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Resultados preliminares de los efectos
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Central - Paraguay

Preliminary results of genotoxic effects of domestic and industrial pollutants
from the Guazu Stream, Central Department-Paraguay
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Resumen. Con el aumento de la urbanizacién, la gran mayoria de los ecosistemas acuaticos estan
sometidos a una intensa presion antrépica. Como consecuencia, la comunidad bioldgica esta sujeta a
un constante estrés, lo cual puede provocar dafios a nivel celular. Por lo tanto, el objetivo del trabajo
fue evaluar el efecto genotoxico de los contaminantes domésticos e industriales sobre el arroyo Guazu,
localizado en la ciudad de San Antonio, Central- Paraguay que desemboca directamente en el Rio
Paraguay. Se realizé6 una campafia de muestreo en octubre de 2023 y se seleccionaron dos puntos:
entrada y salida del arroyo. Se seleccionaron pardmetros como pH, temperatura, oxigeno disuelto,
turbidez, demanda bioquimica de oxigeno, nitrogeno total, fosforo total, coliformes totales, cromo total,
cadmio y plomo. El efecto citotoxico y genotoxico se estimo a partir del calculo del Indice Mitético e
indice de Aberraciones cromosémicas en células meristematicas de Allium cepa. Hubo una fuerte
contaminacion doméstica en el arroyo Guazu principalmente por una elevada carga de nutrientes y de
coliformes totales. El indice Mitético en ambos puntos fue inferior al 10%, lo cual se evidencia un leve
efecto citotdxico, aunque no significativo. Sin embargo, se observé un efecto genotdxico significativo
mediante el indice de aberraciones cromosémicas observandose células binucleadas, en C- metafase,
puentes cromosémicos, cromosomas pegajosos y cromosomas rezagados. Por tanto, debido a los
efectos citotdxicos y genotoxicos leves observados, se recomienda realizar monitoreos periodicos para
determinar si estas anomalias persisten y proponer estrategias de regulacién del vertido de
contaminantes domésticos e industriales.

Palabras clave: ambientes l6ticos, Allium test, microntcleo, nutrientes, metales pesados.

Abstract. With increasing urbanization, the vast majority of aquatic ecosystems are under intense
anthropogenic pressure. As a consequence, the biological community is subjected to constant stress,
which can cause damage at the cellular level. Therefore, the objective of the work was to evaluate the
genotoxic effect of domestic and industrial pollutants on the Guazu stream, located in the city of San
Antonio, Central-Paraguay, which flows directly into the Paraguay River. A sampling campaign was
carried out in October 2023, and two points were selected: inlet and outlet of the stream. Parameters
such as pH, temperature, dissolved oxygen, turbidity, biochemical oxygen demand, total nitrogen, total
phosphorus, total coliforms, total chromium, cadmium and lead were selected. The cytotoxic and
genotoxic effect was estimated from the calculation of the Mitotic Index and Chromosome Aberrations
Index in meristematic cells of Allium cepa. There was a strong domestic pollution in the Guazu stream
mainly due to a high load of nutrients and total coliforms. The mitotic index in both points was less than
10%, which shows a slight cytotoxic effect, although not significant. However, a significant genotoxic
effect was observed by means of the index of chromosomal aberrations, observing binucleated cells, in
C- metaphase, chromosomal bridges, sticky chromosomes and lagging chromosomes. Therefore, due
to the mild cytotoxic and genotoxic effects observed, periodic monitoring is recommended to determine
if these anomalies persist and to propose strategies to regulate the discharge of domestic and industrial
pollutants.

Keywords: lotic environments, Allium test, micronucleus, nutrients, heavy metals.
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Introduccion

El aumento de la urbanizacion, impulsado por el crecimiento poblacional, ha generado modificaciones
importantes en los ecosistemas acuaticos, fundamentalmente a consecuencia del uso inadecuado y la explotacion
intensiva de los recursos hidricos. Las actividades antropogeénicas han deteriorado la calidad del agua mediante la
introduccion de contaminantes domésticos e industriales en los cursos hidricos, lo cual representa un riesgo tanto
para la salud humana como para las comunidades biéticas que dependen de dichos recursos (Khatri y Tyagi, 2015;
Londofio Franco et al., 2016).

En este contexto, la contaminacién acuatica surge como un agente estresor que altera las condiciones
ambientales o propicia la bioacumulacion de compuestos toxicos, induciendo efectos agudos y/o crénicos en los
organismos expuestos (Carolin et al., 2017). Este es el caso del arroyo Guazu, ubicado en el Departamento Central
del Paraguay, el cual se encuentra sometido a una fuerte influencia antrépica. Lopez Arias et al. (2021) han
reportado la presencia de efluentes provenientes de actividades industriales (incluyendo talleres, petroleras,
frigorificos y fabricas), asi como de vertidos domésticos, lo que compromete la calidad de sus aguas. Sin embargo,
hasta la fecha no se han realizado estudios que evaluen la presencia de metales pesados ni el potencial genotoxico
de los contaminantes que afectan este curso de agua.

Entre los diversos contaminantes, los metales pesados resultan especialmente preocupantes debido a su
capacidad para inducir alteraciones en el ADN a nivel celular, generando efectos genotdxicos que pueden
desencadenar fallos celulares y, en Ultima instancia, la muerte del organismo (Blattner et al., 2020; Lionetto et al.,
2021). En ese sentido, la literatura cientifica respalda la implementacion de ensayos de evaluacion genotdxica en
el monitoreo ambiental (Kassa, 2021). En diversos estudios se ha evidenciado el potencial genotdxico en arroyos
urbanos expuestos a contaminantes de origen doméstico e industrial (Carvalho Batista et al., 2016). A nivel
nacional, investigaciones realizadas en el arroyo “Caafiabé” han empleado ensayos de micronucleo en alevines
de Danio rerio, evidenciando una problematica similar a la del arroyo Guazu.

Por tanto, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto genotdxico de los contaminantes domésticos e industriales
presentes en el arroyo “Guazu” mediante la aplicacion del ensayo de Allium cepa. Este ensayo destaca por la
accesibilidad del organismo, su facilidad en la manipulacién, su sensibilidad a los contaminantes, su alta eficiencia,
su corto tiempo de respuesta y su bajo costo, lo cual lo convierte en una herramienta idénea para monitoreo
ambiental (Fiskesjo, 1985; Leme y Marin-Morales, 2009; Radi¢ et al., 2009; Herrero et al., 2012). Ante la limitada
cantidad de estudios previos en esta tematica, el presente trabajo brinda otra perspectiva para evaluar los efectos
genéticos inducidos por contaminantes, contribuyendo potencialmente a la mejora de la gestién y prestacion de

servicios ambientales.
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Materiales y Métodos

Sitio de estudio y seleccion de los puntos de muestreo
El arroyo Guazu se encuentra localizado en la ciudad de San Antonio, Departamento Central y esta formado
por la unién de los arroyos Nemby y Mbocayaty. El arroyo tiene una longitud aproximada de 1,25 Km y desemboca

directamente en el Rio Paraguay (Figuras 1 a-b).
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Figura 1. Mapa de localizacidn geogréfica del arroyo Guazu (a, b y ) imagen satelital con los puntos de muestreo.
(d) SG-Salida del arroyo (aguas abajo) y (e) EG-Entrada del arroyo (aguas arriba).

Se realizé una campafia de muestreo en octubre del 2023, lo cual correspondi6 al periodo de primavera. Se
seleccionaron dos puntos de muestreo que fueron escogidos mediante criterios basados principalmente en relacion
con la accesibilidad y a la localizacion del arroyo (Figura 1c). Asi, los puntos de muestreo fueron denominados EG
y SG respectivamente. El punto EG corresponde a la entrada del arroyo Guazu, producto de la intercepcion entre
los arroyos Nemby y Mbocayaty (Figura 1e), mientras que el punto SG corresponde al tramo final del arroyo en la
desembocadura con el Rio Paraguay (Figura 1d).

Seleccion de variables fisicoquimicas y caracterizacion de los contaminantes domésticos e industriales

Para evaluar las condiciones fisicoquimicas del arroyo Guazu, se seleccionaron variables como el pH,
temperatura, turbidez, oxigeno disuelto (OD), demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), nitrégeno total (NT),
fosforo total (FT) y coliformes totales. Para detectar la presencia de metales pesados, se seleccionaron las
variables de Cromo total (Cr), cadmio (Cd)y plomo (Pb).

El pH permite detectar la contaminacién quimica, mientras que la temperatura evalua la contaminacion térmica

y la turbidez indica la presencia de sélidos en suspensién y materia organica, afectando la claridad y disponibilidad
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de luz en el ecosistema acuatico (APHA/AWWA/WEF, 2023). El oxigeno disuelto (OD) y la demanda bioquimica
de oxigeno (DBO5) se cuantifican para analizar la presencia de materia organica biodegradable y su efecto en la
disponibilidad de oxigeno (Raffo Lecca y Ruiz Lizama, 2014). Las variables de NT y FT indican contaminacién por
nutrientes, lo que puede provocar eutrofizacion y proliferacion de algas, afectando negativamente los ecosistemas
acuaticos (Khatri y Tyagi, 2015). La deteccidn de coliformes totales se emplean para detectar contaminacion de
origen fecal o por descomposicidn organica y evaluar riesgos microbiologicos en el agua (APHA/AWWA/WEF,
2023).

En el sitio de muestreo, se midieron in situ las variables de pH, temperatura y oxigeno disuelto con un equipo
multiparamétrico proporcionado por el laboratorio de calidad de agua del CEMIT-DGICT. Para las demas variables,
se recolectaron muestras de agua en frascos de plastico, las cuales se mantuvieron refrigeradas hasta su anélisis
en el laboratorio de calidad de agua, siguiendo las indicaciones establecidas por APHA/AWWA/WEF (2023).

En el laboratorio, todas las determinaciones para las variables fisicoquimicas y metales pesados se realizaron
siguiendo las metodologias establecidas en APHA/AWWA/WEF (2023) siendo estas los siguientes: el protocolo
SM 5210 B para DBOs, SM 4500-Ng para nitrégeno total, SM 4500 Pe para fésforo total, SM 2130 B para turbidez,
SM 9221 para los coliformes totales y SM 3111 para los metales pesados.

Determinacion de los efectos genotoxicos en los puntos de muestreo

Se evaluaron los efectos genotoxicos de la muestra obtenida del arroyo mediante la técnica del Allium test (Leme
y Marin-Morales, 2007). Para la obtencién de células meristematicas se sembraron semillas de Allium cepa
(cebolla), adquiridas en el mercado local (Agritu Sementes®, Lote 81.3.15.13.01.3), a temperatura ambiente (20
1 5 <C), en placas de Petri. Se realizaron 3 tratamientos (puntos EG, SG, control agua Ultrapura Millipore®), con
3 repeticiones cada una, utilizando 10 semillas por placa, totalizando 30 semillas por tratamiento. A los 5 dias,
cuando la radicula alcanzé 2 cm se procedié a realizar la fijacion con etanol-acido acético (3:1), por 24 horas, a
4° C.

Posteriormente las puntas de las raices se depositaron en etanol 70% y almacenadas a 4°C antes del anélisis.
Las raices fueron lavadas en agua destilada e hidrolizadas en acido clorhidrico (HCI 1N), por 30 minutos. Luego
se seleccionaron 9 raices por tratamiento para la preparacion de las Iaminas siguiendo los protocolos establecidos
por Castillo Morales (2004). Las células se tifieron con Giemsa al 4%. Para la evaluacion, se prepararon 10 [dminas
portaobjetos y se contaron como minimo 500 células en cada una totalizando 5.000 células meristematicas por
muestra/control. Para evaluar el efecto genotoxico, se han identificado aquellas células que han presentado
aberraciones cromosémicas siguiendo la literatura disponible (Lopez Arias et al., 2016; Rodriguez Soto, 2018;
Sabeen et al., 2020).

Una vezidentificado las aberraciones cromosémicas se calculd el indice de Aberraciones Cromosémicas (IAC)
a través de la siguiente ecuacion (Sabeen et al., 2020):

IAC=[Numero de aberraciones cromosémicas / Numero Total de células] *100
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Para evaluar el efecto citotoxico se estimo el porcentaje de las células en division celular por medio del célculo

del indice Mitético (IM) aplicando la siguiente ecuacion (Fiskesjo, 1985):

IM=[Numero de células en Mitosis / Numero Total de células observadas] *100

Anélisis de los datos

Una vez obtenido los datos se realizé un analisis descriptivo de la calidad del agua del arroyo Guazu. Para
determinar el grado de contaminacion doméstica e industriales se compararon los datos obtenidos tanto para los
analisis fisicoquimicos y los metales pesados con los criterios establecidos por la Resolucion N° 222/02 del
MADES (2002) “Por La Cual Se Establece El Padron de Calidad de Las Aguas En El Territorio Nacional” y la
Resolucidén N° 255/06 del MADES (2006) “Por la cual se establece la clasificacion de las aguas superficiales de
la Republica del Paraguay”.

Paraevaluar los efectos citotoxicos y genotdxicos (si hay diferencias significativas en el indice mitotico y el indice
de aberraciones cromosomicas entre el control y los puntos de muestreo) se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis
que es un test no paramétrico que fue utilizado debido a que los datos no cumplieron con los supuestos de
aleatoriedad, normalidad y homocedasticidad entre las varianzas (Kruskal y Wallis, 1952). En caso de que las
diferencias entre los grupos fueran significativas, se realizo un andlisis post hoc mediante la prueba de Dunn con
correccion de Bonferroni para identificar especificamente en qué grupos se encontraron estas diferencias
ajustando los valores de p para asi controlar el error del tipo | (Dunn, 1961). Todos los anélisis se realizaron con

el software R utilizando el paquete “vegan” (Oksanen et al., 2019).

Resultados

Caracterizacion de las condiciones fisicoquimicas del arroyo Guazu

El analisis de las variables fisicoquimicas muestra que el arroyo Guazu presentd un nivel bajo de OD (< 5
mgO2.L-" segun la Resolucion N° 222), mientras que la DBO5 fue mayor en comparacion con el OD en ambos
sitios, siendo mas elevada en la desembocadura (SG= 43,8 mgO2.L") (Tabla 1).

En cuanto a los valores de nutrientes, tanto FT como NT sobrepasaron los limites permitidos en la resolucion
N° 222 en ambos puntos (0,05 mgP.L-' y 0,60 mgN.L-"). En el caso de los metales pesados, no se detectaron
concentraciones superiores al limite de cuantificacién, tanto para el Cr, Cd y Pb. Por lo tanto, dentro de los limites
permitidos por la resolucidén N° 222. Los valores de pH en ambos se encontraron dentro del rango de pH entre 6 y
9, mientras que los coliformes totales estuvieron por encima de las 160.000 NMP.100 mL-" lo cual corresponde a
los limites superiores de cuantificacién (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracterizacion fisica y quimica de los puntos del arroyo Guazu y los limites permitidos para aguas de
Clase Il de la Resolucion N° 222 y Resolucion N° 255/06.
Parametros Unidad de EG (Entrada SG Limite Resol. N°

medida del arroyo)  (Desembocadura al 222-Clase lly
Rio Paraguay) Resol. N° 255/06

pH Unidad de pH 75 7,6 6-9
Oxigeno disuelto mgOs.L”! 3,81 2,52 >50
Temperatura del agua °C 255 26,7 SR
Turbidez NTU 15,15 19,65 <100
Nitrégeno total mgN L’ 5,06 4,70 0,60
Fésforo total mgP.L"! 0,64 0,80 0,05
Demanda bioquimica del oxigeno mgO2.L 8,07 43,8 SIR
Cromo total mgCr L’ <0,05 <0,05 <05
Cadmio mgCd.L™! <0,0001 <0,0001 <0,001
Plomo mng.L‘1 <0,001 <0,001 <0,01
Coliformes totales NMP.100mL"! >160.000 >160.000 SR

Nota: Sin Referencia (S/R).
Observacion: Los valores en negrita corresponden a aquellos pardmetros, cuyos valores se encuentran fuera del rango permitido por la
Resolucion N° 222.

Efecto citotoxico y genotdxico de las aguas del arroyo Guazu en semillas de Allium cepa

Para la evaluacion del efecto citotoxico, el conteo de un minimo de 5.000 células meristematicas de las semillas
de Allium cepa mostrd que el nimero de células en mitosis en el grupo control fue mayor en comparacién con los
grupos de tratamiento. Esto se reflejo en una disminucion del indice mitético en los puntos EG (2,90 + 3 %) y SG
(4,42 £ 5 %) en comparacion con el grupo control (10,6 £ 12 %) (Tabla 2). No obstante, la evidencia fue muy débil
como para respaldar las diferencias entre los grupos (X2 = 5.06, P = 0,080).

Tabla 2. Nimero de células contadas en division celular, indice mitético (IM) e porcentaje e indice de aberraciones
cromosomicas (ACs) en los puntos del arroyo Guazu.

Muestra N° células N°célulasen  N° células IM % IAC N° células con
analizadas interfase en mitosis Kts) (Kts) ACs (%)
CTL- 5.024 4.490 534 10,6 + 12 N/D 0(0)
EG 5.202 5.051 151 290+ 3 0,21£0,19 11(0,21)
SG 5.758 5.503 255 442+5 0,44+0,29 29(0,44)*

CTL-: Control negativo; N/D: No detectado; X: Media; s: Desviacion estandar; *Estadisticamente significativo.
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En cuanto a los efectos genotdxicos, el porcentaje de aberraciones cromosémicas observadas en los puntos de
muestreo fue inferior al 1%, mientras que en el grupo control no se detectaron aberraciones cromosémicas (Tabla
2). En este sentido, se han observado diferencias muy fuertes entre los grupos (X2 @) = 15,11, P = 5,25*104).
Mediante la prueba de Dunn, se identificaron diferencias notables entre el grupo control y los puntos del arroyo,
encontrando evidencia moderadamente fuerte para respaldar las diferencias con el punto EG (A X'=-2.290, P =
0.033), asi como evidencia muy fuerte con el grupo SG (A X=-3,870, P= 2*104).

Figura 2. Aberraciones cromosdmicas observadas en células germinativas de Allium cepa (1.000x), expuestas a
las aguas del arroyo Guazu. Referencia: (a) C-metafase, (b) Puentes cromosomicos en anafase, (c)
Cromosomas errantes y células binucleadas, (d) C-Metafase.

En este sentido, las aberraciones cromosdmicas identificadas en los puntos EG y SG incluyeron puentes
cromosomicos, cromosomas errantes, c-metafase y cromosomas pegajosos. (Figura 2), por lo que hubo un efecto
genotoxico de las aguas del arroyo Guazu en células meristematicas de raicillas de A. cepa, expuestas por 24

horas.

Discusion

La influencia de las actividades humanas tiene un efecto significativo sobre la calidad de agua de los recursos
hidricos al modificar los componentes de los cuerpos de agua (Khatri y Tyagi, 2015). En este sentido, las aguas del
arroyo Guazu presentan un elevado grado de impacto ambiental debido a que, como son ecosistemas urbanizados,
estan sujeto a la contaminacion por efluentes domésticos e industriales. Esto se puede corroborar principalmente
por los valores elevados de nitrégeno total, fosforo total y coliformes totales, asi como la concentracion bajade

oxigeno disuelto. En cuanto a los dos primeros, la elevada carga de nutrientes conlleva a eutrofizacion del
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ecosistema acuatico provocando un desequilibrio enlabiodiversidad local alaumentarla biomasa de algas toxicas
(Camargo y Alonso, 2007).

En un analisis de calidad de agua de cualquier tipo, y mas aun en el de aguas superficiales, uno de los
parametros mas importantes es el oxigeno disuelto, que indica la capacidad de autodepuracion de corrientes
superficiales. Cuando los valores de oxigeno disuelto se mantienen en niveles dptimos y cuyo descenso constituye
un primer indicador de contaminacion orgénica (de la tasa de degradacién de sustancias organicas e inorganicas
susceptibles de ser oxidadas) (Raffo Lecca y Ruiz Lizama, 2014). En este caso, se observaron niveles por debajo
de los limites < 5 mgO,.L-" segun la Resolucion N° 222 y, sumado a los valores elevados de la DBOs, indicarian
una exigencia anormal en el consumo de oxigeno en el arroyo para poder transformar materias organicas ya que,
a mayor cantidad de materia organica contenida en una muestra de agua, se requiere mas cantidad de oxigeno
para que los microorganismos pueden degradarla (Raffo Lecca y Ruiz Lizama, 2014). Por tanto, estos resultados
indican que la contaminacién del arroyo Guazu son de origen domiciliario, de residuos sélidos y organicos, tal como
lo reportaron Castafion Gonzélez y Abrajan Hernandez (2009) y Lopez Arias et al. (2021).

Contaminantes como los metales pesados pueden afectar a los organismos desde niveles moleculares
hasta comunidades ocasionando cambios nocivos en el organismo, dependiendo de su grado de exposicion
(efectos agudos y/o crénicos) (Castillo Morales, 2004; Kunc et al., 2016). Para la evaluacién de los efectos
genotdxicos se utilizé el ensayo en Allium cepa. En la evaluacion realizada, se ha llegado a observar anomalias
cromosomicas tales como, células binucleadas, c-mitosis, puentes cromosdémicos y cromosomas errantes, como
descrito por Bonciu et al. (2018). Estas anomalias surgen como consecuencia de dafios en el ADN, inhibicion de la
sintesis y replicacion del ADN o fallos en los mecanismos de control celular (Beltran y Gonza, 2017).

Analizando el indice mitético, los valores en el grupo control son levemente mas elevados, mientras que mas
bajos en cuanto a la exposicidn de las aguas contaminadas, situacion similar a lo reportado por Lopez Arias et al.
(2016) y Beltran y Gonza (2017) en otros ambientes acuaticos impactados similares al arroyo Guazu. Esto podria
indicar un leve efecto citotdxico ya que estadisticamente se encontré una evidencia muy débil a pesar de que no
se detectaron concentraciones de metales pesados en el presente estudio, lo cual es llamativo dado el hecho de
que entre ambos puntos del arroyo existen curtiembres que desechan sus efluentes al cuerpo de agua. Sin
embargo, si se encontraron una fuerte evidencia de efectos genotoxicos sobre las raices de Allium cepa. Esto
podria deberse a que tal vez hubo algiin componente no determinado en el estudio que podria haber ocasionado
los efectos genotdxicos. Considerando que los resultados obtenidos fueron en una estacion (primavera), se podria
realizar otros muestreos en las demas estaciones del afio para observar si estos efectos citotoxicos persisten o no,
ya que la estacionalidad puede influenciar sobre la exposicion a agentes contaminantes emergentes (Manzano-
Leon et al., 2016). A su vez, seria conveniente realizar un monitoreo en el arroyo para caracterizar la comunidad
biolégica de los mismos, realizar otros ensayos, por ejemplo, en los peces como Danio rerio, que son excelentes
indicadores para evaluar los efectos citotdxicos y genotoxicos de contaminantes a largo plazo, ya que pueden

absorber los efectos tdxicos en diferentes 6rganos (Govind y Madhuri, 2014).
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Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos se concluye que hay efectos citotoxicos y genotoxicos de las aguas del
arroyo Guazu, sin embargo, estos efectos son minimos. Si bien se identificaron anomalias cromosdmicas tales
como cromosomas rezagados, C-metafase, células binucleadas y puentes cromosomicos, es necesario continuar
con los monitoreos para determinar si estos efectos persisten a lo largo del tiempo dado a que es un trabajo
preliminar. Por lo tanto, es conveniente incorporar otros puntos de muestreo, ampliar el listado de parametros a
ser determinados o compararlos con otros cursos de agua sometidos a diferentes presiones antropicas para
evaluar si los contaminantes urbanos producen efectos citotoxicos y genotdxicos. Asu vez, dado que las aguas del
arroyo Guazu presentan una elevada carga organica de contaminacion acuatica, se deben evaluar su potencial
citotoxico y genotdxico sobre la comunidad local, por ejemplo, los peces y compararlos con otros organismos

indicadores, a fin de definir politicas publicas para la disminucidn de la contaminacién acuatica en el arroyo Guazu.
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