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ESTRUCTURA DE LA TESIS

El trabajo original desarrollado en esta Tesis ha sido organizado en distintos
Capitulos que poseen el formato general de un articulo cientifico, incluyendo
introduccion, materiales y métodos, resultados, discusion, tablas y figuras. Dentro de
cada Capitulo se detallan las areas de estudio especificas en las que se realizaron las
observaciones, muestreos y/o experimentos para cada caso.

La siguiente Introduccion General presenta de manera resumida el marco tedrico
general que contiene a la tesis, y resume ademas la estructura y contenido de cada
capitulo. Siguiendo la Introduccion General, se detallan las generalidades de los
procedimientos estadisticos, y luego en el desarrollo de los Capitulos se describen los
analisis realizados para evaluar las hipotesis alli planteadas. A pesar de estas secciones
que intentan descripciones generales comunes a toda la tesis, en cada Capitulo se
intentd6 mantener un minimo de independencia logica y por ello algunas descripciones
se encuentran repetidas en cada Capitulo.

La literatura citada durante la Tesis se encuentra en una unica seccion final.



RESUMEN

Los muestreos y experimentos de esta Tesis se centraron en determinar los efectos
del cangrejo bioturbador Neohelice granulata en la dindmica de nutrientes y materia
organica (MO) en sedimentos intermareales del Atlantico Sudoccidental. Los resultados
indican que la bioturbacion incrementa el transporte de material y determina la
distribucion de nutrientes y el estado redox de la columna de sedimento. Ademas, el
metabolismo del sedimento es estimulado como consecuencia del mejor acoplamiento e
incremento en las diferentes vias de degradacion de MO. Por medio de estos efectos, N.
granulata tiene importantes efectos en los flujos de sustancias disueltas hacia sistemas
vecinos. En este sentido, la vision clasica considera a las marismas como filtros de
nutrientes; sin embargo, en la marisma las cuevas de N. granulata constituyen
conductos que descargan el agua acumulada en su interior, enriquecida en nutrientes
disueltos, directamente en el agua fredtica. Estos resultados demuestran que la
capacidad de filtro de estos sistemas puede ser afectada por organismos bioturbadores
que construyan cuevas suficientemente profundas. Ademas, la bioturbacion estimula
también la mineralizacion de N, nitrificacion y desnitrificacion, pero su sobre los flujos
benténicos de NID y la fijacion de N, es contrastante entre planicie de marea y
marisma. Los cangrejos incrementan la proporcion de MO disponible para otros
organismos, o para ser exportada desde el sedimento hacia las aguas estuariales. Asi, V.
granulata afecta la tasa y forma en que la MO y los nutrientes inorganicos son
exportados desde los sistemas intermareales hacia el agua costera, ya que los detritos
depositados en superficie o entrampados en las cuevas son eficientemente

remineralizados y exportados del sistema.



ABSTRACT

Effect of the burrowing crab Neohelice granulata (=Chasmagnathus granulatus) on

biogeochemical cycles and nutrient dynamics at SW Atlantic marshes.

Sampling and experimental activities of this Thesis were focused to evaluate the
effects of the burrowing crab Neohelice granulata on nutrient and organic matter (OM)
dynamic at SW Atlantic intertidal sediments. Principal results indicate that bioturbation
increases the material transport into the sediment column, and determines nutrient
distribution and redox state of the sediment. Moreover, through facilitation of the
coupling processes between different remineralization pathways, bioturbation enhances
net mineralization rates and stimulates sediment metabolism. Due to these effects, N.
granulata has an important impact on dissolved nutrient flux to neighboring systems. In
this sense, the classic vision consider that marshes act as effective nutrients filters;
however, N. granulata burrows are deep conduicts that directly dischargue burrow-
contained water (rich in dissolved nutrients) to the phreathic water. These results
demostrate that the marsh filtering capacity may be affected by bioturbating organisms
that construct deep burrows. Moreover, bioturbation enhances N mineralization,
denitrification and nitrification, but there was contrasting effects of bioturbation on NID
benthic fluxes and on N, fixation between mudflat and marsh sediment. Crabs increase
the fraction of OM available to others organisms or that can be able to be exported from
sediment to estuarine waters. Thus, N. granulata affect the rates and pathways in which
dissolved OM and nutrients are exported to open waters, since detritus trapped on
burrows or deposited on surface sediments are efficiently remineralized and exported

due to crab bioturbation activities.



INTRODUCCION GENERAL

En muchos lugares, los sistemas de borde entre tierra y el mar son abruptos cortes
verticales, pero en otros lugares, estos sistemas se presentan como complejos ambientes
de sedimentos intermareales (Alongi 1998, Jickells & Rae 1997). Estos ambientes
incluyen playas de arena, planicies de mareas, marismas y manglares. Debido a su
valiosa funcion de proteccidon contra la erosion costera, y a que sus sedimentos son
importantes habitats para la vida silvestre, como sustento de la productividad de las
zonas costeras, y como ambientes de recreacion, los sistemas intermareales han
constituido areas sujetas a intensa investigacion cientifica. Historicamente el estudio de
estos ambientes se ha centrado en su ecologia (e.g., Adam 1990, Chapman 1977), su
geomorfologia y geologia (Allen & Pye 1992). Recién durante las dos ultimas décadas
del siglo XX comenzaron a surgir trabajos que relacionaban los procesos bioldgicos,
quimicos, fisicos y geologicos en ambientes naturales. El reconocimiento de la
importancia de la interaccion biotalogia-geologia-quimica impuls6 el desarrollo de
lineas de investigacion propias, como la biogeoquimica, actualmente de carécter
totalmente interdisciplinario. Particularmente, la biogeoquimica de sedimentos
intermareales se centra en el estudio de los procesos y reacciones que gobiernan la
composicion y funcionamiento de estos importantes ambientes. De esta forma, ademas
del alto valor natural y de proteccidon contra inundaciones, en la actualidad se sabe que
zonas intermareales como las marismas tienen la capacidad de almacenar nutrientes,

contaminantes, y grandes cantidades de carbono, lo que contribuye a disminuir los
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efectos del CO,, cuyo incremento en la atmodsfera es uno de los principales causales del
calentamiento global.

Las leyes de la termodinamica, postulan que la energia puede ser convertida de
una forma a otra, y que las reacciones quimicas proceden espontdneamente en la
direccion de la menor energia libre G. Esta condicion representa su estado de equilibrio,
donde se encuentran una mezcla de especies quimicas que presentan las mayores
energias de enlace y el mayor desorden posible entre sus componentes. En vista de estas
dos leyes, los sistemas vivos y las condiciones en la superficie terrestre existen en una
condicion de no-equilibrio. En este sentido, los organismos vivos han desarrollado en su
historia evolutiva mecanismos metabolicos que involucran siempre cierta inversion de
energia compensando los requisitos energéticos de las leyes de la termodindmica
(Canfield et al. 2005).

Los organismos fotoautdtrofos capturan radiacion solar y convierten los fuertes
enlaces C=0 del dioxido de carbono en enlaces débiles C-C que caracterizan a los seres
vivos (Canfield et al. 2005, Fenchel et al. 1998). Los organismos heterotrofos obtienen
energia capitalizando la tendencia natural de los electrones en fluir desde enlaces
reducidos a agentes oxidantes fuertes como el O, (i.e., oxidando enlaces de tejidos
vivos; Canfield et al. 2005, Fenchel et al. 1998). El metabolismo de estos organismos es
posible debido a que los sistemas vivos pueden secuestrar grandes cantidades de
oxidantes y reducir grandes cantidades de sustancias de sus ambientes. Sin las
membranas necesarias para compartimentalizar las células vivas, las leyes de la
termodindmica predicen una mezcla y un estado de oxidacion uniforme para toda la
tierra (Schlesinger 1991). Las reacciones de 6xido-reduccion, también conocidas como

reacciones redox, implican la transferencia de electrones que no pueden acumularse en
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solucion, por lo que todas las reacciones de oxidacion deben estar acopladas a
reacciones de reduccion, y vice versa (Canfield et al. 2005). La mayor parte de los
procesos biogeoquimicos de la tierra comprenden reacciones acopladas de oxidacion y
reduccion (e.g., la degradacion de materia organica).

Los sedimentos intermareales son sistemas dinamicos y muy productivos que
ocupan una importante posicion entre la tierra y el mar (Alongi 1998). Debido a que la
columna de agua suele ser somera, en estos sistemas los procesos bentonicos tienden a
ser mas importantes que los peldgicos (Sundbick & McGlathery 2005). En areas con
fondos blandos, la mayor parte de los procesos biogeoquimicos ocurren en el
sedimento, donde la densidad de microorganismos es varios 6érdenes de magnitud mayor
que en la columna de agua (Sundbick & McGlathery 2005). En estos sistemas, la
energia solar absorbida y fijada por varios grupos de organismos fototrofos es
almacenada como biomasa y eventualmente disipada por una variedad de pequefios y
grandes heterotrofos (Alongi 1998). Algas, cianobacterias, y bacterias fotosintéticas
verdes y rojas estan entre los mas importantes productores primarios del océano; pero
en zonas someras donde el agua es clara y reciben importantes cantidades de luz solar,
las microalgas y plantas vasculares como plantas de marismas, contribuyen
significativamente al conjunto del carbono fijado (Alongi 1998). Mientras que parte de
este carbono fijado es consumido por herbivoros, la mayor parte entra a la trama tréfica
detritivora en forma de compuestos disueltos y material particulado no-vivo (i.e.,
detritos). Los detritos se componen de material vegetal no pastoreado, junto con heces
de macrofauna, exoesqueletos, exudados, y células microbianas muertas. La biomasa en
descomposiciéon es re-convertida en carbono inorgdnico a través de la

hidrdlisis/fermentacion (formacion de carbono organico disuelto -COD-) y la
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subsiguiente mineralizacion (formacidén de CO;) por organismos heterdtrofos (Canfield
1993, Kristensen & Holmer 2001). Los términos descomposicion y degradacion
describen el proceso enzimatico completo por el que la materia organica particulada se
disuelve en grandes macromoléculas (hidrolisis), estas macromoléculas son
fraccionadas en moléculas més pequenias (fermentacion), y finalmente la oxidacion
(respiracion) de este carbono organico es realizada usando varios aceptores de
electrones como oxigeno, 6xidos de manganeso, nitrato, 6xidos de hierro, y sulfato
(Canfield et al. 2005). El término mineralizacion se refiere a la oxidacidon terminal de la
material organica disuelta en carbono inorgénico (Canfield et al. 2005). La materia
organica disuelta (MOD) es la parte cuantitativamente mas importante del conjunto de
detritos en los ambientes acuaticos; y los procesos de mineralizacion de esta MOD estan
mediados y catalizados por microorganismos heterdtrofos. De esta forma, el principal
factor que determina los ciclos biogeoquimicos en sedimentos intermareales de
estuarios y bahias es la degradacion de materia organica, depositada en la superficie del
sedimento, o excretada por las raices y rizomas de las macrofitas (Froelich ef al. 1979,
Hines et al. 1989, Jensen et al. 1990).

La localizacion de los microorganismos que promueven cada una de las
reacciones de respiracion depende de la disponibilidad de los aceptores de electrones en
el ambiente, y de la termodindmica de las reacciones de respiracion. De acuerdo a la
termodindmica, el orden de uso de los aceptores de electrones es: oxigeno, 0xidos de
manganeso, nitrato, 6xidos de hierro, sulfato, y didoxido de carbono (Fig. 1); y este
orden esta dado por la eficiencia en la liberacion de energia que ocurre al oxidar materia
organica utilizando cada uno de estos aceptores de electrones. Sin embargo, esta estricta

distribucion vertical de los aceptores de electrones es una sobre-simplificacion de las
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distribuciones reales encontradas en la naturaleza. Ademds de las consideraciones
termodindmicas, el pH, las concentraciones reales de reactivos y productos
(metabolitos) presentes, y principalmente la influencia de heterogeneidad en el
sedimento, como cuevas de macrofauna y raices de macrofitas, también afectan la
estructura vertical de la distribucion de aceptores de electrones (Aller 2001). En muchos
casos, un transporte hacia abajo de aceptores de electrones como oxigeno o nitrato, crea
perfiles radiales de respiracion oxica o desnitrificacion entorno a las cuevas de esta
macrofauna, en sedimentos que de otra forma serian dominados por reduccion de
sulfato o metanogénesis (Gribsholt ef al. 2003, Nielsen et al. 2003).

En un sentido amplio, la bioturbacion se define como el re-trabajo bioldgico de
sedimentos por toda clase de organismos, incluyendo micro-organismos, plantas
enraizadas y macro-organismos excavadores (Meysman et al. 2006). La bioturbacion
por animales resulta de actividades como construccion de cuevas y monticulos, arado
lateral de la superficie (e.g., topos), ingestion y egestion de particulas de sedimento
durante el forrajeo (e.g., alimentadores de depdsitos), y relleno de cuevas abandonadas.
El principal efecto bioldgico de la bioturbacion es la dispersion y consecuente mezcla
de “particulas so6lidas”, incluyendo sustancias no-vivas como arcillas, detritos, metales y
contaminantes adsorbidos, y también organismos vivos como microorganismos. La
presencia de raices de macrofitas y cuevas de macrofauna en sedimentos intermareales
crea un ambiente tridimensional de micro-zonas con potencial redox temporal y
espacialmente fluctuante, que resulta en importantes efectos en las vias de
mineralizacion de materia orgéanica (e.g., Aller 1994, Aller & Yingst 1978, Canfield
1993, Kostka et al. 2002). El sedimento superficial 6xico es enterrado durante la

excavacion de cuevas, transfiriendo sustratos labiles a bacterias anaerobicas limitadas



Introduccidon General. Biogeoquimica de sedimentos intermareales. E. Fanjul

por alimento, y sustratos refractarios a bacterias aerobicas eficientes para degradarlos
(Montague 1982, Kristensen & Holmer 2001). Asi, los organismos bioturbadores no
solo estimulan la actividad microbiana y el metabolismo del sedimento (Taylor &
Allanson 1993), sino que también afectan la particion entre los distintos aceptores de
electrones (e.g., sulfato vs Fe[Ill]) usados por las bacterias anaerobicas en la oxidacion
terminal de la material organica (Kostka et al. 2002). Por medio de la creacion de
nuevas superficies de intercambio agua-sedimento (paredes de las cuevas) y de las
actividades de bioturbacion (e.g., ventilacion de las cuevas), la presencia de organismos
excavadores incrementa el transporte de sedimentos (Aller 1982), y abastece
rapidamente a los ciclos internos de 6xido-reduccion. A pesar de la abundancia de
organismos bioturbadores en sedimentos intermareales, el estudio de sus efectos en la
degradacion de carbono organico y ciclos biogeoquimicos ha recibido poca atencion.

En vista de lo anteriormente descrito, esta tesis se halla enmarcada dentro de un
programa de investigacion mas general, el cual intenta comprender los procesos fisicos
y bioldgicos que regulan la dindmica ecologica, geomorfoldgica y biogeoquimica de los
intermareales presentes en el Atlantico Sudoccidental (ASO). En este contexto, el
objetivo principal de la presente tesis es investigar el efecto de la bioturbacion en los
procesos biogeoquimicos que operan en sedimentos de planicies de marea y marismas
del ASO. Particularmente, los trabajos de campo se desarrollan en planicies de marea y
marismas dominadas por la planta halofita Spartina alterniflora, y por el cangrejo
cavador Neohelice granulata (anteriormente conocido como Chasmagnathus
granulatus; para una reciente revision taxonoémica ver Sakai et al. 2006; ver también

Spivak et al. 1994, Iribarne et al. 1997).

-10 -
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El cangrejo cavador Neohelice granulata es el macro-invertebrado mas abundante
presente en la mayoria de los sedimentos intermareales de estuarios y bahias a lo largo
de la costa del ASO (desde el sur de Brasil, 23° S; hasta el norte de la Patagonia
Argentina, Golfo San Matias, 41° S; Boschi 1964, Iribarne et al. 2005; Fig. 2). Este
cangrejo de tamafio relativamente grande (hasta 40 mm de ancho de caparazon; Boschi
1964, Spivak et al. 1996, Luppi et al. 2004) habita la zona intermareal, desde las
planicies de marea hasta las marismas vegetadas por Spartina densiflora, Spartina
alterniflora, Sarcocornia perennis y Juncus acutus (Boschi 1964, Spivak et al. 1994,
Botto et al. 2005, Bortolus 2006, Isacch et al. 2006; ver Fig. 3), generando extensos
cangrejales (i.e., extensas areas con altas densidades de cuevas; hasta 60 cuevas m™;
Iribarne et al. 1997) que cubren hasta un 80% del area intermareal (e.g., estuario de
Bahia Blanca: 38° 48’ S, area ~ 110,000 ha; Laguna Costera Mar Chiquita: 37° 46’ S,
area ~ 4,500 ha; ver Iribarne et al. 2005, Botto et al. 2006). Las cuevas son grandes
(hasta 10 cm de ancho y 1 m de profundidad; Iribarne et al. 1997, Bortolus & Iribarne
1999), semipermanentes, con altas tasas de excavacion de sedimento (entre 2.5 kg m™
en la marisma y 6 kg m” en la planicie de marea; Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne
2000, Escapa et al. 2008). Este sedimento removido durante la construccion y
mantenimiento de las cuevas es depositado en la superficie, frecuentemente en forma de
monticulos cerca de las entradas de las cuevas (Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne
2000, Escapa et al. 2008). Los cangrejos se alimentan principalmente de depositos (i.e.,
detritivoros) en planicies de marea, y herbivoro-detritivoros en marismas (Iribarne et al.
1997, Bortolus & Iribarne 1999, Botto et al. 2005). En las planicies de marea, las
cuevas son poco profundas (hasta 40 cm) y con entrada en forma de embudo (ver

Iribarne et al. 1997, Escapa et al. 2008), afectando el movimiento de particulas y

-11 -
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dinamica de fluidos cercanos al fondo (Escapa et al. 2008), actuando como trampas
pasivas de sedimento y materia organica (Botto ef al. 2005, 2006), detritos (Iribarne et
al. 2000, Botto et al. 2006) y agentes contaminantes (Menone et al. 2004). En la
marisma, los cangrejos construyen cuevas perfectamente tubulares de hasta 1 m de
profundidad (y hasta 40 mm diametro), que pueden alcanzar el nivel freatico (Iribarne et
al. 1997, Bortolus et al. 2002, Perillo et al. 2005). Por medio de la construccion de
cuevas incrementan el area expuesta de sedimento, el drenaje, y la concentracion de
oxigeno en el sedimento (Daleo et al. 2007). Los cangrejos tienen efectos ecoldgicos
directos e indirectos a escala comunitaria: indirectamente afectan la seleccion de habitat
y tasas de forrajeo de aves costeras migratorias por cambios en la disponibilidad de
presas (Botto et al. 2000, Escapa et al. 2004), y también afectan el uso de habitat por
parte de peces, zooplancton (Martinetto et al. 2005) y otros cangrejos durante la marea
alta (Iribarne et al. 2003, Martinetto et al. 2007). Ademas, muchos trabajos sugieren que
las cuevas de cangrejos reducen la tasa de exportacion de materia organica desde las
marismas hacia las aguas estuarinas o aguas abiertas (Iribarne et al. 1997, Botto &
Iribarne 2000, Botto et al. 2006, Gutiérrez et al. 2006).

Asi, los muestreos y experimentos de esta Tesis se centran en determinar los
efectos de este cangrejo bioturbador y de sus cuevas en la dinamica de nutrientes
inorganicos y materia organica en sedimentos intermareales, discutiéndose sus posibles
consecuencias sobre otros organismos que componen estos ecosistemas. En el Capitulo
I, mediante experimentos de campo y analisis quimico del sedimento y agua del poro, se
presentan los resultados de la investigacion del efecto del cangrejo cavador Neohelice
granulata en la distribucion y disponibilidad de aceptores de electrones en sedimentos

de planicies de marea. El uso de un modelo diagenético permite determinar el efecto del

-12 -
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cangrejo y de sus cuevas en las tasas y vias de mineralizaciéon de MO. En el Capitulo II,
se evalua el efecto de este cangrejo y de sus cuevas en las caracteristicas quimicas del
agua fredtica; y se discuten las posibles implicancias que organismos bioturbadores
pueden tener en la exportacion de nutrientes desde las marismas hacia las aguas
abiertas. En el Capitulo III se muestra, por medio de experimentos y mediciones in situ,
el efecto de N. granulata en el metabolismo bentonico, procesos del ciclo del N, y flujos
de nutrientes entre la interfase agua sedimento, tanto en marismas como en planicies de
marea. Se discute cémo la bioturbacion por N. granulata puede afectar el ciclo
biogeoquimico y flujos bentonicos de nitrégeno, dependiendo de las caracteristicas del
sedimento y de la presencia de vegetacion. Finalmente, en el Capitulo IV de esta tesis se
evalian y discuten los efectos directos (actividad de bioturbacion) e indirectos
(presencia de cuevas) de N. granulata en la concentracion y composicion de la material
organica disuelta en agua de poro de sedimentos de marismas y planicies de marea; asi

como también su efecto en la labilidad y flujos bentonicos de esta materia orgénica.

-13-
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Generalidades del disefio experimental y analisis de datos.

La mayor parte de los estudios sobre la influencia de la macrofauna y las
macroéfitas en la biogeoquimica del sedimento y ciclos geoquimicos de los elementos en
ambientes marinos tienen caracter descriptivo (ver Kostka et al. 2002, Pedersen et al.
2004, Solan & Wigham 2005, Kristensen & Kostka 2005) y s6lo muestran patrones
cualitativos de los diferentes procesos biogeoquimicos; otros aportes tienen caracter
experimental por medio de incubaciones de laboratorio que incorporan la bioturbacién
como variable (pero ver Webb & Eyre 2004). Asi, la mayoria de los trabajos publicados
en esta area, no necesariamente representan los efectos reales que la bioturbacion puede
tener en los sistemas naturales. En ese contexto, y con el fin de aumentar el rigor
metodoldgico de la investigacion de campo en biogeoquimica, se propone actualmente
la utilizacion de la metodologia de uso comun y probada eficiencia en ecologia
(Underwood 1997). Esta metodologia contempla disefios robustos, repetibles y asigna
gran importancia al nimero e independencia de réplicas de las variables medidas, y al
disefio de experimentos de campo que permitan la explicacion de los mecanismos
generadores de algin patrén observado (Underwood 1997).

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en muestreos y experimentos de
la presente tesis se realiza procurando obtener la mayor robustez posible. En ese sentido
los muestreos y experimentos realizados fueron siempre uni- o bi-factoriales
(Underwood 1997). Para el caso de comparaciones de grupos de datos con solo dos
niveles se utiliza test de t (Zar 1999), la homogeneidad de varianzas entre grupos de
datos se evaltia utilizando el test de Cochran (Underwood 1997), si la hipdtesis nula de
homogeneidad de varianzas fuera rechazada se intentan transformaciones monotdnicas

de los datos siguiendo a Underwood (1997). En el caso de lograr homocedasticidad
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entre grupos de datos, se testea su normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk (Zar
1999). Para analizar las hipotesis nulas de ausencia de diferencias entre grupos de datos
dentro de un factor con tres o mas niveles se utiliza analisis de la varianza ANOVA (Zar
1999). Este anélisis también es paramétrico y los grupos de datos deben cumplir con los
supuestos de homocedasticidad y normalidad, para testear ambos supuestos se utilizaron
los test mencionados anteriormente. De no cumplirse estos supuestos, se realizan
transformaciones monotonicas de los datos (Underwood 1997). Si aun utilizando
transformaciones no se logra homocedasticidad se utiliza el test no-paramétrico de
comparacion de medianas Kruskal-Wallis (Conover 1980) en reemplazo de la
comparacion de medias realizada con ANOVA. Para los casos en los que las
comparaciones fueron entre grupos de datos de més de un factor (i.e., comparaciones
multiples) y més de dos niveles por factor, se utilizan ANOVAs con tantas vias como
factores se comparan. En todos los disefios de este tipo se utilizan niveles fijos (no-
aleatorios) para los factores considerados (Zar 1999). Los supuestos de este analisis se
testean como se menciond anteriormente. En el caso de que el ANOVA indique
diferencias significativas en los factores, se realiza a posteriori el test LSD de
comparaciones multiples (Day & Quinn 1989) para identificar qué cuéles grupos de
datos difieren entre si. En el caso de encontrar efecto de interaccion significativa entre
los factores, los efectos principales de los factores no son tenidos en cuenta, debido a la
falta de independencia entre los mismos (Underwood 1997). En esos casos se utilizan

comparaciones solo entre los términos de interaccion de interés, utilizando el test LSD.
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vias de oxidacion de materia organica (Canfield ez al. 2005)
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Fig. 3. Fotografias de cangrejales de Neohelice granulata (A y B), cuevas de N.

granulata donde puede verse la presencia del cangrejo (C) y del monticulo (D), y areas
de marisma inundadas (E) en zonas intermareales del Atlantico Sudoccidental. (A, Cy
D: Laguna costera Mar Chiquita; B y E: Bahia Samboromboén). Fotos: Paulina
Martinetto (A), Diana Montemayor (B), Macarena Valifias (C), Mauricio Escapa (D) y
Eugenia Fanjul (E).

- 18-



CAPITULO 1

Efectos del cangrejo cavador Neohelice granulata en la quimica del
sedimento y distribucion de nutrientes en sedimentos intermareales del

Atlantico Sudoccidental *
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INTRODUCCION

Los estuarios son considerados uno de los sistemas marinos mas productivos de
mundo (e.g., Alongi 1998). Las zonas intermareales dentro de los estuarios son sistemas
dindmicos y productivos con condiciones ambientales variables y extremas (Alongi
1998). Los principales procesos biogeoquimicos en estos sistemas son las altas tasas de
transformacion de diferentes elementos (e.g., N, P, S) desde formas organicas a
inorganicas y viceversa, durante los procesos de mineralizacion y asimilacion (Rozema
et al. 2000). Los niveles y caracteristicas del agua de poro estan afectados por la
inundacién periddica producida por las mareas (Alongi 1998). Las mareas actiian de
forma antagdnica, y los sedimentos intermareales estan diariamente sujetos a cambios
en su estado de aireacion. Durante los periodos de inundacién, se promueven los
procesos anaerdbicos, mientras que en los periodos en los que el sedimento es expuesto
al aire, las capas superficiales del sedimento presentan un alto potencial redox
(Schlesinger 1991). Estas oscilaciones en el estado redox del sedimento no solo afectan
la energia y flujo de nutrientes, sino que también afectan las tasas y vias de degradacion
de materia orgéanica (Alongi 1998).

En aguas costeras someras y estuarios, la descomposicion de materia organica
(MO) ocurre principalmente en el sedimento (Nedwell et al. 1999). La incorporacion de
MO en el sedimento y su posterior remineralizacion son mediadas por la actividad de
meio y macrofauna (Herman et al. 1999). Estos organismos pueden afectar la quimica
del sedimento por medio de la construccion de sus cuevas, bioturbacion, bioirrigacion,
defecacion, respiracion y secrecion de mucus (Alongi 1998, Kostka et al. 2002). Sin
embargo, la mineralizacion de MO requiere el aporte de aceptores de electrones, que

determinan la via predominante en la que ocurre la oxidacién microbiana (Nedwell et
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al. 1999). Los aceptores de electrones son un recurso limitante en la mayoria de los
sedimentos no bioturbados, dado que por ejemplo la penetracion de oxigeno, y por
consiguiente los procesos aerobicos de degradacion, estan restringidos a los primeros
milimetros de sedimento (Revsbech ef al. 1980, Howarth & Jergensen 1984) y las capas
mas profundas estdn caracterizadas por vias anaerdbicas de descomposicion (e.g.,
Gambrell & Patrick 1978, Mackin & Swider 1989). Kostka et al. (2002) mostraron que
tanto la macrofauna como las raices de las plantas afectan las tasas y vias de
degradacion de MO en el sedimento. Asi, las actividades de bioturbacion (Kristensen &
Blackburn 1987, Kostka ef al. 2002) y las raices de las plantas (Howes et al. 1986,
Kostka et al. 2002) pueden incrementar la profundidad de la capa oxica del sedimento,
favoreciendo los procesos aerobicos.

Los ambientes intermareales de bahias y estuarios del Atlantico Sudoccidental son
dominados por la actividad de excavacion del cangrejo cavador Neohelice granulata. La
mayoria de las evidencias sugieren que este cangrejo de tamafio relativamente grande
podria tener un importante efecto en la redistribucion de particulas (Botto & Iribarne
2000, Escapa et al. 2008), quimica del sedimento (Botto et al. 2005, Gutiérrez et al.
2006), drenaje (Iribarne ef al. 1997, Bortolus & Iribarne 1999, Botto & Iribarne 2000), y
oxigenacion del sedimento (Bortolus & Iribarne 1999, Botto et al. 2005, Gutiérrez et al.
2006). Auque estos efectos atin no han sido evaluados directamente, es de esperar que
su bioturbacién afecte la oxigenacion del sedimento y consecuentemente afecte las tasas
y vias de degradacion de MO y la dinamica de los nutrientes remineralizados. En este
contexto, el principal objetivo de este Capitulo es evaluar si el cangrejo cavador N.
granulata afecta la distribucion y disponibilidad de nutrientes (en particular aceptores

de electrones) y la oxigenacidon de sedimentos intermareales. Asi, se tested la hipotesis
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general que los cangrejos afectan las caracteristicas quimicas del sedimento por medio
de las actividades de bioturbacion y defecacion dentro de sus cuevas, asi como también
por el incremento del area de intercambio agregada mediante las paredes de las cuevas.
La validez de estos posibles mecanismos fueron evaluados mediante muestreos y

experimentos de campo.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Las tareas de campo de este Capitulo fueron realizadas en la Laguna
Costera Mar Chiquita, Argentina (37° 46 S, 57° 27° O), un cuerpo de agua salobre
(salinidad entre 0-43), afectado por mareas de baja amplitud (hasta 1.5 m) y
caracterizado por fondos fangosos (Fasano ef al. 1982, Spivak et al. 1994, Iribarne et al.
1997). Este estudio fue realizado entre los meses de noviembre del 2004 y octubre del
2005.

Efectos de las cuevas de Neohelice granulata en la interfase agua-sedimento. La
densidad de cuevas de N. granulata fue determinada por muestreos en siete zonas
intermareales definidas por diferencias en tiempos del inundacién (4 niveles en la
marisma y 3 niveles en la planicie de marea; n = 10 para cada nivel, 0.25 m?) en octubre
de 2005. De acuerdo con trabajos previos (ver Iribarne et al. 1997, Bortolus et al. 2002)
se consideran profundidades de cuevas de 1 m en la marisma alta a 0.4 m en la marisma
baja con intervalos de 0.2 m entre cada nivel de la marisma; para los 3 niveles de la
planicie de marea se uso una profundidad constante de 0.4 m. Considerando la densidad
de cuevas a través del intermareal, didmetro medio de las mismas (3.6 cm; Iribarne et
al. 1997, Botto & Iribarne 2000), la profundidad, y asumiendo que tienen formas
cilindricas (Iribarne et al. 1997), se calcul6 el volumen del sedimento no ocupado por

3 . . . . .
cuevas por m” de sedimento, y el incremento en la superficie de intercambio agua-
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sedimento para cada nivel del intermareal. Ademas, se calculo6 la razon entre el aumento
de superficie de intercambio y el volumen de sedimento ocupado por cuevas como un
indicador de la intensidad de efecto en casa zona del intermareal. Se evalud la hipotesis
nula (Ho) de ausencia de diferencia entre la densidad de cuevas, el volumen de
sedimento no ocupado por las cuevas, o la superficie de intercambio entre las distintas
zonas intermareales usando un test de Kruskal-Wallis para cada una de estas variables
(Zar 1999).

Caracteristicas del agua de poro en areas naturales bioturbadas y no bioturbadas.
Para evaluar si existen diferencias en las caracteristicas del agua de poro entre zonas
naturales con y sin cangrejos, se realizd un muestreo de sedimento en la planicie de
marea. En los “cangrejales” (i.e., zonas con altas densidades de cangrejos; mas de 30
cuevas m™), se tomaron cilindros verticales de sedimento (desde la pared de una cueva
hasta 3 cm de la misma, n = 5), y cilindros radiales en torno de una cueva (3-5 cm de
profundidad, n = 5). En areas sin cuevas de cangrejos, s6lo se tomaron cilindros
verticales de sedimento (n = 5). En estas muestras de sedimento se determind el
contenido de cloruros, sulfato, nitrato, amonio, y Fe'?/Fe" , para lo cual fueron
inmediatamente trasportadas al laboratorio y seccionadas en intervalos de 0-0.5, 0.5-1.5,
1.5-3, 3-5, 5-7 y 7-10 cm de profundidad o distancia a la pared de la cueva, en el caso
de las muestras radiales. Luego de su ultracentrifugacion (9000xg durante 10 minutos),
el agua de poro obtenida fue filtrada (0.45 pm) y conservada a -20°C hasta su analisis.
El seccionamiento y manipulacion de estas muestras de sedimento fue realizado bajo
atmosfera de N, dentro de las 6 hs de recogida la muestra.

Efecto de la actividad de Neohelice granulata en las caracteristicas del agua de

poro y del sedimento. Para evaluar si existe un efecto directo de N. granulata en el

-23-



Capitulo 1. N. granulata y biogeoquimica del sedimento. E. Fanjul

contenido y distribucion de nutrientes y otros solutos en el agua de poro, se realizd un
experimento de campo de manipulacion de cangrejos. El experimento fue realizado en
una linea paralela a la linea de marea en el borde de la marisma, y consistié de dos
tratamientos: (1) inclusiones de cangrejos adultos en cuevas artificialmente construidas
(n = 4, tratamiento B+C); y (2) exclusiones de cangrejos usadas como tratamientos
"control", sin efectos de cangrejos o cuevas (n = 4, tratamiento NBC). Ambos
tratamientos consisten en cuadrados (80 cm lado) con paredes laterales de PVC so6lido
(80 cm lado x 70 cm alto) enterradas 70 cm en el sedimento. Estas paredes fueron
continuadas 40 cm de alto sobre la superficie con una malla plastica (apertura 0.5 cm)
para incluir (B+C) o excluir (NBC) cangrejos adultos en las diferentes cajas. Las cuevas
artificialmente construidas (30 cm profundidad; 30 cuevas m™) fueron generadas
introduciendo un tubo de PVC (3 cm didmetro) en el sedimento. En el tratamiento B+C
se agregd un cangrejo adulto por cueva. Todas las cajas fueron periddicamente
observadas para asegurar la supervivencia y actividad de los cangrejos (en B+C), y que
las cajas control (NBC) no fueran colonizadas por cangrejos. Las muestras de sedimento
fueron tomadas luego de 90 dias del inicio de este experimento. En el tratamiento B+C,
se tomaron muestras verticales (desde la pared de la cueva hasta 3 cm de la misma) y
radiales (entre los 3 y 6 cm de profundidad) de sedimento. Mientras que en el
tratamiento NBC, se tomaron s6lo muestras verticales. Para reducir los efectos de borde,
las muestras fueron tomadas de la parte central de la caja, y fueron colectadas y
manipuladas como se describi6o anteriormente. La Ho de no efecto de los cangrejos en
las variables medidas entre los diferentes tratamientos y profundidades, fue evaluada

usando ANOVA de dos vias (Zar 1999). La Ho de no efecto de los cangrejos en las
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variables medidas para los perfiles radiales entre las diferentes distancias a la pared de
la cueva, fue evaluada usando ANOVA de una via (Zar 1999).

Efecto de las cuevas de Neohelice granulata en las caracteristicas del agua de poro
y sedimento. Para discriminar los efectos de las actividades de los cangrejos, de los
efectos de sus cuevas (efectos directos e indirectos); se realizd un segundo experimento
de campo. Para esto, se construyeron cajas (n = 12) idénticas a las anteriores, colocadas
en la misma zona intermareal. El experimento consistié en tres tratamientos: (1)
inclusiones de cangrejos adultos en cuevas artificialmente construidas (B+C); (2)
cuevas no ocupadas artificialmente construidas (tratamiento B); y (3) exclusiones de
cangrejos y cuevas usadas como tratamiento “control” sin cuevas ni cangrejos (NBC).
El tratamiento B fue realizado excluyendo cangrejos que habitaban cuevas
artificialmente construidas. Luego de 3 meses de iniciado el experimento, se tomaron
las muestras de sedimento del centro de cada caja, como se describi6 anteriormente. En
los tratamientos B+C y B, se tomaron muestras verticales (desde la pared de la cueva
hasta 3 cm de la misma) y radiales (entre los 3 y 6 cm de profundidad) de sedimento; y
en el tratamiento NBC se tomaron s6lo muestras verticales. La Ho de no efecto de la
actividad de los cangrejos o de las cuevas en las variables medidas entre los diferentes
tratamientos y profundidades, fue evaluada usando ANOVA de dos vias (Zar 1999).
Efecto de Neohelice granulata en el transporte de material particulado en la
columna de sedimento. Para evaluar el efecto de N. granulata en el transporte de
particulas en la columna de sedimento, se realizd un experimento agregando micro-
esferas de vidrio (diametro 20-70 um) a la superficie del sedimento. Se colocaron cajas
de exclusion (n = 10; 50 cm diametro y 20 cm alto) construidas con malla de plastico; 5

con tapa del mismo material para evitar el ingreso de cangrejos (tratamiento “sin
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cangrejos”), y 5 sin tapa para permitir el ingreso de cangrejos (tratamiento “con
cangrejos”). La capa superficial (1 cm) de sedimento fue removida de todas las cajas, y
mezcladas en proporcion 1:1 (v:v) con micro-esferas de vidrio. Esta mezcla se colocod
uniformemente en la superficie de las cajas. Luego de 30 dias, se tomaron muestras
verticales se sedimento, que se fraccionaron en los mismos intervalos que se emplearon
para el analisis de agua de poro. Cada fraccion fue secada, pesada, y tratada con 20 ml
de peroxido de hidrégeno al 5% por 48 hs para remover la materia organica. Luego de
esto, se mezclaron 10 gotas de cada muestra con 10 gotas de glicerol al 30% (para
facilitar la resuspension de las micro-esferas), y cada mustra fue montada en un
portaobjetos. El contenido de micro-esferas de cada fraccion de sedimento fue
cuantificado por conteo de micro-esferas bajo microscopio de luz (40x aumento). La Ho
de no diferencia en el contenido de micro-esferas entre los tratamientos y profundidades
fue evaluada usando ANOVA de dos vias (Zar 1999).

Para cuantificar la intensidad de bioturbacion, (i.e., la intensidad de
desplazamiento vertical de particulas), se calculd el coeficiente de bioturbacion (Dg)
para cada tratamiento, por medio del analisis de los gradientes observados de micro-
esferas siguiendo el procedimiento de Wheatcroft (1992) para trazadores no-radiactivos.
Los perfiles experimentales de micro-esferas fueron simulados resolviendo
iterativamente la curva teorica (ver Wheatcroft 1992) usando diferentes valores de Dg,
que fue asumido constante para todas las profundidades. Se adopto6 el valor de Dy que
generd6 menores medias residuales cuando se compararon los perfiles teodricos y
experimentales de micro-esferas. La Ho de no efecto de la actividad de los cangrejos en

Dg entre tratamientos fue evaluada usando test de ¢ (Zar 1999).
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Efecto de Neohelice granulata en las tasas y vias de remineralizacion de MO. Para
cuantificar las tasas y vias de degradacion de materia organica, se aplicé el modelo
diagenético inverso formulado por Furukawa et al. (2004) a los sedimentos de la
Laguna Costera Mar Chiquita, empleando los datos de los perfiles verticales
experimentales. Este modelo uni-dimensional inverso determina las tasas de
degradacion de MO (kG) por medio de la busqueda simultanea de acuerdo entre perfiles
verticales de concentraciones de aceptores de electrones medidas y calculadas por el
modelo. Las especies geoquimicas consideradas fueron oxigeno (O,), sulfato (SO4?),
nitrato (NO5"), y amonio (NH4"). Las reacciones tenidas en cuenta para la aplicacién del
modelo diagenético fueron tomadas de Berg et al. (2003)(ver Tabla 1.1). Las
expresiones de las velocidades de reaccion y tasas de produccion neta de cada especie
geoquimica fueron tomadas de Berg et al. (2003), y se encuentran resumidas en la Tabla
1.2.

Los parametros requeridos para el modelo estdn resumidos en la Tabla 1.3;
algunos de estos parametros fueron determinados a través de medidas directas durante
este estudio, y otros fueron tomados de trabajos previos luego de realizar una exhaustiva
revision bibliografica (ver Tabla 1.3). La densidad del sedimento (p) de cada tratamiento
experimental (B+C, B y NBC) fue determinada mediante el peso de un volumen
conocido de sedimento (Robertson et al. 1999). La porosidad (¢) del sedimento
bioturbado y no bioturbado fue calculada a partir de la densidad de dichos sedimentos
mismo siguiendo a Robertson et al. (1999). El coeficiente de bioturbacion (Dg) fue
obtenido como se describi6 anteriormente. El coeficiente de irrigacion (o) fue estimado
asumiendo cuevas cilindricas de 1 m de profundidad (Iribarne et al. 1997) siguiendo a

Koretsky et al. (2002). Para esta estimacion, se calculd el espesor de la capa oxica (ver
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Koretsky et al. 2002), empleando los perfiles radiales de O, fueron calculados a partir
de los valores de Eh y pH medidos (Stumm & Morgan 1996). A todas las especies
disueltas se le asignd el mismo valor de a. Los coeficientes de difusion a dilucion
infinita para cada especie fueron tomados de Furukawa et al. (2004) y corregidos con la
porosidad del sedimento de Mar Chiquita (ver Tabla 1.3). El modelado fue aplicado
usando 100 combinaciones aleatorias de valores iniciales para las tasas de degradacion
de MO a distintas profundidades (i.e., kG) para cada tratamiento B+C, B y NBC, con el
fin de que la optimizacion conduzca a un minimo global. Se debe destacar que, a
diferencia de otros trabajos publicados, este procedimiento involucra el ajuste de un
solo parametro, el valor de kG, ya que todos los demas parametros fueron obtenidos
directa e independientemente, o estimados desde la literatura. Se estimo el error
cometido en la concordancia entre perfiles medidos y modelados para que éste nunca
supere el 10%.

Siguiendo las ecuaciones publicadas en Furukawa ef al. (2004) y Meysman et al.
(2005), se emplearon los resultados del modelo para determinar los perfiles verticales de
degradacion de MO por cada aceptor de electrones (i.e., oxigeno, nitrato y sulfato). De
acuerdo con las estequiometrias de reaccion (ver Berg et al. 2003), se calcularon las
tasas de consumo de oxigeno, nitrato y sulfato debidas a la degradacion de MO. Una
vez estimada estas tasas, se calculd para cada tratamiento el uso relativo (%) de cada
aceptor de electron integrado en los 10 cm superiores de sedimento.

Analisis de agua de poro y sedimentos. En agua de poro se determinaron las
concentraciones de cloruro (CI), sulfato (SO4?), nitrato (NOs"), amonio (NH,"), y hierro
(Fe™ y Fe™). La concentracién de cloruro fue medida como salinidad usando

refractdémetro de mano. Las concentraciones de sulfato y nitrato fueron analizadas por
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medio de cromatografia i6nica luego de la eliminacion de CI' (columna Universal
Anion® de 150mm, fase movil HCO5/ COg'2 1.25/0.85 mM, deteccion de conductividad
con supresion). La concentracion de amonio (NH4") fue determinada con el método del
azul de indofenol (Solérzano 1969), y el contenido de hierro disuelto (Fe™ y Fe™) fue
medido con el método de la 1,10-fenantrolina (Tamura 1974) antes y después del
tratamiento de la muestra con clorhidrato de hidroxilamina 1M. El hierro en fase sélida
(i.e., Fe(Il) y Fe(Ill)) fue medido en los pellets de sedimentos inmediatamente después
de la centrifugacion. Fe(Il) y Fe(Ill) fueron extraidos de los pellets de sedimento con
HCI 0.5 M durante 1h bajo atmésfera de N, (“Fe extraible con HCI”; Kostka & Luther
1994) y analizado con el método de la 1,10-fenantrolina.

Los perfiles verticales y radiales de potencial redox (Eh) para cada tratamiento
experimental (n = 5) fueron medidos in situ con un electrodo combinado de Pt con
referencia interna de Ag/AgCl. Los valores obtenidos fueron corregidos con respecto al

electrodo de referencia de hidrogeno.

RESULTADOS

Efecto de las cuevas de Neohelice granulata en la interfase agua-sedimento. La
densidad de cuevas fue diferente a través de los niveles del intermareal, siendo mayor
en los niveles alto y medio de la marisma, y mas baja en la planicie de marea media y
baja (test K-W: Hg, 70 = 55.33, p < 0.001; Fig. I.1A). El volumen de sedimento no
ocupado por cuevas fue mayor en los niveles medio y bajo de la planicie de marea, y en
la marisma alta (test K-W: Hg 70 = 50.15, p < 0.001; Fig. I.1B). El area de intercambio
agua-sedimento fue diferente entre las distintas zonas intermareales, mostrando los

menores valores en la planicie de marea media y baja, y en la marisma alta (test K-W:
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Hs, 70 = 50.23, p < 0.001; Fig. L.1C).

Caracteristicas del agua de poro en areas naturales bioturbadas y no bioturbadas.
La salinidad fue mas alta en sedimentos de la superficie en los dos sitios, mostrando
efecto de interaccion entre sitio y profundidad (Sitio x Profundidad: Fs 43 = 4.10, p <
0.05, Fig. 1.2A). La concentracion de sulfato en sedimento superficial fue similar para el
cangrejal (i.e., areas naturales con altas densidades de cangrejos y cuevas) y el no-
cangrejal (i.e., areas naturales sin cuevas; x = 62.59, DE = 12.4 mM, n = 5; x = 60.33,
DE = 856 uM, n = 5; respectivamente), pero en sedimento profundo Ilas
concentraciones mas altas fueron encontradas en el cangrejal (Sitio x Profundidad: Fs, 43
= 2.74, p < 0.05; Fig. 1.2B). Las concentraciones de nitrato mostraron interaccion entre
el sitio y la profundidad (Sitio x Profundidad: Fs 43 = 2.48, p < 0.05; Fig. 1.2C). Los
perfiles de nitrato en sedimento con cangrejos presentan la concentracion maxima entre
los 0.5 y 1.5 cm de profundidad. La concentracion de nitrato integrada en los 10 cm de
profundidad fue mayor en el cangrejal que en el sitio no-cangrejal (x = 15.59, DE = 8.05
uM, n = 30; X = 12.80, DE = 5.70 uM, n = 30; respectivamente). En sedimento sin
cangrejos, el amonio mostré concentraciones bajas para todas las profundidades,
mientras en sitios con cangrejos, el amonio alcanzo la concentracion méaxima entre los 3
y 4 cm de profundidad (Sitio x Profundidad: Fs 45 = 10.67, p < 0.05; Fig. 1.2D). El
contenido de hierro disuelto fue menor que el limite de deteccion (1 uM). La proporcioén
Fe (IT)/Fe (II+III) mostr6 efecto de interaccion entre los factores (Sitio x Profundidad:
Fs 45 = 8.07, p < 0.05). En los sitios desnudos, esta proporciéon mostrd un valor maximo
entre 2 y 3 cm de profundidad, mientras en los sitios de cangrejal los valores no

cambiaron con la profundidad.
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La salinidad alrededor de las cuevas de N. granulata no mostr6 diferencias con la
distancia a la pared de la cueva (Fig. 1.2E). La concentracion de sulfato fue mas alta
entre los 0 y 1.5 cm de distancia a la cueva (Fs, 24 = 15.142, p < 0.05; Fig. [.2F). La
concentracion de nitrato mostrd el valor mas alto entre los 3-4 cm de distancia a la
cueva (Fs 24 =5.757, p < 0.05; Fig. 1.2G). El contenido de amonio no fue diferente entre
las diferentes distancias a la pared de la cueva (Fig. .2H). La proporcion Fe (II) /Fe
(IT+I1I) no cambi6 con la distancia a la cueva.

Efecto de la actividad de Neohelice granulata en las caracteristicas del agua de
poro y del sedimento. La salinidad del agua de poro en ambos tratamientos del
experimento de exclusion disminuyod con la profundidad, sin mostrar efecto de
interaccion (ANOVA de 2 vias, Profundidad: Fs 35 = 16.15, p < 0.05). En superficie, la
salinidad fue superior en tratamientos NBC que en los B+C, mientras que en el intervalo
de 7 a 10 cm de profundidad fue menor en NBC que en B+C (Tratamiento: F; 35 = 3.35,
p < 0.05; Fig. .3A). La concentracion de sulfato en ambos tratamientos NBC y B+C
disminuyd con profundidad pero sin mostrar diferencias entre los tratamientos
(Profundidad: Fs 35 = 5.13, p < 0.05; Fig. 1.3B). La concentracion de nitrato mostrd
efecto de interaccion entre los tratamiento y la profundidad (Tratamiento x Profundidad:
Fs 35 =3.00, p <0.05; Fig. I.3C). La concentracion mas alta de nitrato se encontr6 entre
los 2 y 3 cm de profundidad en el tratamiento B+C. Sin embargo, no hubo diferencias
en las capas mas profundas. La concentracion de amono mostrd interaccion significativa
(Tratamiento x Profundidad: Fs 35 = 3.73, p < 0.05). En las dos capas superiores, la
concentracion de amonio fue menor en el tratamiento no-bioturbado NBC, mientras que
no hubo diferencias en el sedimento mas profundo (Fig. 1.3D). La proporcion NO5

/(NO3;+NH4") mostré interaccion entre el tratamiento y la profundidad (Tratamiento x
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Profundidad: Fs 35 = 9.80, p < 0.05; Fig. [.4A). El test a posteriori indicd que esta
proporcion fue superior para tratamientos NBC en la capa superior. Sin embargo, en las
capas mas profundas esta relacion de compuestos de N oxidados fue superior en los
tratamientos B+C. La proporcion de Fe(Il)/Fe(II+I1I) extraible mostr6 interaccion entre
los factores, y fue mayor en los intervalos superiores y mas profundos en el tratamiento
B+C, pero no hubo diferencias entre ambos tratamientos en el intervalo correspondiente
a profundidades medias (Tratamiento x Profundidad: Fs 35 =3.81, p <0.05; Fig. [.4B).
La salinidad en el tratamiento B+C decrecié en forma radial con la distancia a la
pared de la cueva (Fs, 13 = 6.42, p < 0.05; Fig. 1.5A). La concentracion de sulfato
decrecid con el incremento de la distancia a la cueva hasta los primeros 4 cm de
distancia (Fs 13 = 2.98, p <0.05; Fig. [.5B). El contenido de nitrato aumenté entre 1 cm
y 6 cm de distancia a la cueva, y se mantuvo constante entre los 6 y 10 cm (Fs, 13 = 3.39,
p < 0.05; Fig. 1.5C). La concentracion de amonio fue mas alta entre los 2 y 5 cm de
distancia que en el resto del perfil radial (Fs, ;3 = 3.75, p <0.05; Fig. 1.5D).
Efecto de las cuevas de Neohelice granulata en las caracteristicas del agua de poro
y sedimento. La salinidad del agua de poro fue mas alta en el tratamiento B+C que en
los tratamientos B y NBC, sin mostrar diferencias con la profundidad para ninguno de
los tratamientos (Tratamiento: F, s4 = 9.49, p < 0.05; Fig. [.6A). La concentracion de
sulfato mostré efecto de interaccidon entre tratamiento y profundidad (Tratamiento x
Profundidad: Fio 54 = 7.11, p < 0.05; Fig. 1.6B). El test a posteriori LSD indic6 que la
concentracion de sulfato fue mas alta para el tratamiento B+C en las capas superficiales
de sedimento; sin embargo, no hubo deferencias en las capas mas profundas. La
concentracion de nitrato en el agua de poro fue diferente entre los tres tratamientos y en

las diferentes profundidades, mostrando efecto de interaccion (Tratamiento x
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Profundidad: Fjo, s4 = 3.10, p < 0.05; Fig. 1.6C). La mayor concentracion de nitrato se
encontrd en el intervalo de 0.5 - 1.5 cm de profundidad para B+C, y en general, la
concentracion de nitrato fue mas alta en este tratamiento bioturbado que en NBC y B.
En el tratamiento NBC la concentracion de nitrato fue baja para todas las
profundidades, mientras que en el tratamiento B la concentracion de nitrato fue mas alta
en la capa superficial de sedimento (Fig. 1.6C). La concentracion de amonio mostrd
efecto de interaccion (Tratamiento x Profundidad: Fio s4 = 7.09, p < 0.05; Fig. 1.6D). El
contenido de amonio fue bajo en la capa superficial de sedimento para todos los
tratamientos, pero en los intervalos mas profundos fue menor para el tratamiento B+C
que para B y NBC. El Eh fue diferente para los tres tratamientos, mostrando efecto de
interaccion entre los factores (Tratamiento x Profundidad: Fio 72 = 3.16, p < 0.05; Fig.
1.7). Los valores de Eh fueros mas altos (condiciones oxicas) en el primer intervalo de
profundidad para todos los tratamientos, y en las capas mas profundas fue mas alto para
el tratamiento bioturbado B+C. Las diferencias fueron mayores entre los tratamientos
sin cangrejos (NBC y B) que entre los tratamientos B+C y B. El Eh en torno a las
cuevas en los tratamientos B+C y B mostr6 diferencias entre tratamientos y la distancia
a la pared de la cueva (Tratamiento: F; 43 = 36.84, p < 0.05; Distancia: Fs 43 =221.10, p
< 0.05; Fig. 1.8). En B+C, los valores de Eh fueron maés altos que en B; y en ambos
tratamientos el sedimento fue 6xico en el primer centimetro, volviéndose mas reducido
(menores valores de Eh) cuando aumenta la distancia a la pared de la cueva.

Efecto de Neohelice granulata en el transporte de material particulado en la
columna de sedimento. El nimero de micro-esferas halladas por gramo de sedimento
fue diferente para los dos tratamientos y para las distintas profundidades, mostrando

efecto de interaccion (Tratamiento x Profundidad: Fs 45 = 16.40, p < 0.05; Fig. 1.9). En
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la capa superficial, el contenido de micro-esferas fue similar para ambos tratamientos,
pero en las capas mas profundas este contenido fue menor en el tratamiento “sin
cangrejos” que en el tratamiento “con cangrejos”.

El coeficiente de bioturbacion (Dg) fue diferente entre los tratamientos (test-z: t =
10.98, g.1. =4, p < 0.001). En el tratamiento bioturbado, el valor de Dy fue 15 veces
mayor (Dg = 251 cm? afio”, DE = 47 cm? afio™') que en el tratamiento no bioturbado

(Dg = 15 cm? afio™!, DE = 6 cm” afio™).

DISCUSION

Los resultados de este Capitulo muestran que la actividad de Neohelice granulata
y sus cuevas tienen importantes efectos en las caracteristicas quimicas del agua de poro
de sedimentos intermareales. N. granulata afecta el transporte de material particulado
en la columna de sedimento, mezclando los primeros centimetros de sedimentos en
pocos dias. Ademas, las actividades del este cangrejo incrementan el contenido de
nitrogeno inorganico disuelto (NID) y cambia la distribucién de solutos en el agua de
poro del sedimento. El potencial redox de sedimentos con actividad de bioturbacion es
mas alto que el de sedimentos sin bioturbacidn, revelando que la bioturbacion oxigena
el sedimento. Los experimentos realizados muestran que la presencia y la actividad de
este cangrejo tiene efectos mas intensos que los producidos por la sola presencia de sus
cuevas.

Las caracteristicas de agua de poro en las areas naturales bioturbadas y no-
bioturbadas difieren de las observadas en los experimentos. Sin embargo, si los perfiles
de agua de poro de areas naturales se corrigen por la salinidad, esta inconsistencia

desaparece. Los perfiles corregidos de agua de poro de areas naturales estan en
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concordancia con los perfiles obtenidos en el experimento de exclusion realizado para
evaluar el efecto de actividades del cangrejo en las caracteristicas del agua de poro.
Tanto los perfiles naturales como los correspondientes al primer experimento muestran
un importante efecto de evaporacion, que no estaba presente en el segundo experimento
debido a cambios en las condiciones climaticas. La diferencia puede ser asociada con la
alta temperatura y bajo nivel de lluvias durante el muestreo en areas naturales y el
primer experimento. Ademads, en los muestreos y en el primer experimento, la aireacion
puede incrementar la desnitrificacion acoplada a la nitrificacion, por el aumento de la
disponibilidad de oxigeno y entonces estimulando la oxidacion aerdbica de amonio
(Rysgaard et al. 1994). Asi, estas condiciones ambientales extremas que generan el
desecamiento y aireacion del sedimento serian responsables de las bajas
concentraciones de amonio (consumido por oxidacion aerobica, ver Qiu & McComb
1996) en el sedimento medida durante en el muestreo y primer experimento,
comparadas con las concentraciones del segundo experimento.

El sedimento superficial con o sin bioturbacion es tipicamente 6xico (Fenchel et
al. 1998, este Capitulo). El sedimento bioturbado permanece con valores de Eh
superiores que el sedimento no-bioturbado (sin cangrejos o con cuevas no ocupadas),
donde los valores Eh reflejan que las condiciones sulthidricas son alcanzadas
rapidamente a medida que la profundidad aumenta. Sin embargo, la interaccion entre la
profundidad y el tipo del sedimento (i.e., bioturbado o no bioturbado por cangrejos)
muestra que la bioturbacion no solo afecta los valores de Eh, sino que también afecta la
forma de perfiles de Eh en funcion de la profundidad (i.e., la disminucion de Eh con la
profundidad es menor en sedimentos bioturbados con respeto a sedimentos no-

bioturbados). Los valores de Eh alrededor de cuevas ocupadas y no ocupadas muestran
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un patron similar. Estos resultados indican que N. granulata incrementa directamente
(bioturbacion) e indirectamente (presencia de cuevas) la oxigenacion del sedimento.
Asi, los cangrejos pueden favorecer el crecimiento y la productividad de vegetacion de
la marisma (ver Bortolus & Iribarne 1999, Bortolus et al. 2002, 2004), reduciendo la
produccion de sulfuros en el sedimento, que puede ser toxico para fauna bentonica
(Herman et al. 1999) y para la vegetacion (Bradley & Morris 1992); e incrementando
disponibilidad de oxigeno. La proporcion entre el incremento de area y el volumen de
sedimento ocupado por cuevas (optimizando el area de intercambio y la disponibilidad
de sedimento, Fig. 1.1D) sugiere que los cangrejos producen un mayor efecto positivo
para la vegetacion en los sedimentos de la marisma que en la planicie de marea. En la
marisma, la presencia de cangrejos es facilitada por la presencia de plantas (Bortolus et
al. 2002), donde las cuevas de los cangrejo también tienen efectos positivos en plantas
(Bortolus & Iribarne 1999, Bortolus et al. 2002) debido a la disminucién de niveles de
anoxia durante los periodos de inundacion.

Trabajos previos han mostrado la influencia de otros organismos bioturbadores,
como poliquetos y otros cangrejos, en las actividades microbianas (Aller 1994),
caracteristicas fisico-quimicas (Kostka et al. 2002) y ciclos de nutrientes (Kristensen &
Blackburn 1987) en sedimentos de marismas. Sin embargo hasta el momento, el
impacto de grandes bioturbadores como N. granulata ha recibido poca atencidon (pero
ver Ziebis et al. 1996). Por ejemplo, las cuevas de los cangrejos violinistas Uca pugnax
se extienden entre 5 y 25 cm de profundidad, con densidades de 224-480 cuevas m™;
incrementando los valores de Eh, mezclando continuamente los primeros 2-3 cm de
sedimento (Bertness 1985), e incrementando el transporte de particulas y el intercambio

entre agua-sedimento por medio de sus actividades (Kristensen 1985). Similarmente, N.
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granulata mezcla completamente al menos los primeros 10 cm de sedimento en 1 mes
(este Capitulo). El coeficiente de bioturbacion para sedimentos de Mar Chiquita (250
cm’ afio™) es bajo en comparacion con los estimados para sedimentos bioturbados por
Uca pugnax (~1000 cm? afio™). Sin embargo, los valores de Dg para el presente sitio de
estudio es similar a los reportados para planicies de marea bioturbadas por Macoma
balthica (Paalberg et al. 2005), y es alto si es comparado con valores de entre 0.2 y 150
cm’ afio”! estimados para sedimento bioturbado por poliquetos (Wheatcroft 1992; Berg
et al. 2001, 2003; Frangois et al. 2002). El alto grado de mezcla generado por este
cangrejo tiene un gran efecto en el transporte de aceptores de electrones y de materia
orgdnica (tanto disuelta como particulada), estimulando asi los procesos de
remineralizacion. La tasa neta de remineralizacion de MO estimada por el modelo
diagenético es mucho mas alta en sedimentos bioturbados (kG = 10.6, DE = 6.1 pM s™)
que en sedimentos no-bioturbados (kG = 4.9, DE = 17.8 uM s si hay cuevas no
habitadas; y kG = 0.02, DE = 0.013 pM s si no hay cuevas). Por otra parte, en
sedimentos no-bioturbados, la mayor parte de la remineralizacion de MO esta
restringida a los primeros 5 mm de sedimento (capa 6xica), mientras que en sedimentos
bioturbados, la remineralizaciéon de MO también tiene lugar en las capas mas profundas
de sedimento (ver Fig. I.10A). Las diferencias encontradas entre cuevas ocupadas y no
ocupadas indican que la alta tasa de remineralizacion de MO se debe tanto al
incremento en la penetracion de oxigeno en el sedimento como al transporte activo de
MO (y de aceptores de electrones) entre las capas superficiales y profundas del
sedimento. Asi, estos resultados muestran que N. granulata estimula directa- (actividad
de bioturbacion) e indirectamente (presencia de cuevas) la tasa de remineralizacion de

MO.
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La actividad de Neohelice granulata también afecta las vias de remineralizacién
de MO. Los resultados del modelo aqui aplicado muestran que la tasa aerdbica de
remineralizacion de MO integrada en la columna de sedimento es varios 6rdenes de
magnitud mas alta en sedimentos bioturbados (78 umol m™ s con cuevas ocupadas,
240 pmol m™ s con cuevas no ocupadas) que en sedimentos no-bioturbados (4.3 x 10™
umol m? s™). Por otra parte, las vias anaerdbicas también son estimuladas por N.
granulata. Los perfiles verticales de tasas de desnitrificacion (Fig. I.10B) indican que la
mayor parte de este proceso tiene lugar entre el primer y tercer centimetro de sedimento
en sitios bioturbados, aunque este proceso sea estimulado en toda la columna de
sedimento. Asi, el uso relativo de nitrato para la remineralizacién de MO integrado en la
columna de sedimento es varias veces mas alto en sedimento bioturbado (5.9 % y 2.2 %
para sedimentos con cuevas ocupadas y no ocupadas, respectivamente) que en
sedimento no-bioturbado (1.6 % de utilizacion de nitrato).

Al 1igual que ocurre en sedimentos bioturbados por el poliqueto Nereis
diversicolor, donde la nitrificacion ocurre entre los 0.9 y 1.5 mm de profundidad y la
reduccion de nitrato ocurre en las capas mas profundas concentradas en nitrato (Nielsen
et al. 2004), N. granulata también afecta las concentraciones de nitrato en relacion con
la profundidad y distancia a las cuevas. Por otra parte, la interaccion entre la
profundidad y el tipo de sedimento (i.e., sin cuevas, con cuevas no ocupadas o con
cuevas ocupadas) encontrada para el nitrato, indica que las diferencias en la
concentracion de nitrato son debidas tanto a la profundidad como a la
presencia/ausencia de cuevas y/o cangrejos (i.e., la concentracion de nitrato no cambia
con la profundidad en sitios sin cuevas; muestra un maximo superficial cuando hay

cuevas no ocupadas; y muestra un maximo subsuperficial cuando hay actividad de
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cangrejos dentro de las cuevas). En sedimentos bioturbados, la nitrificacion estd
restringida a la capa superior 6xica de sedimento (0.5-1.5 cm de profundidad). Perfiles
radiales en torno a las cuevas de N. granulata muestran un patron similar a este. Si hay
cuevas no ocupadas, la tasa de desnitrificacion es mas alta en la capa comprendida entre
los 0.5 y 1.5 cm, y la nitrificacidon ocurre predominantemente en los 5 mm superiores. El
contenido de amonio en agua de poro de sedimentos bioturbados es menor que en
sedimentos no bioturbados (aun cuando hay cuevas no ocupadas presentes), este patron
puede verse en la Fig. 1.4A, donde la proporcion entre las formas oxidadas y reducidas
del nitrégeno es mas alta en los sedimentos con cuevas ocupadas, probablemente debido
a la alta condicion redox de estos sedimentos. La menor concentracion de NID
integrada en la profundidad de sedimento analizada en sitios bioturbados comparada
con sitios no bioturbados puede deberse al aumento del flujo de NID desde el sedimento
a la columna de agua (ver Capitulo III) y como se ha descrito también para sedimentos
bioturbados por poliquetos (i.e., N. diversicolor, Kristensen & Hansen 1999). Asi, a
pesar del aporte de nitrogeno via excreciones de cangrejos y via depositacion pasiva de
sedimento rico en materia organica y nitrégeno organico dentro de las cuevas (Botto et
al. 2006), las paredes de las cuevas de cangrejos pueden actuar como las paredes de
cuevas de poliquetos, estimulando la actividad microbiana (Hansen et al. 1980,
Kristensen 1985, estos resultados), y aumentando no so6lo la produccién sino también la
exportacion de nitrégeno remineralizado.

Una de las fuentes mas importantes de nutrientes para las aguas estuarinas y
costeras proviene de la materia organica estuarial, aunque s6lo una pequena fraccion de
la misma es exportada como detritos (Nixon 1980). En estuarios con sedimentos

bioturbados, esto puede deberse a la deposicion pasiva de materia organica particulada
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dentro de las cuevas (ver Botto et al. 2006) o al enterramiento en el sedimento
(Gutiérrez et al. 2006), pero también a las altas tasas de remineralizacion de MO que
tienen lugar en sedimentos bioturbados (Kostka et al. 2002, Gribsholt et al. 2003,
Furukawa et al. 2004, este Capitulo). Los metabolitos y nutrientes producidos por la
degradacion de MO pueden ser consumidos en el estuario (soportando la trama tréfica
estuarial), o exportado hacia el océano costero como materia organica disuelta y
nutrientes disueltos. Considerando la extension tanto geografica como local de los
cangrejales (ver Iribarne et al. 2005, Botto et al. 2006), las altas densidades de N.
granulata, el gran tamano de sus cuevas y sus altas tasas de remocion de sedimentos
(Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne 2000), esperamos que los efectos en ciclos
biogeoquimicos tengan importantes consecuencias a gran escala. Los grandes cambios
biogeoquimicos inducidos por este cangrejo afectan las tasas y vias de degradacion de
materia organica en sedimentos intermareales, y es de esperarse un importante efecto en
los procesos microbianos y flujos de nutrientes hacia sistemas vecinos. Asi mismo, se
esperan efectos similares para otros estuarios habitados por otras especies cavadoras
(i.e., Callianassa y Upogebia en la costa oeste de USA; Posey 1986, Posey et al. 1991)

que mantienen cuevas permanentemente abiertas.
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Tabla L.1. Reacciones quimicas de las especies geoquimicas consideradas en el modelo

diagenético (Berg et al. 2003).

Reacciones redox primarias:

1

MO+0, M - ¥ ,COy +——NH] + H,0 R,

MO +0.8NO5 +0.8H" (1) - Y. COp +——NHj +1.4H,0 +0.4N, R,

MO+0.5503” +H* 11 - Y.CO, + - :IN NH} +11H,0+0.5H,S R,
Reacciones secundarias:

NHj +20, (0 - NO3 + Hy0+2H" R,

+ +
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Tabla L.2. Expresiones de las leyes de velocidad (Berg et al. 2003), y tasas de

reacciones netas consideradas en el modelo diagenético (Furukawa et al. 2004).

Leyes de velocidad:

_ [0,]

wo;| . Ko,
Kno; +[N03_J Ko, +[0,]

R2 = kG

soir] . Kngg . Ko,
o +15037| K wo; +[NO5 | Ko, +[0s]

R3 = kG

Ky

Ry =k, I,NH: ][02]
Reacciones de equilibrio:

|:NHI(ads):| = p1¢_¢ ky

+
NH ,

Tasas de reaccion neta:
1-¢
> Ro, =7R1 —2Ry
ZRNO; = _0.8R2 + R4

1-¢1

2 Rgp- = g 2

2Ry :%(C:N)(Rl +Ry + R3) = Ry
_1-¢

2 Rs co, ‘T(Rl +Ry + Ry)
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Tabla 1.3. Pardmetros empleados en el modelo diagenético inverso para los

tratamientos experimentales B+C, B y NBC.

Parametro Valor Comentarios
C+B B NBC
Dens1dad_ 2de cuevas 30 30 0
(cuevam™)
Radio de cuevas (m) 0.018 0.018 - Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne 2000
P (g m?) 1.72 1.72 1.77 Densidad del sedimento.
¢ 0.555 0.555 0.435 Porosidad del sedimento.
C:N 19.5 19.5 19.5 F Botto datos no publicados
D, (m*s™) 7.8 x 1071 1.14 x 107'° 1.14 x 107
a s 1.06 x 107 0 0
@ (cmafo™) 0.01 0.01 0.01 Tasa de sedimentacion
Dy (m*s™) 1.23 x 10 5.69 x 1071° 55x 1071 Coeficientes de difusion netos (Dg + Dp). Dg es el
po; (mz <) 117 % 10 5% 10710 484 % 10710 coeﬁc1§nte de difusion molecular corregido por la
B tortuosidad: D
Dy (m?s™) 118 x 10”7 5.13x 107" 4.97 x 107 D :%
5 1-2In
D% (m’s™) 2.22x10° 2.15x10° 2.06 x 10° ’
KO2 ,K(')Z 8 x 107 8 x 10°° 8 x 107 Constantes de Monod (Boudreau et al. 1998)
Ko Kyo: 3% 107 3x107° 3% 107
Koo Ky 0.001 0.001 0.001
ky 1.4 1.4 1.4 Constante de adsorcion de N (Mackin & Aller 1984)
ky (L mol ™! s™) 6.3 x 10 6.3 x 10 6.3 x 10 Constante de velocidad para la oxidacion de amonio con
O, (Berg et al. 2003)

-1 . § ;
[02]0 (mol L) 1.5x 10" 1.5 x 10" 1.5x 10" Concentraciones en la interfase agua- sedimento.
|NO; | (mol L) 5% 10° 5% 10° 5% 10°
|NH; |, (mot L) 4% 10° 4x10° 4% 107
|s072], (mot L) 0.02 0.02 0.02
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Fig. I.1. (A) Densidad de cuevas de N. granulata (cuevas - m™) a través de la zona
intermareal; (B) Volumen (m?) sin cuevas por m’ de sedimento a través de la zona
intermareal (%); (C) Area de intercambio generada por la presencia de cuevas en un m*
de area superficial (%); (D) Proporcion entre el area de intercambio y el volumen de
sedimento ocupado por cuevas a través de la zona intermareal. Las lineas verticales

separan el area de la marisma y de la planicie de marea.
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Fig. L1.2. Perfiles verticales de: (A) salinidad; (B) concentracion de sulfato; (C)

concentracion de nitrato; y (D) concentracion de amonio en cangrejales y no-

cangrejales; y perfiles radiales de (E) salinidad; (F) concentracion de sulfato; (G)

concentracion de nitrato; y (H) concentracion de amonio en la zona de cangrejales.
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Fig. 1.3. Perfiles verticales de: (A) salinidad; (B) concentracion de sulfato; (C)

concentracion de nitrato; y (D) concentracion de amonio en los tratamientos

experimentales B+C y NBC.
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Fig. 1.4. Perfiles verticales de: (A) NO;/(NOs” + NHy"); y (B) Fe(I)/ Fe(II + III) en los

tratamientos experimentales B+C y NBC.
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Fig. LI.5. Perfiles radiales de: (A) salinidad; (B) concentraciéon de sulfato; (C)
concentracion de nitrato; y (D) concentracion de amonio en el tratamiento experimental

B+C.
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Fig. 1.6. Perfiles verticales de: (A) salinidad; (B) concentracion de sulfato; (C)

concentracion de nitrato; y (D) concentracion de amonio en los tratamientos

experimentales B+C, B y NBC.
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Fig. 1.7. Perfiles verticales de potencial redox (Eh) de los tratamientos experimentales

B+C, B y NBC.
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Fig. 1.8. Perfiles radiales de potencial redox (Eh) de los tratamientos B+C y B.
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Fig. 1.9. Redistribucion de micro-esferas como resultado de la actividad de bioturbacion

de N. granulata.
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CAPITULO II

Efecto del cangrejo cavador intermareal Neohelice granulata sobre la

carga de nutrientes del agua freatica que ingresa al area costera *

* Este Capitulo corresponde a la publicacion cientifica:

Fanjul E, Grela MA, Canepuccia A, Iribarne O. 2008. The Southwest Atlantic intertidal
burrowing crab Neohelice granulata modifies nutrient loads of phreatic waters entering
coastal area. Estuarine, Coastal and Shelf Science 79: 300-306.



Capitulo II. Efecto de N. granulata en la quimica del agua freatica E. Fanjul

INTRODUCCION

Las descargas de agua subterrdnea pueden ser una fraccion importante de la
descarga total de agua dulce en areas costeras, principalmente en zonas donde no
existen aportes significativos de rios (Moore 1996, Lambert & Burnett 2003). En
algunos casos, la descarga subterranea hacia el mar puede influenciar la productividad,
biomasa y composicion especifica, y zonacion mediante las alteraciones en parametros
tales como salinidad y concentracion de nutrientes y contaminantes disueltos (Johannes
1980). Ademas, la tasa de aporte de nutrientes puede ser importante debido a la alta
concentracion de éstos en las aguas subterraneas costeras en comparacion con la
concentracion de las aguas costeras abiertas (Valiela 1990). Los nutrientes en las aguas
subterraneas estan involucrados generalmente con las transformaciones geoquimicas
que ocurren durante su paso hacia los sedimentos superficiales (Slomp & Van
Cappellen 2004). Aunque se sabe que el agua subterranea cruza a través de marismas y
sedimentos submareales antes de alcanzar las aguas estuariales (e.g., Harvey & Odum
1990), los posibles efectos bioldgicos en las caracteristicas de este agua no han sido
evaluados hasta el momento.

Las marismas generalmente constituyen la interfase entre los sistemas terrestres y
los cuerpos de agua estuariales o costeros, asi estos ambientes interactiian directamente
con las descargas de agua subterranea (Harvey & Odum 1990). Las marismas son filtros
muy efectivos y transformadores de nutrientes (e.g., Correl 1981); la vegetacion
presente en ellas influencia fuertemente la actividad microbiana del sedimento debido a
la excrecion de sustancias organicas y oxigeno por las raices (e.g., Moriarty et al. 1986;
Gribsholt & Kristensen 2002). Sin embargo, los organismos bioturbadores transportan

particulas y fluidos cuando realizan actividades de excavado, alimentacion,
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construccion de tubos e irrigacion de cuevas (e.g., Aller 1988, Aller & Aller 1998,
Capitulo I). Estos organismos aceleran los flujos agua-sedimento (Aller 1998,
Kristensen et al. 1991, Christensen et al. 2000), estimulando los procesos degradacion
anaerobica (Andersen & Kristensen 1992, Banta ef al. 1999, Capitulo I), y también
influenciando la forma y velocidad con la que esos metabolitos son reincorporados a la
columna de agua (Aller 1983, Kristensen & Kotska 2005). De esta manera, la
macrofauna y flora bentonica pueden afectar tanto la actividad de la comunidad
microbiana como los procesos de transporte y mezcla de sedimentos (Kristensen 1984,
Duarte 1995, Capitulo I).

Trabajos recientes han mostrado que el cangrejo cavador Neohelice granulata
tiene importantes efectos en la redistribucion de particulas (Botto & Iribarne 2000,
Escapa et al. 2008, Capitulo I), quimica del sedimento (Botto et al. 2005, Gutiérrez et
al. 2006, Capitulo I), y drenaje (Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne 2000) en estuarios
y bahias del Atlantico Sudoccidental. Sus cuevas permanecen siempre abiertas; en las
planicies de marea son cortas (hasta 40 cm de profundidad) con entradas en forma de
embudo; y en las marismas las cuevas son tubos rectos y verticales mucho mas
profundos (mas de 1 m de profundidad y 40 mm de didmetro medio) que alcanzan los
niveles del agua freatica (Iribarne et al. 1997, Bortolus & Iribarne 1999). Estas cuevas
permanecen llenas de agua incluso durante la marea baja, y la presencia de cuevas con
una o mas aperturas o con interconexiones cueva-cueva puede promover los flujos
subterraneos mediante bombeos inducidos por la presion diferencial que ocurre sobre
cada abertura durante la marea alta (Allanson et al. 1992, Ridd 1996, Perillo et al.
2005). Asi, los efectos de infiltracion de agua subterranea en los taludes de canales de

marea son promovidos por la presencia de cuevas (Perillo ef al. 2005). Los reservorios
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freaticos en las marismas del Atlantico Sudoccidental (ASO) a menudo circulan por
debajo de areas densamente perforadas por cuevas de cangrejos antes de descargar en
aguas estuariales o costeras (Iribarne ef al. 1997). Por otra parte, las cuevas promueven
el contacto entre la atmoésfera y las aguas fredticas afectando su estado redox, y la
actividad de cangrejos impactaria entonces directamente en la composicion quimica del
agua freatica.

La bioturbacion ha sido considerada generalmente como un proceso difusivo (i.e.,
continuo, simétrico y en con efecto a pequefia escala; Boudreau 1986, Boudreau et al.
1998), que estimula los flujos de nutrientes bentonicos desde los sedimentos
intermareales hacia las aguas costeras (Aller 1988, Kristensen et al. 1991, Christensen
et al. 2000). Sin embargo, hay muy poca informacion acerca del potencial efecto de
grandes agregaciones de animales que construyan cuevas profundas (como Neohelice
granulata) en las aguas subterraneas. Actualmente no existen trabajos que evaluen los
efectos de la actividad de bioturbacion en las descargas de agua subterraneas, incluso
cuando se reconoce ampliamente que estas aguas son una fuente importante de
nutrientes para las aguas costeras y sustenta gran parte de su productividad primaria
(Johannes 1980, Moore 1999, Burnett et al. 2001). Debido a que las cuevas de N.
granulata generalmente llegan hasta las aguas freaticas (Bortolus & Iribarne 1999) las
caracteristicas quimicas de este agua podrian ser modificadas via incorporacion de
sustancias atrapadas o producidas dentro de las cuevas (i.e., excreciones de cangrejos y
metabolitos resultantes de la actividad microbiana), y también como resultado de la
oxigenacion del agua facilitadas por la estructura de las cuevas. En este contexto, este

Capitulo tiene como objetivo principal evaluar el efecto de el cangrejo cavador N.
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granulata en las caracteristicas quimicas de el agua subterranea que descarga en aguas

costeras, utilizando muestreos dirigidos y experimentos de campo.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Las tarecas de campo detalladas en este Capitulo fueron realizadas
entre diciembre-2005 y abril-2006 en la Laguna Costera Mar Chiquita (Argentina, 37°
46" S, 57° 27" O; Fig. II.1). La laguna recibe contribuciones de agua subterranea de
aproximadamente 0.8 hm’ afio”, lo que representa alrededor de un 2.2% de su volumen
medio (Fasano et al. 1982). La mayor parte se sus sedimentos intermareales se
caracterizan por la presencia del cangrejo cavador Neohelice granulata, que genera
extensos cangrejales con hasta 60 cuevas m™ (e.g., Iribarne ez al. 1997, Botto & Iribarne
2000), que en la marisma alcanzan el nivel freatico (ver Introduccion).

Muestreos dirigidos (comparacion entre zonas del intermareal). Se realiz6 un
muestreo dirigido en marismas habitadas por Neohelice granulata (ver Fig. 11.1) para
evaluar si hay cambios en las caracteristicas quimicas del agua freatica a medida que
¢ésta cruza a través del cangrejal. Se construyeron pozos en el sustrato utilizando tubos
de PVC (hasta alcanzar profundidades de entre 0 y 15 cm por debajo del nivel del agua
freatica, 10 cm de diametro) para el muestreo de agua freatica en cuatro zonas diferentes
del intermareal definidas por su posicion relativa al nivel de la marea (ver Figs. II.1 y
I1.2A) y por la presencia/ausencia de cangrejos en la marisma. Se realizaron veintiocho
pozos en dos lineas diferentes paralelas a la linea de costa, ambas en zonas altas de la
marisma (pastizales altos y marisma alta) con el fin de tomar muestras de agua freatica
antes de que ésta cruce la marisma (ver lineas de pozos en Figs. II.1 y I.2A, “PA”

pastizal y “MA” marisma alta). Se realizaron catorce pozos en una linea paralela a la

-58 -



Capitulo II. Efecto de N. granulata en la quimica del agua freatica E. Fanjul

costa en la zona media de la marisma (“MM” marisma media, ver Figs. 1.1 y I1.2A)
para muestrear el agua fredtica cuando ésta estd cruzando el cangrejal, y otros catorce
pozos en el limite bajo de la marisma cuando comienza la planicie de marea (“PMA”
planicie de marea alta) para tomar muestras de agua freatica después de cruzar
completamente el cangrejal. Simultaneamente al muestreo de agua en los pozos de los
diferentes niveles se tomaron muestras de agua del canal de marea que irriga la marisma
(“CM” canal de marea). Las muestras de agua para el analisis quimico fueron tomadas
durante periodos de marea baja, transportadas inmediatamente al laboratorio, filtradas y
preservadas a -20° C hasta ser analizadas. Se determind luego la salinidad, pH,
concentracion de oxigeno disuelto y concentracion de sulfato, nitrato, y amonio. Para
evaluar la ausencia de diferencias en las variables medidas entre las zonas del
intermareal (Ho) se realiz6 un ANOVA sobre datos transformados (transformacion
logaritmica).

El contenido de sal en sedimentos fue medido para las zonas PMA, MM, MA y
PA. Para esto se obtuvieron muestras de sedimento (n = 14 para cada zona) utilizando
un cilindro de PVC (3 cm de didmetro, 10 cm de profundidad). Se determiné el
contenido de agua en estas muestras como la diferencia entre el peso himedo y seco
(determinado después de secar las muestras en estufa a 60° C hasta peso constante).
Luego, se tomaron submuestras (~ 10 g) para determinar salinidad en extractos de
relacion 1:2 sedimento seco:agua destilada. El contenido total de sal en sedimento fue
calculado con los datos de salinidad de los extractos y la humedad del sedimento de
cada zona del intermareal. La salinidad del agua de poro no pudo ser determinada de

manera directa debido al bajo contenido de agua de poro en estos sedimentos. La
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hipotesis nula de ausencia de diferencias en el contenido de sal entre las zonas del
intermareal fue evaluada con ANOVA (Zar 1999).

Los sedimentos de estas marismas suelen estar sobresaturados de sal,
ocasionalmente se pueden observar cristales de sal precipitada en superficie. Dado que
durante la marea baja el agua freatica circula y drena a través de sedimentos con alto
contenido de sal, es esperable que ocurra un progresivo incremento en la salinidad del
agua fredtica a medida que ésta cruza la zona intermareal. Asumiendo que el
desplazamiento general del agua subterranea en zonas costeras es desde zonas de tierras
altas (“PA”) hacia los canales de marea (“CM”), se utiliz6 un modelo de mezcla de dos
fuentes descrito por la ecuacion (1) para validar los gradientes de salinidad observados

en el campo:

S . +S.
PWisal:aixPWiS—allx 1_12 : xdi+(1_ai)stsal (1)

En la ecuacién anterior i representa el sitio en la marisma (los sitios fueron numerados

consecutivamente desde i = 1 en PA, hasta i = 5 en CM; ver Fig. IL.1); PW;“y S, son la

salinidad y el contenido de sal del sedimento medidos para cada sitio i; W* es la

salinidad del canal de marea; y d; es la distancia normalizada entre los sitios i € i-1. Los
factores a; y (1 - a;) representan el volumen relativo de agua de las fuentes PA o CM
respectivamente, que se mezclan en cada sitio i. Asumiendo que el volumen de agua de
PA y del canal de marea que se mezclan en el sitio i (i.e., a;) es proporcional a la

distancia entre el sitio i y las dos fuentes (i.e., PA y CM), este modelo permite estimar

las salinidades del agua freatica para los sitios MA, MM, y PMA. Los datos de PW "y

S, fueron remuestreados independientemente (n = 100) para cada sitio de la marisma
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(Manly 1998), para estimar las salinidades del agua fredtica para cada sitio segin la
ecuacion (1). La hipdtesis nula de no diferencia entre las salinidades del agua freatica
medidas y estimadas por la ecuacion (1) para los sitios MA, MM, y PMA fue evaluada
independientemente para cada sitio usando test de ¢ (Zar 1999); los grados de libertad
usados en estos test de ¢ fueron calculados a partir de los datos originales, siguiendo una
aproximacion conservativa (Manly 1998).

Experimentos de campo evaluando los efectos de cangrejos y cuevas. Se realiz6 un
experimento de campo con el fin de evaluar si la actividad de Neohelice granulata
tienen algln efecto en la cantidad y calidad de los nutrientes inorganicos disueltos en el
agua contenida dentro de las cuevas. Esto fue realizado en la zona media de la marisma
dominada por Spartina spp. (zona MM, ver Fig. 1I.1). El experimento fue compuesto
por tres tratamientos para discriminar si los cambios en la calidad del agua de cuevas
podrian ser explicados unicamente por el incremento del area de intercambio debido a la
presencia de la cueva, o también por la actividad de cangrejos dentro de ellas (i.e.,
bioturbacion, alimentacion y excrecion). Los tratamientos utilizados fueron: (1) areas
con presencia de cuevas artificiales y cangrejos (cueva + cangrejo, en adelante llamado
“B+C”); (2) areas con cuevas artificiales pero sin cangrejos (cuevas solas, en adelante
llamado “B”); y (3) areas de exclusion de cangrejos sin efecto ni presencia de cuevas
y/o cangrejos (tratamiento control, en adelante llamado “NBC”). En cada una de las
cuevas de los tratamientos B+C se introdujo un cangrejo adulto. Cada unidad
experimental estuvo separada de las demds por al menos 5 m, y fue cercada con una
malla pléstica (abertura 0.75 cm) de un metro de lado y 0.4 m de altura (n = 8 para cada
tratamiento). Los tratamientos fueron asignados al azar para cada unidad, y todas las

unidades experimentales fueron instaladas en areas previamente desprovistas de cuevas
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y cangrejos con el fin de comenzar el experimento sobre sedimentos no-impactados y
poder evaluar el impacto real de las cuevas y los cangrejos. Las cuevas artificiales
fueron construidas insertando tubos de PVC (4 cm de diametro, 1.2 m de profundidad y
con una densidad de 30 cuevas m™) en el sustrato y removiendo el sedimento atrapado
dentro del tubo (ver Iribarne et al. 2005). Las unidades experimentales fueron
inspeccionadas semanalmente, para asegurar la presencia de cangrejos dentro de las
cuevas para el tratamiento B+C, asi como también la ausencia de cangrejos y/o nuevas
cuevas en el tratamiento NBC. Las muestras de agua de las cuevas fueron tomadas
luego de 4 meses del inicio del experimento en el campo. En los tratamientos B+C y B
se tomo agua de las cuevas utilizando una jeringa (60 ml) provista de una manguera de
acrilico (5 mm de diametro) que fue inmersa 15 cm dentro de la cueva. Las muestras de
agua para el tratamiento NBC fueron tomadas en pozos (15 cm) construidos
previamente utilizando tubos de PVC (30 mm de didmetro). Estos pozos permitieron
tomar muestras de agua representativas de una columna vertical de 15 cm de agua de
poro. Todas las muestras de agua fueron tomadas durante periodos de marea baja, e
inmediatamente transportadas al laboratorio, filtradas y conservadas a -20° C hasta su
analisis. En estas muestras se midio salinidad, concentracion de sulfato (SO4Y),
concentracion de nitrato (NOj3'), concentracién de amonio (NH4'), concentracion de
oxigeno disuelto (O,) y pH. La hipdtesis nula de ausencia de diferencias en la
concentracion de nutrientes inorganicos disueltos en el agua de cuevas entre los
distintos tratamientos fue evaluada usando ANOVA (Zar 1999).

Analisis quimicos. La salinidad, concentracion de sulfato (SO,%), nitrato (NO5),
amonio (NH4"), oxigeno disuelto (O,) y pH fueron medidos en agua freatica y en agua

de cuevas (ver secciones anteriores). La salinidad, las concentraciones de sulfato, nitrato
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y amonio fueron determinadas siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo I. La
concentracion de oxigeno disuelto fue determinada in situ utilizando un oximetro
Oakton® Waterproof DO 300. El pH fue medido in situ utilizando un electrodo de pH

(HI 1230B, Hanna Instruments).

RESULTADOS

Muestreos dirigidos (comparacion entre zonas del intermareal). La concentracion
de solutos en el agua freatica fue diferente para las zonas del intermareal. La salinidad
fue dos veces mas baja en los sitios altos que en la linea media de la marisma (PA:
media = 16, DE = 6, n = 14; MM: media = 35, DE = 1, n = 14); la salinidad de las zonas
bajas de la marisma y planicies de marea (sitios PMA) también fue menor a la
correspondiente a los sitios MM, y registro valores intermedios en los canales de marea
(CM: media = 26, DE = 3, n = 14; ANOVA: F4¢5 = 40.39, p < 0.001; Fig. 11.2B). La
concentracion de sulfato fue mas alta en las zonas medias de la marisma (MM), y
mostrd sus valores mas bajos en los sitios altos de la marisma (ANOVA, datos
transformados: Fs 65 = 12.45, p < 0.001; Fig. I1.2C). Los valores de pH fueron mas bajos
antes (i.e., zonas altas PA y MA) que después de cruzar el cangrejal (i.e., PMA, ver Fig.
I1.1) mostrando valores intermedios en las zonas MA y MM (ANOVA datos
transformados: Fa ¢5 = 88.4, p < 0.001; Fig. 11.2D). La concentracion de nitrato en el
agua freatica fue aumentando desde las zonas altas (PA y MA) hacia la marisma media
(MM), mostrando los valores mas bajos en la planicie de marea (PM) y los més altos en
aguas abiertas dentro de canales de marea (CM; ANOVA datos transformados: Fy4 ¢5 =
20.31, p < 0.001; Fig. II.2E). El contenido de amonio fue 2.5 veces en promedio mayor

en PMA que en el resto de las zonas (ANOVA datos transformados: F4 ¢s = 15.70, p <
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0.001; Fig. I1.2F). La concentracion de nitrégeno inorganico disuelto (NID) fue mayor
en las zonas CM y PMA que en las zonas PA, MA y MM (ANOVA datos
transformados: F4 65 = 14.33, p <0.001; Fig. 11.2G).

El contenido de sal del sedimento fue mayor en las zonas de marisma media (MM)
que en las zonas altas PA y MA y bajas PMA. Este contenido de sal fue 14 veces mas
bajo en los pastizales altos (PA) que en el resto de los sitios (ANOVA: F;3 36 =38.28, p
< 0.001). No se hallaron diferencias entre la salinidad medida en agua fredtica y la
estimada a partir del modelo de doble entrada para las zonas MA (salinidad medida:
media = 28, DE = 3; salinidad estimada por el modelo: media=24, DE=9;¢t=1.71, gl
=26, p=0.10), MM (salinidad medida: media = 35, DE = 2; salinidad estimada por el
modelo: media = 37, DE = 10; t = 0.74, gl = 26, p = 0.468), y PMA (salinidad medida:
media = 33, DE = 2; salinidad estimada por el modelo: media=32, DE=75;¢t=0.27, gl
= 26, p = 0.789). De esta manera, el modelo de mezcla describi6 acertadamente el
gradiente en salinidad del agua fredtica a través de las distintas zonas dentro de la
marisma, indicando que el agua subterranea fluye desde los sitios altos hacia los bajos
disolviendo sales precipitadas en los sedimentos de la marisma.

Experimentos de campo para testeo de efecto de cangrejos y cuevas. Los resultados
de la manipulacion experimental mostraron que la presencia de individuos de Neohelice
granulata afecta la calidad del agua contenida en cuevas. La concentracion de sulfato
fue menor en agua de cuevas del tratamiento B y en agua de poro correspondiente al
tratamiento NBC que en agua de cuevas del tratamiento B+C (ANOVA: F, 5, =9.85, p
< 0.05; Fig. I1.3B). La concentracion de oxigeno disuelto fue mayor en agua de cuevas
del tratamiento B+C que para los otros tratamientos, y esta concentraciéon fue mayor en

el agua de cuevas del tratamiento B que en el agua de poro correspondiente al
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tratamiento NBC (ANOVA datos transformados: F, ,; = 725.01, p < 0.05; Fig. I1.3C).
La salinidad, pH, concentracion de amonio, concentracion de nitrato, y concentracion de
nitrogeno inorganico disuelto (NID) en agua dentro de cuevas para el tratamiento B+C
fue mayor que en agua de poro en sedimentos no-bioturbados correspondientes al
tratamiento NBC (ANOVA salinidad: F» 21 = 4.31, p < 0.05, Fig. I.3A; pH: F5 5 =
11.00, p < 0.05, Fig. I1.3D; amonio: F,, 21 = 9.73, p < 0.05, Fig. IL.3E; nitrato: F, 2 =
6.52, p < 0.05, Fig. IL.3F; NID: F, 5 = 10.72, p < 0.05, Fig. I1.3G). Todas estas
variables en el agua dentro de cuevas desocupadas (i.e., tratamiento B) presentaron
valores intermedios cuando fueron comparadas con el tratamiento B+C y NBC (Fig.

I1.3A, 3D-3G).

DISCUSION

Los muestreos, observaciones y experimentos realizados en el presente Capitulo
mostraron que el agua fredtica incrementa su concentracion de NID cuando cruza a
través de cangrejales de Neohelice granulata. Ademas, el experimento de manipulacion
en el campo reveld que la actividad de este cangrejo modifica la calidad del agua dentro
de las cuevas, la cantidad de sustancias disueltas en agua de cuevas fue siempre mayor
que en agua de poro de sedimentos no-bioturbados, mientras que el agua dentro de
cuevas deshabitadas mostro siempre valores intermedios para esas cantidades de
sustancias disueltas.
Circulacion de agua freatica debajo de cangrejales. Los cambios en la salinidad del
agua freatica entre las zonas de la marisma confirman que el agua subterranea en estas
costas circula desde tierras mas altas hacia los canales de marea. Estos datos muestran

que los patrones horizontales de salinidad son tipicos de un “estuario subterraneo”
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(sensu Moore 1999; Fig. 11.2B) en el que agua dulce y salada sufren procesos de
mezcla. Durante la marea baja, los canales de marea contienen una mezcla de agua de
mar y agua dulce superficial proveniente de la zona continental de tierras altas. En la
Laguna Costera de Mar Chiquita, la salinidad del agua de los canales de marea fue
menor que la salinidad del agua freatica que circula debajo de los sedimentos de la
marisma. Se sabe que gran parte del agua subterrdnea que es descargada hacia los
estuarios es interceptada por las marismas, y también es considerada como una
componente importante del agua de poro de la marisma sujeta a desecacion (Harvey &
Odum 1990). Ademas, se ha demostrado que la sal excretada por las raices de las
plantas de manglares puede causar incrementos en la salinidad de los sedimentos
circundantes hasta llegar a valores por encima de los 50 kg m™ (Passioura ez al. 1992).
Asi, en el presente sitio de estudio, el agua freatica circula a través de sedimentos
desecados con altos contenidos de sal, posiblemente debidos a la evaporacion de
grandes cantidades de agua contenida dentro de cuevas de cangrejos durante la marea
baja, y a la excrecion de sal desde las raices de Spartina densiflora. La salinidad medida
en el agua freatica en las distintas zonas de la marisma fue siempre igual a los valores
estimados utilizando el modelo de mezcla, indicando que este modelo de mezcla de
doble entrada describe eficientemente el gradiente de salinidad de agua freatica
existente en la marisma. De esta manera, los patrones de salinidad del agua freatica
encontrados en este sitio de estudio pueden ser explicados por la disolucion de sal
presente en sedimentos a medida que el agua freética se desplaza hacia zonas bajas, y
también por la mezcla del agua freatica con agua proveniente del canal de marea.

El incremento en la concentracién de nitrato en el agua freatica desde las zonas

altas hacia las zonas medias de la marisma podria ser debido a la presencia de cuevas de
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cangrejos (Fig. II.2E), ya que el agua dentro de cuevas tanto ocupadas como no
ocupadas es muy rica en nitratos (Fig. II.3F). En estas zonas de la marisma, cantidades
importantes de nitrato podrian percolar hacia el agua freatica a través de las cuevas de
cangrejos, que actuarian como conductos para sustancias disueltas (ver Stieglitz et al.
2000). Asi, en esta area, los cangrejos serian responsables del incremento en el
contenido de nitrato del agua freatica (ver Resultados). La remocion de nitrato en
marismas a través de procesos de desnitrificacion y reduccion no-asimilativa de nitrato,
puede estar limitada por el alto potencial redox de estos sedimentos como resultado de
la baja frecuencia de inundacién de las zonas altas de la marisma, dado que las bacterias
desnitrificadoras consumen nitrato s6lo en condiciones anodxicas (Hebert 1999). La
disminucién de la concentracion de nitrato en el agua freatica desde la marisma media
hacia la planicie de marea es resultado de su consumo bioldgico por plantas o por
bacterias desnitrificadoras (o reductoras de nitrato) que consumen nitrato via
desnitrificacion acoplada a procesos de oxidacion de materia organica. Este ultimo
proceso, que ocurre en sedimentos anoxicos (ver Hebert 1999), es estimulado por la
actividad de cangrejos (Capitulos I y III). En consecuencia, tanto la asimilacion por
plantas vasculares como la desnitrificacion por bacterias podrian ser los principales
sumideros de las altas concentraciones de nitrato halladas en agua freéatica y de cuevas
en estas zonas. El agua dentro de cuevas también presentd elevadas concentraciones de
amonio (ver Fig. II.3E), posiblemente debido a la acumulacion de heces de cangrejos y
a las altas tasas de degradacion de materia organica (que produce amonio como
producto final de nitrégeno, Hebert 1999) asociada al sedimento de las cuevas (Capitulo
I). De esta manera, el agua fredtica aumenta progresivamente su concentracion de

amonio en la direccion del flujo subterraneo. Cuando este agua se mezcla luego con
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agua rica en oxigeno proveniente de canales de marea, parte del amonio podria ser
removido por nitrificacién y convertido en nitrato (ver Slomp & Van Cappellen 2004).
Considerando que los valores absolutos individuales de concentracion de nitrato y
amonio podrian estar influenciados por la evaporacion de agua o por procesos de
mezcla, se verifico que la relacidon nitrato-amonio y nitrégeno total (NID), libre de esa
fuente de error, siguid la misma tendencia que los patrones de concentracion de nitrato y
amonio. Por ello, se puede concluir que los nutrientes presentes en aguas subterraneas
estan mayormente sujetos a transformaciones biogeoquimicas activas.

Incremento en nutrientes inorganicos en agua de cuevas. Debido a que las marismas
estan ubicadas entre sistemas terrestres y marinos o estuariales, y a las altas tasas de
transformaciones biogeoquimicas que en ellas se registran (Alongi 1998), muchos
trabajos sugieren que estos sistemas funcionan como filtros de nutrientes (Nixon 1980,
Correl 1981, Valiela et al. 2000). Asi, por medio de la intercepcion e inmovilizado de
nutrientes derivados de sistemas terrestres, reducirian la descarga de nutrientes hacia el
estuario o aguas costeras (Nixon 1980, Correl 1981, Valiela et al. 2000). Los resultados
de este Capitulo muestran que los organismos bioturbadores podrian afectar esta
capacidad filtro, influenciando la capacidad de estos sistemas de interceptar nutrientes
ya que construyen conductos por donde los nutrientes salen del sistema via agua
freatica. Ademas, en las marismas los cangrejos permanecen mucho tiempo dentro de
sus cuevas, donde defecan y acumulan alimento (i.e., plantas y detritos). Este proceso
genera la acumulacion de excreciones y nutrientes en diferentes estados de
descomposicion dentro de las cuevas que finalmente son removidos de la marisma via

agua freatica.
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El acoplamiento entre los sistemas pelagicos y bentdnicos resulta un componente
critico del ciclado de nutrientes dentro de sistemas estuariales, y constituye el principal
soporte de las tramas troficas en estos sistemas (e.g., Nixon 1980). Este acoplamiento
consiste en la depositacion y subsiguiente remineralizacion de materia organica (con
liberacion de nutrientes inorgéanicos) y en el transporte de esos nutrientes disueltos hacia
la columna de agua por medio de la interfase agua-sedimento (i.e., flujos bentdnicos;
Jahnke et al. 2003). Varios factores controlan la degradacion de materia organica en
sedimentos intermareales, incluyendo la composicion quimica de la materia organica, su
estado de descomposicion, absorcion de las superficies minerales, bioturbacion, y
condiciones ambientales tales como la temperatura y la disponibilidad de aceptores de
electrones (e.g., Keil ef al. 1994, Fenchel et al. 1998). En los sedimentos intermareales
del ASO, intensamente bioturbados por Neohelice granulata, las altas tasas de
degradacion de materia organica (Capitulo I) producen altas cantidades de nutrientes
remineralizados (Capitulo III) que son acumulados dentro de las cuevas (este Capitulo).
La bioturbacion afecta la capacidad filtrante de la marisma. Neohelice granulata
genera extensos cangrejales (e.g., Iribarne et al. 1997, Botto et al. 2006). Durante la
construccion y mantenimiento de sus cuevas estos organismos remueven grandes
cantidades de sedimento (mas de 6 kg m™ dia') que es depositado en superficie
(Iribarne et al. 1997, Escapa et al. 2008). Este proceso resulta en un alto coeficiente de
bioturbacién (250 cm? afio”, sensu Wheatcroft 1992, Capitulo I). Ademas, en las
marismas los cangrejos construyen cuevas tubulares y verticales de mas de 1 m de
profundidad (40 mm de diametro, Iribarne ef al. 1997), que directamente (bioturbacion)
e indirectamente (estructura de cuevas) aumentan la oxigenacion del sedimento (Daleo

et al. 2007, Capitulo I). Por otra parte, mediciones directas de perfiles radiales de
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compuestos quimicos en la interfase entre cuevas de N. granulata-sedimento indicaron
que el espesor de la capa oxica (i.e., la distancia radial desde la pared de la cueva en la
que la concentracion de oxigeno del agua de poro alcanza la concentracion promedio
del sedimento a una determinada profundidad) a 5 cm de profundidad es 0.875 cm
(Capitulo I). De esta forma, los fuertes cambios que esta especie genera en las
caracteristicas fisicas del sedimento (Botto & Iribarne 2000, Escapa et al. 2007),
afectarian las tasas y las vias de degradacién de materia organica (Capitulo I), y también
es esperable que esto influya en los procesos microbianos y flujos de nutrientes hacia
sistemas vecinos (ver Capitulo III).

Los sedimentos de marismas son en general poco permeables, debido al alto
contenido de arcillas (e.g., Botto & Iribarne 2000). Sin embargo, es esperable que la
construccion de cuevas y galerias afecte la permeabilidad del sedimento (Meadows &
Meadows 1991) proveyendo un eficiente sistema de trasporte de agua y solutos desde y
hacia el sustrato (Stieglitz et al. 2000). Las cuevas son entonces conductos para drenaje
que incrementan la permeabilidad global (Jones & Jago 1993, Stieglitz et al. 2000);
pero las sustancias mucosas secretadas por muchos invertebrados podrian disminuir la
permeabilidad debido a la obturacion de los espacios intersticiales del sedimento entre-
cuevas (Frankel & Mead 1973). En los sedimentos intermareales del ASO, Neohelice
granulata aumenta la porosidad del sedimento (¢) tanto en superficie como en
profundidad (Ppromedgio = 0.555 para sedimentos bioturbados y §promedio = 0.435 para
sedimentos no-bioturbados; Capitulo I). Dado que N. granulata no secreta sustancias
mucosas, pero construye cuevas profundas, es razonable pensar que aumenta la
permeabilidad del sedimento. Considerando estos cambios en la permeabilidad del

sedimento y el aumento en las tasas de remineralizacion producidos por la actividad de

-70 -



Capitulo II. Efecto de N. granulata en la quimica del agua freatica E. Fanjul

cangrejos, a través de las cuevas de estos organismos podria entrar grandes cantidades
de nutrientes en los reservorios freaticos. En este sentido, el transporte de nutrientes
disueltos hacia la columna de agua estuarial via agua fredtica seria también
incrementado por la actividad de cangrejos y presencia de cuevas. Considerando la
extensa distribucion espacial local y geografica de los cangrejales de N. granulata
(Iribarne et al. 2005), sus altas densidades y el gran tamafio de sus cuevas (Iribarne et
al. 1997, Botto & Iribarne 2000), es esperable que afecten los flujos de nutrientes a gran
escala. Los resultados aqui presentados muestran una nueva forma por la que los
organismos bioturbadores pueden afectar cualitativa y cuantitativamente la exportacion
de nutrientes desde las marismas hacia las aguas abiertas marinas o estuariales. Es
ademas posible que otras especies que construyan cuevas profundas semipermanentes
en marismas, como las construidas por otras especies de cangrejos (e.g., Letsch & Frey
1980, Bertness 1985) o anfipodos (e.g., Posey 1986, Posey et al. 1991), tengan efectos

similares al de N. granulata.
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Fig. I1.1. Mapa del area de estudio mostrando la distribucion especial de marismas de

Spartina densiflora y cangrejales de Neohelice granulata, asi como también la

localizacion de los pozos de muestreo.
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Fig. I11.2. (A) Corte de una seccion transversal tipica de marismas bioturbados por

Neohelice granulata. Caracteristicas quimicas del agua freatica que cruza a través de la

marisma: (B) Salinidad; (C) Concentracion de sulfato; (D) pH; (E) Concentracion de

nitrato; (F) Concentracion de amonio; y (G) Concentraciéon de nitrogeno inorganico

disuelto. Las diferentes letras representan diferencias significativas (test LSD; a = 0.05).
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Fig. II1.3. (A) Salinidad; (B) Concentracion de sulfato; (C) Concentracién de oxigeno

disuelto; (D) pH; (E) Concentraciéon de amonio; (F) Concentracion de nitrato; y (G)

Contenido de nitrégeno inorganico disuelto del agua de cuevas de los tratamientos B+C,

B y NBC. Diferentes letras representan diferencias significativas (test LSD; a = 0.05).
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INTRODUCCION

Las zonas intermareales mantienen la productividad de la zona costera por medio
del almacenamiento y reciclado de nutrientes que luego son exportados a las aguas
costeras (Nixon 1986, Nixon 1992, Alongi 1998). Debido a que la columna de agua es
somera, en estos sistemas los procesos bentdnicos tienden a ser mas importantes que los
pelagicos (Sundbick & McGlathery 2005). En areas con fondos blandos, la mayor parte
de los procesos biogeoquimicos ocurren en el sedimento, donde la densidad de
microorganismos es varios ordenes de magnitud mayor que en la columna de agua
(Sundbick & McGlathery 2005). La conexion mdas importante entre las tramas troficas
benténicas y pelagicas es la deposicion de material organica en el sedimento, y su
subsiguiente retorno a la columna de agua en forma de nutrientes reciclados
(principalmente N y P, Alongi 1998). El flujo de estos nutrientes hacia la columna de
agua esta intimamente acoplado a los procesos de remineralizacion que ocurren en los
primeros centimetros de la columna de sedimento. Asi, hay un fuerte y local
acoplamiento entre la depositacion de MO, su remineralizacion y flujos bentonicos de
nutrientes (Jahnke et al. 2003).

La disponibilidad de N es uno de los principales factores que regulan la
produccion primaria en los ecosistemas costeros (Herbert 1999). El proceso que
conduce el ciclo bentdnico del N es la degradacion de la materia orgédnica depositada en
el sedimento o exudada por las raices de las plantas (Hines et al. 1989, Jensen et al.
1990). Asi, la remineralizacion de N (la ruptura biologica de la materia organica que
tiene como producto al amonio) es considerada una de las fuentes mas importantes de N
disponible en estos sistemas (Howarth et al. 1988, Herbert 1999). El nitrégeno

remineralizado puede ser liberado desde el sedimento a la columna de agua,
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frecuentemente por medio de una compleja serie de procesos mediados
microbiologicamente que determinan la forma en la que el N es liberado, y
consecuentemente su grado de disponibilidad para la nueva produccidén primaria
(Risgaard-Petersen 2004). En este sentido, procesos como la nitrificacion (i.e., la
conversion aerdbica de amonio a nitrato) y la desnitrificacion (i.e., la conversion
anaerdbica de nitrato a nitrogeno gaseoso) son clave en la regulacion de la
disponibilidad de N en sistemas estuarinos (Risgaard-Petersen 2004), ya que el
acoplamiento entre ambos procesos implica la pérdida del N remineralizado del sistema,
principalmente en forma de N, atmosférico (Fenchel et al. 1998). Ademas, la mayor
parte del N biodisponible es reciclada varias veces entre organismos autotrofos y
heterétrofos, debido a que las tasas de ingreso de N via fijacion de N, atmosférico y su
salida del sistema via desnitrificacion son al menos un orden de magnitud menor que las
tasas de reciclado interno (Canfield et al. 2005).

El transporte de sustancias disueltas entre la interfase agua sedimento (i.e., flujos
benténicos), conecta al sedimento con la columna de agua (Alongi 1998). Los procesos
responsables de este transporte incluyen la difusion molecular (un proceso lento
conducido por gradientes de concentracion, Nedwell et al. 1999), procesos fisicos como
la adveccion de agua y resuspension de sedimentos, y también procesos complejos
mediados bioldgicamente como la bioturbacion y la bioirrigacion (Burdige 2006). En la
mayoria de los sedimentos bioturbados, la bioturbacion es el proceso de transporte mas
importante (Burdige 2006). Asi, en sedimentos bioturbados se ha demostrado un
importante impacto de poliquetos (Kristensen 1984, Kristensen 1988, Aller & Aller
1992) y crustaceos (Hugues et al. 2000, Webb & Eyre 2004) en los flujos de nutrientes

entre el sedimento y la columna de agua. La influencia de la macrofauna en estos
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procesos es compleja debido a que depende de multiples factores como por ejemplo el
tipo de bioturbador (el modo de alimentacion y excavado, secrecion de mucus,
irrigacion de las cuevas; ver Michaud et al. 2005, Pelegri & Blackburn 1995, Kristensen
2000), la disponibilidad de materia organica en el sedimento (Banta et al. 1999,
Kristensen 2001), la interaccion con micro- y meio-fauna (Solan & Wigham 2005), y la
temperatura (Aller & Aller 1992). Sin embargo, la mayoria de los estudios revelan que
la estructura de las cuevas aumenta el flujo de amonio a la columna de agua,
incrementan la nitrificacion, la desnitrificacion y también la toma de nitrato por parte
del sedimento (Mayer et al. 1995, Kristensen 1985, Nielsen et al. 2004). Por otra parte,
en sistemas con macrofitas enraizadas como las marismas el metabolismo radicular de
las plantas y su alta demanda de N para la produccién primaria también pueden tener
efectos en el ciclo del N. Por ejemplo, varios estudios muestran altas tasas de fijacion de
N, (i.e., la asimilaciéon de N, en moléculas con N fijado que son bioldgicamente
disponibles) en la rizosfera, acopladas a la actividad fotosintética via exudacion de
carbono labil por el sistema radicular (ver revision en Welsh 2000). Por otra parte, las
tasas de nitrificacion-desnitrificacion dependen de las influencias relativas del aporte de
oxigeno y la competencia por NID entre las plantas y las bacterias nitrificadoras y
desnitrificadoras (Welsh et al. 2000). Asi, los sedimentos de marismas estan afectados
por la presencia de vegetacion; que a través de la inyeccion directa de oxigeno hacia el
sedimento y la exudacion se sustancias por sus raices, incrementan la heterogeneidad
ambiental creando un mosaico de micro-nichos de superficies Oxicas y anoxicas
(rizésferas; Holmer et al. 2002). La combinacion e interaccion entre la macrofauna y las
raices de las plantas en sedimentos de marismas aumentando los procesos de transporte

y la heterogeneidad del sedimento, puede causar la coexistencia de multiples vias de
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remineralizacion de MO, con diversos efectos en los flujos bentonicos de nutrientes
(Korestky et al. 2005). El efecto bioldgico neto en estos flujos esta condicionado por las
caracteristicas del sedimento, disponibilidad y calidad de la material organica y
estructura de la comunidad benténica (Nielsen ef al. 2004, Fenchel et al. 1998). Sin
embargo, es generalmente aceptado que los organismos bioturbadores pueden
incrementar varias veces los flujos de nutrientes entre agua-sedimento, cuando los
comparamos con flujos controlados por difusion molecular (Burdige 2006).

Los extensos cangrejales del cangrejo cavador Neohelice granulata en marismas y
planicies de marea del ASO (hasta un 80% del area intermareal; ver Iribarne ef al. 2005,
Botto et al. 2006) incrementan el area expuesta de sedimento, el drenaje, el potencial
redox del sedimento (Capitulo I), y aumenta también la concentracion de oxigeno en el
sedimento (Daleo et al. 2007). Por medio de sus actividades de excavacion los
cangrejos mezclan continuamente al menos los primeros 10 cm de sedimento (Capitulo
I). La mayoria de las investigaciones se han centrado en evaluar los efectos ecoldgicos
de N. granulata a diferentes escalas, pero pocos trabajos han evaluado los efectos de
este bioturbador en la biogeoquimica del sedimento (pero ver Capitulos I y II).

Asi, considerando la extension de los cangrejales (Iribarne et al. 2005, Botto et al.
2006), su impacto en la dindmica del sedimento (e.g., Iribarne et al. 1997, Botto &
Iribarne 1999), en la quimica del agua de poro y en el transporte de particulas en la
columna de sedimento (Capitulo I), se puede esperar que tengan efectos en los procesos
microbianos y flujos de nutrientes a los sistemas vecinos. En este contexto, el objetivo
de este Capitulo es evaluar si el cangrejo cavador Neohelice granulata afecta los flujos
de nutrientes entre agua-sedimento, el ciclo del N, y el metabolismo bentonico de

sedimentos de marismas y planicies de marea.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Este estudio fue realizado en el extremo sur de la Bahia de
Samborombon, en planicies de marea y marismas de Spartina alterniflora ubicadas en
San Clemente entre Tapera de Lopez y Punta Rasa (Este de la Bahia Samboromboén, 36°
22’ S, 56° 45° O). El area es afectada por un régimen de mareas semidiurno con una
amplitud maxima de 1.4 m durante las mareas extraordinarias y una amplitud de marea
minima de 0.50 m durante las mareas de cuadratura. La planicie de marea estd
delimitada en su zona superior por marismas compuestas por Spartina alterniflora (en
la zona baja de la marisma) y Spartina densiflora (en la zona alta de la marisma) (para
una descripcion detallada ver Isacch et al. 2006).

Diseiio experimental. Para evaluar el efecto de Neohelice granulata en el metabolismo
benténico y flujos de sustancias disueltas a través de la interfase agua-sedimento, se
realizé un experimento de campo manipulando las densidades de cuevas y de cangrejos
dentro de camaras de incubacidn, tanto en sedimentos de planicies de marea como en
sedimentos de marisma. El experimento consistid en tres tratamientos en la marisma (n
= 12 cada uno), y tres tratamientos en la planicie de marea (n = 12 cada uno): (1)
inclusiones de individuos adultos de N. granulata dentro de cuevas artificialmente
construidas (B+C); (2) cuevas artificialmente construidas no habitadas (B); y (3)
exclusiones de cuevas y cangrejos usados como control no bioturbado (NBC). Las
cuevas artificialmente construidas (30 cm profundidad; 30 cuevas m™) fueron generadas
introduciendo un tubo de PVC (3.5 cm didmetro) en el sedimento (Iribarne et al. 2005).
Cada unidad experimental fue cercada con una malla plastica (abertura 0.5 cm) de 0.4 m
de altura. Las mediciones se realizaron después de 2 meses de la colocacion de las cajas

de exclusion. Las camaras para incubaciones bajo luz solar (n = 6) y en oscuridad (n =
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6) fueron insertadas aproximadamente 12 cm en el sedimento de cada unidad
experimental. La construccion de las cdmaras de incubacion es explicada en la siguiente
seccion.

Flujos a través de la interfase agua-sedimento. Los flujos de solutos a través de la
interfase agua sedimento y el metabolismo bentdnico fueron medidos en cada unidad
experimental (ver arriba) usando el método in sifu de las camaras flexibles. Las cdmaras
flexibles (Asmus et al. 1998) fueron construidas montando un film de PVC cristal en la
parte superior de un cafio de PVC (20 cm de diametro; 15 cm de alto). El otro extremo
del film de PVC cristal fue fijado a un anillo de PVC (20 cm diametro, 1.5 cm alto), al
que se le colocd una tapa de acrilico transparente con dos membranas de silicona (9
mm) para el muestreo con jeringas, o medidas in situ con microsensores. Las
incubaciones fueron realizadas durante marea alta tanto en la marisma como en la
planicie de marea. Las camaras fueron insertadas 12 cm dentro del sedimento en cada
una de las unidades experimentales, teniendo especial cuidado de que no queden
burbujas de aire atrapadas dentro de las mismas. Estas camaras flexibles transfieren el
movimiento del agua dentro de las mismas (Asmus et al. 1998), por lo que no es
necesario mezclar la columna de agua artificialmente durante el periodo de incubacion.
Las incubaciones fueron realizadas en condiciones de luz y oscuridad; las incubaciones
en oscuridad fueron logradas cubriendo las camaras correspondientes con un film opaco
de aluminio. Al final de la incubacidn, se determind el volumen exacto de agua dentro
de cada cadmara midiendo la altura exacta de cada cdmara. En las cdmaras con cuevas
(ver arriba), se determind el volumen de las cuevas midiendo el volumen de agua
necesario para llenar las mismas, y este volumen fue agregado al volumen de la camara

correspondiente.
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Se tomaron muestras de agua (50 ml) al inicio de la incubacion, y luego de 3
horas de iniciada la misma, tanto en las cdmaras de la marisma como de la planicie de
marea. En cada ocasion de muestreo, se midid in situ la temperatura del agua y
concentracion de O, disuelto. La concentracion de O, disuelto fue medida in sifu usando
un microsensor de oxigeno (Unisense A/S). Las muestras de agua para el andlisis de
nutrientes fueron filtradas in situ (Whatman GF/F) y conservadas a -20°C hasta su
analisis. En estas muestras se midi6 pH, salinidad, concentracion de sulfato, amonio,
nitrato y fosfatos. La salinidad fue medida usando refractometro de mano. Sulfato y
nitrato fueron analizados por medio de cromatografia ionica (columna Hamilton PRP
X110 de 150 mm, fase movil HCO;/CO5> 2.2/2.8 mM, deteccion de conductividad),
luego de la eliminacion de CI realizada pasando las muestras por cartuchos de Ag
(cartuchos IC-Ag, 0.5 mL, Alltech). La concentracion de NH, fue medida usando el
método del azul de indofenol (Solérzano 1969). El cambio en las concentraciones de
oxigeno en camaras expuestas a la luz sobre el tiempo de incubacion debe ser el
resultado neto de la produccion primaria y respiracion del sedimento. El cambio en las
concentraciones de oxigeno en las camaras incubadas en la oscuridad debe ser sélo
resultado de respiracion del sedimento (Howarth & Michaels 2000). La tasa de flujo de
cada soluto para cada camara fue calculada como diferencias en la concentracion entre
la muestra inicial y final, y relacionando esto con el volumen de cada camara, y el
tiempo de incubacion. La hipotesis nula de no-efecto de los cangrejos y de la exposicion
a la luz en los flujos bentonicos de cada sustancia medida fue evaluada con ANOVAs
de dos vias, independientemente para cada sustancia y sitio (i.e., marisma o planicie de
marea) (Zar 1999). De aqui en adelante, cuando se encontrd efecto de interaccion, los

efectos principales entre los factores no fueron considerados debido a la falta de
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independencia entre los mismos (Underwood 1997). En el caso de encontrar diferencias
entre los factores, se realizaron a posteriori test LSD de comparaciones multiples
(Underwood 1997).

Tasa de fijacion de N,. Para evaluar el efecto de los cangrejos en la tasa de fijacion de
N, en sedimentos de planicies de marea y marisma, se realizaron incubaciones similares
a las anteriores (tratamientos B+C, B y NBC, expuesto a luz y en oscuridad) pero en
presencia de acetileno (Stewart et al. 1967). Este método se basa en la baja
especificidad de las enzimas nitrogenasas a su sustrato natural (N,) y su capacidad de
reducir otros triples enlaces de moléculas pequefias, como el acetileno (C,H;). Asi, el
acetileno es preferentemente reducido por la nitrogenasa aun en presencia de N,
produciendo rapidamente etileno (C,H,4) (Candfield et al. 2005). Se realizaron multiples
inyecciones de agua destilada saturada en acetileno hasta conseguir una concentracion
final de 10% de acetileno dentro de cada cdmara (Jergensen & Serensen 1985).

Se tomaron muestras de agua (5 ml) al inicio, a los 60 y 120 minutos de iniciada
la incubacion. Las muestras fueron tomadas con jeringas y transferidas a frascos con
cierre hermético para gases (“gastight”) de 12 ml que contenian 2 ml de nitrato de plata
amoniacal, para precipitar el exceso de acetileno (David et al. 1980). La concentracion
de etileno en los frascos fue determinada por cromatografia gaseosa usando un
cromatografo Tracor 560 equipado con detector de ionizacion de llama, con una
columna Porapak Q a 40°C y N, ultra puro como gas portador. La tasa de fijacion de N,
fue estimada usando la proporcion teorica 3:1 entre el etileno producido y el N; fijado
(i.e., en presencia de acetileno se producen tres moleculas de etileno por cada molécula
de N, que se fijaria en ausencia de acetileno, Capone 1988). La hipotesis nula de no-

efecto de los cangrejos y de la exposicion a la luz en las tasas de fijaciéon de N, fue
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evaluada con ANOVAs de dos vias, independientemente para la marisma y la planicie
de marea (Zar 1999). La hipotesis nula de no-efecto de los cangrejos y los sitios (i.e.,
marisma o planicie de marea) en las tasas de fijacion de N, fue evaluada con ANOVAs
de dos vias (Zar 1999), empleando los datos agrupados respecto a la condicion de luz-
oscuridad.

Tasa de desnitrificacion. Con el fin de evaluar el efecto de los cangrejos en la tasa de
desnitrificacion en sedimentos de planicies de marea y marisma, se realizaron
incubaciones de laboratorio de sedimentos de los tratamientos B+C, B y NBC, en las
que se determind el potencial de desnitrificacion. Se extrajo de cada plot experimental
(n = 6 cada tratamiento) un cilindro de sedimento de 20 cm de diametro y 5 cm de
profundidad, que fue pesado y homogeneizado en el laboratorio. Una submuestra (15 g)
fue incubada en el laboratorio en presencia de acetileno (10 %) con el fin de determinar
la maxima actividad de desnitrificacion de la biomasa de enzimas presentes en el
sedimento al momento del muestreo. El acetileno inhibe la reduccion del N,O, el paso
enzimatico terminal de la desnitrificacion, haciendo que el N,O sea el producto final de
la misma (Balderston et al. 1976, Oremland & Capone 1988). Para que esta inhibicion
sea efectiva, son necesarias altas concentraciones de nitrato, por lo que es necesario
agregar nitrato (500 pM) al medio de incubacién, junto con 0.1 mg L' de
cloramfenicol. Este antibidtico inhibe la sintesis de novo de enzimas en las bacterias
desnitrificadoras en respuesta a las condiciones ideales generadas durante la incubacion,
pero preserva la actividad de las enzimas existentes (Bernot et al. 2003). Las
incubaciones fueron realizadas en condiciones de oscuridad, y a temperatura ambiente
(20°C) durante 24 horas. A las dos horas y a las 24 horas de iniciada la incubacion, se

midio la concentracion de N,O en la fase gaseosa por medio de cromatografia gaseosa,
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usando un cromatografo Tracor 560 equipado con detector de conductividad térmica,
columna Porapak Q a 35°C y He ultra puro como gas portador. La diferencia en la
concentracion de N,O entre la muestra inicial y final fue relacionada con el area de
sedimento incubado y el tiempo de incubacion para calcular el potencial de
desnitrificacion. La hipétesis nula de no-efecto de los cangrejos y los sitios (i.e.,
marisma o planicie de marea) en las tasas de desnitrificacion fue evaluada con ANOVA
de dos vias (Zar 1999).

Ademas, la tasa in situ de desnitrificacion fue medida durante incubaciones
iguales a las realizadas para la medicion de fijacion de N, (en planicie de marea y
marisma, tratamientos B+C, B y NBC, y condicién de luz y oscuridad), pero con el
agregado de nitrato (500 uM) y cloramfenicol (0.1 mg L"), ademas del acetileno (10 %
de saturacion). Se tomaron muestras (10 ml) para medir las concentraciones de N,O al
inicio y a los 30 y 210 minutos de la adicion del C,H,. Las concentraciones de 6xido
nitroso se midieron in situ inyectando la muestra en un frasco previamente evacuado
equipado con un microsensor de N,O (Unisense A/S), y también por cromatografia
gaseosa como se describi6 anteriormente.

Potencial de nitrificacion y mineralizacion de N. Para evaluar el efecto de N.
granulata en las tasas de nitrificacion y mineralizacion de N en sedimentos de marismas
y planicie de marea se realizaron incubaciones de sedimento en el laboratorio. Las
muestras de sedimento fueron extraidas de los mismos tratamientos y sitios que las
correspondientes a la medida del potencial de desnitrificacion. Cada cilindro de
sedimento (tratamientos B+C, B y NBC correspondientes a la marisma y a la planicie de
marea) fue homogeneizado y fraccionado en dos submuestras. Una submuestra (2 gr)

fue transferida al frasco de incubacidn, que fue mantenido en oscuridad y a temperatura
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ambiente durante 28 dias. La otra submuestra (2 gr) fue empleada para determinar el
contenido inicial de amonio y nitrato, extrayéndolos con 10 ml de KCI 1M. Luego de
finalizada la incubacion, se extrajo el sedimento incubado con 10 ml de KCI 1M para
determinar el contenido de amonio y nitrato final. La mineralizacién neta de N fue
estimada como el incremento en la cantidad de amonio y nitrato al final de la
incubacion, para el tiempo de incubacion y area de sedimento correspondiente. La
nitrificacion fue estimada como la diferencia entre la cantidad inicial y final de nitrato
para el tiempo de incubacion y area de sedimento correspondiente (Robertson et al.
1999). La hipotesis nula de no-efecto de los cangrejos y los sitios en las tasas de
mineralizacion de N y nitrificacion fue evaluada con ANOVAs de dos vias (Zar 1999)

para cada proceso.

RESULTADOS

Flujos a través de la interfase agua-sedimento. No se observaron cambios en la
salinidad y pH del agua dentro de las camaras durante la incubacion en ninguno de los
sitios ni condiciones de luz.

En sedimentos de planicie de marea, el consumo de oxigeno por el sedimento fue
diferente entre los distintos tratamientos (i.e., B+C, B y NBC) y también entre la
condicion de luz/oscuridad (Tratamiento: F, 30 = 83.5, p < 0.05; luz-oscuridad: F; 30 =
13.4, p < 0.05; Fig. III.1A). Los anélisis a posteriori indicaron que los tratamientos con
cuevas ocupadas presentaron los mayores consumos de O, siendo éstos mas altos en
condicion de oscuridad (luz: -5147 pmol O, m > h™', oscuridad -4605 pmol O, m 2 h™';
Fig. III.1A). Los tratamientos con cuevas no ocupadas presentaron consumos de O;

menores a los anteriores, y también mas altos para la condicion de oscuridad (luz: -3220
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umol O, m? h™', oscuridad: -2000 pmol O, m? h™'; Fig. IIL1A). Los menores
consumos se registraron para los tratamientos no bioturbados (NBC; -2100 pmol O, m >
h™"), sin diferencias entre luz/oscuridad. El flujo de amonio entre agua-sedimento
mostro efecto de tratamientos y también de luz/oscuridad, sin interaccion entre ambos
factores (Tratamiento: F; 39 = 26.06, p < 0.05; luz-oscuridad: F; 30 = 12.34, p < 0.05;
Fig. III.1B). Los flujos mas altos desde el sedimento hacia la columna de agua fueron
registrados en los tratamientos con cuevas ocupadas (luz: -1430 pmol NH;" m™~ h™',
oscuridad: -960 pmol NH, m? h™'; Fig. IIL.1B), y los mas bajos en los tratamientos sin
cuevas ni cangrejos (luz: 156 pmol NH,  m~ h''; oscuridad: -84 pmol NH,  m> h™).
Los tratamientos con cuevas no ocupadas presentaron valores intermedios, y diferencias
entre luz/oscuridad (luz: 670 pmol NH," m™ h™'; oscuridad: -34 umol NH;" m™= h™).
Para el flujo de nitrato, hubo interacciéon entre los tratamientos y la condicion de
luz/oscuridad (Tratamiento x luz-oscuridad: F» 30 = 18.0, p < 0.05; Fig. 1IL.1C). El
sedimento expuesto a la luz mostr6 el mayor consumo de nitrato por el sedimento en el
tratamiento con cuevas ocupadas (-1904 pmol NO;” m™? h™'; Fig. IIL.1C), valores
intermedios para el tratamiento con cuevas no ocupadas (-905 umol NO; m 2 h™") y los
menores consumos para sedimento sin cuevas ni cangrejos (-184 pmol NO; m 2 h™).
No se encontraron diferencias entre los tratamientos en condicioén de oscuridad, para los
que los valores de flujos de nitrato fueron similares a los encontrados para el
tratamiento NBC expuesto a la luz (entre -120 pmol NO; m > h™' y 9 pmol NO3 m > h”
1. En la planicie de marea, los flujos de sulfato mostraron efecto de interaccion entre
tratamientos y condicion de luz u oscuridad (Tratamiento x luz-oscuridad: F, 3o = 4.50,

p < 0.05; Fig. III.1D). Analisis a posteriori indicaron que los menores consumos de
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sulfato corresponden a los tratamientos NBC expuesto a luz y B+C en oscuridad; los
mayores consumos de sulfato se observaron en el tratamiento NBC en oscuridad.

En sedimentos de marisma, los flujos de oxigeno, amonio, y nitrato mostraron
interaccion entre tratamientos y condicion de luz/oscuridad (oxigeno: Tratamiento x luz-
oscuridad: Fy 30=156.77, p < 0.05; amonio: Tratamiento x luz-oscuridad: F; 3p=24.0, p
< 0.05; nitrato: Tratamiento x luz-oscuridad: F, 30=5.78, p <0.05; Fig. I11.2). El mayor
consumo de oxigeno por el sedimento se encontr6 en el tratamiento B+C en oscuridad
(ver Fig. IIL2A; -9370 umol O, m > h™"), mientras que el tratamiento B mantenido en
oscuridad mostré menores valores que el B+C (-6890 pmol O, m ™ h™"), pero mayores al
encontrado en el tratamiento B+C expuesto a la luz (-3330 pmol O, m 2 h™). Los tres
tratamientos restantes, mostraron menores consumos de oxigeno, y similares entre si
(entre -89 y -500 umol O» m™> h™"). El flujo de amonio hacia la columna de agua fue
mayor en el tratamiento B+C en oscuridad (+360 pmol NH," m™~ h'; Fig. IIL.2B),
seguido por el tratamiento B también en oscuridad (+109 pmol NH,  m > h™"). En los
tratamientos restantes, el flujo de amonio fue desde la columna de agua hacia el
sedimento, siendo menor en ambos tratamientos NBC y en el tratamiento B expuesto a
la luz (entre -63 y -108 pmol NH;" m > h™"), y mayor en el tratamiento B+C expuesto a
la luz (-223 pmol NH;" m? h™"). El mayor consumo de nitrato por el sedimento se
observo en los tratamientos B+C con y sin exposicion a la luz (-815 pmol NO; m > h'™
y -765 pmol NO;” m 2 h™! respectivamente); los tratamientos con cuevas no ocupadas
mostraron valores menores, y también diferencias entre luz (-637 pmol NOs m > h™') y
oscuridad (-483 pumol NO;” m 2 h™'). El tratamiento NBC expuesto a la luz mostrd
consumos de nitrato menores aun (-163 pmol NO;” m™~ h™), y no expuesto a la luz

mostrd flujos desde el sedimento a la columna de agua (+196 pmol NO;” m > h™'; Fig.
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IT1.2C). El flujo de sulfato mostrd interaccion entre la condicion de luz-oscuridad y los
tratamientos experimentales (Tratamiento x luz-oscuridad: F, 39 = 6.86, p < 0.05).
Ambos tratamientos NBC mostraron flujos de sulfato desde el sedimento hacia la
columna de agua, de magnitud similar (ver Fig. III.2D). Los tratamientos con cuevas no
ocupadas tampoco mostraron diferencias entre si, pero a diferencia de los tratamientos
NBC, mostraron consumo de sulfato por el sedimento. El tratamiento B+C expuesto a la
luz mostré mayores consumos de sulfato que los tratamientos B, pero menores que el
consumo registrado en el tratamiento B+C incubado en oscuridad.

También se observaron diferencias en el consumo de oxigeno entre los
tratamientos y sitios para sedimentos expuestos a la luz (Tratamiento: F, 3o = 108.55, p
< 0.05; Sitio: Fy 30=85.32, p < 0.05; Fig. III.3A). El mayor consumo de O, se observo
en los tratamientos B+C (-4605 pmol O, m > h™' para la planicie de marea y -3328 pmol
0, m > h™' para la marisma), los valores intermedios para los tratamientos B y NBC en
la planicie (-2000 y -2066 pmol O, m ™~ h™' respectivamente) y los menores consumos
para los tratamientos B y NBC en la marisma (-89 y -113 pmol O, m?> h''
respectivamente). El sedimento incubado en oscuridad mostrd interaccion entre los
sitios y tratamientos (Tratamiento x Sitio: F 30 = 140.71, p < 0.05; Fig. II1.3B). Todos
los tratamientos fueron diferentes entre si, y los mayores consumos fueron para los
tratamientos con cuevas y cangrejos de la marisma, seguido por los tratamientos con
cuevas ocupadas y no ocupadas de la planicie. Los menores consumos de observaron en
los tratamientos sin cuevas ni cangrejos de la planicie y de la marisma (ver Fig. I11.3B).

Los flujos de NID (agrupados para luz y oscuridad) mostraron interaccion entre
los tratamientos y el tipo de ambiente (i.e., planicie de marea o marisma) (Tratamiento x

Sitio: F», 30 = 9.51, p < 0.05; Fig. 111.4). Los analisis a posteriori indicaron que en la
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planicie de marea, no hubo efecto de los cangrejos en los flujos de NID, mientras que en
la marisma, las cuevas ocupadas estimularon la toma de NID por parte del sedimento.
Tasa de fijacion de N,. En sedimentos de planicie de marea, la tasa de fijacion de N,
mostro diferencias entre los tratamientos y entre la condicion de luz/oscuridad, sin
interaccion significativa entre ambos factores (Tratamiento: F» 30=40.79, p < 0.05; luz-
oscuridad: F, 30=8.73, p <0.05; Fig. II[.5A). Los anélisis a posteriori indicaron que los
tratamientos con cuevas ocupadas, tanto en condiciones de luz como de oscuridad,
presentaron los menores valores para la tasa de fijacion de N, (luz: 5.62 pmol N, m ™~ h™
' oscuridad 7.34 pmol N, m? h™'; Fig. IIL5A). Los tratamientos con cuevas no
ocupadas presentan tasas de fijacion de N, con valores intermedios, sin diferencias en
cuanto a la presencia/ausencia de luz (luz: 13.34 pmol N, m > h™'; oscuridad: 10.80
umol N, m™? h™'; Fig. IIL5A). Los valores mas altos fueron encontrados en el
tratamiento sin cuevas ni cangrejos (NBC) en luz (23.06 pmol Nom ™= h™).

En sedimentos de marisma, se encontraron diferencias entre los tratamientos pero
no entre la condicion de luz u oscuridad (Tratamiento: F» 30 = 14.01, p < 0.05; Fig.
IT11.5B). Los valores mas altos fueron encontrados en sedimento activamente bioturbado
(promedio luz-oscuridad: 102.17 pmol N, m 2 h™"), para los tratamientos con cuevas no
ocupadas se encontraron valores intermedios de tasas de fijaciéon de N, (promedio luz-
oscuridad: 51.52 pmol N, m™> h™'), mientras que los tratamientos no bioturbados
presentaron las menores tasas (promedio luz-oscuridad: 29.14 pmol Nom 2 h™).

Por otra parte, para ambas condiciones de luz-oscuridad, las tasas de fijacion de
N, mostraron efecto de interaccion entre el sitio (marisma o planicie de marea) y el
tratamiento (ANOVA de 2 vias; Tratamiento x luz-oscuridad: F, ¢¢ = 37.84, p < 0.05;

Fig. 1I1.6). Los analisis a posteriori indicaron que la mayor tasa de fijacion de N,
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corresponde al tratamiento B+C en la marisma (102.17 pumol N, m 2 h™") y la menor al
B+C en la planicie de marea (6.48 pmol N, m > h™'). Los tratamientos no bioturbados
(NBC) de la marisma y de la planicie de marea no muestran diferencias entre si (29.14
umol N, m? h™' y 19.82 umol N, m? h™', respectivamente), y presentaron valores
intermedios entre los tratamientos B+C de la marisma y de la planicie de marea. El
tratamiento B de la marisma tuvo tasas de fijacion de N, menores que el B+C de dicho
sitio, y mayores que las de los NBC; y el tratamiento B de la planicie de marea mostrd
tasas mayores que el B+C de este sitio pero menores que los NBC (ver Fig. I11.6).
Tasa de desnitrificacion. Los potenciales de desnitrificacion fueron mas altos en
sedimentos de la marisma de S. alterniflora que en sedimentos de la planicie de marea
(Sitio: Fy, 30 = 83.81, p < 0.05; Fig. II.7). Ademas, en ambos sitios se observaron
diferencias entre los distintos tratamientos (Tratamiento: F, 30 = 20.06, p < 0.05; Fig.
I11.7). Los andlisis a posteriori indicaron que en la marisma el potencial de
desnitrificacion fue mayor para sedimentos activamente bioturbados (cuevas ocupadas:
63.24 pmol N, m? h™"), mientras que los menores valores fueron registrados para
sedimentos sin cuevas ni cangrejos (31.58 pmol N, m™ h™); con valores intermedios
para los sedimentos con cuevas no ocupadas (51.82 pmol N, m™ h™). Por otra parte, en
la planicie de marea se observd un patrén similar, con los mayores potenciales de
desnitrificacion en sedimentos con cuevas ocupadas y no ocupadas (29.16 y 22.81 umol
N, m~h™ respectivamente), y los menores en sedimentos sin cuevas ni cangrejos (8.30
umol N, m? h™).

Las tasas de desnitrificacion in situ fueron menores que el limite de deteccion del
método empleado (1 pmol N, m™ h™'), tanto para la marisma como para la planicie de

marea y en condicion de luz y oscuridad, por lo cual no fueron incluidas en este analisis.
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Potencial de nitrificacion y mineralizacion de N. La tasa de mineralizacion de N
mostrd efecto de interaccion entre los sitios y tratamientos (Tratamiento x Sitio: F 30 =
45.65, p < 0.05; Fig. III.8A). Las mayores tasas de mineralizacion de N fueron
encontradas para sedimentos con cuevas ocupadas en la marisma (4028.6 pmol N m™ h’
") y en segundo lugar para cuevas ocupadas en la planicie de marea y cuevas no
ocupadas en la marisma (1848.35 pmol N m™? h' y 1527.60 pmol N m™ h™,
respectivamente). Los menores valores correspondieron a cuevas no ocupadas en la
planicie de marea, y a ambos tratamientos sin cuevas ni cangrejos.

La tasa de nitrificacion también mostrd efecto de interaccion entre los factores
(Tratamiento x Sitio: Fy 30 = 142.31, p < 0.05; Fig. II1.8B). Los mayores valores se
registraron para sedimentos con cuevas ocupadas en la marisma (3107.44 umol N m? h’
" y en segundo término para cuevas no ocupadas también en la marisma (1158.92 pmol
N m™h™). Los tratamientos con cuevas ocupadas de la planicie de marea y sin cuevas ni
cangrejos de la marisma presentaron tasas intermedias de nitrificacion, sin diferencias
entre ambos (453.56 pmol N m™ h™ y 381.47 umol N m™ h’', respectivamente). Las
menores tasas de nitrificacion fueron encontradas para los tratamientos B y NBC de la

planicie, sin diferencias entre ambos.

DISCUSION

Los resultados del presente Capitulo muestran un importante impacto de la
actividad de Neohelice granulata en el metabolismo bentonico, flujos de nutrientes
disueltos entre el sedimento y la columna de agua, y también en los procesos
relacionados con el ciclo del N, tanto en marismas de Spartina alterniflora como en las

planicies de marea adyacentes a las mismas. Ademas, los efectos de la actividad de este
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cangrejo fueron contrastantes entre marismas y planicie de marea para muchos de los
procesos evaluados. La presencia y actividad de los cangrejos estimula el metabolismo
benténico de la planicie de marea y de la marisma, tanto en condiciones de luz como de
oscuridad. De la misma manera, en ambos sitios los procesos de mineralizacion de N,
nitrificacion y desnitrificacion resultan también favorecidos. Sin embargo, la fijacion de
N, es estimulada en la marisma, pero inhibida en sedimentos de planicies de marea. Por
otra parte, en la planicie de marea, los cangrejos incrementan los flujos de amonio desde
el sedimento hacia la columna de agua tanto en presencia de luz como en oscuridad,
mientras que en la marisma, estimulan la toma de amonio por parte del sedimento (i.e.,
flujo desde la columna de agua hacia el sedimento). A su vez, en la marisma aumentan
el consumo de nitrato tanto en luz como en oscuridad, mientras que en la planicie de
marea soOlo lo hacen en presencia de luz. Los experimentos realizados muestran que la
presencia y la actividad de este cangrejo tienen efectos mas intensos que los efectos
producido por la presencia de sus cuevas para todos los procesos evaluados.

Estudios previos sugieren que la macrofauna y las macrofitas afectan
sustancialmente los ciclos geoquimicos de los elementos en ambientes marinos (ver
Kostka et al. 2002, Pedersen et al. 2004, Kristensen & Kostka 2005), pero pocos
estudios con enfoque experimental determinaron directamente los efectos
biogeoquimicos de estos macroorganismos, y su impacto en los flujos bentonicos y
ciclo del N. En este Capitulo se muestra, por medio de experimentos de campo, que N.
granulata tiene un importante impacto en el intercambio de O,, SO4>, y NID (i.e., NH;"
y NOj3) entre el sedimento y la columna de agua, tanto en marismas como en planicies
de marea. El metabolismo benténico (entre -90 y -9300 pmol O, m™ h™) y el efecto de

la macrofauna en el consumo de O, (entre 2.75 y 35-90 veces mads altos en sedimentos
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bioturbados que en sedimentos no-bioturbados, para planicies de marea y marismas,
respectivamente) son altos comparados con los rangos previamente reportados para
otros sistemas costeros (Hansen & Kristensen 1997, Alongi 1998, Gribsholt &
Kristensen 2003). El consumo de O, por el sedimento es el resultado del metabolismo
aerobico y anaerdbico de los macro- y micro- organismos bentdnicos, vegetacion
(microfitobentos en planicies de marea; microfitobentos y macrofitas en marismas), y
de la interaccion entre el oxigeno difundiendo hacia el sedimento y la re-oxidacion de
los compuestos metabolicos que difunden desde el sedimento. Las actividades de los
cangrejos y sus cuevas estimulan la toma de oxigeno en la marisma y planicie de marea
en condiciones de oscuridad; sin embargo en condiciones de luz, este proceso es soélo
estimulado por la actividad bioturbadora del cangrejo pero no por la presencia de sus
cuevas. Las diferencias entre los consumos de oxigeno en luz y oscuridad para cada
tratamiento (ver Figs. III.1A y III.2A) indican que la actividad de los cangrejos y la
presencia de sus cuevas estimulan la produccion primaria, siendo mayor este
incremento en la marisma que en la planicie de marea.

Los ecosistemas costeros de aguas someras son importantes sitios para la
remineralizacion de materia organica (Burdige 2006, Herbert 1999, Jorgensen &
Revsbech 1989). Varios estudios indican que la remineralizacion de N mediada por la
actividad heterotrofica de macro-organismos y microbiota tiene un rol importante en el
sustento de la produccion primaria tanto en ambientes dominados por fitoplancton o por
macroéfitas (La Roche 1983, McGlathery ef al. 2004). En los sedimentos intermareales
del ASO, N. granulata incrementa la remineralizacion de MO por medio del aumento
de la interfase agua-sedimento (i.e., cuevas) y por medio de sus actividades de

bioturbacion (Capitulo I). La produccion de nitrogeno inorganico disuelto ocurre en
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conjunto con la producciéon de carbono organico disuelto, por medio de la hidrolisis del
material organico particulado (Fenchel et al. 1998). Asi, la produccién de amonio (o
remineralizacion de N) esta enlazada y es dependiente de la remineralizacion de
carbono organico (Fenchel er al. 1998). En este sentido, los presentes resultados
muestran que los cangrejos aumentan mas los potenciales de remineralizacion de N y
nitrificacion en la marisma que en la planicie de marea; ademas, cerca del 75% del N
remineralizado en la marisma es nitrificado, mientras que en la planicie de marea solo
se nitrifica el 10-25% del N remineralizado. Sin embargo, el incremento de las
interfaces Oxicas/anoxicas producido por las estructura de las cuevas y por la actividad
de bioturbacidn, puede aumentar la desnitrificacion tanto directamente al incrementar el
flujo de nitrato hacia el sedimento, como indirectamente incrementando la nitrificacién
(Pelegri et al. 19994, Nizzoli et al. 2002, Nielsen et al. 2004). Los resultados del
presente Capitulo muestran que tanto los cangrejos como sus cuevas estimulan el
potencial de desnitrificacion en marismas y planicies de marea (ver también Capitulo I),
pero las tasas de desnitrificacion in situ fueron muy bajas en ambos sitios (debajo de 1
umol m? h™) comparadas con las registradas en sistemas similares (ver Hamersley &
Howes 2005, Herbert 1999). En sedimentos de planicies de marea, la actividad de
bioturbacion incremento los flujos de amonio hacia la columna de agua, en sedimentos
expuestos a la luz y en oscuridad, posiblemente debido a que el incremento en la
remineralizacion de N excede los requerimientos del microfitobentos y las tasas de
nitrificacion (ver McGlathery et al. 2004, Hamersley & Howes 2005). En las planicies
de marea estudiadas en este Capitulo, los cangrejos estimulan la produccion primaria
del microfitobentos y también la toma de nutrientes por el sedimento expuesto a la luz

(ver Resultados); por lo que probablemente, como ocurre en muchas planicies de marea
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donde el amonio no es limitante, la produccion de oxigeno por el microfitobentos
promueve el acople entre la nitrificacion y desnitrificacion (Canfield et al. 2005, An &
Joye 2001, Howes & Teal 1994).

En sedimentos de marismas, hay un aumento en las tasas de consumo de amonio
remineralizado por el sedimento, cuando los cangrejos o sus cuevas estan presentes en
sedimento mantenido en oscuridad, indicando que en oscuridad la produccion de
amonio por mineralizacion de MO excede su consumo por las raices de las macrofitas
(i.e., Spartina alterniflora) y los requerimientos de organismos nitrificadores
(McGlathery et al. 2004, Hamersley & Howes 2005). Sin embargo, en sedimentos
expuestos a la luz, los cangrejos estimulan la toma de amonio por el sedimento por
medio de la estimulacion de la toma e inmovilizacién de nutrientes por parte de las
plantas y el microfitobentos (Daleo ef al. 2007, Pedersen et al. 2004). En oscuridad, el
nitrato es exportado desde el sedimento hacia la columna de agua, pero es consumido
por el sedimento en condiciones de luz, como resultado de los requerimientos de las
plantas y bacterias heterotrofas (Fenchel et al. 1998). Sin embargo, tanto las actividades
de los cangrejos como sus cuevas cambian el flujo de nitrato saliente a entrante (i.e.,
consumo por el sedimento) cuando el sedimento permanece en oscuridad; y aumentan el
consumo de nitrato del sedimento expuesto a luz. Debido a que las tasas de
desnitrificacion son muy bajas (para revisiones completas ver Hamersley & Howes
2005, Herbert 1999), y a que la mayor parte de los organismos autotrofos prefieren
amonio y no nitrato como fuente primaria de N (Fenchel et al. 1998), este incremento
del consumo de nitrato estimulado por la bioturbacion en oscuridad no puede ser
explicado por medio de estos procesos. Trabajos recientes han mostrado que la

reduccion no-asimilativa de nitrato a amonio (DNRA, de “dissimilatory nitrate
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reduction to ammonium”), que incluye la reduccion de nitrato acoplada a la oxidacion
de sulfuro, puede ser un proceso importante en sedimentos intermareales y estuarinos
(Burdige 2006, Tobias et al. 2001, An & Gardner 2002). Por otra parte, tanto los
cangrejos como la presencia de sus cuevas invierten el flujo de sulfato desde el
sedimento hacia a la columna de agua (sedimento no bioturbado) a consumo de sulfato
por el sedimento; indicando que las actividades de bioturbacion estimulan la reduccion
de sulfato (y la produccion de sulfuro) en mayor grado en la oscuridad (e.g., Aller &
Yingst 1978, Hansen et al. 1996). Asi, las altas tasas de consumo de nitrato y sulfato en
sedimentos bioturbados de marismas en periodos de oscuridad, podrian estar
relacionadas entre si por medio de la amonificacion de nitrato (DNRA) acoplada a la
reoxidacion de sulfuro. De esta forma, los cangrejos y sus cuevas estarian estimulando
directa e indirectamente, el flujo de amonio hacia la columna de agua. Asi, las plantas
no solo compiten con otras plantas sino que también compiten con microorganismos
(e.g., desnitrificadores o reductores de nitrato) y con procesos quimicos por los
nutrientes inorgdnicos disueltos (en este caso nitrato) (Pedersen et al. 2004). De esta
forma, los nutrientes que son asimilados por las plantas permanecen temporalmente
inmovilizados y entonces no disponibles para otros procesos biogeoquimicos que
consuman nutrientes.

Los flujos bentonicos de N pueden ser usados como una medida neta de los
procesos individuales involucrados en el reciclado de este elemento en el sedimento
(Blackburn & Henriksen 1983, Herbert 1998). Cuando se evaluan los flujos de NID
tanto para sedimentos de planicies de marea como para marismas, indistintamente de la
condicion de luz u oscuridad (Fig. I11.4), se observa que en los sedimentos de planicies

de marea no hay efecto de bioturbacion, y no hay un intercambio neto de NID entre el
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sedimento y la columna de agua; mientras que en la marisma, tanto las cuevas no
ocupadas como las ocupadas incrementan el fluyjo de NID hacia el sedimento. Este
efecto contrastante de los cangrejos en los flujos benténicos de NID para marismas y
planicies de marea puede ser explicado si se tiene en cuenta que, si bien en ambos sitios
los cangrejos estimulan la degradacién de MO (ver Capitulos I y IV) y el metabolismo
bentoénico (ver resultados); en la marisma también estimulan el consumo de NID por los
productores primarios (e.g., Daleo et al. 2007, Bertness 1985, Montague 1982). Esto
explicaria el incremento en el flujo de NID hacia la columna de agua en la planicie de
marea, y la estimulacion del consumo de NID por el sedimento en la marisma. Esto
resultaria en una mayor disponibilidad de NID en el sedimento bioturbado en la planicie
de marea, y una menor disponibilidad de estos nutrientes en el sedimento bioturbado de
la marisma. La disponibilidad de N fijado es considerada como el principal factor que
regula la produccién primaria en ambientes marinos someros (Valiela et al. 1978,
Herbert 1999, Hauxwell & Valiela 2004). Debido a que el triple enlace N=N es muy
estable, la reduccion bioldgica de N, a amonio (i.e., fijacion de N,) es un proceso
energéticamente costoso y no favorable en sitios donde el NID esta disponible (Fenchel
et al. 1998). En la planicie de marea, donde la luz no es un factor limitante pero si lo es
la disponibilidad de material organica (ver Capitulo IV), los organismos foto-autotrofos
fijadores de N, (como las cianobacterias) tienen ventajas sobre los organismos fijadores
de N, heterotrofos (Herbert 1999). En este sentido, en la planicie de marea la
bioturbacion por N. granulata reduce la tasa de fijacion de N,, probablemente debido
tanto al aumento de la disponibilidad de NID, como a la limitacion de luz incidente
sobre las cianobacterias por medio de su enterramiento continuo. En las marismas, la

fijacion de N, por cianobacterias es considerada una fuente de N poco importante
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comparada con la fijacion de N, heterotrofica (e.g., por ejemplo por bacterias reductoras
de sulfato; Fenchel et al. 1998). Varios trabajos sugieren que las plantas limitadas por N
exudan carbono organico labil en sus rizosferas, lo que activa la fijacion de N, por
bacterias reductoras de sulfato (Fenchel ef al. 1998). En este sentido, la bioturbacion por
N. granulata aumenta la disponibilidad de carbono organico labil (e.g., incrementan el
fluyjo de carbohidratos hacia la columna de agua; ver Capitulo IV), reducen la
disponibilidad de NID (i.e., aumentando el consumo de NID; estos resultados), y
estimulan la actividad de las bacterias reductoras de sulfato (estimulan el consumo de
sulfato; estos resultados). Asi, las actividades de los cangrejos estimulan la fijacion de
N, en sedimentos de marismas de S. alterniflora, posiblemente realizada por un arreglo
de bacterias reductoras de sulfato y otras bacterias heterdtrofas fijadoras de N, (ver
Herbert 1999).

Muchos trabajos previos sugieren que la macrofauna de sedimentos intermareales
afecta la biogeoquimica del sedimento y el acoplamiento entre los sistemas bentonicos y
pelagicos (Marinelli 1994, Marinelli & Williams 2003). Sin embargo, la mayoria de
ellos estan basados en medidas de campo descriptivas o incubaciones de laboratorio que
incorporan la bioturbacion como variable (pero ver Webb & Eyre 2004, Capitulos I y
IV). Las mediciones de campo s6lo muestran patrones descriptivos de los diferentes
procesos biogeoquimicos; y las incubaciones en laboratorio demuestran los efectos de la
bioturbacion en estos procesos, pero generalmente no representan los efectos reales que
la bioturbacién puede tener en la naturaleza. En este sentido, por medio de mediciones
in situ con camaras bentonicas usadas dentro de experimentos de manipulacion, los
presentes resultados confirman los trabajos previos que sugerian que la macrofauna

influencia profundamente el ciclo del N y los flujos de NID en sedimentos marinos; y
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que muchos de estos efectos tienen en direccion opuesta en marismas y planicies de
marea. Varios trabajos muestran que la bioturbacion y las macrofitas enraizadas crean
un ambiente redox oscilante (e.g., Aller 1994, Holmer et al. 2002), donde las tasas de
remineralizacion de MO son altas, y el metabolismo del sedimento y ciclo del N son
muy afectados. Los resultados mostrados aqui no s6lo demuestran que la bioturbacion y
las macrofitas pueden afectar el metabolismo bentonico y procesos del ciclo del N, sino
también que la interaccion entre bioturbacién y macrofitas puede ser un componente
importante afectando la exportacion de nutrientes disueltos desde marismas hacia las
aguas abiertas. Dado que el cangrejo cavador N. granulata y S. alterniflora co-existen
en una amplia zona a lo largo de los estuarios y bahias del ASO (Botto et al. 2005,
Alberti et al. 2007, Daleo et al. 2007), los efectos individuales y conjuntos de ambos
organismos pueden ser el principal factor que controla las tramas troficas estuarinas y

costeras.
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Fig. I11.1. Flujos benténicos de oxigeno (A), amonio (B), nitrato (C), y sulfato (D) para
los tratamientos experimentales B+C, B y NBC en sedimentos de planicies de marea
incubados en condiciones de luz y oscuridad. Valores negativos indican flujos desde la
columna de agua hacia el sedimento. Las diferentes letras representan diferencias

significativas (test LSD; a = 0.05).
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Fig. II1.2. Flujos bentonicos de oxigeno (A), amonio (B), nitrato (C), y sulfato (D) para

los tratamientos experimentales B+C, B y NBC en sedimentos de marismas incubados

en condiciones de luz y oscuridad.
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Fig. I11.3. Consumo de oxigeno por el sedimento en marisma y planicie de marea en

condiciones de luz (A) y oscuridad (B) para los tratamientos experimentales B+C, B y
NBC.
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Fig. I11.4. Flujos bentonicos de NID para los tratamientos experimentales B+C, B y
NBC de marisma y planicie de marea en condiciones de luz y oscuridad (datos

agrupados para luz y oscuridad).
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Fig. I1L.5. Tasas de fijacion de N, en los tratamientos experimentales en la planicie de

marea (A) y marisma (B) para sedimentos expuestos a luz y oscuridad.
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Fig. I11.6. Tasa de fijacion de N, comparando los tratamientos experimentales de la

planicie de marea y de marisma para ambas condiciones de luz y oscuridad (datos

agrupados para luz y oscuridad).
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Fig. IIL.7. Potencial de desnitrificacion para los tratamientos experimentales de la

marisma y planicie de marea.
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Fig. I1L1.8. Tasas de mineralizacion de N (A) y nitrificacion (B) para los tratamientos
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experimentales B+C, B y NBC en sedimentos de marisma y planicie de marea.
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Capitulo IV. N. granulata v flujos de MO entre agua-sedimento E. Fanjul

INTRODUCCION

Los productores primarios son cuantitativamente importantes en la mayoria de los
sistemas costeros someros, y aunque estas areas representan menos del 2% de la
superficie ocednica, en ellas se genera cerca del 20% de la produccidn primaria marina
global (Charpy-Robaud & Sournia 1990, Pedersen et al. 2004). Mientras que algo del
carbono fijado por los productores primarios es consumido por herbivoros, la mayor
parte de este carbono entra a la trama trofica detritivora. Asi, el ingreso de material
organico al sedimento puede ser en forma de material particulado detritico proveniente
tejidos muertos, pero también puede ser en forma de secreciones de sustancias solubles
provenientes de las raices de las plantas (Hines et al. 1989). Ademas, en sistemas
someros las microalgas bentdnicas pueden presentar tasas fotosintéticas muy altas
(Revsbech & Jorgensen 1981); y la liberacion de materia organica disuelta (MOD) por
el microfitobentos estd positivamente relacionada con la tasa fotosintética (Biddanda &
Benner 1997). En este sentido, el microfitobentos, especialmente cuando forma matas
de microalgas marinas, provee un sustrato labil que sustenta muy altas tasas de
metabolismo microbiano (Revsbech ef al. 1983, Biddanda & Benner 1997). Este
funcionamiento es analogo a las plantas vasculares enraizadas, pero a otra escala
(Fenchel ef al. 1998). Entonces, en sedimentos intermareales costeros, la biomasa en
descomposicion es convertida nuevamente a carbono inorganico a través de la
hidrolisis/fermentacion (con formacién de carbono organico disuelto) y su subsecuente
mineralizacion (formaciéon de CO;) por organismos heterotrofos (Canfield 1993,
Kristensen & Holmer 2001).

La principal caracteristica de sedimentos y suelos es que son sistemas

esencialmente heterotroficos, en los que los productos de la produccién primaria son
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remineralizados y reciclados nuevamente hacia los foto-autétrofos. A causa de esta
funcion heterotrofica, la calidad y cantidad de material organico particulado que recibe
el sedimento es el factor mas importante que controla los procesos que ocurren en el
mismo (Fenchel ef al. 1998). En particular, la geoquimica de sedimentos marinos es
controlada tanto por la composicion del material inicialmente depositado en el
sedimento, como por los procesos quimicos, fisicos y bioldgicos que afectan a este
material luego de su depositacion. Estos procesos entran dentro de la categoria general
conocida como diagénesis temprana (sensu Berner 1980; Burdige 2006). Ademas, la
degradacion microbiana del carbono organico en el sedimento ocurre a escalas de
tiempo que van desde horas (para la ruptura bioldgica de bio-moléculas simples), hasta
millones de afios (para la mineralizacion de material muy refractario en sedimentos
marinos profundos; Canfield et al. 2005). Aunque se considera que la calidad de la
materia organica (i.e., su composicion quimica) es un factor importante que afecta su
utilizacion microbiana, hay relativamente poca informacion acerca de la relacion entre
la biodisponibilidad y composicion quimica de esta materia organica disuelta (pero ver
Henrichs 1992, Benner 2003, Candfield et al. 2005). La porcion labil de la materia
orgdnica principalmente consiste en compuestos simples o combinados (i.e.,
biopolimeros), e incluye carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucléicos que son
rapidamente remineralizados; mientras que la materia organica refractaria, compuesta
por sustancias complejas como acidos humicos y lignina, es lentamente mineralizada
(Henrichs 1992).

La infauna participa directamente en los procesos sedimentarios por medio del
metabolismo de materia organica acoplada a la respiracion aerdbica y excreciones

metabolicas (Furukawa 2005). Los organismos infaunales también modifican las vias
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metabolicas y los habitats microbianos cambiando los regimenes de transporte, la
disponibilidad de sustancias disueltas y particulada, y también por la creacion de
ambientes con fluctuaciones en sus estados redox (Furukawa 2005, Capitulo I).
Usualmente, la bioturbacion incrementa el metabolismo de toda la comunidad benténica
(e.g., Kristensen 1985, Doering et al. 1987, Andersen & Kristensen 1992, Capitulos I y
IIT). Por medio de la activa irrigacion y el movimiento de sedimentos por organismos
bioturbadores, se inyectan constantemente oxigeno y otros aceptores de electrones a las
capas anoxicas del sedimento, y desplazan rapidamente particulas entre las capas oxicas
y anoxicas (Aller 1994). Ademas, sedimentos y detritos en descomposicion en capas
oxicas superficiales pueden ser transportados a capas andxicas de sedimento y viceversa
durante la actividad de los bioturbadores, transfiriendo sustratos orgénicos labiles a
bacterias anaerdbicas y sustancias relativamente inertes a las bacterias aerdbicas capaces
de degradarlas (Montagne 1982, Hansen & Kristensen 1998). Asi, aunque en
sedimentos costeros las bacterias son responsables de la descomposicion de la materia
organica sedimentaria, la tasa de diagénesis temprana y la biogeoquimica de sedimentos
costeros son influenciadas por varios factores, incluyendo la tasa de aporte de material
organico del sistema, la fuente de detritos (i.e., calidad/composicion), la temperatura,
intensidad de bioturbacion, y la tasa de sedimentacion (Alongi 1998).

En sedimentos costeros, el carbono orgéanico disuelto (COD) es producido como
un intermediario en el proceso de remineralizacion de materia organica (Alperin et al.
1994, Burdige 2006). Debido a esto, y teniendo en cuenta procesos unicamente
difusivos, esto implicaria que los sedimentos constituyen una fuente potencial de COD
y nitrogeno organico disuelto (NOD) para las aguas costeras (Alperin et al. 1999,

Burdige 2006). La identificacion de las reacciones y los procesos de transporte que
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afectan las concentraciones, distribucién y composicion (y reactividad) de la MOD en
agua de poro es entonces critico para entender los procesos que controlan la
mineralizacion, metabolismo benténico y los flujos de MOD hacia la columna de agua
(Komada et al. 2004). Los sedimentos intermareales del Atlantico Sudoccidental
presentan altos coeficientes de bioturbacion (ver Capitulo I, Iribarne er al. 1997). En
estas areas, la intensa bioturbacién ejercida por el cangrejo cavador Neohelice granulata
afecta las tasas de remocion de sedimento (Capitulo I), incrementa la oxigenacion del
sedimento (Daleo ef al. 2007), aumenta el metabolismo bentdnico (Capitulo I, Capitulo
IT) y los flujos bentonicos de nutrientes inorganicos (Capitulo III). Varios trabajos
muestran que los extensos cangrejales de N. granulata son importantes areas de
retencion de macrodetritos, sugiriendo que podrian reducir la cantidad de materia
organica exportada desde las marismas, e incrementar localmente el contenido de
materia organica del sedimento (Iribarne et al. 1997, Botto et al. 2006). En este
contexto, el objetivo principal de este Capitulo es evaluar y cuantificar el efecto del
cangrejo cavador N. granulata en: (1) la tasa de remineralizacion de materia organica
(i.e., metabolismo bentdnico neto) en sedimentos intermareales; (2) el contenido,
composicion y labilidad de la materia orgéanica del sedimento; y (3) los fluyjo de MOD

entre el sedimento y la columna de agua, y la composicion de esta MOD.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio. Este estudio fue realizado en el extremo sur de la Bahia de
Samborombon, en planicies de marea y marismas de Spartina alterniflora ubicadas en

las cercanias de San Clemente del Tuyu, entre Tapera de Lopez y Punta Rasa (Este de la
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Bahia de Samboromboén, 36° 22° S, 56° 45° O). Para una descripcion detallada ver
Capitulo II1.

Diseiio experimental. Para evaluar el efecto de Neohelice granulata en el metabolismo
bentoénico, flujos de materia orgédnica disuelta a través de la interfase agua-sedimento, y
calidad de la materia organica del sedimento, se realizd un experimento de campo
manipulando las densidades de cuevas y de cangrejos dentro de unidades
experimentales, tanto en sedimentos de planicies de marea como en sedimentos de
marisma. El disefio experimental consiste en tres tratamientos con 12 réplicas cada uno
en sedimentos de marisma y planicie de marea. Los tratamientos fueron (1) inclusiones
de individuos adultos de N. granulata dentro de cuevas artificialmente construidas
(B+C); (2) cuevas artificialmente construidas no habitadas (B); y (3) exclusiones de
cuevas y cangrejos usados como control no bioturbado (NBC). Ver detalles en Capitulo
1.

Flujos a través de la interfase agua-sedimento. Los flujos de solutos a través de la
interfase agua sedimento y el metabolismo bentdnico fueron medidos en cada unidad
experimental (ver arriba) usando el método in situ de las camaras flexibles. Las cdmaras
fueron construidas de la misma forma que las del Capitulo III, siguiendo a Asmus et al.
(1998). Las incubaciones fueron realizadas durante marea alta, insertando las cdmaras
12 cm en el sedimento de cada una de las unidades experimentales, teniendo especial
cuidado de que no queden burbujas de aire atrapadas dentro de las mismas. A la mitad
de las camaras de cada tratamiento se las dejo expuestas a la luz solar (n = 6 cada
tratamiento), mientras que a la otra mitad (n = 6 cada tratamiento) se las cubrié con un
film opaco de aluminio para generar condiciones de oscuridad en el interior de la

camara.
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Se tomaron muestras de agua (50 ml) al inicio de la incubacion, y luego de 3 horas
de iniciada la misma, tanto en las cdmaras de la marisma como de la planicie de marea.
Las muestras fueron filtradas in situ a través de filtros de fibra de vidrio de 0.7 um de
poro (GF/F Whatman, previamente mufleados a 550 °C durante 12 h), y conservadas a -
20°C en frascos oscuros de vidrio. Todo el material usado para el muestreo y andlisis de
MOD fue lavado con &cido clorhidrico al 10 %, enjuagado con agua bidestilada y
secado en estufa a 60 °C; el material de vidrio fue ademas mufleado a 550 °C (Burdige
& Homstead 1994). En estas muestras se midio salinidad, concentracién de proteinas,
carbohidratos, y carbono inorgéanico total disuelto (TCO;). La salinidad fue medida
usando refractdbmetro de mano. La concentracion de carbohidratos fue medida
colorimétricamente siguiendo a Dubois et al. (1956), usando glucosa como referencia.
La concentracion de proteinas disueltas fue determinada usando el método del azul de
Coomasie, y expresada como equivalentes de albumina siguiendo a Mayer et al. (1986).
Las concentraciones de carbono inorganico total (TCO,) fueron medidas transfiriendo 2
ml de muestra a frascos herméticos previamente evacuados, y midiendo la
concentracion de CO; en la fase gaseosa de cada frasco por cromatografia gaseosa
(Tracor 560 equipado con detector de conductividad térmica, columna Porapak Q a
35°C y He ultra puro como gas portador) luego de acidificar la muestra con 100 pL de
acido fosforico IN. La tasa de flujo de cada soluto para cada camara fue calculada como
la diferencia entre la concentracion entre la muestra inicial y final, y relacionando esto
con el volumen de cada camara, y el tiempo de incubacion. La hipotesis nula de no-
efecto de los cangrejos y de la exposicion a la luz en los flujos bentonicos de cada
sustancia medida fue evaluada con ANOVA de dos vias, independientemente para cada

sustancia y sitio (i.e., marisma o planicie de marea; Zar 1999). En el caso de encontrar
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diferencias entre los factores, se realizaron a posteriori test LSD de maultiples
comparaciones (Underwood 1997).

Caracteristicas de la materia organica del sedimento. Con el fin de evaluar el efecto
de los cangrejos en las caracteristicas y contenido de la materia organica del sedimento
de planicies de marea y marisma, se extrajo de cada unidad experimental (sélo
tratamientos B+C y NBC; n = 6 cada tratamiento) sedimento correspondiente a
monticulos frescos (i.e., sedimento depositado por los cangrejos en la superficie; ver
Introduccidon General), pared de cuevas, sedimento superficial (0 a 0.5 cm) y sedimento
profundo (10 a 11 cm) para los tratamientos B+C; y sedimento superficial (0 2 0.5 cm) y
profundo (10 a 11 cm) para los tratamientos NBC. Las muestras de sedimento fueron
tomadas de las cajas experimentales empleadas para la medicion de los flujos a través
de la interfase agua-sedimento (ver seccion anterior), después de al menos 2 meses de
realizada la misma. Estas muestras fueron pesadas y homogeneizadas en el laboratorio,
donde se midi6 contenido de agua, contenido total de materia orgéanica (TOC),
carbohidratos totales, proteinas totales y lipidos. El contenido de agua (%) fue calculado
como la diferencia entre el peso seco (72 hs a 60 °C) y hiimedo; el contenido total de
materia orgéanica fue estimado como la pérdida de peso luego de la ignicién de las
muestras durante 8 hs a 550 °C. El contenido total de carbohidratos totales de
carbohidratos fue determinado siguiendo a Gerchakov & Hatcher (1972), usando
glucosa como estandar. El contenido de proteinas fue determinado tratando el
sedimento con 0.5 N NaOH durante 4 hs, y determinando colorimétricamente la
concentracion de proteinas en el extracto usando la reaccion del azul de Coomasie
(Mayer et al. 1986), empleando seroablumina bovina (BSA) como estandar. El

contenido de lipidos se determindé mediante extracciones con metanol y cloroformo
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como describen Rontani & Volkman (2005), pesando el residuo seco luego de la
completa evaporacion del solvente. Los contenidos totales de carbohidratos, proteinas y
lipidos fueron convertidos a equivalentes de carbono usando los factores de conversion
de 0.45, 0.49, y 0.75, respectivamente (Fabiano et al. 1995). La suma del carbono en
carbohidratos, proteinas y lipidos fue reportado como la fraccion de carbono
biopolimérica, y asumida como la fraccion del carbono total potencialmente
biodisponible para los consumidores (Fabiano & Danovaro 1994; Fabiano et al. 1995,
Danovaro 1996). Para todos estos analisis, se empled como blanco de reaccion a
sedimento correspondiente a cada muestra tratado en mufla a 550 °C durante 8hs. La
hipotesis nula de no-efecto de los cangrejos y las cuevas en la composicion de la
materia organica del sedimento fue evaluada con ANOVA de una via,
independientemente para cada sitio (i.e., marisma o planicie de marea; Zar 1999).

Biodisponibilidad de la materia organica del sedimento. Con el fin de evaluar el
efecto de los cangrejos en la biodisponibilidad potencial de la materia organica para los
consumidores, se realizaron incubaciones de laboratorio en muestras de sedimento
similares a las explicadas arriba. El carbono potencialmente labil, de reactividad
intermedia, y refractario (de aqui en adelante “C reactivo”, “C intermedio”, y “C
refractario”, respectivamente) se determind por medio de incubaciones aerdbicas de
largo plazo (8 meses). El sedimento fue colocado en botellas de vidrio (10 mL)
previamente lavadas con acido (10% HCI), iniciando la incubaciéon por medio del
inoculado de las botellas con un 1% (vol:vol) de in6culo con un ensamble natural de
microorganismos (i.e., 1:1 vol:vol sedimento superficial sin tratar: agua de mar artificial
estéril) con el fin de los microorganismos presentes fueran los mismos en todos los tipos

de sedimentos. Las muestras fueron incubadas en la oscuridad a temperatura ambiente
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(20 °C) y monitoreadas en cuanto a produccion de CO, durante un periodo de 250 dias.
En cada ocasion de muestreo, la atmosfera de cada botella fue removida por ventilacion
con aire humidificado, y tapada nuevamente. Al inicio y luego de aproximadamente 5
hs, se muestreo y determind la concentracion de CO, en la atmosfera de cada botella. La
concentracion de CO, fue determinada por cromatografia gaseosa (ver arriba). Las
fracciones de carbono labil, intermedio y refractario fueron estimadas siguiendo a
Robertson et al. (1999). El término C reactivo se refiere a la porcion de C de la materia
organica que es utilizado por los microorganismos dentro de un periodo de 12 dias de
incubacion, bajo las condiciones experimentales. La hipotesis nula de no-efecto de los
cangrejos y las cuevas en la biodisponibilidad de la materia organica del sedimento fue
evaluada con ANOVA de una via, independientemente para cada sitio (i.e., marisma o

planicie de marea; Zar 1999).

RESULTADOS

Flujos a través de la interfase agua-sedimento y metabolismo del sedimento. En
sedimentos de planicie de marea, el flujo de didéxido de carbono entre el sedimento y la
columna de agua fue diferente entre los distintos tratamientos (B+C, B y NBC) y
también entre la condicion de luz/oscuridad (ANOVA de 2 vias: Tratamiento: F, 30 =
23.18, p < 0.05; luz-oscuridad: F; 30 = 4.4, p < 0.05; Fig. IV.1A). Los andlisis a
posteriori indicaron que los tratamientos con cuevas ocupadas presentan flujos de CO,
desde el sedimento hacia la columna de agua, mientras que los tratamientos restantes
muestran consumo de CO, por parte del sedimento sin diferencias entre ellos (Fig.
IV.1A). El flujo de hidratos de carbono (HCO) entre agua-sedimento mostréd efecto de

interaccion entre ambos factores (ANOVA de 2 vias: Tratamiento x luz-oscuridad: F;, 30
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=10.17, p < 0.05; Fig. IV.1B). Los tratamientos con cuevas ocupadas mostraron flujos
desde el sedimento hacia la columna de agua para ambas condiciones de luz (promedio:
163 pmol glucosa m > h™'), mientras que los tratamientos sin cuevas ni cangrejos
mostraron consumo de hidratos de carbono por el sedimento, siendo este consumo
mayor en condiciones de oscuridad (-1489 pmol glucosa m~ h'; Fig. IV.IB). Los
tratamientos con cuevas no ocupadas presentaron valores intermedios, y diferencias
entre luz-oscuridad (fuz: -709 pmol glucosa m > h™'; oscuridad: -258 pmol glucosa m™
h™). El flujo de proteinas presenté interaccién entre los tratamientos y la condicién de
luz-oscuridad (ANOVA de 2 vias: Tratamiento x luz-oscuridad: F 3= 15.38, p < 0.05;
Fig. IV.1C). El sedimento sin cuevas ni cangrejos expuesto a la luz mostr6é el mayor
consumo de proteinas (PRT) por el sedimento (-2243 umol BSA m > h™'), mientras que
no se encontraron diferencias entre los demas tratamientos (promedio: +102 pmol BSA
m>h™).

En sedimentos de marisma, los fluyjos de CO, mostraron interaccion entre
tratamientos y condicion de luz/oscuridad (ANOVA de 2 vias: Tratamiento x luz-
oscuridad: F, 3= 38.28, p < 0.05; Fig. IV.2A). El mayor flujo de CO; a la columna de
agua se encontr6 en el tratamiento B+C expuesto a la luz (ver Fig. IV.2A; +46757 umol
CO, m ™ h™"), seguido por este mismo tratamiento incubado en oscuridad (+38106 pmol
CO, m> hfl). FEl tratamiento B mantenido en oscuridad mostré menores valores los
B+C (24914 pmol CO, m ™ h™"), pero mayores que los encontrados para los tratamientos
restantes (Fig. IV.2A). El flujo de hidratos de carbono mostré efecto entre las
condiciones de luz-oscuridad (ANOVA de 2 vias: luz-oscuridad: F;_ 3o =4.86, p < 0.05;
Fig. IV.2B). El tratamiento B+C expuesto a la luz mostré flujos de hidratos de carbono

desde el sedimento hacia la columna de agua (+165 pmol glucosa m > h™'; Fig. IV.2B),
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siendo diferentes a los encontrados para los tratamientos B y B+C en oscuridad (+245 y
+237 pmol glucosa m 2 h™', respectivamente). El flujo de proteinas mostrd interaccion
entre la condicion de luz-oscuridad y los tratamientos experimentales (ANOVA de 2
vias: Tratamiento x luz-oscuridad: F, 30 = 7.72, p < 0.05; Fig. IV.2C). El tratamiento
B+C expuesto a la luz mostr6 flujos de proteinas desde el sedimento hacia la columna
de agua (+50 pmol BSA m™ h™'), mientras que los tratamientos restantes mostraron
consumos de proteinas por el sedimento. Los mayores consumos fueron registrados para
el tratamiento B en oscuridad (-157 pmol BSA m 2 h™"), y los menores consumos para el
tratamiento B expuesto a la luz (-58 pmol BSA m 2 h™'; Fig. IV.2C), los tratamientos
restantes presentaron valores intermedios de consumo de proteinas, sin diferencias entre
si (promedio: +108 pmol BSAm > h™).

Caracteristicas de la materia organica del sedimento. En la planicie de marea, se
encontraron diferencias en el contenido de carbohidratos, proteinas, lipidos, y carbono
organico total entre sedimentos bioturbados correspondientes a monticulos generados
por cangrejos, paredes de cuevas, sedimento superficial y sedimento profundo (B+C), y
sedimento no-bioturbado (NBC) superficial y profundo (ANOVA; carbohidratos: Fs_ 4
=12.18, p < 0.05, Fig. IV.3A; proteinas: Fs 4 = 4.04, p < 0.05, Fig. IV.3B; lipidos: Fs,
24 = 11.70, p < 0.05; Fig. IV.3C; carbono orgdnico total: Fs 24 =197.31, p < 0.05, Fig.
IV.3D). En la planicie de marea, el contenido mas alto de carbono en carbohidratos
totales fue encontrado en el sedimento superficial no bioturbado (3134 ug C-HCO g
sedimento seco'), y los menores contenidos de carbohidratos totales fueron
encontrados en sedimento de monticulos (1069 pg C-HCO g sedimento seco ',
ANOVA: Fs 5 = 12.18, p<0.05; Fig. IV.3A). El resto de los tratamientos mostraron

valores intermedios a estos, sin diferencias entre los mismos. El mayor contenido de
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proteinas se encontr6 en el sedimento de monticulos (19.54 ug C-PRT g sedimento
seco '), seguido por el sedimento de paredes de cuevas (12.04 pg C-PRT g sedimento
seco ). El menor contenido de proteinas se registrd en el sedimento profundo del
tratamiento B+C (6.8 pg C-PRT g sedimento seco '), y el resto se los sedimentos
mostraron valores intermedios sin diferencias entre ellos (Fs, 24 = 4.04, p < 0.05; Fig.
IV.3B). El contenido de lipidos (LIP) fue diferente entre los diferentes tipos de
sedimento (Fs 24 = 11.70, p < 0.05; Fig. IV.3C). Los andlisis a posteriori indican que la
mayor concentracion de lipidos corresponde a sedimento superficial no bioturbado
(361.3 pg C-LIP g sedimento seco '), y los menores contenidos de lipidos fueron
registrados en el sedimento de monticulos y de pared de cuevas (228 y 221 ug C-LIP g
sedimento seco ', respectivamente). De la misma forma, el contenido de carbono
organico total fue diferente para los diferentes sedimentos (Fs .4 = 197.31, p <0.05; Fig.
IV.3D). Los menores contenidos de carbono se presentaron en los sedimentos de
monticulos, paredes de cuevas y sedimento profundo correspondiente al tratamiento
bioturbado (10.53, 11.97 y 10.15 mg C g sedimento seco ', respectivamente), seguido
por sedimento superficial de este mismo tratamiento (14.51 mg C g sedimento seco ), y
luego por sedimento profundo no bioturbado (35.4 mg C g sedimento seco '). El
contenido mas alto de C fue encontrado en sedimento superficial no bioturbado (Fig.
IV.3D).

En la marisma, la concentracion de carbohidratos totales fue diferente entre los
distintos tipos de sedimento analizados (ANOVA: Fs »4 = 19.20, p<0.05; Fig. IV.3E).
Analisis a posteriori indican que los mayores contenidos de carbohidratos totales fueron
encontrados en sedimentos bioturbados correspondientes a monticulos, paredes de

cuevas, y sedimento superficial de los tratamientos bioturbados y no bioturbados
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(promedio: 4198 pg C-HCO g sedimento seco ). El sedimento bioturbado profundo
mostrd valores mas bajos (2708 pg C-HCO g sedimento seco ), pero mayores a los
encontrados para sedimento profundo no bioturbado (1880 pg C-HCO g sedimento
seco '; Fig. IV.3E). La concentracion de proteinas fue diferente entre los distintos tipos
de sedimento (ANOVA: Fs 14 = 3.14, p < 0.05; Fig. IV.3F), siendo mas alta para
sedimento bioturbado profundo (53.3 pg C-PRT g sedimento seco ') que en el resto de
los sedimentos. Los menores contenidos de proteinas se registraron en el sedimento
profundo del tratamiento NBC (16.6 ug C-PRT g sedimento seco '), y los otros tipos de
sedimento mostraron valores intermedios entre estos valores (27.8 pg C-PRT g
sedimento seco'; Fig. IV.3F). El contenido de lipidos fue diferente entre los diferentes
tipos de sedimento (Fs 24 = 5.37, p <0.05; Fig. IV.3G). Los andlisis a posteriori indican
que la mayor concentracion de lipidos corresponde a sedimento superficial bioturbado
(1625 pg C-LIP g sedimento seco '), seguido por sedimento superficial no bioturbado
(1047 ug C-LIP g sedimento seco '); mientras que los monticulos, paredes de cuevas, y
sedimentos profundos bioturbados y no bioturbados mostraron los menores contenidos
de lipidos (promedio: 628 pg C-LIP g sedimento seco'). El contenido de carbono
organico total fue diferente para los diferentes sedimentos (Fs 24 = 11.69, p < 0.05; Fig.
IV.3H). Los monticulos presentaron los contenidos mas altos de carbono organico
(24.70 mg C g sedimento seco '), y el sedimento profundo no bioturbado presenté los
valores mas bajos (15.86 mg C g sedimento seco '). El resto de los sedimentos
mostraron valores intermedios sin diferencias entre ellos (promedio: 19.58 mg C g
sedimento seco ).

El contenido de carbono organico 1abil (COL; sensu Fabiano & Danovaro 1994)

fue diferente para los diferentes tipos de sedimentos (ANOVA: Fs 24 =24.92, p < 0.05;
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Fig. IV.4A). En la planicie de marea, el sedimento superficial no bioturbado presento la
mayor concentracion de COL (16.44 mg C g sedimento seco '), los sedimentos de
paredes de cuevas, superficial y profundo del tratamiento B+C presentaron
concentraciones intermedias (promedio: 3.47 mg C g sedimento seco '), mientras que
los sedimentos correspondientes a monticulos y sedimento profundo no bioturbado
mostraron las menores concentraciones de carbono orgénico labil (1.32 y 296 mg C g
sedimento seco ', respectivamente). En la marisma, también se observaron diferencias
entre el contenido de carbono 1abil y el tipo de sedimento (ANOVA: Fs 24 =20.44, p <
0.05; Fig. IV.4B). Los mayores contenidos de carbono labil ocurrieron en sedimentos
superficiales tanto del tratamiento B+C (5.78 mg C g sedimento seco ') como del NBC
(5.69 mg C g sedimento seco '), las paredes de cuevas y monticulos mostraron valores
mas bajos. Los menores contenidos de carbono labil se encontraron en el sedimento
profundo del tratamiento NBC (3.38 mg C g sedimento seco '). Por otra parte, la
fraccion del carbono total que es carbono organico labil (i.e., % COL) también fue
diferente entre los distintos tipos de sedimento, tanto para la planicie de marea como
para la marisma (planicie de marea: Fs 4 = 8.49, p < 0.05; marisma: Fs 24 =16.02, p <
0.05; Figs. IV.4C y 1IV.4D). El mayor porcentaje de COL en la planicie de marea se
observd en el sedimento no bioturbado superficial (46.5 % del COT), para los
sedimentos correspondientes a cangrejal profundo, superficial y pared de cueva se
observo una contribucion mas baja del COL al carbono organico total (promedio. 29.0
% del COT), pero mayor a la encontrada para el sedimento profundo no bioturbado y
sedimento de monticulos (promedio: 12.8 % del COT). En la marisma, los mayores
porcentajes de COL fueron encontrados en sedimento superficial tanto bioturbado (28.4

% del COT) como no bioturbado (30.3 % del COT), mientras que los menores
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porcentajes de carbono 1abil se presentaron en el sedimento no bioturbado profundo
(15.6 %). Los contenidos relativos de carbono 1abil en los demés tipos de sedimento
fueron intermedios entre los anteriormente mencionados (promedio: 20.1 %; Fig.
IV.4D).

La contribucion del carbono en forma de carbohidratos (i.e., C-CHO) a la
fraccion de COL fue diferente para los distintos tipos de sedimento tanto en la planicie
de marea (ANOVA: Fs 24 =2.64, p <0.05; Tabla IV.1), como en la marisma (ANOVA:
Fs 24 =3.27, p < 0.05; Tabla IV.1). En la planicie de marea, la menor contribucion de
los carbohidratos al COL correspondi6 al sedimento de los monticulos construidos por
cangrejos, seguido por el sedimento profundo de ambos tratamientos, y luego por el
sedimento de las paredes de cuevas y sedimento superficial (ver Tabla IV.1). En la
marisma la mayor contribucién de los hidratos de carbono a la fraccion de C labil
correspondiod al sedimento de monticulos, seguido por sedimento de paredes de cuevas,
superficial del tratamiento NBC y profundo del tratamiento B+C. Los menores
porcentajes de C-HCO correspondieron a sedimento profundo NBC, y al sedimento
superficial del tratamiento B+C. La mayor proporcion de proteinas en el COL en la
planicie de marea correspondio al sedimento de monticulos (ANOVA: Fs 24 =7.53, p <
0.05; Tabla IV.1); y en la marisma, al sedimento profundo del tratamiento B+C
(ANOVA: Fs 24 = 5.50, p < 0.05; Tabla IV.1). La contribucién de los lipidos a la
fraccion de COL en la planicie de marea fue mayor para sedimentos de monticulos y
sedimento profundo de ambos tratamientos, seguido por sedimento superficial de B+C y
de paredes de cuevas, los menores aportes de lipidos correspondieron al sedimento
superficial de NBC (ANOVA: Fs »4 = 5.44, p < 0.05; Tabla IV.1). En la marisma, los

mayores porcentajes de lipidos se registraron en sedimento superficial del tratamiento
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B+C y en sedimento profundo NBC, seguido por sedimento de paredes de cuevas,
profundo B+C y superficial NBC, mientras que los monticulos presentaron la menor
contribucion de lipidos al COL (ANOVA: Fs 54 =3.40, p <0.05; Tabla IV.1).

Biodisponibilidad de la materia organica del sedimento. Los ensayos de
biodisponibilidad de la materia organica del sedimento presentaron diferencias en los
contenidos de materia organica altamente reactiva, de reactividad intermedia, y
refractaria para los diferentes tipos de sedimento en los tratamientos experimentales de
la marisma y de la planicie de marea. El contenido de carbono reactivo en el sedimento
de la planicie de marea fue diferente para los distintos tipos de sedimentos (ANOVA:
Fs 24 = 9.38, p < 0.05; Fig. IV.5A). El sedimento de monticulos present6 los menores
contenidos de C reactivo (1058 pg C g sedimento seco '), seguido por el sedimento de
las paredes de las cuevas (2096 pug C g sedimento seco ') y los sedimentos profundos
tanto del tratamiento B+C (1425 pug C g sedimento seco ') y NBC (1766 pg C g
sedimento seco ). El sedimento superficial del tratamiento bioturbado (3497 pg C g
sedimento seco ') mostré un alto contenido de C labil, pero los maximos fueron
encontrados en el sedimento superficial no bioturbado (7432 ug C g sedimento seco ).
El contenido de carbono de reactividad intermedia fue mayor para el sedimento
superficial correspondiente al tratamiento NBC que para los tratamientos restantes
(ANOVA: Fs 24 =5.20, p <0.05; Fig. IV.5A). El contenido de carbono refractario en la
planicie de marea fue mayor para ambos tipos de sedimento del tratamiento NBC, que
para los sedimentos correspondientes al tratamiento bioturbado (ANOVA: Fs o4 =
15.82, p < 0.05; Fig. IV.5A). En la marisma, el contenido de C reactivo fue diferente
entre los distintos tipos de sedimento (ANOVA: Fs 2, =5.17, p < 0.05; Fig. IV.5B). El

menor contenido de C reactivo fue encontrado en los sedimentos profundos de ambos
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tratamientos experimentales (921 y 908 pg C g sedimento seco '), mientras que los
sedimentos de pared de cueva (2270 pg C g sedimento seco ') y monticulo (3200 pg C
g sedimento seco ') se encontraron valores mayores a los anteriores, pero menores a los
correspondientes al sedimento superficial del tratamiento no bioturbado NBC (4716 pg
C g sedimento seco'). Los mayores contenidos de C reactivo se encontraron en el
sedimento superficial bioturbado (5450 pg C g sedimento seco '). En sedimentos de
marisma, el contenido de C intermedio fue mayor para ambos sedimentos del
tratamiento NBC que para los sedimentos restantes. El menor contenido de C
intermedio fue encontrado en el sedimento profundo del tratamiento B+C (K-W test: Hs,
30 = 11.18, p <0.05; Fig. IV.5B). El contenido de C refractario fue mayor para todos los
tipos de sedimento del tratamiento B+C que para los del NBC (ANOVA: Fs 24 =5.04, p
< 0.05; Fig. IV.5B). El menor contenido de carbono refractario se encontrd en el
sedimento superficial no-bioturbado (6149 pg C g sedimento seco '), mayores
contenidos fueron encontrados para sedimento de monticulos (15106 pg C g sedimento
seco '), bioturbado profundo (14268 g C g sedimento seco '), pared de cueva (11267
g C g sedimento seco ), y superficial bioturbado (9718 ug C g sedimento seco ).

En la planicie de marea, la proporcion de C reactivo respecto del C total fue
diferente para cada tratamiento (ANOVA: Fs 24 = 3.36, p < 0.05), mientras que no se
encontraron diferencias en los porcentajes de C de reactividad intermedia y C refractario
para estos ambientes. Los analisis a posteriori indican que el mayor porcentaje de C
labil se encuentra en el sedimento superficial correspondiente al tratamiento B+C
(23.5%), seguido por el sedimento superficial del tratamiento NBC (22.0%), el
sedimento de paredes de cuevas (18.3%) y profundo del tratamiento B+C (14.8%). Los

menores porcentajes de C reactivo se registraron en el sedimento de monticulos (10.2%)
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y en el sedimento profundo del tratamiento NBC (8.7%). En la marisma, la proporcion
de C reactivo respecto del carbono total también fue diferente para cada tipo de
sedimento de ambos tratamientos experimentales (ANOVA: Fs 24 = 15.8, p < 0.05). Las
mayores proporciones de C reactivo fueron encontradas para los sedimentos de paredes
de cuevas y superficie del tratamiento B+C, y para sedimento de superficie del
tratamiento NBC (16.6, 28.1 y 26.3 % respectivamente). El sedimento de monticulos
presentd valores menores a éstos (9.6%) pero mayores a los registrados para el
sedimento profundo de los tratamientos B+C y NBC (5.2 y 6.0 % respectivamente). El
porcentaje de C de reactividad intermedia y el porcentaje de C refractario no mostraron

diferencias entre los distintos sedimentos.

DISCUSION

Los resultados de este Capitulo muestran un importante efecto de la actividad del
cangrejo cavador Neohelice granulata en el metabolismo bentdnico neto, en los flujos
benténicos de materia organica disuelta, como asi también en la calidad de la materia
organica del sedimento de planicies de mareas y marismas. Para ambos ambientes (i.e.,
planicie de marea y marismas), la presencia de las cuevas de los cangrejos y su
actividad de bioturbacion incrementan el metabolismo benténico del sedimento
expuesto a luz y en oscuridad. Ademas, en sedimentos no vegetados, la presencia de
cuevas y la actividad bioturbadora estimulan el flujo de hidratos de carbono y proteinas
desde el sedimento hacia la columna de agua sin importar si el sedimento estd o no
expuesto a la luz. En cambio, en la marisma, los cangrejos estimulan el flujo de hidratos
de carbono y de proteinas desde el sedimento hacia la columna de agua s6lo en

condiciones de luz. En la oscuridad, los cangrejos no tienen efecto en los flujos
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benténicos de hidratos de carbono y proteinas. Ademas, el C biodisponible represento
entre el 12 y 45 % del carbono total en la planicie de marea y entre el 15 y 30 % en la
marisma. Para ambos ambientes, las mayores proporciones de C biodisponible
correspondieron a sedimento superficial no-bioturbado; mientras que las menores
correspondieron al sedimento profundo no-bioturbado. Por otra parte, los carbohidratos
representan la fraccidon dominante del carbono orgénico 1abil en todos los sedimentos
analizados (planicie de marea: entre 71 y 95.1 %; marisma: entre 72.4 y 86.4 %),
seguido por lipidos (planicie de marea: entre 4.8 'y 27.0 %; marisma: entre 12.9 y 27.1
%) y proteinas (planicie de marea: entre 0.06 y 2.0 %; marisma: entre 0.5y 1.6 %). La
contribucion de los carbohidratos a la fraccion de carbono labil es menor en el
sedimento de monticulos, seguido por el sedimento profundo de ambos tratamientos en
la planicie de marea, mientras que en la marisma el menor aporte de carbohidratos a la
fraccion de C 1abil se presenta en sedimento superficial bioturbado. La importancia
relativa de las proteinas fue mayor para el sedimento de monticulos en la planicie de
marea y para sedimento profundo bioturbado en la marisma.

La materia orgédnica de sedimentos y aguas naturales es una mezcla heterogénea
compuesta por remanentes de plantas y animales frescos y reactivos y también por
compuestos poliméricos poco reactivos. Los microorganismos tienden a consumir en
primer término la fraccion de materia organica labil, por lo cual los componentes menos
reactivos tienden a acumularse (Burdige 2006). De esta forma, la cantidad y calidad de
la materia orgénica en sedimentos superficiales es considerada como uno de los
principales factores que afectan la dinamica y metabolismo de la fauna bentonica (Graf
et al. 1983, Grant & Hargrave 1987). En la mayoria de los sistemas intermareales, s6lo

una pequefia fraccion de los detritos presentes esta directamente disponible para los
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consumidores bentonicos (Fabiano et al. 1995, Pusceddu et al. 1999). En este sentido,
muchos trabajos sugieren que solo entre el 5y 15% de los detritos del sedimento estan
disponibles como alimento para los consumidores benténicos en un momento
determinado (Yingst 1976, Fabiano et al. 1995, Pusceddu et al. 1999). El contenido de
C 1abil, obtenido a partir del analisis de la composicion quimica de la materia organica,
constituye entre el 15.6 y el 30.0 % del C total en los sedimentos de marismas, y entre el
12.1 y el 46.5 % para sedimentos de planicies de marea estudiados en este Capitulo (ver
Figs. IV.4B y IV.4D). A partir de los ensayos de degradabilidad se obtienen valores
algo menores a los anteriores, ya que el C reactivo constituye entre el 5.2 y el 28.1 %
del C total en marismas y entre el 8.7 y el 23.5 % en planicies de marea. Estos valores
de C reactivo son altos comparados con los contenidos de C reactivos encontrados en la
bibliografia (pero ver Papaspyrou et al. 2005). Por otra parte, a diferencia de lo
encontrado en la bibliografia (e.g., Aller & Aller 1986, Papaspyrou et al. 2005), los
mayores porcentajes de carbono 1abil no fueron encontrados en los distintos tipos de
sedimento bioturbado (e.g., sedimento de paredes de cuevas o monticulos), sino que se
registraron en el sedimento superficial no bioturbado. Sin embargo, muchos trabajos
muestran que la bioturbacion mezcla la columna de sedimento (Bertness 1985,
Kristensen 1988, Berg et al. 2001, Paalberg et al. 2005, Capitulo I), y esta mezcla puede
transportar la materia organica refractaria enterrada en el sedimento a la superficie del
mismo (Andersen & Kristensen 1988, Kristensen et al. 1992, Burdige 2006). Los
resultados presentados en esta Tesis, muestran que N. granulata mezcla continuamente
el sedimento (ver Capitulo I), y asi lo homogeneizan en cuanto a su contenido de
carbono total (este Capitulo) y C reactivo o labil (ver Figs. IV.4 y IV.5). Debido a esto,

y que a diferencia de otros bioturbadores N. granulata no secreta mucus en las paredes
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de sus cuevas (ver Kristensen 1985, Kristensen et al. 2005, Paspapyrou et al. 2005), los
distintos tipos de sedimentos bioturbados presentan porcentajes de carbono
biodisponible intermedios entre los hallados para sedimento no bioturbado superficial y
profundo tanto en marismas como en planicies de marea.

Teniendo en cuenta la densidad de las cuevas de N. granulata (marisma: 30
cuevas m™ y planicie de marea: 30 cuevas m™), el tamafio de las mismas (marisma: 4
cm de didmetro y 1 m de profundidad; planicie de marea: 3.6 cm de diametro y 40 cm
de profundidad; ver Iribarne et al. 1997, Botto & Iribarne 2000), y el area cubierta por
los monticulos (asumiendo un monticulo por cueva; éarea de monticulos
correspondientes a cuevas de los tamafios mencionados, marisma: 49 cm’ monticulo'l;
planicie de marea: 28 cm’ monticulo™; observacion personal), puede estimarse el
contenido de C biodisponible por m® de sedimento para areas bioturbadas y no-
bioturbadas de marismas y planicies de marea. Esta estimacion permite ver que no hay
diferencias en el contenido de C total entre sedimentos bioturbados y no bioturbados.
Sin embargo, la fraccion de este C que se encuentra biodisponible es mayor para el
sedimento bioturbado en marismas (19.2 % del C total) y planicies de marea (31.1 %
del C total) que para el sedimento no bioturbado (marisma: 16.4 % y planicie de marea:
16.1 % del C total). Todos estos valores son mas altos que los encontrados en la
mayoria de los sedimentos estuarinos eutroficos (3 % del C orgénico, Fabiano &
Danovaro 1994), y se encuentran entre los reportados para sedimentos estuarinos y
marinos oligotréficos (20% del C orgénico, Fichez 1991; 23.1% de la materia organica,
Danovaro et al. 1993). En este sentido, Fabiano et al. (1995) sugieren que cuando un
sistema oligotrofico cambia a una condicion eutrofica, la calidad de la materia organica

del sistema es menor, es decir, la fraccion de C labil disminuye. De esta forma, la
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bioturbacion por N. granulata incrementa la calidad nutricional de la materia orgéanica
presente en sedimentos de marismas y planicies de marea, contribuyendo al
mantenimiento de estados oligotroficos para estos sistemas (Pusceddu et al. 2003). Esto
concuerda con el rol de N. granulata aumentando la oxigenacion del sedimento (Daleo
et al. 2007, Capitulo I), incrementando la tasa de exportacion de nutrientes disueltos
(Capitulos II y III), y la estimulacion de las tasas de desnitrificacion (Capitulos I y III).
El contenido de nitrégeno organico (i.e., proteinas) es considerado como el
principal factor limitante para los organismos que se alimentan de sedimentos
(Pusceddu et al. 1999). Uno de los parametros empleados para estimar el estado de
degradacion de la materia orgéanica labil es la relacion entre proteinas y carbohidratos
totales (PRT:CHO). Esta proporcion fluctia entre valores por debajo de 0.1 para
sedimentos oligotroficos (e.g., sedimentos a 500-2400 m de profundidad en el Mar
Mediterraneo, Danovaro et al. 1993), hasta valores mayores a 10 para sedimentos
altamente eutroficos (Pusceddu 1997). La baja proporcion entre proteinas y
carbohidratos para todos los sedimentos analizados en este Capitulo (entre 0.035 y
0.0007) sugiere la presencia de materia organica con alto grado de degradacion (i.e.,
materia organica “aged”, Danovaro et al. 1993), y un claro rol de las proteinas como
factor limitante para los consumidores (Fabiano et al. 1995). Sin embargo, si se analizan
estos valores para cada tipo de sedimento en la planicie de marea, puede verse que la
mayor proporcion PRT:HCO se encuentra en el sedimento de monticulos de cangrejos,
y la menor en el sedimento superficial no bioturbado. Asi, aunque el sedimento
superficial no-bioturbado presente los mayores contenidos de carbono organico total,
este carbono presenta una calidad nutricional relativamente baja en términos de aporte

de N (Pusceddu ef al. 1999). De la misma forma, en la marisma la mayor proporcion
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PRT:HCO se presenta en el sedimento bioturbado profundo, y aunque este tipo de
sedimento no representa las mayores cantidades de MO, ésta puede ser importante en
términos nutricionales. Asi, aunque la actividad de N. granulata genera la
homogenizaciéon de la columna de sedimento en cuanto a su proporcion de C
biodisponible; mediante la construccion y mantenimiento de sus cuevas también
generan monticulos, que aunque contienen bajas cantidades de materia orgédnica y bajos
porcentajes de C biodisponible (este Capitulo, Gutiérrez et al. 2006), presentan gran
valor nutricional por su relativamente alto contenido de N organico (relacion PRT:HCO
un orden de magnitud mayor en monticulos que en los otros sedimentos).

La mayor parte de la materia orgdnica sedimentaria en los intermareales del ASO
proviene de la marisma, y estd constituida por detritos de hojas y tallos de Spartina spp.
en diferentes estados de descomposicion (Botto et al. 2006). Ademas, varios estudios
han mostrado que la secrecion de sustancias solubles de las raices de Spartina spp.
puede ser una fuente importante de C labil para el sedimento (Hines et al. 1989),
teniendo un gran impacto en los procesos diagenéticos del sedimento cercano a las
raices (Sundby et al. 2003, Holmer et al. 2002, Capitulo III). Asi, por medio de los
efectos ya mencionados en las reacciones diagenéticas, la interaccion entre la
macrofauna, las macroéfitas, y las actividades microbianas podria tener un importante
efecto en la preservacion de materia organica en sedimentos marinos y costeros (e.g.,
Burdige 2006, Woulds et al. 2007). Las altas tasas de metabolismo sedimentario neto
(i.e., produccion de CO,;) en sedimentos de marismas, comparadas con las
correspondientes a la planicie de marea, evidencian el impacto de la vegetacion en la
actividad microbiana tanto para sedimentos bioturbados o no por N. granulata. Por otra

parte, la bioturbacion estimula el metabolismo bentonico entre un 850% y un 8000% en
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la marisma, y s6lo un 200 % en la planicie de marea. Este mayor efecto en la marisma,
puede deberse a que N. granulata estimula la produccion primaria de Spartina spp.
(Daleo et al. 2007); y se sabe que la actividad fotosintética estd directamente
relacionada con la secrecion de C 1abil por las raices (Hines et al. 1989). El efecto de la
bioturbacion en el metabolismo bentdnico es mucho mas alto que los registrados para la
otros bioturbadores comunes como cangrejos violinistas (Uca spp.: entre 200 y 300 %,
Nielsen et al. 2003), o poliquetos (Nereis virens: 43 %, Kristensen 1985; Arenicola
marina: hasta un 270%, Banta et al. 1999). Es importante destacar que este incremento
en la produccion de CO; en los sedimentos bioturbados activamente (i.e., tratamientos
B+C), es una combinacion de la contribucion metabdlica directa de N. granulata, y de
la estimulacion indirecta de la actividad microbiana (Hansen & Kristensen 1998).

La estimulacion del metabolismo microbiano aerdbico y anaerdbico generada por
Neohelice granulata (Capitulo I), tiene como resultado directo un aumento en el
consumo de O, (Capitulo III) y en la produccion de CO; (este Capitulo), pero también
incrementa la biodisponibilidad de la materia orgdnica sedimentaria (este Capitulo).
Esto, sumado a la mezcla constante de la columna de sedimento que producen durante
la construccion y mantenimiento de sus cuevas (Iribarne et al. 1997, Capitulo I), y al
aumento del area de intercambio que éstas producen, genera que la actividad de
bioturbacion de N. granulata también afecte los flujos de C organico labil desde el
sedimento hacia la columna de agua (ver resultados). Los resultados de este Capitulo
muestran que en la planicie de marea, N. granulata invierte la direccion de flujos de
carbohidratos disueltos, que son consumidos por el sedimento no-bioturbado, pero
exportados a la columna de agua cuando N. granulata esta presente, para ambas

condiciones de luz, algo similar a lo que ocurre con las proteinas. Sin embargo, en la
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marisma, los cangrejos s6lo estimulan el flujo de carbohidratos y proteinas hacia la
columna de agua cuando el sedimento estd expuesto a la luz. Esto se debe a que la
estimulacion de la produccion de exudados de C orgédnico labil por las raices de
Spartina ocurre sélo en condiciones de luz, por lo que estos compuestos estarian mas
disponibles para ser exportados durante periodos de luz. Todos los efectos en el
metabolismo del sedimento y en la disponibilidad de la materia orgénica, tienen como
consecuencia una reduccion en la capacidad de almacenaje de materia organica de los
sistemas intermareales costeros (ver Burdige 2006). Varios trabajos sugieren que las
cuevas de N. granulata actian como trampas pasivas de materia organica,
incrementando (y no reduciendo como se muestra en este Capitulo) la capacidad de
almacenaje del sistema, y disminuyendo asi la tasa de exportacion de material organico
(Botto et al. 2006, Escapa et al. 2008). Sin embargo, a pesar de la aparente
contradiccion, los resultados del presente Capitulo junto con los resultados de los
trabajos previos (Botto et al. 2006, Escapa et al. 2008), indicarian que las cuevas de
cangrejos entrampan material organico (i.e., detritos y sedimento con alto contenido de
materia organica), que es degradado y remineralizado eficientemente en el sedimento
bioturbado, y finalmente exportado del sistema como CO, o como materia organica
disuelta. Si se tiene en cuenta que una de las fuentes mas importantes de nutrientes para
las aguas estuarinas y costeras proviene de la materia organica estuarial, y que solo una
pequefia fraccion de la misma es exportada en forma de macrodetritos (Nixon 1980),
este incremento en el flujo de materia organica disuelta a la columna de agua puede
constituir un importante aporte para el sustento de las tramas tréficas de estos

ambientes.
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Tabla IV.1. Porcentajes de carbono labil como carbono en hidratos de carbono (C-

HCO), carbono en proteinas (C-PRT), y carbono en lipidos (C-LIP) para los

tratamientos experimentales en la planicie de marea y en la marisma (valores

promedios; desviacion estandar entre paréntesis). Las diferentes letras representan

diferencias significativas (test LSD; o = 0.05).

C-HCO (%) C-PRT (%) C-LIP (%)
Planicie de marea
B+C
monticulo 71,0 (26,2) ° 2,0(1,4)° 27,0 (25,7)
pared 93,5(0,9)° 0,3(0,3)° 6,1 (0,7) ¢
superficie 88,0 (7,3) 0,2 (0,1)° 11,4 (7,2) "
profundo 84,9 (7,3) ™" 0,2 (0,09) ° 150 (2,7)°
NBC
superficie 95,1 (2,7)* 0,06 (0,04) ° 4.8(2,7)°¢
profundo 79,1 (11,8)*° 0,3(0,3)° 20,6 (11,6)
Marisma
B+C
monticulo 86,4 (1,7)° 0,7(0,2)° 12,9 (1,7) ¢
pared 83,4 (5,3)*° 0,7 (0,3)* 15,9 (5,4)>°
superficie 72,4 (12,2) € 0,5(0,3)° 27,1 (12,2)°
profundo 79,9 (2,9) *° 1,6 (0,9)° 18,4 (3,0) >°
NBC
superficie 81,3 (5,3) ™" 0,2 (0,04) * 18,4 (5,0) >°
profundo 76,1 (4,4) > ° 0,6 (0,2) 23,3 (4,5)*°
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Fig. IV.1. Flujos bentonicos de dioxido de carbono (A), carbohidratos disueltos (B),
proteinas disueltas (C), y carbono organico disuelto (D) para los tratamientos
experimentales B+C, B y NBC en sedimentos de planicies de marea incubados en
condiciones de luz y oscuridad. Valores negativos indican flujos desde la columna de

agua hacia el sedimento. Las diferentes letras representan diferencias significativas (test
LSD; a = 0.05).
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Fig. IV.2. Flujos bentonicos de didoxido de carbono (A), carbohidratos disueltos (B),
proteinas disueltas (C), y carbono organico disuelto (D) para los tratamientos
experimentales B+C, B y NBC en sedimentos de marismas incubados en condiciones de
luz y oscuridad. Valores negativos indican flujos desde la columna de agua hacia el

sedimento. Las diferentes letras representan diferencias significativas (test LSD; a =
0.05).

137 -



Capitulo IV. N. granulata v flujos de MO entre agua-sedimento

E. Fanjul

¢ A a a a
— 20000 - 5000 a
: T . =
(]
s L c
O 10000 2500
: =
S b b b b
) a == e —
0 0
30 - c 90 c
- B c
o c
2 L b . bob
3 20 T b 60 ]‘; a a
an
z T a b T 1
& b a b a
& 10 a a 30
E = — T T -
an ’:I:‘
0 0
900 . a
c C 2500 I
‘o
5 b % b 2000
600 a
3 b % 1500 b
% . 1 =
& T T 1000 c c ¢ c
= 30 [ a .
c;n % _ | w!| =5 = %
0 0
400007 d 30000 a
n E D b
o
2 300001 c % = é b b
3 20000 e e e
200001 % -
= b
S a é == a 10000
® 100001 =— =
0
mont pared sup prof sup  prof mont pared sup prof sup  prof
B+C NBC B+C NBC

Fig. IV.3. Calidad de la materia organica del sedimento segin los ensayos de

biodiponibilidad para las distintas categorias de sedimentos de planicie de marea y de

marisma. Las diferentes letras representan diferencias significativas (test LSD; a =

0.05).
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Fig. IV.4. Calidad de la materia organica del sedimento estimada seglin la composicion

quimica (siguiendo a Fabiano et al. 1995) para las distintas categorias de sedimentos de

planicie de marea y de marisma. Las diferentes letras representan diferencias

significativas (test LSD; a = 0.05).
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Fig. IV.5. Calidad de la materia orgédnica del sedimento segin los ensayos de

biodiponibilidad para las distintas categorias de sedimentos de planicie de marea y de

marisma.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los muestreos y experimentos de esta Tesis se centraron en determinar los efectos
del cangrejo bioturbador Neohelice granulata y de sus cuevas en la dindmica de
nutrientes inorganicos y materia organica en sedimentos estuariales intermareales,
discutiéndose sus posibles consecuencias sobre otros organismos que habitan estos
ecosistemas. En el Capitulo I, se demuestra que la presencia y la actividad de M.
granulata y sus cuevas determinan las caracteristicas quimicas de agua del poro y el
estado redox del sedimento. La actividad de excavacion incrementa el transporte de
material particulado en la columna del sedimento, mezclando completamente los 7 cm
superiores en solo unos pocos dias. El sedimento bioturbado presenta un incremento en
la oxigenacidn, y también cambios en los perfiles verticales de salinidad de agua de
poro y en la distribucion vertical del nitrégeno inorganico disuelto y sulfato respecto a
los sedimentos no-bioturbados. Ademads, las tasas de degradacion de materia organica
(MO) estimadas mediante el uso de un modelo diagenético fueron siempre mayores en
sitios bioturbados (i.e., con cuevas ocupadas y con cuevas no ocupadas) que en sitios
no-bioturbados. De la misma manera, las vias por las cuales esta MO es degradada son
también afectadas por la actividad de N. granulata. Asi, debido a esta actividad de
bioturbacion, el metabolismo del sedimento bioturbado es fuertemente acelerado como
consecuencia del mejor acoplamiento e incremento en las tasas de las diferentes vias de

degradacion de MO.
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En el Capitulo II, se evalud el efecto de este cangrejo y de sus cuevas en las
caracteristicas quimicas del agua freatica. En la marisma, los cangrejos pasan la mayor
parte del tiempo dentro de sus cuevas, debido a que el fuerte estrés ambiental de estos
ambientes es significativamente amortiguado dentro de ellas (Bortolus et al. 2002). En
el interior de las cuevas almacenan alimento (e.g., detritos) y defecan; lo que genera
acumulacion de nutrientes y detritos en diferentes estados de descomposicion. Esto
produce un marcado incremento en la concentracion de nitrato, amonio y sulfato en el
agua que se acumula dentro de las cuevas. Ademas, como se destacod anteriormente, las
cuevas actuando solo como estructura fisica, tienen un impacto similar al de la mezcla
(producida durante el excavado) produciendo un aumento de la oxigenacion del
sedimento. Cuando ocurren en las marismas, las cuevas constituyen conductos que
descargan el agua acumulada en su interior directamente en el agua freatica, por lo cual
la concentracion de nitrégeno inorganico disuelto en el agua fredtica se va
incrementando a medida que ésta atraviesa los cangrejales, fluyendo desde zonas altas
hacia canales de marea o aguas abiertas estuariales. Estos resultados confirman una
novedosa e importante via por la cual los organismos bioturbadores pueden afectar la
exportacion de nutrientes desde las marismas hacia las aguas abiertas. La vision clasica
del rol de las marismas en los sistemas de interface entre ambientes terrestres y costeros
las representa como efectivos filtros (i.e., debido a la capacidad de absorcion e
imnovilizacién de nutrientes y contaminantes, y retencion de sedimentos por la
vegetacion macroéfita). Sin embargo, los resultados aqui presentados demuestran que
esta capacidad puede ser afectada por organismos bioturbadores si estos son capaces de

construir cuevas suficientemente profundas.
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En los Capitulos III y IV, se muestra que la presencia y actividad de N. granulata
y la presencia de sus cuevas, determinan ademds la magnitud y direccion del flujo de
nutrientes disueltos entre el sedimento y la columna de agua, tanto para marismas como
para planicies de marea (ver Fig. 1). La bioturbacion estimula el flujo de nitrogeno
inorganico disuelto desde el sedimento hacia la columna de agua en las planicies de
mareas, pero incrementa su tasa de consumo por el sedimento en la marisma. Ademas,
la bioturbacion estimula el metabolismo oxico y total del sedimento de marismas y
planicies de marea, asi como también los procesos de mineralizacion de N, nitrificacion
y desnitrificacion. Ademas, la fijacion de N, atmosférico es inhibida en la planicie de
marea pero estimulada en la marisma. El efecto contrastante de la bioturbacion en los
flujos bentdnicos de NID entre la planicie de marea y la marisma puede ser debido a
que los cangrejos estimulan la mineralizacion de MO reciclando asi nutrientes
inorganicos en ambos sitios, pero en las marismas promueven ademds la toma de
nutrientes por parte de las macrofitas (Daleo et al. 2007) debido a la oxigenacién que
producen en el sedimento. Esto resulta en un incremento de la disponibilidad de
nutrientes en la planicie de marea, y su consecuente flujo hacia la columna de agua; y
una disminucién de su disponibilidad en sedimentos de marisma, incrementando la
fijacion de N, y los flujos de NID desde la columna de agua hacia el sedimento. Si bien
no hay marcadas diferencias en el contenido de materia organica entre sedimentos
bioturbados y no-bioturbados, los cangrejos incrementan la proporcion de carbono
orgdnico que es disponible para otros organismos infaunales y microorganismos, y
también para ser exportado desde el sedimento hacia las aguas estuariales. Trabajos
previos muestran que las cuevas de estos cangrejos actian como trampas pasivas de

detritos (Botto et al. 2006) y sedimentos (Escapa et al. 2008) probablemente ricos en
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materia organica. Estos resultados, conjuntamente con los del Capitulo IV, sugieren que
N. granulata afecta la forma en que la materia organica es exportada desde las marismas
hacia el agua costera, pero no necesariamente su cantidad, ya que los detritos
entrampados dentro de las cuevas son eficientemente remineralizados y exportados del

sistema como CO; o como materia orgéanica disuelta.

La mayor parte de la descomposicion de la MO y de las reacciones de oxido-
reduccion que componen los ciclos globales de los elementos en ambientes marinos son
mediadas por microorganismos. Ademas, la incorporacion de MO en el sedimento y su
remineralizacion son mediadas por la actividad de meio y macrofauna (Herman et al.
1999), que afectan la quimica del sedimento por medio de la construccion de cuevas,
bioturbacion, defecacion, irrigacion y/o secrecion de mucus (Alongi 1998; Kostka et al.
2002, esta Tesis). Los organismos infaunales no s6lo modifican los regimenes de las
reacciones quimicas, sino que también afectan los habitats microbianos por proveer
sitios con intensas oscilaciones y gradientes geoquimicos y redox (Furukawa 2005,
Marinelli & Waldbusser 2005). Asi, la infauna sedimentaria afecta el curso de la
diagénesis temprana; y su participacion directa en la degradacion de carbono organico y
produccion de metabolitos es cuantitativamente significante (e.g., Furukawa 2005, esta
Tesis).

Los resultados de esta Tesis muestran que la bioturbacidon por Neohelice granulata
incrementa la calidad y disponibilidad de los oxidantes (i.e., aceptores de electrones) y
de la materia orgéanica sedimentaria, acelerando asi las tasas de remineralizacion de esta
materia organica. Esto tiene como consecuencia directa un incremento en la

disponibilidad de metabolitos y nutrientes producidos durante la degradacion de MO,
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que pueden ser consumidos por otros organismos infaunales (soportando la trama
trofica estuarial), o exportados hacia el agua costera como materia organica disuelta y
nutrientes inorganicos disueltos (ver Fig. 1). De esta forma, la actividad de N. granulata
tiene un gran impacto en la preservacion/exportacion de la materia organica y en la

fijacion/remocion de nutrientes en los sistemas intermareales donde habita.
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Fig. 1. Esquemas representando los efectos del cangrejo N. granulata sobre los ciclos
biogeoquinmicos de la materia organica y del N en sedimentos intermareales de
marismas y planicies de marea. El tamafio de las flechas indica efectos positivos o de

estimulacion de los diferentes procesos, inducidos por la actividad de N. granulata.
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APENDICE

Listado de simbolos y abreviaturas usados frecuentemente durante el desarrollo de

esta Tesis.
Simbolo Significado
COD Carbono organico disuelto
COL Carbono organico labil
COT Carbono organico total
C:N Propo,rc.i()n entre contenido de carbono y nitrogeno
orgéanico
Dg Coeficiente de bioturbacion
Eh Porencial redox
[0) Porosidad del sedimento
HCO Hidratos de carbono
kG Tasa de degradacion de materia orgénica
LIP Lipidos
uM Concentracién micromolar
MO Materia orgénica
MOD Materia organica disuelta
NID Nitrogeno inorgénico disuelto (amonio + nitrato)
NOD Nitrégeno orgénico disuelto
PRT Proteinas
p Densidad del sedimento
TCO, Carbono inorganico total
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