sedimento adicionado reportaron una 

CL50 de 128 mgCu/Kg y efectos sobre el crecimiento, expresado como concentración 

inhibitoria 25%, a 76 mgCu/Kg. Román et al. (2007) evaluaron efectos letales (CL50) y 

subletales sobre cinco especies de organismos bentónicos expuestos a sedimentos 

adicionados con Cu. Particularmente en anfípodos, determinaron para H. azteca una 

CL50 de 316 mgCu/Kg (14 días de exposición) y una CE50 de 194 mgCu/Kg (28 días 

de exposición); mientras que para Gammarus pulex reportaron una CL50 de 151 

mgCu/Kg y una CE50 de 148 mgCu/Kg (35 días de exposición). La CE50 fue 

determinada en función de efectos sobre el crecimiento para ambas especies. 

La toxicidad del cobre en H. azteca informada por Milani et al. (2003) se produjo a una 

concentración aproximadamente 2,5 veces menor que la reportada por Román et al. 

(2007). En éste último estudio se discutió sobre el origen de las diferencias 

observadas, concluyendo que pudieron provenir de varios factores, incluyendo (I) 

poblaciones de ensayo con diferente sensibilidad inherente (II) diferencias en las 

propiedades del sedimento (biodisponibilidad) y (III) diferencias en la duración del 

ensayo, entre otros. 

 

A pesar de las diferencias en las condiciones experimentales entre los trabajos 

mencionados y el nuestro, los resultados obtenidos sugieren una sensibilidad similar 

con H. azteca en cuanto a crecimiento, debido a que como se mencionó previamente 

se observaron efectos subletales en machos de H. curvispina y en juveniles de H. 
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pseudoazteca en concentraciones cercanas a 100 mg/Kg SS y en machos de H. 

pseudoazteca a 205 mg/Kg SS. 

Sin embargo con los resultados obtenidos en el presente trabajo no se pudo 

determinar la concentración de efecto del Cu en juveniles de H. curvispina, sobre los 

parámetros tradicionales. 

 

Concentración de Cu en tejidos 

 

En machos de H. curvispina expuestos tanto a sedimentos adicionado (concentración 

máxima de Cu en sedimento= 200 mg/Kg SS; concentración máxima promedio de Cu 

en OW= 172 µg/L) como a agua de poro (concentración promedio tiempo inicial y 

final= 195 µg/L), los niveles de Cu acumulados en tejidos se mantuvieron 

prácticamente en los valores obtenidos para sus respectivos controles. Por lo tanto, 

para este estadio en el rango de concentraciones ensayadas habría una aparente 

regulación del Cu, y el efecto subletal observado sería independiente de la carga 

corporal del metal. Comparativamente, al igual que en los ensayos realizados con Cd, 

se observó una mayor incorporación del metal desde la matriz acuosa (132% de 

incremento de Cu en relación al control, a una concentración de exposición de 101 

µg/L; Fig. 5.11, capítulo 5), en relación a la matriz sólida. Debe considerarse que el 

modo de toxicidad de los metales asimilados a través de vías de absorción intestinal 

(partículas) puede ser bastante diferente de los que se producen debido a la absorción 

por branquias o superficies del cuerpo (disuelto) (King et al., 2005). 

Al igual que los resultados obtenidos con machos de H. curvispina, Borgmann & 

Norwood, (1997) reportaron que la acumulación de Cu en adultos de H. azteca 

expuestos a sedimentos adicionados fue diferente de la observada en ensayos 

realizados en medio acuoso. Estos autores informaron que la carga corporal de Cu en 

H. azteca fue independiente de la concentración de Cu en sedimento entre 74 y 1116 

mgCu/Kg SS, presentando una concentración de Cu en tejidos promedio de 

aproximadamente 150 µgCu/g PS. Los anfípodos acumularon Cu del sedimento, aún 

desde el sedimento control, pero el ingreso pareció estar regulado de alguna forma 

hasta que el metal en sedimento excedió los 1116 mgCu/Kg SS. Sin embargo, se 

observó toxicidad crónica a 1116 mgCu/Kg luego de 4 semanas de exposición, aún 

cuando el Cu en tejido en los animales expuestos a este tratamiento no fue 

significativamente más elevado que los valores registrados en los anfípodos control. El 

crecimiento fue un punto final más sensible que la sobrevivencia. Una reducción 

sustancial del crecimiento ocurrió a 363 mgCu/Kg SS aún cuando no se detectó 
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mortalidad crónica a esa concentración. Cabe destacar que la tasa de reducción del 

crecimiento observada en sedimentos adicionados con Cu no fue evidenciada en 

estudios previos realizados por Borgmann et al. (1993) con H. azteca en agua 

adicionada con este metal. La causa de la reducción del crecimiento y la aparente 

regulación del Cu a bajas concentraciones del metal en sedimento no es conocida. Los 

autores plantean la posibilidad de que el metal en sedimento inhiba la alimentación de 

H. azteca, llevando a la reducción del crecimiento. Esto también puede llevar a la 

disminución de la captación de Cu de los alimento con el aumento de Cu en el 

sedimento, resultando en una aparente regulación de la carga corporal de Cu hasta el 

punto que esta regulación se interrumpe y la reducción en la alimentación ya no puede 

controlar la captación de Cu. Independientemente de si el mecanismo propuesto es 

correcto, Borgmann & Norwood (1997) proponen la reducción en el crecimiento en 

sedimentos adicionados con Cu como una característica  importante para su uso en la 

identificación de toxicidad por este metal. 

 

En juveniles de H. curvispina expuestos a sedimentos adicionados si bien se observó 

una incorporación del metal en tejidos, la misma no fue dependiente de la 

concentración de exposición (51% y un 38% para 111 mg/Kg SS (OW promedio= 73 

µg/L) y 224 (OW promedio= 125 µg/L), respectivamente). También se observó un 

incremento significativo (92%) de la concentración de Cu en tejido en los anfípodos 

expuestos a agua de poro (concentración promedio tiempo inicial y final= 165 µg/L) en 

relación al control. A pesar de los aumentos registrados en la carga corporal del metal, 

no se observaron efectos letales ni subletales sobre los organismos de ensayo. 

En relación a los estadios evaluados de H. curvispina expuestos a sedimentos 

adicionados con Cu y agua de poro proveniente de los mismos, en general se 

determinó una mayor incorporación del metal en tejidos en individuos juveniles en 

relación a los adultos. El mismo efecto fue observado en los bioensayos realizados 

con Cd. 

 

En machos de H. pseudoazteca la concentración de Cu en tejido de los animales 

expuestos al metal incrementó un 30% y un 55% (para 110 y 205 µg/Kg SS, 

respectivamente) en relación a los niveles del control. Comparativamente y expresado 

como incremento de la concentración de Cu como porcentaje del control, a 

concentraciones similares de Cu adicionado en sedimento y bajo las mismas 

condiciones experimentales, machos de H. pseudoazteca presentaron una mayor 

carga corporal del metal que individuos de H. curvispina del mismo estadio. 



Capítulo 6 Anabella Giusto 

160 

 

Sedimento Completo 

 

En cuanto a la caracterización del sedimento proveniente del arroyo las Flores, la 

humedad se halló dentro del rango habitual en este sitio con un nivel relativamente 

elevado de materia orgánica (MO). La diferencia en el porcentaje de MO con respecto 

a los ensayos con sedimento procesado, probablemente este asociado a la época del 

año en que se realizó la recolección del material. La composición granulométrica 

indicó que se trata de un sedimento arcillo arenoso (Folk, 1954), con potencialidad 

para la retención de metales pesados. Cabe destacar que el sedimento procesado 

presentó un mayor porcentaje de arena y menor porcentaje de arcilla que el sedimento 

fresco. La potencialidad para la retención de metales pesados puede evidenciarse en 

la menor concentración de Cu en agua sobrenadante determinada en el ensayo con 

sedimento fresco (J1) en relación al procesado (Cu-3). 

Probablemente el uso de sedimento fresco como matriz sólida control es 

ecológicamente más relevante, pero puede ofrecer la desventaja de incluir el efecto 

potencial de la presencia de organismos indígenas en los resultados de la prueba 

(Reynoldson et al., 1994). Además, como se mencionó en el capítulo 1, los sedimentos 

colectados en el campo pueden no ser accesibles todo el año o pueden cambiar con el 

almacenamiento en el laboratorio siendo muy dificultosa la estandarización de 

respuesta de los organismos de ensayo tanto intra como interlaboratorio. 

En nuestro estudio, la presencia de organismos fotosintetizadores en las muestras 

evaluadas podría explicar el aumento del OD en la fase acuosa y la disminución del 

nivel de amonio. La variabilidad causada por esta condición, no factible de cuantificar, 

agrega un posible factor de incertidumbre al ensayo. En experimentos realizados con 

sedimento seco y rehidratado del mismo arroyo no se registró este efecto sobre el OD. 

Por lo tanto, los resultados de las pruebas de toxicidad de sedimento adicionados con 

metales pueden ser significativamente diferentes según las propiedades del sedimento 

utilizado. 

Como se mencionó previamente, el grado de efecto de cobre en el sedimento 

reportado en la literatura es muy variable, posiblemente debido a las diferencias en las 

condiciones de ensayo y composición de la matriz, entre otros parámetros. En 

particular en los experimentos realizados en el presente trabajo con juveniles de H. 

pseudoazteca expuestos a sedimento completo (Ensayo J1) y procesado (Ensayo Cu-

3), se observó un efecto sobre la supervivencia de los animales a 87,3 mgCu/Kg SS 

en la primera matriz, en tanto que no se determinó efecto sobre dicho parámetro a una 
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concentración 2,3 veces mayor que la anterior, cuando se empleo sedimento 

procesado. De todos modos, debe considerarse otra fuente de variabilidad entre los 

mencionados ensayos, que es el origen de los animales. Los anfípodos utilizados en 

J1 fueron colectados en el campo (arroyo Las Flores) y aclimatados en laboratorio, en 

tanto que los utilizados en el Ensayo Cu-3 provinieron de cultivos de laboratorio 

(indoor). 

En el presente trabajo empleando sedimento completo como matriz de ensayo, 

nuestros resultados en cuanto a sobrevivencia indican que H. pseudoazteca resultó 

tener una sensibilidad mayor que H. azteca expuestos a intervalos de tiempo y 

concentraciones similares (Borgamann & Norwood, 1997; Roman et al., 2007). 

 

Esta es una primera contribución a la evaluación de toxicidad por Cu en H. 

pseudoazteca utilizando sedimento completo. 

 

6.6 Conclusiones 

 

� En el presente trabajo se determinaron efectos tóxicos del Cd sobre juveniles y 

machos de H. curvispina en concentraciones cercanas al PEC (4,98 mgCd/Kg 

SS). El Cu adicionado al sedimento del arroyo Las Flores ejerció efecto tóxico 

sobre juveniles de H. pseudoazteca (expuestos tanto a sedimento procesado 

como completo) a valores intermedios entre el TET (86 mgCu/Kg) y el SEL 

(110 mgCu/Kg) y por debajo del PEC (149 mgCu/Kg). En el caso de los 

machos de ambas especies, el efecto por exposición a Cu fue observado a 

concentraciones cercanas al PEL (197 mgCu/Kg) (MacDonald, 2000; Burton, 

2002). A las concentraciones ensayadas no se registraron efectos sobre 

individuos juveniles de H. curvispina, lo que indicaría que esta especie en este 

estadio estaría protegida aún a los niveles de referencia más altos antes 

mencionados. Sin embargo, incorporó cantidades elevadas de Cu en tejidos, 

por lo que deben considerarse potenciales procesos de transferencia a través 

de la cadena alimentaria a niveles tróficos superiores. 

 

� Este trabajo provee información sobre efectos toxicológicos del Cd y el Cu 

adicionados a sedimentos, en dos especies nativas de la región Pampeana en 

Argentina, y contribuye a validar de manera interina el uso en esta región de 

los SQGs para ambos metales, desarrollados en el hemisferio norte. A su vez, 
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bajo las condiciones experimentales ambas especies probaron ser sensibles a 

concentraciones de Cd y Cu determinadas dentro de su área de distribución. 

 

� Esta es una primera contribución a la evaluación de toxicidad por metales con 

H. pseudoazteca. Bajo nuestras condiciones experimentales esta especie  

resultó sensible al Cu adicionado al sedimento control. 

 

� Al igual que los resultados obtenidos en los ensayos en matriz acuosa, el IMC 

resultó un parámetro evaluador de efecto subletal útil, ya que en muchos casos 

permitió una mejor discriminación entre tratamientos en relación a los restantes 

parámetros de crecimiento determinados. 
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CAPITULO 7 
 

DESARROLLO DE NUEVOS PUNTOS FINALES 
PARA ENSAYOS CON ANFÍPODOS 

 

 

7.1 Introducción 

 

Como fue mencionado en capítulos anteriores, los protocolos estandarizados con 

anfípodos evalúan comúnmente efectos sobre el crecimiento y la mortalidad (Burton et 

al., 1996; USEPA, 2000), asumiendo que la ausencia de efecto indica que se trata de 

un medio ecológicamente aceptable. Sin embargo, es prioritario desarrollar protocolos 

de prueba que incorporen puntos finales de efecto temprano que permitan reducir la 

brecha existente entre resultados de laboratorio y de campo. En años recientes la 

atención ha sido enfocada en el uso de parámetros fisiológicos y bioquímicos como 

indicadores de estrés tóxico a través de exposiciones de especies prueba a diferentes 

contaminantes (Correia et al., 2002; Barata et al., 2004; De Cohen & Janssen, 2007; 

Dutra et al., 2007, 2008; Sroda & Cossu-Leguille, 2011). La significancia ecológica de 

estos parámetros está basada sobre el hecho que exposiciones cortas a diferentes 

contaminantes pueden tener efectos a largo plazo sobre el ciclo de vida de los 

organismos aun cuando los contaminantes no son persistentes en el medio ambiente 

(Achiorno et al., 2010). 

 

Como parámetros ecofisiológicos a considerar como puntos finales de efecto (y/o 

como variables indirectas que modifican el efecto) cabe mencionar aquellos vinculados 

con el metabolismo intermediario y energético de los animales. El costo de los 

procesos metabólicos necesarios para compensar el efecto de una sustancia tóxica 

puede modificar el patrón de asignación de energía fisiológica de un organismo. Por lo 

tanto, los puntos finales clásicos utilizados en las pruebas de ecotoxicidad pueden, en 

última instancia, reflejar cambios en el metabolismo energético de los individuos 

(Servia et al., 2006). 

En crustáceos, el estudio del metabolismo intermediario ha demostrado poseer 

enorme variabilidad inter e intra específica. Esta variabilidad puede ser el resultado de 
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múltiples factores, como el hábitat, la etapa del ciclo de muda, la madurez sexual, el 

sexo, el estado nutricional, la dieta y la estacionalidad. Estos factores determinan un 

patrón diferencial de respuesta metabólica que dará lugar a cambios 

comportamentales, fisiológicos, y bioquímicos (Oliveira et al., 2007; Funck et al., 2013; 

Vellinger et al., 2013). En este sentido, Dutra et al. (2008, 2011) refirió alteraciones en 

el metabolismo intermediario en ejemplares de Hyalellas expuestos a carbofuran y 

glifosato. 

 

Entre los posibles biomarcadores metabólicos de estrés, la actividad del sistema de 

transporte de electrones (ETS) no es ampliamente utilizada. El ETS es un complejo 

multienzima localizado en la membrana interna de las mitocondrias. Este complejo 

contiene flavoproteínas, metaloproteínas y citocromos que se encuentran organizados 

en un sistema bioquímico redox que transporta electrones desde las coenzimas 

NADH, NADPH y succinato, provenientes del ciclo de Krebs,  hasta el aceptor terminal 

de electrones (O2). Su actividad indica la cantidad de oxígeno consumido que habría 

de ocurrir si todas las enzimas funcionan al máximo. El ensayo de ETS fue propuesto 

por primera vez por Packard (1971), y ha sido desde entonces modificado y mejorado 

por varios autores, se ha demostrado útil para estimar la actividad metabólica de 

diferentes organismos como microplancton (Devol & Packard, 1978), zooplancton 

(Owens & King, 1975; Borgmann, 1978, Simĉiĉ & Brancelj, 2001), especies de la 

macrofauna bentónica (Cammen et al., 1990), sedimentos (Simcic & Brancelj, 2002) y 

biofilms (Blenkinsopp et al. 1991). 

 

Entre los biomarcadores bioquímicos más comúnmente utilizados se hallan los 

relacionados con estrés oxidativo. Una vía general de toxicidad inducida por muchos 

contaminantes químicos está relacionada con su capacidad para catalizar reacciones 

oxidativas, que llevan a la producción de especies reactivas de oxígeno (EROS) (tales 

como el radical superóxido (O2¯●), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical 

hidroxilo (OH●)), causando estrés oxidativo (Timbrell, 2009). Estas EROS, mediante 

una reacción en cadena y su capacidad de oxidar, reaccionan principalmente con 

macromoléculas, pueden oxidar las proteínas, los lípidos (mediante la peroxidación 

lipídica) y los ácidos nucleicos. También, pueden inactivar a las enzimas antioxidantes 

conduciendo a daños en el ADN, en la estructura celular o incluso llevar a la muerte 

celular (Van der Oost et al., 2003; Alti & Canli, 2010). 

Por otro lado, en las células sanas, las especies reactivas de oxígeno son 

detoxificadas por los sistemas de defensa antioxidante de los organismos. Estos 
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incluyen atrapadores de bajo peso molecular (no enzimáticos) de radicales libres y 

enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) entre 

otras, que tienden a inhibir la formación de agentes prooxidantes (Van der Oost et al., 

2003; Ochoa & González, 2008). La SOD es una metaloproteína que cataliza la 

conversión del anión superóxido reactivo a peróxido de hidrógeno (H2O2), 

constituyendo la primera defensa contra el efecto tóxico del oxígeno en los organismos 

aeróbicos. El H2O2 es subsecuentemente detoxificado por la catalasa y la glutatión 

peroxidasa. La catalasa está asociada a los peroxisomas y reduce el H2O2, a oxígeno 

molecular (O2) y agua (Livingstone, 2003). 

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la toxicidad celular inducida por 

Cu, incluyendo la capacidad de los iones libres de Cu a participar en la formación de 

especies reactivas de oxígeno (EROS) (Gaetke & Chow, 2003; Pourahmad et al., 

2003). El Cu puede actuar como un catalizador para las reacciones de Fenton y 

Haber-Weiss, facilitando la conversión del anión superóxido y peróxido de hidrógeno a 

radical hidroxilo, una especie con frecuencia propuesta como iniciadora de la 

peroxidación lipídica (Stohs & Bagghi, 1995; Furuno et al., 1996). 

Algunos estudios han relacionado la toxicidad del Cd a la generación de estrés 

oxidativo (Stohs & Bagghi, 1995; Sandrini et al., 2006). Sin embargo, a diferencia del 

Cu, el Cd no es un metal oxidante y por lo tanto no puede generar EROS a través de 

reacciones de Haber- Weiss y Fenton, pero puede inhibir la cadena de transporte de 

electrones en las mitocondrias ligándose entre la semiubiquinona y el citocromo B566, 

lo que finalmente resulta en la generación de EROS (Wang et al., 2004). Por otra 

parte, muchos estudios han atribuido la generación de EROS luego de la exposición a 

Cd a la interferencia de este metal en el sistema celular de defensa antioxidante 

(Stohs & Bagghi, 1995; Waisberg et al., 2003; Sandrini et al., 2008). 

 

La enzima Na+/K+ ATPasa utiliza la energía derivada de la hidrólisis del ATP para 

bombear fuera de la célula 3 Na+ transfiriendo 2 K+ de la parte externa al citosol; 

siendo un instrumento fundamental para restaurar el gradiente iónico en las células 

nerviosas luego de períodos de actividad eléctrica como impulsos nerviosos y 

potencial sináptico (Shepherd, 1994). La Na+/K+ ATPasa ejerce un papel crucial en el 

mantenimiento de gradientes iónicos celulares y entre el medio interno (animal) y el 

ambiente, siendo fundamental para el equilibrio osmótico. Las ATPasas desempeñan 

un papel crucial en funciones intracelulares y en todos los tipos de actividades 

fisiológicas y se ha utilizado como un indicador sensible de la toxicidad de metales 

pesados (de la Torre et al., 1999). Se ha informado que productos de la peroxidación 
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lipídica interrumpen la homeostasis de iones neuronales, alterando actividad de las 

ATPasas de membrana, tales como la Na+/K+ ATPasa (Keller et al, 1997; Mark et al., 

1997). 

 

Los biomarcadores bioquímicos de uso común en ecotoxicología rara vez consideran 

el estado energético de los animales expuestos, o la influencia que podrían tener en 

las determinaciones. En este sentido, hay pocos estudios que consideran la 

evaluación simultánea de la condición fisiológica de los animales (De Coen & 

Janssens, 2003; Sroda & Cossu-Leguille, 2011). 

 

El presente capítulo pretende proporcionar un criterio sensible  para la evaluación de 

los efectos ecotoxicológicos tempranos de Cu y Cd en ensayos de laboratorio en 

Hyalella curvispina. Este trabajo representa una primera contribución de la evaluación 

del efecto de dos metales pesados sobre algunos parámetros de estrés oxidativo y 

metabolismo energético en esta especie nativa. 

 

7.2 Objetivo 
 

Evaluar el estado fisiológico, bioquímico y energético de los animales expuestos a Cu 

y Cd en matriz sólida y acuosa a concentraciones subletales, utilizando los siguientes 

puntos finales de efecto temprano: contenido de glucógeno, proteínas totales, lípidos 

totales, triglicéridos, arginina fosfato, niveles de peroxidación lipídica (TBARS) y 

actividad de Na+/K+ ATPasa, catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD) y del 

sistema de transporte de electrones (ETS). 

 

7.3 Materiales y Métodos 

 

Los ensayos detallados en el presente capítulo fueron realizados con anfípodos 

silvestres (ítem 3.1.2, capítulo 3). Los individuos de H. curvispina (machos mayores) 

fueron recolectados en el arroyo Las Flores durante la primavera de 2010. 

El modo de recolección de los animales, su traslado al laboratorio y la aclimatación de 

los mismos fueron detallados en el ítem 4.2 del capítulo 4. 

Se realizaron dos series de experimentos: un ensayo en matriz acuosa y otro con 

sedimento adicionado. En ambos casos, los animales fueron expuestos a 
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concentraciones subletales de Cu y Cd, con sus correspondientes controles negativos 

contemporáneos. 

 

7.3.1 Ensayo en matriz acuosa 

 

Las concentraciones nominales ensayadas fueron: 100 µgCu/L, 150 µgCu/L, 10 

µgCd/L y 20 µgCd/L. El control se realizó en agua de dilución (MHW). 

El ensayo fue realizado bajo las condiciones experimentales y metodológicas 

detalladas en los ítems 3.3 y 3.5.1.2 del capítulo 3. A cada réplica se le agregó 500 ml 

de la solución correspondiente y una pieza de gasa de 10 cm2 como sustrato. 

 

7.3.2 Ensayo con sedimento adicionado 

 

El sedimento utilizado en el ensayo es el sedimento procesado del arroyo Las Flores 

(ver ítem 3.5.2.2 del capítulo 3). 

Las concentraciones nominales ensayadas fueron: 100 mgCu/Kg SS, 200 mgCu/Kg 

SS, 4 mgCd/Kg SS y 8 mgCd/Kg SS. 

El ensayo fue realizado bajo las condiciones experimentales y metodológicas 

detalladas en los ítems 3.3 y 3.5.2.3 del capítulo 3. A cada réplica se le agregó una 

relación constante de número de animales/volumen de sedimento/volumen de agua 

sobrenadante, como fue especificado en el ítem 3.5.2.3 del capítulo 3. 

 

En la Figura 7.1 se indica en forma sucinta el diseño experimental seguido. 
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Figura 7.1: Procedimiento experimental común para ambos ensayos. 
 

 

Los puntos finales fueron determinados por triplicado mediante los métodos detallados 

en el ítem 3.4.2, Puntos Finales de Efecto Temprano, del capítulo 3. 

 

7.3.3 Análisis estadístico 

Para evaluar los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se utilizaron 

las pruebas de Shapiro–Wilks y Levene, respectivamente. Para evaluar las diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos se realizaron Análisis de la 

Separación de machos provenientes de campo 
aclimatados 10 días  bajo condiciones indoor

Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo 

Día0
�Toma de muestras de matriz  acuosa /agua sobrenadante para 

determinación de metales   
�Determinaciones  fisicoquímicas

Procesamiento de las muestras biológicas

�3 réplicas/tratamiento
�Distribución de 25 individuos/réplica (ensayo matriz acuosa)
�Distribución de 28 individuos/réplica (ensayo sedimento adicionado)

Control

Exposición:
�Control de oxigenación

�Días 2, 5 y 8 provisión de 
alimento (8,3mg/réplica) 

Día 10: 
fin de la exposición

-Cada replica fue separada en cinco grupos de 4-5 machos.
Las determinaciones metabólicas fueron realizadas en pools de homogenatos totales:
Pool 1 = utilizado para cuantificar lípidos totales y triglicéridos; 
Pool 2 = utilizado para determinar glucógeno y proteínas totales;
Pool 3 = utilizado para la cuantificación de arginina fosfato.
Pool 4 = utilizado para cuantificar niveles de lipoperoxidación (y actividad de SOD y CAT sólo en ensayo en medio acuoso)
Pool 5 = utilizado para cuantificar actividad de Na+/K+ ATPasa.

-A su vez solo en el ensayo con sedimento adicionado, 3-4 individuos por réplica fueron utilizados para la  cuantificación de ETS. 
Las determinaciones fueron realizadas sobre animales individuales.

�Recuento de sobrevivientes
�Almacenamiento a -80°C para posteriores determinaciones bioquímicas
�Caracterización fisicoquímica en matriz acuosa y toma de muestras 

del medio correspondiente para determinación de metales

Expuestos:
Cu y Cd
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Varianza de una vía (ANOVA) seguida de la prueba a posteriori de Bonferroni. En los 

casos en que no se cumplieron los supuesto de homocedasticidad se utilizó la prueba 

no paramétrica de Kruskal-Wallis (Zar, 2010). Se trabajó con un nivel de significancia 

de p<0,05. Se utilizó el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2012). Los resultados 

fueron expresados como media ± error estándar. 

 

7.4 Resultados 

 

7.4.1 Ensayo en matriz acuosa 

 

Los parámetros fisicoquímicos y las concentraciones de Cu y Cd medidas a tiempo 

inicial y final de exposición, se muestran en las Tablas 7.1. 

Los parámetros de calidad de agua se mantuvieron estables a lo largo de los 10 días 

de exposición. Los mismos estuvieron dentro del rango aceptable para condiciones de 

bioensayo estándar, con excepción del nitrógeno amoniacal donde los niveles fueron 

más elevados. Si bien las concentraciones de N-NH4+ mostraron variabilidad entre 

tiempo inicial y final de ensayo, fueron parejas entre los tratamientos y estuvieron 

dentro del rango aceptable para la supervivencia de H. curvispina (ítem 4.4, capítulo 4 

y Anexo II). Por lo tanto, debido a que los parámetros fisicoquímicos no presentaron 

variaciones entre tratamientos ni entre concentraciones, es razonable asumir que los 

resultados obtenidos se debieron a la exposición a Cu y Cd. 

Para ambos metales se observó un importante descenso de la concentración entre el 

tiempo inicial y final de exposición. Esto es esperable en ensayos estáticos de 

exposición a metales pesados. En vista de ello y siguiendo el mismo criterio que en los 

capítulos anteriores, los valores de las concentraciones de ensayo fueron expresados 

como el valor promedio entre ambos tiempos, considerándose esta como la 

concentración de exposición más representativa.  

Las concentraciones de Cu medidas a tiempo inicial estuvieron por encima de las 

nominales, indudablemente a causa del nivel de Cu detectado en la solución control 

(medio de dilución). En consecuencia, las concentraciones medias de exposición a Cu 

fueron 135 y 175 µgCu/L para valores nominales de 100 y 150 µgCu/L 

respectivamente (Tabla 7.1). Para los tratamientos con Cd las concentraciones 

nominales, 10 y 20 µgCd/L, fueron referidas como 6,5 y 10,5 µgCd/L, respectivamente 

(Tabla 7.1). 
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Concentración 
Nominal Control 135 µgCu/L 175 µgCu/L 6,5 µgCd/L 10,5 µgCd/L 

Parámetros Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 7,4 8,1±0,0 8,3 8,1±0,1 7,5 8,1±0,0 7,5 8,0±0,1 7,5 7,9±0,2 

OD (mg/L) 
 8,2 8,3±0,1 7,5 8,3±0,0 8,3 8,1±0,5 8,3 8,1±0,2 8,3 7,7±0,7 

Dureza 
(mgCaCO3/L) 90 100±0 90 100±0 90 100±0  90 100±0 90 100±10 

Conduct. 
(µS/cm) 346 420±26 351 406±4 353 407±7 351 415±14 352 410±6 

N-NH4
+ (mg/L)  0 4,3±0,5 0 3,9±0,0 0 3,9±0,0 0 4,7±0,0 0 3,5±0,5 

Cu medido 
(µg/L) 90 60 160 110 210 140 -- -- -- -- 

Cd medido 
(µg/L) <1 <1 -- -- -- -- 12 1 17 4 

Supervivencia 
(%) -- 93,8 -- 96 -- 97,5 -- 92 -- 95 

 
Tabla 7.1: Parámetros fisicoquímicos, concentraciones de Cu y Cd medidas en solución a 
tiempo inicial (Ti; n=1) y final (Tf; n=2-3) de exposición y porcentaje de sobrevivencia de 
machos de H. curvispina expuestos a Cu o Cd en solución. Valores expresados como media ± 
DS. Las concentraciones de Cu y Cd para cada tratamiento son expresadas como el valor 
medio entre Ti y Tf exposición. La última fila muestra los valores de supervivencia al final del 
período de exposición. 
 

Bajo las condiciones experimentales, para los dos metales evaluados, no se observó 

mortalidad significativa en ninguna concentración de ensayo respecto del control 

(Tabla 7.1).  

Todos los parámetros metabólicos estudiados se evaluaron confrontando los efectos 

de los tratamientos en relación a los valores control así como entre tratamientos. La 

tabla 7.2 muestra los resultados de los análisis estadísticos para todos los parámetros 

considerados. 
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Parámetros 
 

Cobre 
cotrol-135-175 µg/L  

Cadmio 
control-6,5-10,5 µg/L 

Lípidos Totales F0,05;6= 391,7 * F0,05;6= 347,1  * 

Triglicéridos F0,05;6=300,9 * F0,05;6= 170,6  * 

Glucógeno F0,05;6=397,8 * F0,05;6= 734,9  * 

Proteínas Totales  F0,05;6=150,4 * F0,05;6= 150,0  * 

Arginina fosfato F0,05;6= 908,2 * F0,05;6= 1611   * 

SOD F0,05;6= 48,0 * F0,05;6= 26,2    * 

CAT F0,05;6= 0,14 ns F0,05;6= 0,50 ns  

TBARS F0,05;6= 620,8 * F0,05;6= 69,5    * 

NA/K ATPasa F0,05;6= 728,4 * F0,05;6= 308,2  * 

 
Tabla 7.2: Resumen de las significatividades estadísticas obtenidas para los parámetros 
evaluados en machos de H. curvispina expuestos a Cu o Cd en solución. Todos los parámetros 
cumplieron los supuestos de  ANOVA  de normalidad y homocedasticidad. Los valores de 
glucógeno y arginina fosfato para ambos metales fueron previamente transformados (log10). 
F: F de Fisher; *: diferencias significativas globales (p<0.05); ns: ausencia de significancia 
estadística. 
 

La Fig. 7.2 muestra la variación en el contenido de lípidos totales y triglicéridos para 

los grupos expuestos y el control. Los animales expuestos a Cu mostraron una 

disminución significativa en los niveles de lípidos totales en relación al grupo control 

del 71% y 80%, para 135 y 175 µgCu/L, respectivamente. La disminución en los 

niveles de triglicéridos en relación al grupo control fue concentración-dependiente, 

siendo 49% para 135 µdCu/L y 66% para 175 µgCu/L. Con respecto al Cd, tanto para 

lípidos totales como para triglicéridos, el efecto fue concentración-dependiente. En 

relación al grupo control, en los animales expuestos a 6,5 y 10,5 µgCd/L la reducción 

fue del 67% y 84% para lípidos totales y del 37% y 78% para triglicéridos. 
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Fig. 7.2. Niveles de lípidos totales 
(A) y triglicéridos (B) en machos de 
H. curvispina control y expuestos 
durante 10 días a MHW adicionada 
con cobre (135 y 175 µg/L) o 
cadmio (6,5 y 105 µg/L).  
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3). 

*: representa diferencias 

significativas respecto del control.  
 
#: representa diferencia 
significativa entre concentraciones 
del mismo metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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La Fig. 7.3 muestra los niveles de glucógeno, proteínas totales y arginina fosfato para 

los grupos expuestos y el control. En relación a los controles los niveles de glucógeno 

disminuyeron significativamente en individuos expuestos a Cu (85%-90%) y Cd (84%-

95%). A su vez, para ambos metales hubo diferencia significativa entre tratamientos. 

El contenido de proteínas totales disminuyó en función de la concentración en un 46 a 

87% para los animales expuestos a 135 y 175 µdCu/L respectivamente y en un 20 y 

77%, para los animales expuestos a 6,5 y 10,5 µgCd/L respectivamente. Los niveles 

de arginina fosfato mostraron una marcada disminución, mayor al 90% en 

comparación con el control en todos los tratamientos. 

 

La Fig. 7.4 muestra la actividad de SOD, CAT, TBARS y Na+/K+ ATPasa  en animales 

control y expuestos a Cu y Cd. La actividad de SOD aumentó significativamente en los 

animales expuestos al Cu respecto a la registrada en control (2,2 y 2,5 veces para 135 

y 175 µgCu/L respectivamente) sin diferencias significativas entre ambas 

concentraciones de ensayo. En los animales expuestos a la menor concentración de 

Cd la actividad de SOD no se vio afectada respecto del control, sin embargo su 

actividad se duplicó en los animales expuestos a 10,5 µgCd/L diferenciándose 

significativamente de ambos grupos. Las concentraciones de Cu y Cd ensayadas no 

generaron cambios en la actividad de CAT. Los niveles de lipoperoxidación 

incrementaron 1,6 y 4,4 veces para 135 y 175 µgCu/L y 3,2 y 3,4 para 6,5 y 10,5 µg 

Cd/L respectivamente. La actividad de Na+/K+ ATPasa decreció significativamente 

tanto en animales expuestos a  Cu como a Cd (2,3 y 2,5 veces para 135 y 175 µgCu/L 

y 2,5 veces en ambas concentraciones de Cd). No se observaron diferencias 

significativas para éste parámetro en los anfípodos expuestos entre tratamientos. 
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Fig. 7.3. Niveles de glucógeno (A), 
proteínas totales (B) y arginina 
fosfato (C) en machos de H. 
curvispina control y expuestos 
durante 10 días a MHW adicionada 
con cobre (135 y 175 µg/L) o 
cadmio (6,5 y 105 µg/L).  
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3). 

*: representa diferencias 

significativas respecto del control.  
 
#: representa diferencia significativa 
entre concentraciones del mismo 
metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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Fig. 7.4. Actividad de superóxido 
dismutasa (A), actividad de 
catalasa (B), nivel de 
lipoperoxidación (C) y actividad de 
Na+/K+ ATPasa (D) en machos de 
H. curvispina control y expuestos 
durante 10 días a MHW 
adicionada con cobre (135 y 175 
µg/L) o cadmio (6,5 y 105 µg/L).  
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3). 

*: representa diferencias 

significativas respecto al control. 
 
#: representa diferencia 
significativa entre concentraciones 
del mismo metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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7.4.2 Ensayo con sedimento adicionado 

 

Los valores de pH, OD, conductividad, dureza, nitrógeno amoniacal y las 

concentraciones de Cu y Cd en el agua sobrenadante y sedimento, medidas a tiempo 

inicial y final de ensayo se muestran en la Tabla 7.3.  

Los valores de pH y OD se mantuvieron constantes entre concentraciones y 

tratamientos durante el tiempo de exposición. La dureza y la conductividad fueron 

mayores a tiempo final de ensayo en relación a los valores iniciales, probablemente 

asociado a la actividad biológica en el sistema o a la disolución de componentes de la 

matriz sólida a lo largo del tiempo de exposición. Los parámetros estuvieron dentro del 

rango aceptable para condiciones de bioensayo estándar, con excepción del amonio 

donde los niveles fueron más elevados. Al igual que en el ensayo con matriz acuosa 

las concentraciones de amonio mostraron variabilidad entre tiempo inicial y final de 

ensayo, pero se encontraron dentro del rango de tolerancia para la supervivencia de 

H. curvispina (ítem 4.4, capítulo 4 y Anexo II). 

 

Concentración 
Nominal Control 100 mgCu/Kg 200 mgCu/Kg 4 mgCd/Kg 8 mgCd/Kg 

Parámetros Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf Ti Tf 

pH 8,4±0,1 8,6±0,1 8,3±0, 8,6±0,0 8,3±0,1 8,6±0,0  8,3±0,2 8,6±0,0 8,4±0,1 8,7±0,0 

OD (mg/L) 7,6±0,4 7,9±0.2 7,4±0,4 7,0±0,8 7,6±0,3 7,1±0,8 7,3±0,7 7,5±0,2 7,7±0,5 6,6±1,0 

Dureza(mgCaCO 3/L) 160 260±10 160 250±10 160 240±0  160 240±10 160 230±0 

Conduct. (µS/cm) 691±12 802±17 682±7 816±20 715±8 816±20 687±20 845±25 674±9 852±13 

N-NH4
+(mg/L)  4,3 9,0±0,7 3,5 9,3±0,0 3,5 10,0±0,0  4,3 9,7±0,5 4,3 10,0±1,9 

Cu medido (mg/Kg) 19 -- 125 -- 228 -- -- -- -- -- 

CE Cu 0 106 209     

Cu medido (µg/L) 53,2 58,3 376,3 439,7 393,6 645,1 -- -- -- -- 

Cd medido (mg/Kg) < 0,25 -- -- -- -- -- 3,5 -- 7,0 -- 

Cd medido (µg/L) <2 <2 -- -- -- -- 1,5 1,9 2,0 5,3 

Supervivencia (%) -- 96,4 -- 96,4 -- 100 -- 100 -- 96,4 

 
Tabla 7.3: Porcentaje de sobrevivencia de machos de H. curvispina expuestos a Cu o Cd en 
sedimento adicionado. Parámetros fisicoquímicos medidos en OW y sedimento a tiempo inicial 
(Ti; n=1-3) y final (Tf; n=3) de exposición, valores expresados como media ± DS. 
Concentraciones de cobre y cadmio medidas en OW (Ti y Tf) y sedimento (Ti) (n=1). Las 
concentraciones de Cu en sedimento para cada tratamiento son expresadas como 
concentración efectiva (CE): Cu adicionado - Cu control. La última fila muestra los valores de 
supervivencia al final del período de exposición. 
 

Bajo las condiciones experimentales, para los dos metales evaluados, no se observó 

mortalidad significativa en ninguna concentración de ensayo respecto del control 

(Tabla 7.3). 
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Todos los parámetros metabólicos estudiados se evaluaron confrontando los efectos 

de los tratamientos en relación a los valores control así como entre tratamientos. La 

tabla 7.4 muestra los resultados de los análisis estadísticos para todos los parámetros 

considerados. 

 

   

Parámetros 
 

Cobre 
cotrol-106-209 mg/KgSS  

Cadmio 
control-3,5-7 mg/KgSS  

Lípidos Totales F0,05;6= 44,73 * F0,05;6= 26,1  * 

Triglicéridos F0,05;6= 96,24 * F0,05;6= 94,3  * 

Glucógeno F0,05;6= 143,67 * F0,05;6= 597,3  * 

Proteínas Totales  F0,05;6= 1,26 ns  F0,05;6= 0,2ns 

Arginina fosfato F0,05;6= 166,23 * F0,05;6= 329,2 * 

TBARS F0,05;6= 218,19 * F0,05;6= 354,09 * 

NA/K ATPasa F0,05;6= 107,99 * H0,05;2= 5,60 * 

ETS F0,05;26= 4,32 * F0,05;26= 4,22 * 
 
Tabla 7.4: Resumen de las significatividades estadísticas obtenidas para los parámetros 
evaluados en machos de H. curvispina expuestos a Cu o Cd en sedimento adicionado. Con 
excepción de Na/K para cadmio a los que se  aplicó la prueba de Kruskal-Wallis, los 
parámetros evaluados cumplieron los supuestos de  ANOVA  de normalidad y 
homocedasticidad. Los valores de Na/K y triglicéridos (cobre) y  triglicéridos (cadmio) fueron 
previamente transformados (log10). 
F: F de Fisher; H: estadístico de la prueba de Kruskal-Wallis; *: diferencias significativas 
globales  (p<0.05); ns: ausencia de significancia estadística. 
 

La Fig 7.5 muestra la variación en el contenido de lípidos totales y triglicéridos  para 

los grupos expuestos y el control. Los animales expuestos a Cu mostraron una 

disminución significativa en los niveles de los dos parámetros evaluados en relación al 

grupo control. Para 106 y 209 mgCu/Kg respectivamente, la reducción en los lípidos 

totales fue del 54% y 83% y en triglicéridos del 73% y 77%. No se observaron 

diferencias significativas entre tratamientos para ninguno de los parámetros. Con 

respecto al Cd se observó una disminución significativa para lípidos totales en relación 

al control. En los animales expuestos a 3,5 y 7 mgCd/Kg la reducción fue del 38% y 

56%, respectivamente. En relación a los triglicéridos el efecto fue concentración-

dependiente, la reducción fue del 61% y 74% en los animales ensayados a 3,5 y 7 

mgCd/Kg, respectivamente. 
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Fig. 7.5. Concentración de lípidos 
totales (A) y triglicéridos (B) en 
machos de H. curvispina control y 
expuestos durante 10 días a 
sedimento adicionado con cobre 
(106 y 209 mg/Kg) o cadmio (3,5 
y 7 mg/Kg).  
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3). 

*: representa diferencias 

significativas respecto del control.  
 
#: representa diferencias 
significativas entre 
concentraciones del mismo metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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La Fig 7.6 muestra los niveles de glucógeno, proteínas totales y arginina fosfato para 

los grupos expuestos y el control. Los niveles de glucógeno disminuyeron 

significativamente en individuos expuestos a Cu (37%-77%) y Cd (45%-85%) 

comparados con los controles. A su vez, para ambos metales hubo diferencia 

significativa entre tratamientos. El contenido de proteínas totales no se vio afectado 

por la exposición a ninguno de los metales. El contenido de arginina fosfato disminuyó 

en función de la concentración en un 51% y 66% para los animales expuestos a 106 y 

209 mgCu/Kg respectivamente. Con respecto al Cd, la disminución en relación al 

grupo control fue del 67% y 66%, para los animales expuestos a 3,5 y 7 mgCd/Kg 

respectivamente, no observándose diferencias entre ambos tratamientos. 

 

La Fig. 7.7 muestra los niveles de lipoperoxidación, la actividad de Na+/K+ ATPasa y la 

actividad del sistema de transporte de electrones (ETS) en animales control y 

expuestos a metales. Los niveles de lipoperoxidación incrementaron significativamente 

en relación al control 4 y 5,5 veces para 106 y 209 mgCu/Kg y 2 y 4,4 veces para 3,5 y 

7 mgCd/Kg respectivamente. A su vez, para ambos metales hubo diferencia 

significativa entre tratamientos. La actividad de Na+/K+ ATPasa decreció 

significativamente tanto en animales expuestos a  Cu como a Cd (4,1 y 5,4 veces para 

106 y 209 mgCu/Kg y 4,5 y 4,9 veces para 3,5 y 7 mgCd/Kg). No se observaron 

diferencias significativas para éste parámetro  entre tratamientos. La actividad del ETS 

disminuyó de manera significativa en relación al grupo control para ambos metales, 

solo en la mayor concentración de exposición (29% para 209 mgCu/Kg y 26% para 7 

mgCd/Kg). 
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Fig. 7.6. Nivel de glucógeno (A), 
proteínas totales (B) y arginina 
fosfato (C) en machos de H. 
curvispina control y expuestos 
durante 10 días a sedimento 
adicionado con cobre (106 y 209 
mg/Kg) o cadmio (3,5 y 7 mg/Kg).  
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3). 

*: representa diferencias 

significativas respecto del control.  
 
#: representa diferencias 
significativas entre concentraciones 
del mismo metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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Fig. 7.7. Nivel de lipoperoxidación 
(A), actividad de Na+/K+ ATPasa 
(B) y actividad del sistema de 
transporte de electrones (C) en 
machos de H. curvispina control y 
expuestos durante 10 días a 
sedimento adicionado con cobre 
(106 y 209 mg/Kg) o cadmio (3,5 y 
7 mg/Kg). 
 
Valores expresados como media± 
EEM (n=3; para ETS n=9-10) 

*: representa diferencias 

significativas respecto del control.  
 
#: representa diferencias 
significativas entre 
concentraciones del mismo metal. 
 
Nivel de significancia: p<0,05. 
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7.5 Discusión 

 

En el presente trabajo y desde un enfoque tradicional, la ausencia de mortalidad 

durante la exposición a ambos metales, caracteriza a las concentraciones de ensayo 

usadas como subletales. Sin embargo, aunque la letalidad es un endpoint 

ecotoxicológico relevante y es usualmente empleado para definir niveles guía para la 

protección de la biota acuática, no considera el costo energético que representa para 

los organismos la sobrevivencia en situaciones de estrés crónico por exposición a 

tóxicos. 

Las técnicas de biomarcadores ofrecen un número de ventajas comparadas con los 

ensayos ecotoxicológicos convencionales, los que generalmente usan endpoints 

conservativos. En general, los biomarcadores pueden considerase medidas de los 

cambios iniciales causados por interacciones toxicológicas entre la sustancia química 

y el sitio receptor (biológico). Esta interacción induce una cascada de eventos 

comenzando a nivel subcelular (ejemplo: disturbio en la transcripción genética e 

interferencias con vías metabólicas) y últimamente lleva a efectos adversos a niveles 

más altos de organización biológica. Los efectos de Cu y Cd sobre diferentes 

parámetros moleculares han sido estudiados en cladóderos, anfípodos, quironómidos, 

moluscos bivalvos, cangrejos y mejillones (McLoughlin et al., 2000; Brown et al., 2004; 

Servia et al., 2006; Planelló et al., 2007, 2010; Fang et al., 2010). 

En el presente capítulo fueron evaluadas respuestas bioquímicas en machos de H. 

curvispina bajo condiciones de estrés subcrónico, por exposición a concentraciones 

subtóxicas de Cu y Cd en matriz acuosa y sedimento adicionado, siendo la primera 

vez que el metabolismo energético es evaluado en esta especie expuesta a metales 

pesados. 

 

En el ensayo realizado en matriz acuosa, los resultados muestran que las 

concentraciones de Cu y Cd evaluadas alteraron la mayoría de los parámetros 

bioquímicos medidos (lípidos totales, triglicéridos, glucógeno, arginina fosfato, 

proteínas totales, SOD, TBARS y actividad de Na+/K+ ATPasa). En tanto que la 

actividad de CAT no se vio afectada por la exposición a ninguno de los dos metales. 

En el ensayo realizado en matriz sólida, a excepción del contenido de proteínas 

totales, las concentraciones de Cu y Cd ensayadas alteraron todos los parámetros 

determinados (lípidos totales, triglicéridos, glucógeno, arginina fosfato, TBARS y 

actividad de Na+/K+ ATPasa y ETS). 
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Los animales expuestos a Cu ó Cd en ambas matrices de ensayo mostraron una 

disminución de los niveles de lípidos, triglicérdios y glucógeno (Fig. 7.2, 7.3, 7.5 y 7.6). 

Resultados similares fueron registrados por varios autores en invertebrados y 

vertebrados expuestos a diferentes plaguicidas (Naqvi & Vaishnavi, 1993; Rambabu & 

Rao, 1994; Sancho et al., 1998; Ribeiro et al., 2001; Dutra et al., 2008, 2011) y para 

isópodos expuestos a metales (Donker, 1992; Sorensen et al., 1997). 

El contenido de arginina fosfato  disminuyó para ambos metales en las dos matrices 

evaluadas. Cabe destacar que en medio acuoso la disminución fue superior al 90% 

comparada con el control. Tanto los animales expuestos a Cu como a Cd mostraron 

una importante respuesta inespecífica (Fig. 7.3, 7.6). Estos resultados sugieren 

fuertemente que ocurre una depleción energética en los animales tratados. 

Es importante notar que en los animales expuestos a ambos metales en matriz 

acuosa, se observó una drástica disminución en las reservas de arginina fosfato 

(>90%) y glucógeno (84%) a partir de la concentración más baja ensayada, mientras 

que los niveles de lípidos totales, triglicéridos y proteínas totales disminuyeron en 

general, dependiendo de la concentración del metal. Es conocido que la arginina 

fosfato y el glucógeno son los primeros en ser movilizados en organismos expuestos a 

estresores, indicando su rápida utilización por los tejidos como consecuencia de 

cambios medio ambientales y estrés tóxico (Durou, et al. 2008; Castiglioni et al., 2010). 

En un estudio reciente bajo condiciones de campo con larvas de quironómidos, 

Planelló et al. (2013) encontraron una disminución significativa en el contenido de 

glucógeno en animales de río conteniendo altos niveles de metales pesados. La 

disminución en el contenido de glucógeno puede deberse al costo energético de 

contrabalancear el estrés producido por el tóxico, mientras que la disminución del 

contenido de lípidos y triglicéridos puede explicarse por su uso como reserva 

energética (Sroda & Cosu-Leguille, 2011). La disminución en el contenido de proteínas 

puede interpretarse como un proceso homeostático donde la demanda energética 

lleva al animal a necesitar de grandes reservas de energía, lo que puede llevar al 

catabolismo proteico (Ribeiro et al., 2001) o pueden ser utilizadas reparación celular 

(Rambabu & Rao, 1994; Sancho et al., 1998). En este sentido, se hallo un fuerte 

incremento de lipoperoxidación para ambos metales. La disminución de la 

concentración de lípidos totales y proteínas fue reportada para Gammarus pulex 

expuesto a un rango de concentraciones de Cd similares a las utilizadas en este 

trabajo (Vallinger et al., 2013). 

Como se mencionó previamente, en el ensayo realizado en matriz sólida se verificó 

una disminución de las reservas energéticas por exposición a ambos metales. Sin 
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embargo, a las concentraciones de ensayo evaluadas, el efecto observado fue menor 

que el determinado en el experimento en medio acuoso. En los anfípodos expuestos a 

ambos metales en sedimento, no hubo efecto sobre el contendido de proteínas totales, 

en tanto que la disminución en los niveles de glucógeno y arginina fosfato fue 

marcadamente inferior a la determinada en los animales ensayados en matriz acuosa. 

 

Los organismos pueden adaptarse a la creciente producción de EROS sobreregulando 

las defensas antioxidantes, por ejemplo las actividades de las enzimas antioxidantes 

(Livingstone, 2003). SOD y CAT se encuentran entre las enzimas antioxidantes más 

importantes. Fallas en los mecanismos de defensa antioxidantes para detoxificar el 

exceso de EROS puede llevar a daños oxidativos, incluyendo inactivación enzimática, 

degradación proteica, daño del ADN y lipoperoxidación (Halliwell & Gutteridge, 1999). 

En particular, la peroxidación lipídica es considerada como el mecanismo principal por 

el cual los oxiradicales pueden causar daño en el tejido llevando a una función celular 

alterada y a modificaciones en las propiedades fisicoquímicas de las membranas 

celulares, lo que se torna en una disrupción de las funciones vitales (Barata et al., 

2005a). 

En el ensayo realizado en matriz acuosa la actividad de SOD en H. curvispina se vio 

significativamente incrementada por exposición a ambas concentraciones de Cu (135 

y 175 µg/L) y a 10,5 µgCd/L, en tanto que la actividad de CAT no se vio afectada en 

ningún caso. Los TBARS se vieron incrementados de manera significativa tanto en los 

animales expuestos a Cu como a Cd (Fig. 7.4). 

Los estudios con Cu y enzimas antioxidantes son contrastantes, pero la mayoría de los 

casos muestran que el Cu induce daño oxidativo en lípidos (Doyotte et al., 1997; 

Barata et al., 2005b; Bouskill et al., 2006). Daphnia magna expuesta a Cu por 48 h 

mostró incremento de la actividad de SOD y CAT en relación a los controles. Al mismo 

tiempo, la actividad de GPx y GST fue moderada pero significativamente incrementada 

y se reveló daño celular por incremento de TBARS. 

En daphnidos expuestos a Cd, Barata et al. (2005b) demostraron que se produce un 

incremento de la actividad de SOD y GPx acoplada a un bajo nivel de peroxidación, 

sugiriendo así que el sistema de defensa antioxidante fue capaz de detoxificar el 

exceso de EROS. 

En éste estudio, en el caso del Cu el incremento de los niveles de TBARS fue 

concentración-dependiente. Contrastando este resultado con la actividad de SOD se 

podría inferir una respuesta antioxidante insuficiente para contrarrestar el daño 

oxidativo. 
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Se observó una respuesta diferencial en los animales expuestos a Cd, que mostraron 

una importante inducción de los niveles de TBARS a partir de la menor concentración 

y una respuesta retardada de la actividad SOD a las concentraciones de Cd 

ensayadas, los resultados de los parámetros medidos de estrés oxidativo indicarían 

que los machos de H. curvispina tienen respuesta antioxidante. 

La Na+/K+ ATPasa se inhibió de manera significativa y similar tanto en animales 

expuestos a Cu como a Cd (Fig. 7.4). Este resultado podría ser interpretado como 

consecuencia del daño oxidativo a nivel de las membranas celulares. Resultados 

similares fueron observados en G. pulex expuestos a Cu (Brooks & Mills, 2003). 

En relación al ensayo realizado en matriz sólida, también se observó daño oxidativo en 

los animales expuestos tanto a Cu como a Cd. Para ambos metales el incremento de 

los niveles de TBARS fue concentración-dependiente. Lamentablemente en este caso 

no pudo hacerse un análisis relacionado al sistema de defensa antioxidante, debido a 

no contar con las determinaciones de las actividades de SOD y CAT. Con respecto a 

la actividad de Na+/K+ ATPasa los resultados hallados fueron semejantes a los 

obtenidos en el ensayo en medio acuoso (Fig. 7.7). 

Los resultados hallados aquí son comparables a los reportados para H. curvispina. H, 

pleoacuta y H. castroi, expuestas a carbofuran (Dutra et al., 2008) y glifosato (Dutra et 

al., 2011). Ello indicaría que las respuestas observadas no son toxico específica pero 

evidencian de manera contundente la respuesta bioquímico-metabólica 

desencadenada ante situaciones de estrés tóxico. 

 

Aunque el sistema de transporte de electrones (ETS) no se utiliza con frecuencia para 

el análisis de compuestos tóxicos, en este trabajo los resultados obtenidos 

demostraron que resultó adecuado para este propósito. La actividad de ETS de los 

animales expuestos a las dos concentraciones mayores de Cu y Cd en sedimento,  fue 

significativamente menor que la del grupo control. Resultados similares fueron 

reportados por Dutra (2012) quien observó una significativa disminución de la actividad 

de ETS en Hyalella castroi expuesta a diferentes concentraciones de extractos 

fenólicos de Pinus taeda. Lukancic et al. (2010) evaluaron la actividad de ETS en dos 

crustáceos de agua dulce (Asellus aquaticus y Gammarus fossarum) expuestos a 

pesticidas (imidacloprid y atrazina). Ambas especies respondieron con una 

disminución de los niveles de la actividad de ETS, luego de exposiciones breves (1 h) 

a concentraciones de hasta 10 mg/L. 
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Generalmente, una situación de estrés induce cambios compensatorios en el 

metabolismo energético de los organismos. Debido a que la carga energética de los 

organismos es utilizada para el crecimiento, reproducción y metabolismo estándar, el 

incremento en el costo energético del metabolismo basal puede llevar a estrés tóxico y 

a una reducción de las reservas energéticas (Widdows & Donkin, 1992). 

Dado que las especies reactivas de oxígeno pueden resultar de la exposición a 

contaminantes, pero también pueden producirse durante la respiración aeróbica, la 

actividad metabólica elevada puede dar lugar a elevados niveles de EROS (Arun & 

Subramanian, 1998; Hoguet & Key, 2008). 

También se puede asumir que la respuesta antioxidante ante el estrés (como se 

desprende del trabajo de Viarengo et al. (1995), es probablemente dependiente de 

varios componentes: la defensa antioxidante constitutiva, al igual que el estado 

fisiológico de los individuos o el aporte nutricional de antioxidantes alóctonos. En 

consecuencia la evaluación de ecotoxicidad mediante indicadores de estrés oxidativo 

por si solo puede resultar de interpretación confusa. Por lo que el uso simultaneo de 

varios marcadores biológicos es importante para minimizar posibles interpretaciones 

erróneas, sobre todo en los casos de situaciones complejas de contaminación (Linde-

Arias et al., 2008). 

 

Este trabajo representa un primer aporte de evaluación del efecto de dos metales 

pesados en dos matrices de ensayo, sobre algunos parámetros de estrés oxidativo y 

metabolismo energético en machos de H. curvispina. El metabolismo energético se vio 

afectado de manera semejante tanto por exposición a Cu como a Cd. Los resultados 

obtenidos demuestran la existencia de un desbalance energético asociado al de daño 

oxidativo y si bien no es posible establecer causalidad, se evidencia una respuesta 

integral. 

Los resultados indican que los parámetros determinados pueden proveer un criterio 

sensible para la evaluación de efectos ecotoxicológicos tempranos sobre una especie 

nativa representativa de las comunidades zoobentónicas y epibentónicas del sur de 

Sudamérica. 
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CAPITULO 8 
 

VALORACION DE EFECTOS SUBLETALES COMO 
HERRAMIENTAS DE USO EN ENSAYOS DE 

EVALUACION DE CALIDAD DE SEDIMENTOS 
 

 

8.1 Introducción 

 

Para la evaluación de la calidad de sedimentos, los bioensayos más ampliamente 

utilizados se realizan empleando muestras de sedimento completo y diferentes 

crustáceos (anfípodos, cladóceros), insectos (dipteros) y anélidos (poliquetos, 

oligoquetos) como organismos prueba (Ingersoll, 1995). Como ya fuera mencionado, 

entre los crustáceos, los anfípodos son los más ampliamente usados en pruebas de 

toxicidad de sedimentos en laboratorio. En particular a nivel regional, Hyalella 

curvispina desde hace algunos años es la especie más utilizada como organismo 

prueba en biomonitoreo y toxicidad de ambientes acuáticos de agua dulce, bajo 

condiciones de campo y laboratorio, evaluando generalmente parámetros tradicionales 

como puntos finales de efecto (mortalidad y crecimiento) (Graca et al., 2002; Di Marzio 

et al., 2005, 2010; Jergentz et al., 2004; Mugni et al., 2011; Peluso et al., 2011; García, 

2012). Sin embargo, el uso de biomarcadores para evaluación ecotoxicológica con 

esta especie aún es poco frecuente (Anguiano et al., 2008, 2012; Venturino et al., 

2007; Dutra et al., 2009), e incluso, no se encuentran en la bibliografía resultados por 

exposición a sedimentos naturales contaminados bajo condiciones estandarizadas de 

laboratorio. 

 

Los ríos y arroyos que corren a través de las áreas urbanas y suburbanas de la región 

Pampeana de Argentina, frecuentemente reciben descarga de contaminantes de 

actividades industriales, agrícolas y ganaderas (Rodríguez Capítulo, 1984; Jergentz et 

al., 2005; Ronco et al., 2008; Mugni et al., 2011). La Choza es uno de los arroyos que 

desemboca en la represa Roggero en la cuenca alta del río Reconquista, que es uno 

de los ríos periurbanos de Argentina más poluidos. Presenta una longitud de 30 Km y 



Capítulo 8 Anabella Giusto 

188 

 

drena un área de aproximadamente 440 Km2. La principal actividad de la región es la 

agricultura, además, el arroyo La Choza también recibe las aguas residuales de un 

club de campo, una zona rural y un pequeño parque industrial, todos localizados agua 

arriba del sitio de muestreo (Rigacci et al., 2013). 

 

Los estudios llevados a cabo en el presente capítulo, evaluando puntos finales 

tradicionales y biomarcadores de efecto temprano sobre una especie autóctona, tienen 

la finalidad de realizar un aporte que sea de utilidad para la evaluación de sedimentos 

naturales de la región. 

 

8.2 Objetivos 

 

• Evaluar la utilidad de H. curvispina como especie prueba en ensayos 

ecotoxicológicos con muestras estacionales de sedimento y agua de poro de 

un arroyo poluido (La Choza), utilizando como puntos finales supervivencia y 

parámetros de crecimiento. 

 

• Investigar la utilidad de biomarcadores de efecto temprano en H. curvispina, en 

evaluaciones ecotoxicológicas de sedimentos naturales como herramientas 

para la evaluación toxicológica de calidad de sedimentos. Se determinaron 

como puntos finales parámetros de estrés oxidativo (actividad de CAT y SOD, 

lipoperoxidación) y actividad del sistema de transporte de electrones (ETS). 

 

8.3 Materiales y Métodos 

 

8.3.1 Organismos prueba 

 

Los organismos utilizados fueron juveniles de H. curvispina obtenidos de cultivos 

indoor, cultivos indoor (primera generación) y cultivos outdoor (ver ítem 3.1.2, capítulo 

3). Los cultivos fueron mantenidos acorde a las metodologías detalladas en el capítulo 

4, ítem 4.2. 

 

El pool de animales utilizado en cada ensayo se seleccionó del cultivo correspondiente 

por tamizado y se aclimató durante los 7 días previos al inicio del bioensayo en MHW y 
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condiciones de fotoperiodo y temperatura constante y fueron alimentados diariamente 

con alimento para peces triturado (capítulo 3, ítem 3.3). 

 

8.3.2 Tratamiento del sedimento 

 

La Figura 8.1 muestra de manera sucinta el protocolo seguido con el procesamiento 

de las muestras ambientales en el contexto de los ensayos. Para información más 

detallada ver ítem 3.5.3 del capítulo 3. 

 

 
Figura 8.1: Tratamiento del sedimento y procesamiento de las muestras para los bioensayos. 

 

8.3.3 Procedimiento de los bioensayos 

 

Para cada muestra de sedimento se realizaron ensayos estáticos de 10 días de 

duración con sedimento competo y agua de poro extraída de los mismos siguiendo los 

Procesamiento de las muestras para los bioensayos   

48hs con aireación, previos al inicio del ensayo

MUESTRA:
Sedimento desembocadura 

Arroyo La Choza
34`40ºS; 58`54ºO

Determinación de:
� Humedad (%)
�Materia Orgánica (%)
�Granulometría 

Verano 2010
Invierno 2010

Fraccionamiento de sedimento en réplicas

Primavera 2010
Verano 2011
Otoño 2011

�Homogeneización-decantación 
por 24hs a 4°C. 

�Se descartó el sobrenadante y 
se homogeneizó nuevamente

Primavera 2011

Ensayos con Agua de Poro
(estándar)

Ensayos con Sedimento Completo

Extracción de agua de poro
(1000rpm; 4 °C; 30 min)

Agua de PoroControl
(MHW)

48hs con aireación, 
previos al inicio del ensayo

Ensayos estándar Ensayos parámetros bioquímicos
(Verano 2010 y Primavera 2010)

Control: sedimento procesado arroyo Las Flores



Capítulo 8 Anabella Giusto 

190 

 

protocolos de USEPA (2000) y EC (1994) (ver ítem 3.5.3, capítulo 3). En estos 

bioensayos estándar se evaluó  supervivencia, crecimiento e IMC (Figura 8.2). 

Paralelamente a los bioensayos estándar, con muestras correspondientes a 

sedimentos colectados en Verano 2010 y Primavera 2010 se realizaron bioensayos 

para la evaluación de parámetros bioquímicos (Figura 8.3). 

 

En la siguiente tabla (8.1) se indican los ensayos realizados, parámetros determinados 

y el cultivo de origen de los animales utilizados en cada muestreo: 

 

Muestreo Cultivo de 
origen 

Ensayo 
Estándar 

(Sedimento) 

Ensayo 
Estándar 
(Agua de 

Poro) 

Ensayos 
Biomarcadores  

(Sedimento) 

Verano 2010 
 Outdoor 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

SOD 
CAT 

TBARS 
ETS 

Invierno 2010 Outdoor 
Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 
----- 

Primavera 
2010 

Indoor 
(primera 

generación) 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

SOD 
CAT 

TBARS 
ETS 

Verano 2011 Indoor 
Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 
----- 

Otoño 2011 Indoor 
Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 
----- 

Primavera 
2011 

Indoor 
(primera 

generación) 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IIMC 

Sobrevivencia 
Crecimiento 

IMC 
----- 

 
Tabla 8.1: Descripción de los bioensayos realizados. 
 

La descripción de la metodología empleada para la determinación de los puntos finales 

evaluados para todos los bioensayos se encuentra detallada en los ítems 3.4.1 y 3.4.2 

del capítulo 3. 
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Figura 8.2: Descripción del diseño experimental empleado en los ensayos estándar. 

Diseño Experimental (Ensayos Estándar)

Sedimento Completo  y Agua de Poro

�Fotoperíodo:  16h D/8h N
�Temperatura: 23 ± 1° C
�Agua de dilución: MHW-EPA
�Alimentación: alimento para peces molido

(TetraFin) ad libitum

Selección al azar por tamizado de individuos 
juveniles de  Hyalella curvispina

Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo 

Día 0Separación
Grupo inicial

�Toma de muestras de matriz sólida  o agua de poro para     
determinación de metales 

�Determinaciones fisicoquímicas en matriz acuosa  

Procesamiento de las muestras biológicas

- Distribución de 10 individuos/réplica 
- 3-4 réplicas/tratamiento
- 175 ml MHW + 100 ml SED /réplica(ensayos con sedimento)
- 200 ml/réplica (ensayos con agua de poro)

Controles Expuestos

Exposición:
�Control de oxigenación
�Días 4 y 8 provisión de 
alimento (2,5mg/réplica)

Día 10: 
fin de la exposición

Fijación por congelamiento 
a -20ºC

para caracterización 
inicial de  longitud , biomasa e 

IMC (n=15 a 20)

� Recuento de sobrevivientes 
�Fijación por congelamiento a -20°C 
�Caracterización fisicoquímica en matriz acuosa 

�Determinación de longitud y peso seco
�Cálculo de IMC
�Análisis estadístico: ANOVA con 

comparaciones de Tukey o prueba 
de Kruskal Wallis (nivel de significatncia: p<0,05)

Indoor
Indoor (1er generación)
Outdoor
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Figura 8.3: Descripción del diseño experimental empleado en los ensayos de biomarcadores. 
 
 
 

Diseño Experimental (Ensayos Biomarcadores)

Para ensayos con Sedimento Completo, USEPA 2000 con modificaciones

�Fotoperíodo:  16h D/8h N
�Temperatura: 23 ± 1° C
�Agua de dilución:MHW- EPA
�Alimentación: alimento para peces molido

(TetraFin) ad libitum

Selección al azar por tamizado de individuos 
juveniles de  Hyalella curvispina

Aclimatación durante 7 días a condiciones de ensayo 

Día 0 �Determinaciones fisicoquímicas en matriz acuosa  

Procesamiento de las muestras biológicas

�Distribución de 50 individuos por réplica 
�5 réplicas/tratamiento
�500ml SED + 875ml  MHW/réplica

Controles Expuestos

Exposición:
�Control de oxigenación

�Alimentación: proporción/réplica
5mg/10 ind./10 días

Día 10: 
fin de la exposición

� Recuento de sobrevivientes 
�Almacenamiento a -80°C para posteriores determinaciones 

bioquímicas
�Caracterización fisicoquímica en matriz acuosa 

Análisis estadístico: test de Student (nivel de significancia p<0,05)

Verano 2010

Primavera 2010

-Cuatro individuos de cada replica fueron utilizados para la cuantificación de ETS. 
Las determinaciones fueron realizadas sobre animales individuales.

-Los individuos remanentes fueron utilizados para la determinación de:
-proteínas totales;
-niveles de lipoperoxidación (TBARS);
-actividad de SOD y CAT
Las determinaciones fueron realizadas en pools de homogenatos totales.
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8.4 Resultados 

 

8.4.1 Ensayos estándar 

 

8.4.1.1 Sedimento completo 

 

La Tabla 8.2 muestra el porcentaje de humedad y el contenido de materia orgánica 

(MO) del sedimento  control (arroyo Las Flores procesado) y los sedimentos de La 

Choza. En el sedimento control el porcentaje de MO fue elevado y la humedad se 

encontró en el orden del 40%. El sedimento de La Choza exhibió un mayor contenido 

de agua que el control y MO variable en función de las estaciones del año, siendo más 

elevada en invierno, e inferior en verano. Cabe destacar que los valores 

correspondientes al arroyo Las Flores son los mismos que los descriptos en el 

Capítulo 6, dado que se trata de sedimento procesado y almacenado. 

 

  Humedad ± DS (%)  M O ± DS (%) n 

Control  Las Flores 39,3 ± 0,9 6,9 ± 0,1 6 

V 2010 Choza 55,6 ± 0,7 4,0 ± 0,2 3 

I 2010 Choza 65,2 ± 0,4 7,3 ± 0,1 3 

P 2010 Choza 56,2 ± 0,0 5,4 ± 0,1 3 

V 2011 Choza 52,4 ± 0,2 4,0 ± 0,1 3 

O 2011 Choza 49,4 ± 0,7 5,6 ± 0,1 3 

P 2011 Choza 49,1 ± 0,4 5,3 ± 0,1 3 

 
Tabla 8.2: Contenido de humedad y porcentaje de materia orgánica (MO) de las muestras 
evaluadas. 
 

La Tabla 8.3 muestra la composición granulométrica del sedimento del arroyo Las 

Flores y de La Choza para las diferentes estaciones del año evaluadas. Ambos 

sedimentos pueden clasificarse como franco arenoso (MESL, 2001). 
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  Arena (%)  Limo (%)  Arcilla (%)  

Control  Las Flores 61 27 12 

V 2010 Choza 57 30 13 

I 2010 Choza 54 32 14 

P 2010 Choza 58 27 15 

V 2011 Choza 59 30 11 

O 2011 Choza 56 31 13 

P 2011 Choza 55 30 15 

 
Tabla 8.3: Composición granulométrica de las muestras evaluadas (n=1). 

 

Las concentraciones de metales pesados en los sedimentos de ambos arroyos 

estuvieron por debajo de los Niveles Guía de Calidad de Sedimentos para la 

protección de la vida acuática (CEQG, 2013), a excepción del As (en Verano, La 

Choza 2010 y Primavera, La Choza 2011) y el Cu (Primavera, La Choza 2011) (Tabla 

8.4). Sin embargo, cabe destacar que una concentración de 222 mgCu/Kg no generó 

efectos sobre los parámetros de crecimiento en juveniles de H. curvispina (Fig. 6.7, 

capítulo 6). 

 

  As  Cd Zn Cu Cr Pb Fe Mn 

Control  Las Flores <2 <0,5 <2 4 19 3 26559 609 

V 2010 Choza 20 <2 106 25 26 <10 --- --- 

I 2010 Choza <2 <0,5 17 14 26 5 36317 339 

P 2010 Choza <2 <0,5 <2 7 22 <1 32884 419 

V 2011 Choza <2 <0,5 <2 7 24 <1 33041 324 

O 2011 Choza 7,5 <1 74 22 13 6,7 15210 196 

P2011 Choza 13 <0,5 48 121 22 <1 27700 383 

ISQG  
(CEQG,2013) 5,9 0,6 123 35,7 37,3 35 --- --- 

 
Tabla 8.4: Contenido de metales pesados en las muestras de sedimento (mg/Kg. SS) (n=1). La 
última fila indica los Niveles Guía de calidad de sedimentos de agua dulce para protección de la 
vida acuática. 
 

Los parámetros fisicoquímicos del agua sobrenadante a tiempos iniciales y finales de 

ensayo se muestran en la Tabla 8.5. Estos parámetros no mostraron variaciones 

significativas entre los diferentes muestreos. Con la excepción del nitrógeno 
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amoniacal, los valores obtenidos se encontraron dentro de los límites aceptables para 

las condiciones de bioensayos estándar (USEPA, 2000; EC, 2013). Los valores 

promedio de pH permanecieron estables entre tratamientos y muestreos. La 

concentración de OD estuvo siempre por encima de los niveles recomendados. Para 

ambos sedimentos la dureza incrementó a tiempo final de exposición lo que 

probablemente se encuentra asociado a la actividad biológica y a la disolución de 

sales del sedimento a lo largo del tiempo de ensayo. Las concentraciones de N-NH4+ 

mostraron variabilidad, incluso en los controles, pero con valores dentro del rango 

aceptable para la supervivencia de H. curvispina (ítem 4.4, capítulo 4 y Anexo II). 

 

 Tratamiento Tiempo OD  
(mg/L) pH Dureza  

(mgCaCO 3/L) 
N-NH4

+ 
(mg/L) 

VERANO 
2010 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

6,5±0,3 
7,0±0,2 

7,9±0,1 
8,6±0,0 

130±0 
240±0 

0,8±0,1 
4,8±0,5 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

7,2±0,3 
5,9±0,2 

8,0±0,1 
8,1±0,1 

110±10 
110±10 

8,7±0,5 
0,5±0,1 

INVIERNO 
2010 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

7,7±0,2 
7,5±0,5 

8,4±0,0 
8,5±0,0 

150±10 
270±0 

0,7±0,2 
7,2±0,3 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

8,2±0,1 
7,8±0,3 

8,7±0,0 
8,1±0,1 

90±0 
130±0 

6,2±0,5 
0,2±0,1 

PRIMAVERA 
2010 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

7,6±0,4 
8,2±0,1 

8,4±0,1 
8,8±0,0 

170±0 
230 

2,7±0,0 
8,2 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

8,2±0,3 
5,9±0,1 

8,2±0,1 
8,2±0,3 

90±0 
140 

5,8±0,0 
5,1 

VERANO 
2011 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

7,8±0,1 
7,9±0,1 

8,2±0,0 
8,6±0,1 

160±10 
240±0 

3,0±0,3 
5,8±2,2 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

8,0±0,1 
8,2±0,1 

8,6±0,0 
8,4±0,0 

90±0 
80±0,10 

6,1±0,3 
0,6±0,3 

OTOÑO 
2011 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

8,0±0,1 
7,9±0,3 

8,6±0,1 
8,8±0,0 

130±10 
270±0 

1,6±0,0 
6,8±0,3 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

8,5±0,1 
8,3±0,2 

8,7±0,0 
8,6±0,0 

90±0 
120±10 

8,0±0,3 
0,4±0,0 

PRIMAVERA 
2011 

Control 
Control 

Ti 
Tf 

7,1±0,7 
7,1±0,1 

8,3±0,1 
8,6±0,0 

130±10 
220±30 

1,2±0,0 
4,1±0,3 

La Choza 
La Choza 

Ti 
Tf 

7,3±0,7 
6,8±0,4 

8,6±0,0 
8,5±0,1 

80±10 
170±20 

6,1±0,5 
0,4±0,1 

 
Tabla 8.5: Parámetros fisicoquímicos en OW registrados a tiempo inicial (Ti) y final (Tf) de 
ensayo (n=3-4). 
 

Los porcentajes de supervivencia de los anfípodos en el sedimento control oscilaron 

entre un 83 y un 98%, cumpliendo con los criterios aceptados por la USEPA (2000) 

para bioensayos con sedimento completo. En ningún caso hubo mortalidad 

significativa en los animales expuestos al sedimento de La Choza en relación al control 

(Tabla 8.6). 
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Tratamientos Control La Choza 

Verano 2010 83±11 72±15 

Invierno 2010 95±6 95±6 

Primavera 2010 90±10 77±6 

Verano 2011 83±13 95±6 

Otoño 2011 83±6 90±0 

Primavera 2011 98±5 90±10 

 
Tabla 8.6: Sobrevivencia (%) ± DE a tiempo final de ensayo (n=3-4) de juveniles de H. curvipina 
expuestos a sedimento completo. 
 

En términos de crecimiento, se observó una respuesta diferencial entre los ensayos 

(Figs. 8.4 y 8.5). 

En relación a la biomasa (Tablas 66, 69, 72, 75, 78 y 81, Anexo I), en todos los 

experimentos los grupos controles presentaron un incremento significativo en relación 

a su correspondiente grupo inicial. El mismo efecto se observó en los animales 

expuestos al sedimento del arroyo La Choza, a excepción de los ensayos 

correspondientes a P 2010 y V 2011, donde no se observaron diferencias significativas 

respecto del grupo inicial. A su vez, en tres de los seis ensayos se registró un menor 

incremento de la biomasa de los animales expuestos al sedimento del arroyo La 

Choza en relación a su correspondiente grupo control (I 2010, P 2010 y V 2011). 

 

La longitud no siguió el mismo patrón de diferencias que la biomasa (Tablas 67, 70, 

73, 76, 79 y 82 ANEXO I). Para éste parámetro, en cuatro de los seis experimentos (V 

2010, I 2010, V 2011 y P 2011) los grupos controles presentaron un incremento 

significativo en relación al grupo inicial. En cuanto al sedimento del arroyo La Choza, el 

incremento en longitud respecto de dicho grupo se observó en los ensayos 

correspondientes a V 2010, I, 2010, O 2011 y P 2011. Sólo se determinaron 

diferencias significativas entre los grupos controles y los expuestos al sedimento de La 

Choza en los ensayos correspondientes a I 2010 y V 2011. 

 

Por lo tanto considerando ambos parámetros, en los ensayos I 2010, P 2010 y V 2011 

el crecimiento de los animales se vio afectado por exposición al sedimento del arroyo 

La Choza. 
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Figura 8.4: Peso seco promedio ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días de 
exposición en sedimento completo (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
 

 

Figura 8.5: Longitud promedio ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días de 
exposición en sedimento completo (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
 

En relación al IMC, a excepción del ensayo de P 2011, en todos los casos se observó 

un incremento significativo de los grupos controles relativo a los grupos iniciales, 
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sugiriendo un mejor estado  de salud (fitness) de los animales controles luego de la 

exposición durante 10 días al sedimentos del arroyo Las Flores (Tablas 68, 71, 74, 77, 

80 y 83 Anexo I). En cuanto al ensayo de P 2011, si bien la diferencia no resultó 

significativa, se observó la misma tendencia que en el resto de los experimentos 

donde el IMC del grupo control fue mayor que el del grupo inicial (Fig. 8.6). 

Al igual que en lo observado para la longitud y la biomasa, el IMC  reflejó diferencias 

significativas entre los controles y los animales expuestos al sedimento del arroyo La 

Choza, en los ensayos realizados en I 2010, P 2010 y V 2011. Pero para este último 

parámetro, a su vez, se determinaron diferencias entre ambos grupos en el 

experimento correspondiente a O 2011. En los ensayos restantes (V 2010 y P 2011) 

no se observaron diferencias significativas para este parámetro entre ambos 

tratamientos (Fig. 8.6). 

 

 

Figura 8.6: Índice de masa corporal (IMC) ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días 
de exposición en sedimento completo (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
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IMC en relación al tiempo inicial. El incremento de los controles fue de 17%, 22% y 

43% mientras que el aumento de los animales expuestos al sedimento de La Choza 

fue de 9%, 7% y 25%, para cultivos indoor, primera generación y outdoor, 

respectivamente. A su vez, se observaron diferencias significativas entre los controles 

y los animales tratados en los tres casos (Fig. 8.7 y Tablas 102, 103 y 104 del Anexo 

I). 

 

 

Figura 8.7: Índice de masa corporal (IMC) promedio ± EEM de  juveniles de H. curvispina luego 
de 10 días de exposición en sedimento completo según origen de los animales. (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
 

8.4.1.2 Agua de poro 

 

En la Tabla 8.7 se muestran las concentraciones de metales pesados en MHW 

(control) y agua de poro para las diferentes estaciones de muestreo. 
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  Cd Zn Cu Cr Pb Fe Mn 

Control  MHW <0,001 0,043 0,074 <0,001 0,015 <0,10 <0,05 

V 2010 Choza <0,001 0,070 0,006 0,002 0,004 --- --- 

I 2010 Choza <0,001 0,043 0,01 <0,001 0,012 0,82 0,60 

P 2010 Choza <0,001 0,071 0,01 <0,001 0,024 2 0,57 

V 2011 Choza <0,001 0,045 0,018 <0,001 0,034 0,92 0,52 

O 2011 Choza <0,001 0,040 0,01 <0,001 0,028 0,94 0,54 

P 2011 Choza nd nd nd nd nd nd Nd 

Ley 24051 
(µg/L) 0,2-4  2-4 2-30 1-7 nd  

CEQG  
(µg/L) 0,017 30 2-4 nd 1-7 30 Nd 

 
Tabla 8.7: Contenido de metales pesados en la muestras de MHW y agua de poro (mg/L) 
(n=1). nd: no determinado. Las últimas dos filas corresponden a los Niveles Guía para la 
protección de la vida acuática en agua dulce. 
 

En cuanto a las determinaciones de Cu y Zn en MHW (control), a pesar de superar los 

Niveles Guía establecidos para la protección de la vida acuática en agua dulce (Ley 

24051; CEQG, 2013), la concentración fue marcadamente inferior a la CL10 (10 días) 

para Cu (Tabla 5.8, capítulo 5) y CL50 (96 h) para Zn (Peluso, 2011) informadas para 

esta especie. Si bien el Pb también excedió los Niveles Guía, la concentración 

determinada se encontró muy por debajo de la CL50 (10 días) determinada para 

juveniles de H. curvispina (ensayos preliminares, datos no reportados). Si bien en 

varios de los experimentos la concentración de Cu, Zn, Pb y Fe en agua de poro 

superó los Niveles Guía, probablemente dichos metales no se encontraron 

biodisponibles debido a que no se registraron efectos sobre la supervivencia ni sobre 

el crecimiento de los anfípodos (Tabla 8.9, Figs. 8.8, 8.9 y 8.10). 

Los parámetros fisicoquímicos en los medios de ensayo a tiempos iniciales y finales se 

muestran en la Tabla 8.8. El OD y el pH no presentaron variaciones significativas entre 

los distintos tiempos y los diferentes muestreos. La dureza fue más elevada en agua 

de poro que en los controles y se mantuvo en general constante durante el tiempo de 

ensayo. El N-NH4
+ incrementó en los controles a tiempo final en un rango de 0,9 a 2,6 

mg/L en relación al tiempo inicial, mientras que en agua de poro a tiempo inicial los 

valores de éste parámetro estuvieron entre 7 y 11 mg/L disminuyendo a lo largo del 

tiempo de exposición hasta valores de 0 a 0,4 mg/L. Sin embargo, a pesar de ser 

valores elevados, la supervivencia de los animales expuestos al agua de poro no se 

vio afectada en ninguno de los experimentos realizados (Tabla 8.9). 
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 Tratamiento Tiempo OD  
(mg/L) pH Dureza  

(mgCaCO 3/L) 
N-NH4

+ 
(mg/L) 

VERANO 
2010 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,1 
8,3±0,2 

7,6 
8,0±0,0 

90 
100±10 

0,0 
1,8±1,0 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

8,7 
8,3±0,1 

7,9 
8,9±0,1 

120 
240±0 

7,8 
0,0±0,0 

INVIERNO 
2010 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,7±0,1 
8,3±0,3 

8,3±0,0 
7,9±0,1 

90±0 
90±0 

0,0 
0,9±0,0 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

8,7±0,0 
7,8±0,3 

9,3±0,0 
8,8±0,1 

170±0 
180±0 

9,0±1,1 
0,2±0,1 

PRIMAVERA 
2010 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,6±0,0 
8,0±0,0 

7,9±0,1 
7,6±0,1 

90±0 
90 

0,0 
1,2 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

8,2±0,1 
6,1±0,5 

8,8±0,0 
8,5±0,1 

150±0 
140 

7,8±0,0 
0,3 

VERANO 
2011 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,4±0,0 
8,4±0,0 

7,3±0,0 
7,8±0,0 

90±0 
90±0 

0,0 
1,9±0,1 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

8,3±0,0 
8,3±0,0 

9,0±0,1 
9,0±0,1 

150±10 
150±10 

7,0±1,1 
0,0±0,0 

OTOÑO 
2011 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,4±0,0 
8,7±0,0 

8,2±0,0 
8,8±0,1 

100±0 
90±10 

0,0 
1,5±0,2 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

8,3±0,0 
8,6±0,2 

9,4±0,0 
8,1±0,2 

240±10 
230±20 

11,0±0,0 
0,1±0,0 

PRIMAVERA 
2011 

MHW 
MHW 

Ti 
Tf 

8,2±0,0 
7,9±0,0 

8,2±0,1 
8,1±0,1 

90±0 
110±10 

0,0 
2,6±0,2 

Agua de Poro 
Agua de Poro 

Ti 
Tf 

7,9±0,2 
7,7±0,1 

9,0±0,1 
9,0±0,0 

170±0 
190±10 

11,0±1,1 
0,1±0,0 

 
Tabla 8.8: Parámetros fisicoquímicos en agua sobrenadante registrados a tiempo inicial y final 
de ensayo (n=1-3). 
 

Los porcentajes de sobrevivencia de los controles estuvieron siempre por encima del 

90%, cumpliendo con los criterios de aceptabilidad. No se registraron diferencias 

significativas para este parámetro entre los animales expuestos a agua de poro en los 

diferentes experimentos, respecto de su correspondiente grupo control (Tabla 8.9). 

 

Tratamientos Control  La Choza  

Verano 2010 97±6 100±0 

Invierno 2010 98±5 95±6 

Primavera 2010  93±6 93±6 

Verano 2011 97±6 100±0 

Otoño 2011 93±6 70±17 

Primavera 2011  90±0 100±0 

 
Tabla 8.9: Sobrevivencia (%) ± DE a tiempo final de ensayo (n=3-4) de juveniles de H. 
curvispina expuestos a MHW y agua de poro. 
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En relación a los controles, en ningún ensayo se observó un efecto adverso por 

exposición a agua de poro sobre la biomasa de los anfípodos (Fig. 8.8). En los 

ensayos de V 2010 e I 2010 los animales expuestos tanto a MHW como a agua de 

poro incrementaron su peso significativamente en relación al grupo inicial, mientras 

que en el resto de los experimentos no hubo diferencias significativas (Tablas 84, 87, 

90, 93, 96 y 99 Anexo I). 

 

Con respecto a la longitud, se observó una respuesta diferencial entre los distintos 

ensayos (Fig. 8.9 y Tablas 85, 88, 91, 94, 97 y 100 Anexo I). En los experimentos 

realizados en I 2010 y V 2011, se observó un incremento de este parámetro en 

relación al grupo inicial, tanto de los individuos control como de los expuestos a agua 

de poro, pero no hubo diferencias significativas entre tratamientos. Los animales del 

grupo control del ensayo de V 2010 crecieron significativamente en relación al grupo 

inicial, pero no hubo diferencias significativas con los expuestos a agua de poro. En los 

ensayos de P 2010 y O 2011 no hubo  diferencias significativas entre tratamientos, ni 

en relación al tiempo inicial de ensayo. Finalmente, en P 2011 se observó que tanto 

los anfípodos controles como los expuestos a agua de poro se diferenciaron 

significativamente del grupo inicial, y a su vez hubo diferencias entre los dos grupos 

tratados, incrementando en mayor medida en longitud los animales expuestos a agua 

de poro. 

 

 

Figura 8.8: Peso seco promedio ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días de 
exposición en MHW y agua de poro (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

V 2010 I 2010 P 2010 V 2011 O 2011 P 2011

m
g/

in
d 

Peso seco

Inicial

Control

La Choza

* *
* *



Capítulo 8 Anabella Giusto 

203 

 

 

 

Figura 8.9: Longitud promedio ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días de 
exposición en MHW y agua de poro (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
 

Con respecto al IMC (Fig. 8.10) también se observó una respuesta diferencial entre 

ensayos (Tablas 86, 89, 92, 95, 98 y 101 Anexo I). En los experimentos de V 2010 e I 

2010 se observó un IMC significantemente mayor tanto en los controles como en los 

animales expuestos a agua de poro, en relación a sus correspondientes grupos 

iniciales, indicando un mejor estado de salud de los animales a tiempo final de 

exposición. En P 2010 si bien no se observaron diferencias significativas entre el grupo 

inicial y el control, el IMC de los animales expuestos a agua de poro fue 

significativamente más elevado que a tiempo inicial. 

En los experimentos de O 2011 y P 2011 los animales del grupo inicial mostraron un 

IMC mayor al de los grupos controles y tratados, indicando un deterioro del estado 

general de los animales expuestos durante 10 días a MHW y agua de poro. En el 

ensayo de V 2011 también se observó un mayor IMC del grupo inicial en relación al 

control. 

Con respecto a la diferencia en este parámetro entre los grupos controles y los 

expuestos a agua de poro, sólo se observaron diferencias significativas en los ensayos 

de V 2010, I 2010 y P 2010, siendo mayor el IMC de los animales ensayados con agua 

de poro. 
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Fig. 8.10: Índice de masa corporal (IMC) ± EEM de juveniles de H. curvispina luego de 10 días 
de exposición en MHW y agua de poro (V: verano; I: invierno; P: primavera; O: otoño) (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 
 

Para cada estación del año evaluada no hubo diferencias significativas en cuanto a 

longitud (parámetro que se utilizó para seleccionar los individuos experimentales) entre 

los grupos iniciales de los ensayos con sedimento completo y agua de poro. Esto es 

esperable dado que provienen del mismo pool de aclimatación. A su vez, no se 

detectaron diferencias significativas en el IMC de los grupos iniciales de todos los 

ensayos realizados, a excepción del IMC del grupo inicial del ensayo de I 2010, que 

fue significativamente menor y se diferenció de los IMC de los grupos iniciales de V 

2010, P 2010 y V 2011. Sin embargo, es de esperar que el IMC de dicho grupo sea 

menor, considerando que los animales provienen de un cultivo outdoor y fueron 

colectados durante el invierno, época del año con menor disponibilidad de alimento y 

condiciones climáticas adversas en este tipo de cultivos. 

 

Análisis del IMC discriminando los datos en función del origen de 
los animales 
 

A diferencia de lo observado en los ensayos con sedimento completo donde en todos 

los casos, independientemente del origen de los animales, los controles incrementaron 

su IMC en comparación al tiempo inicial, en los experimentos con agua de poro sólo 
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en un porcentaje mucho menor (incremento del 13%). En el caso de los animales 

provenientes de cultivos indoor se observó una disminución del 11% en el IMC de los 

controles en relación al tiempo inicial de ensayo, mientras que en los animales 

obtenidos en primera generación de cultivos indoor no se observaron diferencias 

significativas entre ambos grupos (Fig. 8.11). En los animales expuestos a agua de 

poro, sólo se observó un incremento significativo del 29% en relación al grupo inicial 

en los animales provenientes de cultivos outdoor. Este grupo a su vez presentó un 

IMC significativamente superior al de su correspondiente grupo control. Los animales 

expuestos a agua de poro provenientes de los dos orígenes restantes no se 

diferenciaron de sus respectivos controles (Fig. 8.11). Los resultados del análisis 

estadístico se encuentran en las Tablas 105, 106 y 107 del Anexo I. 

 

 

Figura 8.11: Índice de masa corporal (IMC) promedio ± EEM de juveniles de H. curvispina luego 
de 10 días de exposición en MHW y agua de poro según el origen de los animales. (*) indica 
diferencias significativas con el grupo inicial; (#) indica diferencias significativas con el grupo 
control. 

 

8.4.2 Ensayos biomarcadores 

 

Los parámetros fisicoquímicos del agua sobrenadante se muestran en la Tabla 8.10. 

Estos parámetros no mostraron una marcada variación entre las muestras de verano y 

primavera. Con excepción del nitrógeno amoniacal, los parámetros estuvieron dentro 
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con valores dentro del rango aceptable para la supervivencia de H. curvispina (ítem 

4.4 capítulo 4 y Anexo II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabla 8.10: Parámetros fisicoquímicos en el OW en sedimentos control y La Choza registrados 
a tiempo inicial y final de ensayo. Valores expresados como media + SD; n: número de 
determinaciones; Ti: tiempo inicial; Tf: tiempo final. 
 

La Tabla 8.11 muestra el resumen de los valores de los biomarcadores y las 

relaciones relativas entre los grupos control (Las Flores) y los expuestos al sedimento 

de La Choza, para ambos bioensayos. Se observaron diferencias en las actividades de 

CAT, SOD y ETS en las muestras correspondientes a los controles. Sin embargo, 

aunque la respuesta diferencial entre controles fue evidente, en los grupos expuestos 

al sedimento de La Choza y sus respectivos controles, se observó un incremento 

significativo en la actividad antioxidante y el daño oxidativo. También hubo una 

reducción en la actividad de ETS. Debido al background de variación estacional en la 

respuesta bioquímica de H. curvispina (Dutra et al., 2008) y los diferentes stock de 

pooles de animales utilizados, la evaluación de la respuesta al sedimento de La Choza 

fue relativa a su control concurrente. 

En las pruebas de primavera y verano, la actividad de CAT y SOD y los niveles de 

TBARS incrementaron en los animales expuestos al sedimento de La Choza en 

magnitudes comparables. La actividad CAT en los sedimentos de La Choza mostró un 

incremento de 1,4 - 1,6 veces en relación al control. SOD incrementó 9,7 veces 

(verano) y 5,3 veces (primavera), y TBARS aumentó 3,2 - 3,4 veces en primavera y 

verano, respectivamente. En relación al control, la actividad de ETS en los grupos de 

  
OD (mg/L)  pH Dureza 

(mg CaCO 3/L) 
N-NH4

+ 

(mg/L) N 

 Bioensayo Verano 2010  

Ti Control 7,7 ± 0,6 8,3 ± 0,1 140 ± 10 0,2 ± 0,1 4-5 

 La Choza 6,6 ± 0,5 8,1 ± 0,1 110 ± 0 6,9 ± 0,6 4-5 

Tf Control 5,0 ± 1,0 8,4 ± 0,1 300 ± 30 6,1 ± 1,0 4-5 

 La Choza 4,8 ± 0,4 8,5 ± 0,1 170 ± 10 0,3 ± 0,1 4-5 

 Bioensayo Primavera 2010  

Ti Control 7,0 ± 0,8 8,0 ± 0,2 160 ± 0 3,0 ± 0,3 2-5 

 La Choza 7,9 ± 0,1 8,2 ± 0,0 90 ± 0 5,9 ± 0,5 2-5 

Tf Control 8,2 ± 0,1 8,8 ± 0,0 260 ± 20 6,5 ± 0,3 2-5 

 La Choza 8,0 ± 0,3 8,5 ± 0,0 130 ± 10 5,9 ± 1,1 2-5 
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La Choza disminuyó a una tasa de 0,6. Con excepción de SOD, que fue más activa 

durante el ensayo de verano, no hubo diferencias significativas entre ensayos en los 

biomarcadores. 

Se evidenció un incremento en el daño oxidativo y en las defensas antioxidantes en 

los grupos expuestos al sedimento de La Choza. Además, cambios en la actividad de 

ETS mostraron una depresión de la actividad metabólica en animales expuestos al 

sedimento de La Choza. 

 

Bioensayo Verano 2010   

  
Control 

 

 
La Choza 

 

 
La Choza/Control  

 
n 

CAT 
(µmolH 2O2/min/mg Prot) 

 

29,64 ± 4,15 47,57 ± 5,61(*) 1,6 5 

SOD 
(U/mg Prot) 

 

15,37 ±1,45 149,32 ± 53,39(*) 9,7 5 

TBARS 
(nmol/mg de Prot) 

 

6,14 ± 0,55 19,68 ± 2,89(*) 3,2 5 

ETS 
(µl de O2/mgww/h) 

 

2,37 ± 0,08 1,56 ± 0,60(*)  0,65 20 

Bioensayo Primavera 2010   

 
Control La Choza La Choza/Control  n 

CAT 
(µmolH 2O2/min/mg Prot)  

 

36,30 ± 0,77 51,21 ± 1,11(*) 1,4 5 

SOD 
(U/mg Prot) 

 

6,69 ± 0,20 35,23 ± 1,85(*) 5,3 5 

TBARS 
(nmol/mg Prot) 

 

5,09 ± 0,25 17,22 ± 0,39(*)  3,4 5 

ETS 
(µl de O2/mgww/h) 

 

1,26 ± 0,48 0,89 ± 0,49(*)            0,7 20 

 
Tabla 8.11: Puntos finales medidos sobre juveniles de H. curvispina en los ensayos de 
biomarcadores a tiempo final de exposición. Valores expresados como media ± DE, n: número 
de determinaciones. (*) diferencias significativas respecto del control (p<0,05). 
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8.5 Discusión  

 

Situado en la cuenca alta del río Reconquista, el arroyo La Choza proporciona la 

mayor carga contaminante al cauce del río. Ello es principalmente consecuencia de la 

descarga de aguas residuales desde una planta de tratamiento como también desde 

de un pequeño parque industrial ubicado cerca de la desembocadura del arroyo. En 

este sitio se emplazan, entre otras, una industria agroquímica y un establecimiento de 

faena de aves de corral, que descargan de forma continua efluentes en el arroyo. Los 

estudios en este sitio mostraron elevados valores de Demanda Bioquímica de Oxígeno 

(DBO5) y de sólidos en suspensión indicando contaminación orgánica (Rigacci et al., 

2013). 

La composición del sedimento de los arroyos La Choza y Las Flores resultó 

comparable al de los restantes cursos de agua de la región, a causa de la semejanza 

de los sustratos geológicos. 

La exposición a sedimentos del arroyo La Choza no afectó significativamente la 

sobrevivencia de H. curvispina en relación a los controles. Cuando la supervivencia fue 

evaluada como punto final en pruebas de toxicidad de sedimentos en estudios previos, 

esta especie probó ser sensible a la contaminación por metales (Peluso et al., 2011; 

García et al., 2012). Aunque los sedimentos del arroyo La Choza presentaron una 

elevada polución microbiológica, particularmente de coliformes fecales (López et al., 

2013), los sedimentos colectados para este estudio resultaron en  niveles bajos de 

contaminación por metales (Tabla 8.4), lo que podría explicar parcialmente el bajo 

efecto sobre la sobrevivencia de los anfípodos. El contenido de pesticidas 

organoclorados y organofosforados estuvo por debajo del límite de detección. Estos 

resultados sugieren que bajo nuestras condiciones experimentales la supervivencia de 

H. curvispina no fue un punto final sensible. 

Los parámetros de crecimiento determinados permitieron observar efectos sobre los 

anfípodos por exposición al sedimento del arroyo La Choza. Al emplear la longitud 

como parámetro evaluador de efecto, se observaron diferencias entre el sedimento 

control y el proveniente del arroyo La Choza en dos de los ensayos realizados (I 2010 

y V 2011), en tanto que con la biomasa, además, se determinaron diferencias entre 

ambos tratamientos en P 2010. Sin embargo, el IMC (que integra los dos parámetros 

anteriores) resultó el parámetro más efectivo, dado que se obtuvieron diferencias 

significativas entre los anfípodos expuestos a ambos sedimentos en cuatro de los 

ensayos realizados (I 2010, V 2011, P 2011 y O 2011). Por lo tanto el IMC permitió 
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una discriminación más efectiva entre tratamientos que la longitud y la biomasa 

evaluadas por separado. Estos resultados concuerdan con los reportados previamente 

en los capítulos 5 y 6 del presente trabajo. 

Sin embargo, los resultados de estos experimentos deben analizarse tomando en 

consideración no solo la muestra evaluada sino la capacidad de respuesta de los 

organismos de ensayo en función de su estatus fisiológico (fitness) dependiente, en 

parte, de la estacionalidad y las condiciones de cultivo. La estacionalidad resulta una 

variable ineludible en organismos procedentes de cultivos outdoor (V 2010 e I 2010), 

pero asemeja con mayor realismo situaciones de campo. Varios estudios han 

demostrado en anfípodos colectados en campo una alta variabilidad temporal en la 

respuesta a diferentes tóxicos (Kater et al., 2000; Menchaca et al., 2010). Asumiendo 

que el grado de contaminación de las muestras de sedimento del arroyo La Choza fue 

relativamente comparable entre sí (Tablas 8.2, 8.3, 8.4, 8.5 y 8.10) la respuesta 

diferencial en el crecimiento de los organismos debe enfocarse sobre su capacidad 

homeostática. En el presente estudio, los animales ensayados en V 2010 e I 2010, 

mostraron una respuesta diferencial en cuanto a los parámetros de crecimiento. En el 

ensayo de verano los animales de los grupos control y expuestos incrementaron su 

longitud, biomasa e IMC de manera comparable. Por el contrario en el ensayo de 

invierno, se determinaron diferencias significativas en los tres parámetros evaluados 

entre ambos grupos experimentales (Figs. 8.4, 8.5 y 8.6). Estos resultados sugieren un 

mayor nivel de vulnerabilidad de los animales colectados de cultivos outdoor durante el 

invierno, época del año con menor disponibilidad de alimento y condiciones climáticas 

adversas en este tipo de cultivos. 

En relación al efecto de las condiciones de cultivo (laboratorio vs. campo) sobre la 

sensibilidad de los anfípodos a diversos poluentes, en la literatura se observa una 

amplia variabilidad de respuesta. Robinson et al. (1988) informaron que los anfípodos 

(R. abronius) cultivados en laboratorio fueron más sensibles a cadmio que individuos 

colectados del campo. Meador (1993) también reportó que anfípodos cultivados en 

laboratorio y expuestos a Cd presentaron una mayor sensibilidad (menor CL50) 

comparada con anfípodos colectados en el campo. En ese estudio el incremento en la 

sensibilidad de los anfípodos provenientes de cultivo correlacionó con una reducción 

en los niveles de lípidos. En contraste, otros estudios informaron que la sensibilidad de 

los anfípodos cultivados en laboratorio a cadmio (Ampelisca abdita y Corophium 

multisetosum) y a amonio (Corophium volutator) fue comparable a la de los animales 

recolectados en campo (Redmond et al. 1994; Peters & Ahlf 2005; Ré et al. 2009). El 

mismo resultado fue informado por Kater et al. (2000) en ensayos realizados con C. 
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volutator expuestos a Cd. Al comparar la sensibilidad de C. multisetosum cultivado en 

laboratorio con individuos recolectados en el campo mediante exposición a sedimentos 

con diferente grado de contaminación, Menchaca et al. (2010) observaron que los 

anfípodos provenientes de laboratorio  presentaron  menor mortalidad que los de 

campo, siendo por lo tanto, menos sensibles. 

Si se considera el IMC como parámetro integrador del estado general de los animales, 

en nuestros resultados se observó una respuesta relativamente similar entre los 

anfípodos cultivados en condiciones de laboratorio (indoor) y los provenientes de 

primera generación de cultivos indoor. En tres de los cuatro ensayos (P 2010, V 2011 

y O 2011) se observó una respuesta diferencial entre los animales de los grupos 

control y expuestos. En cuanto al ensayo de P 2011, si bien la diferencia no resultó 

significativa, se observó la misma tendencia que en el resto de los experimentos (Fig. 

8.6). Como se mencionó previamente, en el caso de los cultivos outdoor la respuesta a 

su vez se vio afectada por la estacionalidad. 

Debe considerarse que el uso de anfípodos provenientes de  cultivos outdoor conlleva 

una serie de inconvenientes. En primer lugar, dependiendo de la época del año, la 

densidad de organismos requerida para los bioensayos puede no estar disponible 

debido a su ciclo biológico y no es factible obtener cohortes para ensayos. Es decir 

que el material biológico si bien es más comparable a las poblaciones silvestres, 

permitiendo así obtener respuestas más realistas, ello es en detrimento de la 

estandarización de los protocolos de ensayo y el aumento de variabilidad de 

respuestas inter e intralaboratorio. 

 

En relación a los experimentos con agua de poro, en ninguno de los ensayos 

realizados se observó mortalidad significativa en relación al control, y a diferencia de 

los resultados obtenidos en los experimentos realizados con sedimento completo, 

tampoco se registraron efectos sobre los parámetros de crecimiento. Debe 

considerarse que los ensayos de toxicidad con agua de poro no evalúan la toxicidad 

causada por la ingesta de sedimentos que es una ruta de exposición importante para 

algunos organismos (Lee B-G et al., 2000; King et al., 2005). Las pruebas de toxicidad 

con sedimento completo son ambientalmente más realistas que las de agua de poro, 

dado que la estructura de los sedimentos es relativamente mantenida y todas las rutas 

de exposición, incluidas el agua sobrenadante, el agua de poro, las partículas de 

sedimento y el alimento están presentes  (Lee B-G et al., 2000, Simpson et al., 2004). 

A su vez también debe considerarse que al analizar los resultados considerando el 

cultivo de origen de los animales, en los experimentos realizados con agua de poro, 
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los controles incrementaron su IMC en comparación al tiempo inicial, sólo en los 

ensayos realizados con anfípodos provenientes de cultivos outdoor. Contrariamente, 

en los experimentos realizados con sedimento completo, en todos los casos el IMC 

incrementó en los controles en relación al tiempo inicial (siendo mayor en los 

anfípodos provenientes de cultivos outdoor). Por lo tanto esta especie resulta más 

apropiada para la realización de bioensayos en matriz sólida y esto podría influir en la 

ausencia de respuesta y en la variabilidad observada en estos ensayos. 

 

Aun cuando no se obtienen efectos estadísticamente significativos con ensayos 

tradicionales, respuestas subletales pueden ser detectadas por medio de 

biomarcadores. Los dos ensayos evaluados (Verano 2010 y Primavera 2010) fueron 

realizados con juveniles de H. curvispina bajo idénticas condiciones experimentales 

después de un periodo de aclimatación, pero el pool de organismos usados en cada 

caso difirió en su origen. En el ensayo de primavera, los animales provinieron de 

cultivo indoor (primera generación), mientras que los animales empleados en el 

ensayo de verano provinieron de cultivos outdoor. 

En el ensayo de verano los animales de los grupos control y expuestos incrementaron 

su longitud, biomasa e IMC de manera comparable. Por el contrario en el ensayo de 

primavera, ambos grupos, control y expuestos, no incrementaron en longitud 

sugiriendo ausencia de ecdisis durante el periodo experimental; solo los controles 

incrementaron en peso y presentaron un IMC significativamente más elevado que los 

anfípodos ensayados con sedimento del arroyo La Choza (Figs. 8.4, 8.5 y 8.6). Estos 

resultados sugieren un mayor nivel de vulnerabilidad de los animales provenientes de 

cultivo indoor. 

En relación a los biomarcadores de estrés oxidativo, en el ensayo de verano los 

controles mostraron una actividad antioxidante más elevada que en los controles de 

primavera pero, no se observaron diferencias significativas en los valores de TBARS 

en relación a un posible daño oxidativo (ver Tabla 8.11). Estos resultados llevan a 

preguntarse acerca de la representatividad de la respuesta a nivel poblacional y 

destacan la dificultad de establecer líneas de base confiables para estos 

biomarcadores. La información acerca de los efectos de la polución sobre el estrés 

oxidativo en anfípodos no es muy abundante. Los trabajos de Timofeyev et al. (2006 a, 

b) con cinco especies de anfípodos del Lago Baikal evaluaron el potencial estrés 

oxidativo de la materia orgánica y demostraron un incremento significativo en la 

peroxidación lipídica y la actividad de catalasa. En otro estudio  (Timofeyev & 

Steinberg, 2006) evaluaron la respuesta del estrés oxidativo en especies con hábitats 
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divergentes del mismo lago (especies que habitan en aguas poco profundas y en 

aguas profundas). Ellos hallaron una respuesta diferencial entre especies habitantes 

de la zona litoral y las de profundidad y concluyeron que el ambiente estable de las 

zonas profundas no prevé presión o estrés suficiente para generar respuestas de 

defensa antioxidante. Ellos también evaluaron una posible especificidad en sistemas 

antioxidantes entre especies palearticas versus endémicas concluyendo que la 

diferencia en la actividad enzimática depende con mayor probabilidad de variaciones 

interespecíficas más aún que de las condiciones ambientales específicas. Este es un 

importante tópico que debe ser estudiado a futuro. Por otro lado, Timofeyev et al. 

(2009) mostró que la duración del período de aclimatación puede alterar los patrones 

de respuesta. Esto debe ser considerado cuando se diseñan estudios en laboratorio 

utilizando animales provenientes del ambiente natural. Curiosamente, la exposición de 

anfípodos a los contaminantes puede desencadenar una respuesta anticipatoria para 

superar el estrés oxidativo mediante la actividad  de la SOD. Estos resultados 

enfatizan la importancia de entender las interacciones entre respuesta antioxidante a 

diferentes estresores y mecanismos fisiológicos de daño oxidativo (Gorokhova et al., 

2013). 

La actividad SOD en juveniles de H. curvispina fue comparable a la obtenida para 

juveniles de otros anfípodos, poliquetos, bivalvos, decápodos y equinodermos (Correia 

et al., 2002). Los mismos autores reportaron mucha más variabilidad entre especies 

para actividad CAT con hasta dos órdenes de magnitud de diferencia. Los valores de 

CAT observados en H. curvispina en este estudio fueron cercanos a los publicados 

para otros crustáceos (Correia et al., 2003). Anguiano et al. (2012) recientemente 

observaron un incremento significativo de la actividad de CAT en H. curvispina 

expuesta al pesticida orgsnofosforado metil azinpho. 

Es importante tener en consideración que la producción de ROS puede ocurrir por 

exposición a contaminantes, pero también se producen  durante la respiración 

aeróbica; por lo tanto, una elevada actividad metabólica puede resultar en elevados 

niveles de ROS (Hoguet & Key, 2008). Respecto a la variabilidad de respuestas, la 

variación estacional de los parámetros biológicos dentro de las poblaciones no debe 

descartarse. Incluso, cultivos criados durante generaciones en el laboratorio no están 

completamente “silenciados”. Dutra et al. (2007, 2008) informaron variaciones 

metabólicas estacionales en Hyalella. Las pruebas en estos estudios fueron realizadas 

durante una etapa metabólicamente activa y en el periodo del año durante el cual las 

poblaciones naturales tiene máxima biomasa (Poretti et al., 2003; García, 2009). Es 
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posible, por lo tanto, que los anfípodos juveniles en este estudio hayan estado sujetos 

a una mayor competencia por el alimento y el sustrato. 

A pesar de la variabilidad observada entre ambos ensayos, la magnitud de la 

diferencia en la respuesta relativa de los biomarcadores a sus controles concurrentes 

fue comparable (Tabla 8.11). 

Los animales expuestos al sedimento de La Choza mostraron alta actividad 

antioxidante debido al incremento de la actividad de CAT y SOD, acompañada de altos 

niveles de peroxidación lipídica. 

La actividad del sistema de transporte de electrones (ETS) demuestra una disminución 

significativa de la actividad metabólica de los animales expuestos a los sedimentos 

prueba. Los valores de ETS observados en este estudio fueron comparables a 

aquellos reportados para otros anfípodos, dafnias y anostrácodos (Simĉiĉ & Brancelj, 

2003, 2004; Simĉiĉet al., 2005, 2012). La determinación de ETS es factible de realizar 

en pequeñas muestras de tejido individual y es un parámetro promisorio para incluir 

como biomarcador del estado metabólico en bioensayos estándar con anfípodos. La 

diferencia entre nuestros dos controles representa una clara indicación de la 

variabilidad no relacionada al tratamiento, y es probablemente el resultado del 

diferente fitness del pool de organismos usados en ambos casos; los valores más 

elevados de ETS de los animales del pool del  ensayo de verano podrían confirmar 

esta apreciación (Tabla 8.11). 

Es importante notar que los parámetros subletales (longitud y biomasa) y los 

biomarcadores mostraron una variabilidad significativa que puede ser atribuida a otras 

razones más que a la exposición al estresor. Por lo tanto, se requiere de otros 

parámetros que evalúen objetivamente la calidad de las muestras ambientales con 

interpretaciones inequívocas que puedan ser usados en estudios de evaluación de 

monitoreo ambiental. Independientemente de la posible cuantificación de diferentes 

agentes tóxicos, es difícil establecer relaciones de causa-efecto para los organismos 

prueba. Así, es crucial establecer programas de monitoreo que incluyan parámetros 

que puedan extrapolar razonablemente los resultados de ensayos realizados en 

condiciones experimentales de laboratorio a condiciones naturales. En resumen, los 

anfípodos tienen muchos factores que complican la selección de biomarcadores de 

toxicidad. En crustáceos, factores tales como diferencias filogenéticas entre taxas, 

actividad locomotora, tamaño corporal, morfogénesis y ciclo de muda tienen impacto 

sobre el metabolismo. Existe también el impacto de las variables ambientales, tal 

como el estado nutricional, pH, temperatura, salinidad y presión osmótica (Anger, 

2001). Sin embargo, los biomarcadores son importantes en investigación toxicológica 
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debido a que ayudan en general a la evaluación de riesgo y pueden ser usados como 

una señal de alerta temprana (Hoguet & Key, 2008). 

 

Conforme a la literatura y a los datos provistos en este estudio, bajo nuestras 

condiciones experimentales, H. curvispina resultó una especie principalmente 

recomendable para bioensayos ecotoxicológicos con muestras de sedimentos 

naturales. 

En relación a los parámetros bioquímicos, se propone como práctica estándar la 

expresión de los resultados en valores relativos a los controles concurrentes. Los 

biomarcadores medidos representan un primer registro para juveniles de H. curvispina 

expuestos a sedimentos contaminados bajo condiciones estandarizadas de 

laboratorio. Si bien es necesario profundizar tanto en la evaluación de respuestas 

subletales como en el conocimiento biológico de la especie, en campo y en laboratorio, 

el uso de estos parámetros demuestra una mayor sensibilidad y un más preciso ajuste 

de evaluación de efectos que el obtenido por el ensayo estándar de sobrevivencia y 

crecimiento, y se revelan más contundentes en relación a la evaluación de efectos 

proponiéndose su implementación en estudios de  biomonitoreo de sedimentos. 

 



Capítulo 9 Anabella Giusto 

215 

 

 

CAPITULO 9 
 

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA 
RESPUESTA DE LOS ORGANISMOS DE ENSAYO EN 

SITUACIONES CONTROL: APORTES PARA EL 
ESTABLECIMIENTO DE UNA LINEA DE BASE 

 

 

9.1 Introducción 

 

Durante el desarrollo de esta tesis, se estandarizaron y optimizaron las condiciones de 

cría de los organismos prueba y se realizaron un total de 34 bioensayos, en diferentes 

matrices, con animales de disímil origen de cultivo y de diferentes edades. El análisis 

del total de los ensayos permite una visión global acerca de las respuestas de estos 

animales en el contexto de ensayos de ecotoxicidad, que se discuten de manera 

detallada en los capítulos correspondientes. Dicho análisis, además aporta 

necesariamente un bagaje de información acerca del estado “optimo” o “saludable” de 

los organismos de ensayo en condiciones de control. 

En este capítulo se han agrupado los controles de los distintos ensayos para su 

análisis a fin de aportar información biológica sobre la especie prueba, establecer 

líneas de base para diferentes puntos finales y así contribuir a la normatización de 

bioensayos de ecotoxicidad, con anfípodos nativos, disminuyendo la incertidumbre de 

respuestas esperables en controles. 

 

9.2 Objetivos 

 

• Evaluar el estado general de los anfípodos expuestos a condiciones control en 

medio acuoso (MHW) y sedimento del arroyo Las Flores (SED), mediante el 

IMC. 
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• Comparar las reservas energéticas de los grupos controles a tiempo final de 

ensayo en matriz acuosa (MHW) y sólida (SED). 

 

9.3 Materiales y Métodos 

 

La metodología empleada en la totalidad de los biensayos fue descripta en el capítulo 

3 y en los ítems Materiales y Métodos correspondientes a los capítulos 5, 6, 7 y 8. 

Para las comparaciones realizadas se aplicó el test de Student (previa constatación de 

la normalidad y homocedasticidad de los datos) o la prueba de Wilcoxon. Se utilizó el 

Programa Infostat (Di Rienzo, 2012). 

 

9.4 Resultados 

 

9.4.1 Comparación del Índice de Masa Corporal entre 
grupos controles e iniciales 
 

9.4.1.1 Ensayos en matriz acuosa 

 

Los resultados que se muestran a continuación forman parte de los experimentos 

presentados en el Capítulo 5  y corresponden a los controles de los siguientes 

ensayos realizados con Hyalella curvispina: 

 

-Cd-1; ensayo con juveniles expuestos a Cd en medio acuoso (MHW). 

-Cd-2; ensayo con machos jóvenes expuestos a Cd en medio acuoso (MHW). 

-Cd-3; ensayo con machos mayores expuestos a Cd en medio acuoso (MHW). 

-Cu-2; ensayo con juveniles expuestos a Cu en medio acuoso (MHW). 

-Cu-3; ensayo con machos mayores expuestos a Cu en medio acuoso (MHW). 

 

Se realizó la comparación del Índice de Masa Corporal (IMC) del grupo inicial (tiempo 

cero de ensayo) y el correspondiente a los controles luego de 10 días de exposición. 

La Tabla 9.1 muestra los resultados de los análisis estadísticos para el parámetro 

considerado. 
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Ensayos  Control 

I vs C p Inicial 
(n) 

Control 
(n) 

 Cd-1 T= 4,19 * <0,001 49 75 

 Cd-2 W= 311,5 0,42 15 30 

 Cd-3 T= 0,32 0,75 20 33 

 Cu-2 W= 668,5 0,20 20 38 

 Cu-3 T= 0,01 0,99 20 15 

 
Tabla 9.1: IMC de H. curvispina a tiempo inical y luego de 10 días de exposición en matriz 
acuosa. Resumen de las significatividad estadísticas para cada ensayo. Para todos los 
experimentos, a excepción de Cd-3 y Cu-2 a los que se le aplicó la prueba de Wilcoxon, el IMC 
cumplió los supuestos de normalidad y homocedasticidad de la prueba de T para muestras 
independientes. T: estadístico de la prueba de T; W: estadístico de la prueba de Wilcoxon; p: 
nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; C: grupo control; (*) 
indica diferencias significativas (p<0,05). 
 

En la totalidad de los experimentos realizados en matriz acuosa, a excepción de los 

anfípodos utilizados en el Ensayo Cd-1, el IMC no mostró diferencias significativas 

entre el grupo inicial y los animales que permanecieron durante 10 días en MHW 

(controles) (Tabla 9.1 y Fig. 9.1 (A – E)). 

 

El análisis de los resultados en función del estadio de la especie  (Juveniles y Machos) 

y unificando la totalidad de los datos (Todos los datos) de los 5 experimentos 

realizados se muestra en la Tabla 9.2. 

 

Ensayos Control 
I vs C p Inicial 

(n) 
Control 

(n) 

Juveniles T= 3,07 * 0,003 69 113 

Machos W= 3892 0,34 55 78 

Todos los datos T= 18770 0,30 124 191 

 
Tabla 9.2: IMC de H. curvispina a tiempo inicial y luego de 10 días de exposición en matriz 
acuosa. Resumen de las significatividades estadísticas. Para todos los ensayos, a excepción 
de la comparación correspondiente a Machos a la que se le aplicó la prueba de Wilcoxon, el 
IMC cumplió los supuestos de  normalidad y homocedasticidad de la prueba de T para 
muestras independientes. T: estadístico de la prueba de T; W: estadístico de la prueba de 
Wilcoxon; p: nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; C: grupo 
control; (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 
 

Al unificar los datos según el estadio de H. curvispina, el IMC mostró un aumento 

significativo en juveniles a tiempo final de exposición (en tanto que para machos no se 
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detectan diferencias significativas. A su vez, el agrupamiento del total de datos 

encubre la diferencia registrada en juveniles (Tabla 9.2, Fig. 9.2 C). 
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Figura 9.1: Índice de Masa Corporal (IMC) de los grupos iniciales (I) y controles (C) de los 
experimentos realizados en matriz acuosa (MHW) (A – E). Valores expresados como media ± 
EEM. (*) indica diferencias significativas entre ambos grupos. Nivel de significancia  p<0,05. 
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Figura 9.2: Índice de Masa Corporal (IMC) de los grupos iniciales (I) y controles (C) para 
juveniles (A), machos (B) y la totalidad de los datos (C) de los experimentos realizados en 
matriz acuosa. Valores expresados como media ± EEM. (*) indica diferencias significativas 
entre ambos grupos. Nivel de significancia p<0,05. 
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9.4.1.2 Ensayos en matriz sólida 

 

Los resultados que se muestran a continuación forman parte de los experimentos 

presentados en el Capítulo 6  y corresponden a los siguientes ensayos realizados con 

Hyalella curvispina (Hc) y Hyalella pseudoazteca (Hp): 

 

-Cd-1; ensayo con juveniles de Hc expuestos a sedimento adicionado con Cd. 

-Cd-2; ensayo con machos mayores de Hc expuestos a sedimento adicionado con Cd. 

-Cu-1; ensayo con juveniles de Hc expuestos a sedimento adicionado con Cu. 

-Cu-2; ensayo con machos mayores de Hc expuestos a sedimento adicionado con Cu. 

-Cu-3; ensayo con juveniles de Hp expuestos a sedimento adicionado con Cu. 

-Cu-4; ensayo con machos de Hp expuestos a sedimento adicionado con Cu. 

 

Se realizó la comparación del Índice de Masa Corporal (IMC) del grupo inicial (tiempo 

cero de ensayo) y el correspondiente a los controles luego de 10 días de exposición. 

La tabla 9.3 muestra los resultados de los análisis estadísticos para el parámetro 

considerado. 

 

Ensayos  Control 
I vs C p Inicial 

(n) 
Control 

(n) 

Cd-1 T=1,99 *  0,040 48 62 

Cd-2 T= 5,25 * <0,001 22 33 

Cu-1 T= 5,99 * <0,001 28 33 

Cu-2 T= -1,05 0,30 15 35 

Cu-3 T= 2,48 * 0,02 29 41 

Cu-4 T= 2,89 * 0,006 13 36 

 
Tabla 9.3: IMC de H. curvispina y H pseudoazteca a tiempo inical y luego de 10 días de 
exposición en sedimento control. Resumen de las significatividades estadísticas. En todos los 
ensayos el IMC cumplió los supuestos de normalidad y homocedasticidad de la prueba de T 
para muestras independientes. T: estadístico de la prueba de T; p: nivel de significancia 
estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; C: grupo control; (*) indica diferencias 
significativas (p<0,05). 
 

El IMC mostró diferencias significativas entre los animales del grupo control y sus 

correspondientes grupos iniciales en cinco de los seis experimentos realizados 

utilizando sedimento como matriz de ensayo (Tabla 9.3, Fig. 9.3 (A - F)). 
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Se analizaron los resultados considerando los datos en función del estadio de la 

especie utilizada (Juveniles y Machos) y unificando la totalidad de los datos (Todos los 

datos) de los 4 experimentos realizados con H. curvispina. 

La tabla 9.4 muestra los resultados de los análisis estadísticos para el parámetro 

considerado. 

 

Ensayos Control 
I vs C p Inicial 

(n) 
Control 

(n) 

Juveniles T= 3,89 * <0,001 76 95 

Machos T= 2,05 * 0,04 37 68 

Todos los datos  W= 13038 * <0,001 113 163 

 
Tabla 9.4: IMC de H. curvispina a tiempo inical y luego de 10 días de exposición en sedimento 
control. Resumen de las significatividades estadísticas. En todos los ensayos, a excepción de 
la comparación correspondiente a Todos los datos a los que se le aplicó la prueba de Wilcoxon, 
el IMC cumplió los supuestos de normalidad y homocedasticidad de la prueba de T para 
muestras independientes. Los valores de IMC de la comparación entre Machos fueron 
previamente transformados (log10). T: estadístico de la prueba de T; W: estadístico de la 
prueba de Wilcoxon; p: nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; 
C: grupo control; (*) indica diferencias significativas (p<0,05). 
 

A diferencia de los resultados obtenidos en los ensayos en matriz acuosa, al exponer 

los animales en sedimento control durante 10 días, en todos los casos se observó un 

incremento significativo del IMC de los controles en relación al tiempo inicial (Tabla 

9.4, Fig. 9.4 (A –C)). 
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Figura 9.3: Índice de Masa Corporal (IMC) de los grupos iniciales (I) y controles (C) de los 
experimentos realizados en matriz sólida (A – F). Valores expresados como media ± EEM. (*) 
indica diferencias significativas entre ambos grupos. Nivel de significancia p<0,05. 
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Figura 9.4: Índice de Masa Corporal (IMC) de H curvispina de los grupos iniciales (I) y controles 
(C) para juveniles (A), machos (B) y la totalidad de los datos (C) de los experimentos realizados 
en matriz sólida. Valores expresados como media ± EEM. (*) indica diferencias significativas 
entre ambos grupos. Nivel de significancia p<0,05. 
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9.4.1.3 Ensayos en matriz acuosa y sólida: incidencia del cultivo de 
origen 
 

Los resultados que se muestran a continuación forman parte de los experimentos 

presentados en el Capítulo 8  y corresponden a los siguientes ensayos realizados con 

juveniles de Hyalella curvispina: 

 

-Indoor (MHW); ensayo con individuos provenientes de cultivos indoor en los que se 

evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a de agua de poro. 

-Indoor (SED); ensayo con individuos provenientes de cultivos indoor en los que se 

evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a muestras ambientales de 

sedimento. 

 -1er Generación (MHW); ensayo con individuos provenientes de cultivos 1er 

generaciónen los que se evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a de agua 

de poro. 

-1er Generación (SED); ensayo con individuos provenientes de cultivos 1er generación 

en los que se evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a muestras 

ambientales de sedimento. 

-Outdoor (MHW); ensayo con individuos provenientes de cultivos outdoor en los que 

se evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a de agua de poro. 

-Outdoor (SED); ensayo con individuos provenientes de cultivos outdoor en los que se 

evaluó efectos sobre los anfípodos por exposición a muestras ambientales de 

sedimento. 

 

Se realizó la comparación del Índice de Masa Corporal (IMC) del grupo inicial (tiempo 

cero de ensayo) y el correspondiente a los controles luego de 10 días de exposición en 

MHW o sedimento control, según el origen de los animales. 

La tabla 9.5 muestra los resultados de los análisis estadísticos para el parámetro 

considerado. 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 9 Anabella Giusto 

225 

 

Ensayos Control 
I vs C p Inicial 

(n) 
Control 

(n) 

Indoror (MHW) T= -3,19 * 0,002 33 57 

1er Generación (MHW)  W= 1797 0,13 35 56 

Outdoor (MHW) T= 2,78 * 0,006 44 67 

Indoror (SED) W= 6884 * <0,001 85 145 

1er Generación (SED) W= 1190 * <0,001 34 64 

Outdoor (SED) T= 10,25 * <0,001 42 67 

 
Tabla 9.5: IMC de H. curvispina según el cultivo de origen, a tiempo inical y luego de 10 días de 
exposición en matriz sólida o acuosa. Resumen de las significatividades estadísticas. El IMC de 
los ensayos Indoor (MHW) y los dos Outdoor cumplió los supuestos de  normalidad y 
homocedasticidad de la prueba de T para muestras independientes. Los valores del IMC de los 
ensayos Outdoor fueron previamente transformados (log10). A los tres ensayos restantes se 
les aplicó la prueba de Wilcoxon. T: estadístico de la prueba de T; W: estadístico de la prueba 
de Wilcoxon; p: nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; C: 
grupo control; MHW: agua moderadamente dura; SED: sedimento. (*) indica diferencias 
significativas (p<0,05). 
 

En los experimentos realizados en matriz acuosa, sólo en los anfípodos provenientes 

de cultivos outdoor se observó un incremento del IMC de los controles en relación al 

grupo inicial. En el caso de los animales provenientes de cultivos indoor se observó el 

efecto contrario, en tanto que en los anfípodos obtenidos en primera generación de 

cultivos indoor no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 

9.5, Fig. 9.5 A). 

Contrariamente, en los ensayos con sedimento en todos los casos, 

independientemente del origen de los animales, los controles incrementaron su IMC en 

comparación al tiempo inicial (Tabla 9.5, Fig. 9.5 B). 

 

Se analizaron los resultados unificando la totalidad de los datos (Todos los datos) de 

los experimentos realizados en matriz acuosa (MHW) y sólida (SED). 

 La tabla 9.6 muestra los resultados de los análisis estadísticos para el parámetro 

considerado. 
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Ensayos Control 
I vs C p Inicial 

(n) 
Control 

(n) 

Todos los datos (MHW)  T= -0,66 0,51 112 180 

Todos los datos (SED) W= 22620 * <0,001 161 276 

 
Tabla 9.6: IMC de H. curvispina a tiempo inicial y luego de 10 días de exposición en matriz 
sólida o acuosa con independencia del cultivo de origen. Resumen de las significatividades 
estadísticas. Los valores del IMC de los ensayos en agua moderadamente dura (MHW) 
cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de la prueba de T para muestras 
independientes. A los valores del IMC de los ensayos en sedimento (SED) se le aplicó la 
prueba de Wilcoxon. T: estadístico de la prueba de T; W: estadístico de la prueba de Wilcoxon; 
p: nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. I: grupo inicial; C: grupo control; (*) 
indica diferencias significativas (p<0,05). 
 

Independientemente del cultivo de origen de los animales, los anfípodos mantenidos 

durante 10 días en sedimento incrementan su IMC significativamente en relación al 

grupo inicial, en tanto que, los que permanecieron el mismo periodo de tiempo en 

matriz acuosa no presentaron diferencias significativas para este parámetro entre 

ambos grupos (Tabla 9.6, Fig. 9.5 (C y D). 
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Figura 9.5: Índice de Masa Corporal (IMC) de los grupos iniciales (I) y controles (C) en matriz 
acuosa (MHW), según el cultivo de origen de los animales (A) y unificando todos los datos (C); 
y en matriz sólida, según el origen de los animales (B) y unificando todos los datos (D).Valores 
expresados como media ± EEM. (*): indica diferencias significativas (p<0,05). 
 

9.4.2 Comparación de las reservas energéticas entre 
grupos controles luego de 10 días de exposición en medio 
acuoso (MHW) y sedimento control (SED) 
 

Se realizó una comparación de las reservas energéticas de los grupos controles a 

tiempo final de ensayo en matriz acuosa (MHW) y sólida (SED). Los resultados aquí 

presentados fueron extraídos de los ensayos descriptos en el Capítulo 7 . 

 

La tabla 9.7 muestra los resultados de los análisis estadísticos para los parámetros 

considerados. 
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Parámetros 
 

Control 
MHW vs SED  

p n 

Lípidos Totales T= 15,22 * <0,001 3 

Triglicéridos T= 8,55 * 0,01 3 

Glucógeno T= 26,43 * <0,001 3 

Proteínas Totales  T= 26,06 * <0,001 3 

 
Tabla 9.7: Composición nutricional de machos mayores de H curvispina luego de diez días de 
permanencia en matriz acuosa o sólida bajo condiciones estandarizadas de ensayo. Resumen 
de las significatividades estadísticas. Los parámetros evaluados cumplieron los supuestos de 
normalidad y homocedasticidad de la prueba de T para muestras independientes. Los valores 
de lípidos totales y triglicéridos fueron previamente transformados (log10). T: estadístico de la 
prueba de T; p: nivel de significancia estadística; n: número de réplicas. (*) indica diferencias 
significativas (p<0,05). 
 

La Fig. 9.6 muestra el contenido de lípidos totales, triglicéridos, glucógeno y proteínas 

totales de los grupos control de ambos ensayos (MHW y SED). Los niveles de los 

cuatro parámetros evaluados fueron significativamente superiores en los individuos 

expuestos a sedimento en comparación con los del ensayo en medio acuoso (4,5 

veces para lípidos totales, 2,6 veces para triglicéridos, 4 veces par glucógeno y 3,2 

veces para proteínas totales). 
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Figura 9.6: Concentración de lípidos totales (A), triglicéridos (B), glucógeno y (D) proteínas 
totales en machos de H. curvispina expuestos durante 10 días en agua moderadamente dura 
(MHW) y sedimento control (SED). Valores expresados como media ± EEM. (*) indica 
diferencias significativas entre ambos grupos. Nivel de significancia  p<0,05. 
 

9.5  Conclusiones 

 

El análisis de los resultados permite inferir que el estado general de los animales 

(reflejado en el IMC) en sedimento, mejoró sustancialmente en relación a los que 

fueron mantenidos en medio acuoso durante el mismo periodo de tiempo. 

 

A su vez, si bien en general el IMC no presentó diferencias significativas entre los 

animales expuestos durante 10 días a MHW en relación al tiempo inicial de ensayo, al  

comparar las reservas energéticas de anfípodos utilizados como controles en 

experimentos llevados a cabo en matriz acuosa (MHW) y sólida (SED), se observó que 

todos los parámetros evaluados (Lípidos totales, Triglicéridos, Glucógeno y Proteínas 
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totales) fueron significativamente más elevados en los individuos que permanecieron 

en sedimento, en relación a los ensayados en medio acuoso, indicando de manera 

inequívoca un mejor estado nutricional en los animales  mantenidos con sedimento. 

 

Por lo tanto, los resultados obtenidos permiten inferir que en exposiciones de 10 días 

de duración y bajo nuestras condiciones experimentales, si bien H. curvispina puede 

ser empleada en bioensayos tanto en matriz sólida como acuosa, la especie resulta 

más apropiada para la realización de bioensayos en presencia de sedimentos. Es un 

hecho a considerar que el estado de salud (o fitness) cercano al óptimo de los 

controles es una condición crucial para disminuir el factor de incertidumbre en 

evaluaciones ecotoxicológicas mediante bioensayos. 

 

Con respecto a H. pseudoazteca mantenida por 10 días en sedimento control, la 

evaluación del IMC que muestra un incremento significativo tanto en juveniles como en 

machos, en relación a sus respectivos grupos iniciales, indica que el estado general de 

los animales se ve favorecido por exposición a dicha matriz (Tabla 9.3, Fig. 9.3 E y F). 

Cabe destacar que en los ensayos presentados en el capítulo 5, tanto juveniles como 

machos de esta especie no superaron el 90% de sobrevivencia luego de 10 días de 

exposición en MHW. Por lo tanto, H. pseudoazteca resulta una especie apropiada para 

su uso en bioensayos de 10 días de duración en matriz sólida, pero no es 

recomendada para su utilización en ensayos en matriz acuosa. 
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CAPITULO 10 
 

CONCLUSIONES GENERALES 
 

 

1) Un primer aporte de este estudio fue ajustar una metodología de cultivo de H. 

curvispina en condiciones de laboratorio para su uso en experimentación así 

como estandarizar la dieta tanto en cultivos como en ensayos. Asimismo se 

comprobó que ésta especie es relativamente tolerante a elevadas 

concentraciones de amonio en solución, con un nivel de tolerancia para 

nitrógeno amoniacal entre 9,5 y 12 mg N-NH4+/L  (Capitulo 4). 

 

2) En relación al efecto del cadmio y cobre en solución sobre la sobrevivencia, 

crecimiento e incorporación de los metales al tejido (Capitulo 5) se concluyó 

que en general, tanto en la evaluación de sobrevivencia como crecimiento, los 

juveniles de H. curvispina resultaron más sensibles a ambos metales que los 

machos. 

Sobrevivencia y crecimiento son indicadores similarmente sensibles de 

toxicidad por Cd en H. curvispina en tanto que para el Cu, los parámetros de 

crecimiento fueron indicadores de toxicidad más sensibles que la 

sobrevivencia. 

El Índice de masa corporal (IMC), resultó un punto final de mayor capacidad de 

discriminación entre tratamientos que los restantes parámetros de crecimiento. 

Ambas especies mostraron una significativa capacidad de acumular Cd y Cu en 

tejidos. 

Bajo las condiciones experimentales H. curvispina probó ser sensible a 

concentraciones de Cd y Cu ecológicamente relevantes. Los resultados 

reafirman su importancia como una especie adecuada para ensayos de 

evaluación ecotoxicológica en cuerpos de agua dentro de su área de 

distribución. En tanto que H. pseudoazteca no cumple los requisitos adecuados 

para su uso en bioensayos con matriz acuosa. 
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3) En relación a la toxicidad del Cu y Cd en sedimento (Capítulo 6) la 

sobrevivencia no resulta un punto final sensible. Sin embargo se demostró que 

ambas especies sufren efectos negativos sobre el crecimiento a las 

concentraciones de Cd y Cu evaluadas, siendo el IMC el mejor parámetro 

discriminador. Así, este trabajo provee información sobre efectos toxicológicos 

del Cd y el Cu adicionados a sedimentos, en dos especies nativas de la región 

pampeana en Argentina, y contribuye a validar de manera interina el uso en 

esta región de los SQGs para ambos metales, desarrollados en el hemisferio 

norte. A su vez, bajo las condiciones experimentales ambas especies probaron 

ser sensibles a concentraciones de Cd y Cu determinadas dentro de su área de 

distribución. 

 

4) En cuanto al desarrollo de nuevos puntos finales para ensayos con anfípodos 

(Capítulo7) se confirmó que la exposición a ambos metales, tanto en solución 

como en sedimento, afecta de manera significativa a la mayoría de los 

parámetros evaluados. Si bien de menor relevancia en sedimento que en agua, 

los resultados obtenidos sugieren una fuerte depleción energética y daño 

oxidativo por exposición a Cu y Cd en concentraciones ecológicamente 

relevantes. 

En éste trabajo se ajustó e implementó para H. curvispina la técnica de sistema 

de transporte de electrones (ETS) como biomarcador de estado metabólico. 

Los animales sometidos a estrés por exposición a Cu y Cd mostraron una 

inhibición significativa de la actividad ETS. 

 

5) La evaluación de ecotoxicidad de sedimentos naturales se testeó, con juveniles 

de H. curvispina y sedimento proveniente del arroyo la Choza, mediante 

bioensayos estacionales de sobrevivencia y crecimiento con sedimento 

completo y agua de poro y mediante el dosaje de diferentes biomarcadores 

(Capitulo 8). Los resultados obtenidos permitieron concluir que la sobrevivencia 

no es un punto final sensible. En relación al crecimiento se confirma que el IMC 

resulta un parámetro de mayor capacidad discriminante entre tratamientos que 

la longitud y la biomasa evaluadas por separado. Debe considerarse que en la 

serie de ensayos estacionales se registró un componente de variabilidad ligado 

a la estacionalidad, y al cultivo de origen de los animales. Este hecho debe 

asumirse como un alerta para la planificación de bioensayos de monitoreo.  
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Los animales expuestos al sedimento de la Choza mostraron alta actividad 

antioxidante (incremento de la actividad de CAT y SOD) acompañada de altos 

niveles de peroxidación lipídica así como una disminución significativa de la 

actividad metabólica (ETS).  A fin de zanjar las posibles diferencias entre 

ensayos debidas al material biológico y a la estacionalidad, se propone como 

práctica estándar la expresión de los resultados en valores relativos a los 

controles concurrentes. 

 

6) En relación al establecimiento de líneas de base como contribución para 

acrecentar el conocimiento biológico de las especies de ensayo se estudiaron 

algunos de los parámetros utilizados durante este trabajo en situaciones control 

(Capitulo 9). El análisis de los resultados permite inferir que el estado general 

de los animales en sedimento (reflejado en el IMC) es sustancialmente mejor 

que en medio acuoso. A su vez, si bien en general el IMC no presentó 

diferencias significativas entre los animales expuestos durante 10 días a MHW 

en relación al tiempo inicial de ensayo, al comparar las reservas energéticas se 

demostró que los animales mantenidos con sedimento tienen un mejor estado 

nutricional que los mantenidos en solución acuosa. 

En función de estos resultados, se concluye que bajo nuestras condiciones 

experimentales, si bien H. curvispina puede ser empleada en bioensayos tanto 

en matriz sólida como acuosa, la especie resulta más apropiada para la 

realización de bioensayos en presencia de sedimentos. Es un hecho a 

considerar que el estado de salud de los controles es decisivo para disminuir el 

factor de incertidumbre en evaluaciones ecotoxicológicas mediante bioensayos.  

Con respecto a H. pseudoazteca resulta una especie apropiada para su uso en 

bioensayos en matriz sólida, pero no es recomendada para su utilización en 

ensayos en matriz acuosa. 

 

 7)  Por último, se destacan los aportes originales de este trabajo de Tesis:  

� Se reportaron los primeros datos de concentración de Cu y Cd en 

tejidos, para juveniles y machos de H. curvispina expuestos a diferentes 

matrices de ensayos (MHW, sedimento y agua de poro) adicionadas 

con dichos metales. 

� Se realizó un primer aporte a la evaluación del efecto de dos metales en 

matriz acuosa y sólida, sobre algunos parámetros de estrés oxidativo y 

metabolismo intermediario en H. curvispina. 
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� Se aportaron los primeros registros de biomarcadores medidos en 

juveniles de H. curvispina expuestos a sedimentos ambientales 

contaminados bajo condiciones estandarizadas de laboratorio. 

� Se realizó la primera contribución a la evaluación de toxicidad por 

metales en dos estadios de la especie H. pseudoazteca, expuestos a 

matriz sólida y acuosa. Se determinaron parámetros tradicionales de 

efecto y se aportaron los primeros  resultados sobre concentración de 

Cu en tejidos. 

� Se propuso la utilización del IMC como nuevo parámetro evaluador de 

efecto subletal en bioensayos con matriz acuosa y sólida para ambas 

especies. 

� Se postuló al ETS como nuevo biomarcador de efecto en bioensayos 

ecotoxicológicos con H. curvispina. 

� Se contribuyó al incremento del conocimiento biológico de las especies 

de ensayo mediante el análisis de parámetros desarrollados en este 

trabajo de Tesis. 
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ANEXO I 
 

RESULTADOS DE LOS ANALISIS ESTADISTICOS 

 

CAPITULO 4 
 
Tabla 1: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 4.2. 
 

Variable  H P 

Sobrevivencia 4,15 0,080 

 
CAPITULO 5 
 
5.4.1.1- Ensayo Cd- 1 
 
Tabla 2: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 5.3. 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  3 2249,04 29,32 <0,0001 

Error  22 76,70   
 
Tabla 3: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 5.3.A 
 

Variable H P 

Peso 53,20 < 0,0001 

 
Tabla 4: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 5.3.B 
 

Variable H P 

Longitud 36,16 < 0,0001 

 
Tabla 5: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 5.3.C 
 

Variable H P 

IMC 9,81 0,02 

 
5.4.1.2- Ensayo Cd-2 
 
Tabla 6: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 5.4 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  3 2249,04 29,32 < 0,0001 

Error  22 76,70   
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Tabla 7: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.4.A 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  4 0,54 15,39 < 0,0001 

Error  104 0,03   
 
Tabla 8: Resultados del ANOVA (previa transformación log10), correspondientes a la Figura 
5.4.B 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  4 4,21 19,37 < 0,0001 

Error  104 0,22   
 
Tabla 9: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.4.C 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  3 1,59 5,46 0,0017 

Error  95 0,29   
 
5.4.1.3- Ensayo Cd-3 
 
Tabla 10: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 5.5. 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  3 311,11 1,70 0,244 

Error  8 183,33   
 
Tabla 11: Resultados del ANOVA (previa transformación log10), correspondientes a la Figura 
5.5.A 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  4 0,01 1,50 0,208 

Error  101 0,01   
 
Tabla 12: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 5.5.B 
 

Variable H P 

Longitud 2,01 0,733 

 
Tabla 13: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.5.C 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  3 0,92 3,05 0,033 

Error  83 0,30   
 
5.4.1.4 Concentración de Cd en tejidos 
 
Tabla 14: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 5.6. 
 

Variable H P 

J Cd-1 15,02 0,0017 
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Tabla 15: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 5.6. 
 

Variable H P 

Mm Cd-3 9,41 0,0003 

 
5.4.1.6- Ensayo Cu-2 
 
Tabla 16: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 5.9. 
 

Variable H P 

Sobrevivenica 5,69 0,082 

 
Tabla 17: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 5.9.A. 
 

Variable H P 

Peso 58,22 <0,0001 

 
Tabla 18: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.9.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  4 0,26 3,07 0,018 

Error  158 0,09   
 
Tabla 19: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.9.C. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  3 9,03 34,00 <0,0001 

Error  139 0,27   
 
5.4.1.7- Ensayo Cu-3 
 
Tabla 20: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 5.10. 
 

Variable H P 

Sobrevivenica 0,86 >0,999 

 
Tabla 21: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.10.A 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,14 0,99 0,403 

Error  57 0,14   
 
Tabla 22: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.10.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,59 2,26 0,091 

Error  57 0,26   
 
Tabla 23: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 5.10.C. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,01 3,34 0,040 

Error  38 0,0002   
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Tabla 24: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Tabla 
5.11. 
 

Cu en tejido  GL CM F P 
Tratamiento  2 15538,22 10,83 0,010 

Error  6 1434,32   
 

CAPITULO 6 
 
6.4.1.1-Ensayo Cd-1 
 
Tabla 25: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 6.4. 
 

Variable H P 

Sobrevivenica 4,98 0,140 

 
Tabla 26: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.4.A. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  4 0,22 10,83 <0,0001 

Error  275 0,02   
 
Tabla 27: Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.4.B. 
 

Variable H P 

Longitud 27,62 <0,0001 

 
Tabla 28: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.4.C. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  3 5,15 11,41 <0,0001 

Error  228 0,45   
 
6.4.1.2-Ensayo Cd-2 
 
Tabla 29: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 6.5. 
 

Variable H P 

Sobrevivenica 0,86 0,693 

 
Tabla 30: Resultados del ANOVA (previa transformación log10), correspondientes a la Figura 
6.5.A. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,09 7,89 <0,0001 

Error  120 0,01   
 
Tabla 31: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.5.B 
 

Variable H P 

Longitud 8,33 0,040 
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Tabla 32: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.5.C. 
 

Variable H P 

IMC 6,29 0,040 

 
6.4.1.3 Concentración de Cd en tejidos : 
 
Tabla 33: Resultados del ANOVA (previa transformación log10), correspondientes a la Tabla 
6.6. 
 

Cd-2 Mm GL CM F P 
Tratamiento  2 1,79 151,30 <0,0001 

Error  12 0,01   
 
6.4.2.1-Ensayo Cu-1 
 
SEDIMENTO ADICIONADO 
 
Tabla 34: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 6.7. 
 

Variable H P 

Sobrevivenica 0,86 0,693 

 
Tabla 35: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.7.A. 
 

Variable H P 

Peso 19,97 0,0005 

 
Tabla 36: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura  6.7.B. 
 

Variable H P 

Longitud 2,62 0,624 

 
Tabla 37: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.7.C. 
 

Variable H P 

IMC 6,01 0,111 

 
AGUA DE PORO 
 
Tabla 38: Resultados de la Prueba de Wilcoxon correspondientes a la Tabla 6.8. 
 

Variable W P 

Sobrevivenica 3,00 0,20 

 
Tabla 39: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.8.A. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,09 16,74 <0,0001 

Error  54 0,01   
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Tabla 40: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.8.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,42 5,95 0,005 

Error  54 0,07   
 
Tabla 41: Resultados de la Prueba T para muestras Independientes correspondientes a la 
Figura 6.8.C. 
 

Variable T P 

IMC 0,16 0,875 

 
6.4.2.2-Ensayo Cu-2 
 
SEDIMENTO ADICIONADO 
 
Tabla 42: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 6.9. 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  4 30,00 0,44 0,779 

Error  15 68,33   
 
Tabla 43: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.9.A. 
 

Variable H P 

Peso 8,91 0,063 

 
Tabla 44: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.9.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  4 1,23 6,75 <0,0001 

Error  138 0,18   
 
Tabla 45: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.9.C. 
 

Variable H P 

IMC 0,89 0,828 

 
AGUA DE PORO 
 
Tabla 46: Resultados de la Prueba T para muestras Independientes correspondientes a la 
Tabla 6.10. 
 

Variable T P 

Sobrevivencia -0,45 0,678 

 
Tabla 47: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.10.A. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,33 4,86 0,011 

Error  64 0,07   
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Tabla 48: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.10.B. 
 

Variable H P 

Longitud 4,41 0,110 

 
Tabla 49: Resultados de la Prueba de Wilcoxon correspondientes a la Figura 6.10.C. 
 

Variable W P 

IMC 555,0 0,565 

 
6.4.2.3 Concentración de Cu en tejidos 
 
Tabla 50: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Tabla 6.11. 
 

Variable H P 

Cu-2 M-S 8,29 0,041 

 
6.4.3.1-Ensayo Cu-3 
 
Tabla 51: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 6.13. 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  2 140,0 1,56 0,251 

Error  12 90,0   
 
Tabla 52: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 6.12.A. 
 

Variable H P 

Peso 21,10 <0,0001 

 
Tabla 53: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.12.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,88 10,57 <0,0001 

Error  136 0,08   
 
Tabla 54: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.12.C. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 1,50 5,92 0,004 

Error  119 0,25   
 
6.4.3.2-Ensayo Cu-4 
 
Tabla 55: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 6.14. 
 
Sobrevivencia  GL CM F P 
Tratamiento  2 106,67 0,73 0,503 

Error  12 146,67   
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Tabla 56: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.13.A. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,12 7,14 0,0002 

Error  152 0,02   
 
Tabla 57: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.13.B. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,65 6,35 0,0004 

Error  153 0,10   
 
Tabla 58: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 6.13.C. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,29 1,96 0,145 

Error  124 0,15   
 
6.4.3.3 Concentración de Cu en teji dos  
 
Tabla 59: Resultados del ANOVA correspondientes a la Tabla 6.15. 
 

Cu-4 M GL CM F P 
Tratamiento  2 951,58 6,94 0,015 

Error  9 137,18   
 
6.4.4.1 ENSAYOS  CON SEDIMENTO COMPLETO-  H. pseudoazteca 
 
Tabla 60: Ensayo J1 
 
Tratamiento  Longitud  Peso seco  

Inicial  2,52 (0,32); n=40 0,086; n=1 
Control  2,97 (0,25); n=48 0,164; n=1 

10 mg/Kg  2,92 (0,23); n=43 0,148; n=1 
50 mg/Kg  2,95 (0,27); n=46 0,162; n=1 
100 mg/Kg  2,59 (0,36); n=37 0,129; n=1 

n: número de determinaciones. Entre parénesis: desvío estándar. 
 
Tabla 61: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  4 1,98 24,03 <0,0001 

Error  209 0,08   
 
Tabla 62: Ensayo J2 
 
Tratamiento  Longitud  Peso seco  

Inicial  3,10 (0,42); n=20 0,197; n=1 
Control  3,47 (0,30); n=50 0,395 (0,036); n=5 

25 mg/Kg  3,28 (0,38); n=48 0,370 (0,041); n=5 
75 mg/Kg  3,27 (0,38); n=48 0,302 (0,030); n=5 

n: número de determinaciones. Entre parénesis: desvío estándar. 
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Tabla 63: Prueba de Kruskal Wallis  
 

Variable H P 

Sobrevivencia 0,38 0,368 

 
Tabla 64: Resultados del ANOVA 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 11407,20 8,86 0,0043 

Error  12 1286,83   
 
Tabla 65: Resultados del ANOVA 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  3 0,72 5,47 0,0013 

Error  162 0,13   
 
CAPITULO 8 
 
POR ESTACION DE MUESTREO 
 
SEDIMENTO COMPLETO 
 
VERANO 2010 
 
Tabla 66: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 8.4 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,57 27,06 <0,0001 

Error  63 0,02   
 
Tabla 67: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.5. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 2,75 11,52 0,0001 

Error  63 0,24   
 
Tabla 68: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.6. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 7,68 36,21 <0,0001 

Error  63 0,21   
 
INVIERNO 2010 
 
Tabla 69: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.4. 
 

Variable H P 

Peso 55,06 <0,0001 
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Tabla 70: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.5. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 13,08 45,26 <0,0001 

Error  93 0,29   
 
Tabla 71: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.6. 
 

Variable H P 

IMC 48,84 <0,0001 

 
PRIMAVERA 2010 
 
Tabla 72: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.4. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,22 15,90 <0,0001 

Error  60 0,01   
 
Tabla 73: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.5. 
 

Variable H P 

Longitud 6,49 0,040 

 
Tabla 74: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.6. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 6,08 30,16 <0,0001 

Error  60 0,20   
 
VERANO 2011 
 
Tabla 75: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.4. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,18 13,58 <0,0001 

Error  81 0,01   
 
Tabla 76: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.5. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,02 9,90 0,0001 

Error  81 0,0002   
 
Tabla 77: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.6. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 1,06 6,35 0,003 

Error  81 0,17   
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OTOÑO 2011 
 
Tabla 78: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.4. 
 

Variable H P 

Peso 19,07 0,0001 

 
Tabla 79: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.5. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 1,22 7,99 0,0008 

Error  63 0,15   
 
Tabla 80: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.6. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 2,14 11,70 <0,0001 

Error  63 0,18   
 
PRIMAVERA  2011 
 
Tabla 81: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.4. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,61 23,48 <0,0001 

Error  76 0,03   
 
Tabla 82: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.5. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 4,92 29,59 <0,0001 

Error  76 0,17   
 
Tabla 83: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.6. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,75 1,83 0,167 

Error  76 0,41   
 
AGUA DE PORO 
 
VERANO 2010 
 
Tabla 84: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.8. 
 

Variable H P 

Peso 14,88 0,0006 

 
Tabla 85: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 1,55 7,71 0,0009 

Error  75 0,20   
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Tabla 86: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 5,20 18,45 <0,0001 

Error  75 0,28   
 
INVIERNO 2010 
 
Tabla 87: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.8. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,27 19,89 <0,0001 

Error  98 0,01   
 
Tabla 88: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 3,15 18,84 <0,0001 

Error  98 0,17   
 
Tabla 89: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 2,25 13,37 <0,0001 

Error  98 0,17   
 
VERANO 2011 
 
Tabla 90: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.8. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,01 0,92 0,401 

Error  76 0,01   
 
Tabla 91: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,01 4,86 0,010 

Error  76 0,0001   
 
Tabla 92: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,48 2,80 0,067 

Error  76 0,17   
 
OTOÑO 2011 
 
Tabla 93: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.8. 
 

Variable H P 

Peso 0,68 0,710 
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Tabla 94: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,07 0,70 0,499 

Error  59 0,11   
 
Tabla 95: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,52 3,86 0,027 

Error  59 0,14   
 
PRIMAVERA 2010 
 
Tabla 96: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.8. 
 

Peso  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,01 1,01 0,368 

Error  69 0,01   
 
Tabla 97: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,32 3,15 0,052 

Error  69 0,10   
 
Tabla 98: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 2,00 9,96 0,0002 

Error  69 0,20   
 
PRIMAVERA 2011 
 
Tabla 99: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.8. 
 

Variable H P 

Peso 5,66 0,059 

 
Tabla 100: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.9. 
 

Longitud  GL CM F P 
Tratamiento  2 0,08 26,18 <0,0001 

Error  73 0,0003   
 
Tabla 101: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.10. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 2,27 4,01 0,022 

Error  73 0,57   
 
POR ORIGEN DE LOS ANIMALES  
 
SEDIMENTO COMPLETO 
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INDOOR 
 
Tabla 102: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.7. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 2,44 11,38 <0,0001 

Error  152 0,21   
 
PRMIERA GENERACION 
 
Tabla 103: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.7. 
 

Variable H P 

IMC 17,00 0,0002 

 
OUTDOOR 
 
Tabla 104: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.7. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 15,00 42,94 <0,0001 

Error  159 0,35   
 
AGUA DE PORO 
 
INDOOR 
 
Tabla 105: Resultados del ANOVA correspondientes a la Figura 8.11. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 1,00 4,65 0,011 

Error  138 0,22   
 

PRMIERA GENERACION 
 
Tabla 106: Resultados de la Prueba de Kruskal Wallis correspondientes a la Figura 8.11. 
 

Variable H P 

IMC 3,10 0,213 

 
OUTDOOR 
 
Tabla 107: Resultados del ANOVA (previa transformación log10) correspondientes a la Figura 
8.11. 
 

IMC GL CM F P 
Tratamiento  2 0,17 17,90 <0,0001 

Error  176 0,01   
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ANEXO II 
 

RESUMEN DE LAS CONCENTRACIONES DE NITROGENO 
AMONIACAL DETERMINADAS EN TODOS LOS BIOENSAYOS 

PRESENTADOS EN LA TESIS 
 

 

Capitulo 5  

 

Ensayo N-NH 4
+(mg/L) 

 Ti Tf (rango) 

CL 50 Juveniles Hc (Cd-1) 0 0,0-0,2 

CL 50 Juveniles Hc (Cu-1) 0 0,3-0,6 

Crecimiento Juveniles Hc (Cd-2) 0 0,2 

Crecimiento Machos Menores Hc (Cd-3) 0 0,1-0,2 

Crecimiento Machos Mayores Hc (Cd-4) 0 2,3-3,3 

Crecimiento Juveniles Hc (Cu-2) 0 0,8-1,5 

Crecimiento Machos Mayores Hc (Cu-3) 0 1,8-2,6 

Tabla 1: Rango de concentraciones de nitrógeno amoniacal correspondientes a los bioensayos 
informados en el Capítulo 5 . Hc: Hyalella curvispina, Ti: tiempo inicial, Tf: tiempo final, Cd: 
cadmio y Cu: cobre. 
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Capitulo 6  

 

Sedimento adicionado  

 

Ensayo N-NH 4
+ (mg/L) 

 Ti Tf 

Crecimiento Juveniles Hc (Cd-1) 3,3-4,6 0,1-0,2 

Crecimiento Machos Mayores Hc  (Cd-2) 5,3-5,7 0,4-1 

Crecimiento Juveniles Hc (Cu-1) 4,7-5,8 1,9-3,0 

Crecimiento Machos Mayores Hc (Cu-2) 2,3-4,9 0,6-1,1 

Crecimiento Juveniles Hp(Cu-3) 1,6-5,7 0,1 

Crecimiento Machos Hp(Cu-4) 2,6-5,8 0,4-0,6 

CrecimientoJuveniles Hp(Cu-J1) 
(sedimento completo) 

nd 0,1 

Crecimiento Juveniles Hp(Cu-J2) 
(sedimento completo) 

1,1-1,5 0,2-1,2 

Tabla 2: Rango de concentraciones de nitrógeno amoniacal correspondientes a los bioensayos 
realizados con sedimento informados en el Capítulo 6 . Hc: Hyalella curvispina, Hp: H. 
pseudoazteca, Ti: tiempo inicial, Tf: tiempo final, Cd: cadmio, Cu: cobre y nd: no determinado. 
 

Agua de poro  

 

Tratamiento N-NH 4
+ (mg/L)  

 Control (MHW) AP 

 Ti Tf Ti Tf 

Crecimiento Juveniles Hc Cu 0 0-0,2 2,7 2,5 

Crecimiento Machos Mayores Hc Cu 0 0,8 1,9 3,3 

Tabla 3: Concentraciones máximas registradas de nitrógeno amoniacal correspondientes a los 
bioensayos realizados con agua de poro informados en el Capítulo 6 . Hc: Hyalella curvispina, 
MHW: agua moderadamente dura; AP: agua de poro, Ti: tiempo inicial, Tf: tiempo final y Cu: 
cobre. 
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Capitulo 7  

 

Tratamiento N-NH 4
+ (mg/L) 

 Ti Tf 

MHW-Parámetros bioquímicos 
(Machos Mayores Hc Cd y Cu) 

0 3,5-4,7 

SPK-Parámetros bioquímicos 
(Machos Mayores Hc Cd y Cu) 

3,5-4,3 9,0-10,0 

Tabla 4: Rango de concentraciones de nitrógeno amoniacal correspondientes a los bioensayos 
realizados en el Capítulo 7 . Hc: Hyalella curvispina, Ti: tiempo inicial, Tf: tiempo final, Cd: 
cadmio y Cu: cobre. 
 

Capitulo 8  

 

Sedimento completo  

 

Tratamiento N-NH 4
+ (mg/L) 

 Ti Tf 

Control (Las Flores) - Juveniles Hc 0,7-3,0 4,1-7,2 

La Choza - Juveniles Hc 5,8-8,7 0,2-5,1 

Tabla 5: Rango de concentraciones de nitrógeno amoniacal correspondientes a los bioensayos 
realizados con sedimento informados en el capítulo 8. Hc: Hyalella curvispina, Ti: tiempo inicial 
y Tf: tiempo final. 
 

Agua de poro  

 

Tratamiento N-NH 4
+ (mg/L) 

 Ti Tf 

Control (MHW) - Juveniles Hc 0 0,9-2,6 

AP - Juveniles Hc 7,0-11 0-0,3 

Tabla 6: Rango de concentraciones de nitrógeno amoniacal correspondientes a los bioensayos 
realizados con agua de poro informados en el capítulo 8. Hc: Hyalella curvispina, MHW: agua 
moderadamente dura, AP: agua de poro, Ti: tiempo inicial y Tf: tiempo final. 
 

 

En los experimentos realizados en medio acuoso el nitrógeno amoniacal a tiempo 

inicial de ensayo fue siempre no detectable. En los bioensayos que se realizaron con 

individuos juveniles, el N-NH4
+ aumentó a tiempo final de ensayo en un rango de 0,2 a 

2,6mg/L. Estos valores se encontraron siempre por debajo a las concentraciones 

ensayadas en el capítulo 4, donde se obtuvo con juveniles un 90% de sobrevivencia a 

11,6 mg N-NH4
+/L (Tabla 4.5, capítulo 4). Con los anfípodos adultos en general se 
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obtuvieron valores más elevados de nitrógeno amoniacal (máximo 4,7 mg/L) que los 

determinados en los ensayos con juveniles. Sin embargo, dichos valores estuvieron 

muy por debajo de los ensayados en dicho capítulo, con los que se obtuvo un 80% de 

sobrevivencia (Tabla 4.5, capítulo. 4). 

En los ensayos realizados con sedimento procesado del arroyo Las Flores, los 

resultados obtenidos mostraron variabilidad en el comportamiento del N-NH4
+ a lo 

largo del tiempo de experimentación. Mientras que en los ensayos descriptos en el 

Capítulo 6, siempre se observó una disminución del N-NH4
+ a tiempo final de ensayo, 

en relación al tiempo inicial, en los ensayos presentados en los Capítulos 7 y 8 

(sedimento completo) dicho parámetro fue más elevado a tiempo final de exposición.  

El mismo efecto fue observado en bioensayos realizados por Peluso (2011) con 

juveniles de H. curvispina expuestos a diferentes muestras de sedimento del río Luján 

durante 10 días. La autora informó variaciones en la concentración de nitrógeno 

amoniacal a tiempo inicial y final de ensayo, en diferentes diluciones de la misma 

muestra (aumentando en algunos casos y disminuyendo en otros) sin un patrón 

definido. Las concentraciones de N-NH4+ más elevadas determinadas en los capítulos 

mencionados previamente (6, 7 y 8) fueron 10 y 7,2 mg/L (adultos y juveniles, 

respectivamente). Estos valores estuvieron cercanos a los reportados en los ensayos 

del capítulo 4, donde se obtuvo un alto porcentaje de sobrevivencia (Tablas 4.4 y 4.5).  

En cuanto a los experimentos realizados con sedimento proveniente del arroyo La 

Choza (Capítulo 8), en todos los casos los valores de N-NH4
+ a tiempo inicial fueron 

superiores al tiempo final y estuvieron por debajo de la concentración de 11,6 mg/L 

ensayada en el capítulo 4, donde se obtuvo una sobrevivencia del 90% (juveniles) 

(Tabla 4.5). 

Por último, en los experimentos realizados con agua de poro proveniente de 

sedimento del arroyo Las Flores (Capítulo 6), los valores de N-NH4
+ no superaron los 

3,3 mg/L. En tanto que en el caso del agua de poro obtenida a partir de sedimento del 

arroyo La Choza, los valores a tiempo inicial de ensayo siempre fueron elevados, 

llegando a un máximo de 11 mg/L, disminuyendo marcadamente a tiempo final. Dicho 

valor se encuentra cercano al ensayado con juveniles en el capítulo 4, donde se 

obtuvo una  sobrevivencia del 90%.  

Con respecto a los ensayos realizados con H. pseudoazteca, si bien no hay valores de 

referencia de tolerancia a N-NH4+, en los cuatro experimentos llevados a cabo con 

sedimento proveniente del arroyo Las Flores adicionado (Tablas 6.13, 6.14, 6.16 y 

6.17, capítulo 6), la sobrevivencia de los anfípodos fue superior al 80% (niveles 

permitidos para bioensayos con sedimento). Las concentraciones de nitrógeno 



Anexo II Anabella Giusto 

253 

 

amoniacal más elevadas fueron similares para juveniles y adultos (5,7-5,8 mg/L), 

siendo siempre superiores a tiempo inicial de ensayo en relación al tiempo final. 

 

Finalmente, cabe destacar que en todos los bioensayos realizados a lo largo de esta 

Tesis, a pesar de las elevadas concentraciones de nitrógeno amoniacal registradas en 

algunos de los mismos la sobrevivencia de los anfípodos no se vio afectada, 

reforzando los resultados obtenidos en los experimentos informados en el capítulo 4. 
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