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RESUMEN

El éxito reproductivo de las especies bioldégicagdeu estar alterado por
procesos de contaminacion, los que pueden ocasiemae numerosas perturbaciones,
cambios en la calidad y/o cantidad de gametas pidas, y asi afectar también la
fecundacion, el desarrollo embrionario, la vialsitidy supervivencia de larvas vy
consecuentemente el rendimiento reproductivo. Rarparte, los metales son de interés
particular debido a su alta persistencia, reciclaidgeoquimico y riesgo ecolégico. El
uso de ciertos organismos como biomonitores/bioadbres permite una aproximacion
al escenario ecotoxicolégico del sistema bajo éstuln esta tesis, se estudio la
distribucion de metales traza en los distintos aminpentos (agua de columna,
intersticial y de cuevas, sedimento y materialipaiddo en suspension) en dos habitats
diferentes (area vegetada y planicie de mareapdaguna costera de Mar Chiquita
(Buenos Aires, Argentina). Asimismo se estudiaroos |parametros indice
gonadosomatico (IGS) y hepatosomatico (IHS) y leariables reproductivas
(rendimiento reproductivo, fecundidad, peso sectadeasa de embriones) de hembras
del cangrejo cavaddeohelice granulatgrovenientes de los mencionados habitats.
Por otra parte se realizaron experimentos de esiposide hembras a diferentes
concentraciones de Zn y a diferentes salinidadgsc@no de machos a diferentes
concentraciones del mismo metal a baja salinidad.doncentraciones de Zn halladas
en las matrices analizadas, particularmente en,afyeon similares a las que
determinaron en L& para esta especie, o que decidio la selecciorstderaetal para
los ensayos realizados en laboratorio. Se obseniferencias significativas para los

valores de los IGS calculados entre habitats; grelifcias significativas tanto entre



habitats como entre épocas de muestreo para eBH8ndimiento reproductivo de las
hembras no fue significativamente diferente enéigitats ni entre épocas de muestreo.
Se observaron diferencias significativas en laridaad entre habitats y épocas de
muestreo. El peso seco de la masa ovigera modecentias significativas entre
habitats; en tanto que el volumen medio de los dsieno mostro diferencias

significativas ni entre habitats ni entre épocamdestreo.

En los ensayos de laboratorio, se observaron diéeag cuali y cuantitativas en
el desarrollo embrionario de los huevos a la mayporcentracion de exposicion a Zn.
También se observaron diferencias significativasasrnvariables reproductivas de las
hembras expuestas a altas concentraciones de bajg galinidad. Los machos de esta
especie no presentaron alteraciones histopatokgntaen las células del tejido
reproductivo ni en los espermatozoides al ser estpaa diferentes concentraciones de

Zn a baja salinidad.

Resulta muy importante la realizacion de futurosagns para determinar si el
Zn causa tanto dafos ultraestructurales sobre dpermatozoides como cambios
comportamentales involucrados en la reproducdi@nesta investigacion se demuestra
que N. granulataresulta ser un excelente bioindicador y/o bionwndel estado de
salud ambiental de la laguna costera Mar Chiqgaitmenos en lo que respecta al efecto
del Zn sobre las variables reproductivas. Estoet®e ch la importancia del papel que

esta especie desempefia en los ambientes estudabftantico sudoccidental.



ABSTRACT

Reproductive success of biological species cantbesd by pollution processes
which can cause, among numerous disturbances, ebamghe quality and / or quantity
of gametes produced, and thus also affect fertiima embryo development, viability
and larval survival and consequently the reprodecsuccess. Moreover, metals are of
particular interest because of their high persste biogeochemical recycle and
ecological risk. The use of target organisms asnbiators / biomarkers allows an
ecotoxicological approach of the system under stlryhis thesis, the distribution of
trace metals in different compartments (water coland interstitial burrows, sediment
and suspended particulate matter) in two diffehedtitats (vegetated area and tidal flat)

of the Mar Chiquita coastal lagoon (Buenos Airegehtina) were studied.

Parameters such as gonadosomatic (GSI) and hepatbsandexes (HSI) and
reproductive variables (reproductive performancetility, dry weight of embryo
masses) of female’sdleohelice granulatéurrowing crabs from the mentioned habitats,
was also studied. Furthermore, females were expaséddr experimental conditions at
different concentrations of Zn and different sdles. Males were exposed to different
concentrations of the same metal at low salinitp. éncentrations found in the
matrices analyzed, particularly in water, were Emio those determined in Gj_for
this species, which determined the selection of thetal for the experimental trials.
Significant differences for GSI were observed bemvénabitats; and both between
habitats and sampling times for the HSI. Femalefsaductive performance was not
significantly different between habitats and betwesampling times. Significant

differences in fertility between habitats and sampltimes were observed. The dry



weight of the ovigerous masses showed significéfardnces between habitats; while

the average volume of eggs was not significant betwhabitats or sampling times.

In the experimental trials, qualitative and quanivie differences in embryonic
development of eggs at the highest concentratiorZrofexposure were observed.
Significant differences were found in the reproduectvariables of females exposed to
high concentrations of Zn and low salinity. Male$ this species showed no
histopathological or reproductive tissue cells persn impairment when exposed to

different concentrations of Zn to low salinity.

It would be very important to conduct further tetstsdetermine if the Zn could
cause ultrastructural damage on sperm cells or viimiah changes involved in
reproduction. This research shows ti\it granulata turns out to be an excellent
biomarker and / or biomonitor of the Mar Chiquitzastal lagoon environmental health,
at least in regard to the effect of Zn on repromhectvariables. This is due to the

important role this species plays in the Southwasid¢lantic estuarine environments.



INTRODUCCION GENERAL

Las lagunas costeras son sistemas estuarialegzémtzd en zonas de transicion
ubicadas entre ecosistemas terrestres y zonas anaatlyacentes. Estos ecosistemas
estan controlados por interacciones complejas éamtierra, los sistemas limnéticos, el
océano y la atmoésfera, lo cual los convierte eniamis altamente fluctuantes y
vulnerables (Viaroli et al.,, 2007). Estos ambientssn altamente productivos y
relevantes para la conservacién de la biodiversigads son refugio de aves, tanto
residentes como migratorias y de la biota acudticas lagunas costeras son
especialmente sensibles a impactos antropicosené@nfenos de escala global (como
por ejemplo, el fenbmeno de El Nifio), por ser siste generalmente someros, con un
alto tiempo de residencia de sus aguas dado gae ebicados al final de las cuencas
de drenaje (Kjerfve, 1994). Como resultado, estasistemas han sido caracterizados
como complejos y en un estado de fragil estabilidad

En la costa Sureste de Sudamérica (Este de Argehtmiguay y Sur de Brasil)
se encuentra una extensa area de lagunas cosdsrasales cubren el 12,2 % de sus
costas y se conectan con el Océano Atlantico. Mudeoestos sistemas se encuentran
legalmente protegidos por su alta diversidad biolgpor ser sitios relevantes para
aves migratorias y por representar importanteggre$uy zonas de cria de especies de
interés comercial. Estos ecosistemas sustentaredeapartesanal y una importante
produccion agropecuaria en su cuenca, por lo geke sibservarse un gradiente desde
lagunas pristinas a eutréficas. Debido a su péatiduncionamiento hidrolégico, su

extension y su calidad ambiental, estas lagunasiios mundialmente singulares para



la conservacion y el estudio de procesos natusassl impacto antropico (Beltrame,
2008).

En estos ecosistemas, es comun la presencia ddesngivenientes de
procesos naturales (como el desgaste de suelosag)roy de cargas antropogénicas
(tales como de la agricultura o de actividades cbices e industriales) (Davutluoglu et
al., 2010).

En los ambientes acuaticos, los metales se enaneeir diversas formas (fase
disuelta, particulada o en sedimentos). Su compigtsto en estos ambientes es
altamente complejo y depende de su forma fisicomairaspecifica o de su unién con
otras particulas. Los sedimentos son el principapddito y actian como
transportadores. La biodisponibilidad y removilibacde los metales y su transferencia
en la cadena alimenticia puede afectar las conuksicambientales asi como pH,
potencial redox, salinidad, y concentraciones ggige ligandos y agentes quelantes en
los sedimentos (Botté et al., 2010; Davutluoglalet 2010; Weng y Wang, 2014).

Los metales denominados esenciales resultan imipddses en pequefas
concentraciones para la vida ya que desempefnafepdstologicos vitales (por ej. Cu
y Zn). Sin embargo, otros, los no esenciales, morequeridos por los organismos y
resultan toxicos aun en pequeias concentraciooe®fpPb y Cd). En cualquier caso,
cuando los metales se encuentran biodisponibles gmmima de determinadas
concentraciones, ambos, esenciales o no, puedslugar efectos adversos en los
organismos (Greenwood y Fielder, 1983; Lépez Get@l., 2001; Sanchez et al., 2005;
Ferrer et al., 2006; Martin -Diaz et al., 2006; dlidet al., 2007; Fitzpatrick et al.,
2008; Banthita Sawasdee y Heinz-R, Kohler, 2009tr&we et al., 2009; Barillet et
al., 2010; Revathi et al., 2011; Gonzalo y Camag§d,2; Shi Ling Chan et al., 2013;

Park et al., 2014; Chiodi Boudet et al., 2015; BbiP et al., 2015).



Actualmente, el efecto de los metales pesados caom@aminantes es
ampliamente reconocido y en los ecosistemas magaosteros constituyen un grave
problema debido a los efectos perjudiciales quel@u@roducir (Giordano et al., 1992).

Cuando éstos ingresan a ecosistemas salobres (Pelezy Botello, 1991,
Shimshock, 1992), el peligro de los metales enosmd idnica (y en particular de los
potencialmente toxicos), es su combinacion con c@&syes organicos presentes en los
sedimentos, y su ingreso a las tramas troficas elgneeden ocurrir procesos de
bioconcentracion, bioacumulacién y biomagnificac{Beltrame, 2008L.1 et al., 2009;
Davutluoglu et al.,, 2010; Giarratano y Amin., 20heng et al., 2013; Liu et al.,
2014).

La interpretacion de los resultados sobre el ingpal un contaminante en
investigaciones de campo, puede ser complementadante ensayos de laboratorio,
en los que las variables pueden ser controladass \efliectos cuantificados. Asi, las
pruebas de toxicidad en laboratorio, cuya metodalsg halla explicitamente tratada -
entre otros- en las publicaciones de FAO (1981 1982PHA-AWWA-WEF (1998),
son ampliamente utilizadas para evaluar la toxetidzal y potencial de sustancias
quimicas y medir los efectos de la contaminacionmaaFerrero et al., 2001; Lépez
Greco et al., 2001; Ferrer et al., 2006; Camachoel8z, 2007; Mendoza-Rodriguez,
2007; Beltrame et al., 2008; Barillet et al., 2010)

El uso de organismos particulares como biomonitbi@adicadores de la
biodisponibilidad de metales traza en aguas casfeanite una descripcion comparada
en espacio y tiempo y provee un escenario ecotldgmm integrado del metal
seleccionado dentro del sistema de estudio. Matkat (2008) definié “bioindicador”
como un organismo (o parte de un organismo o unaupmlad de organismos) que

contiene informacién sobre la calidad del ambiéatearte de él). Por otro lado, definié



“biomonitor” como un organismo (0 parte de un ofiga® o comunidad de

organismos) que contiene informacion sobre los@speuantitativos de la calidad del
ambiente. Consecuentemente, los bioindicadoresijuag papel importante dentro de
la evaluacion de la biodisponibilidad de los metaleaza toxicos en los sistemas
estuariales y complementan las mediciones quimi&@amacho-Sanchez, 2007,
Beltrame et al., 2011).

Los organismos biomonitores utilizados para laizaaeldon de los ensayos,
deben cumplir con una serie de criterios, entregos se destaca su importancia
ecologica. Las especies elegidas necesitan sdedade identificar y recolectar, ser
sedentarios o residentes y abundantes en el aneat,un ciclo de vida largo y presentar
gran cantidad de tejido para analizar. ElI biomandeal puede también presentar una
gran resistencia al “stress”, capaz de toleraridapwariaciones en los niveles de
contaminantes expuestos, pero por sobre todo debecapaz de acumular el
contaminante en cuestion. Una correlacion simptiripcexistir entre la concentracion
del contaminante en los tejidos de la especieddegia concentracidon ambiental en el
area que esta siendo estudiada (Mc Farlane eR@0Q; Andersen y Melzer, 2004;
Elumalai et al., 2007; Maria et al., 2007; Qunfaetgal., 2008; Jemec et al., 2009;
Beltrame et al., 2011; Sant’Anna et al., 2012;dPRdrigues et al., 2014; Dallas y Jha,
2015).

Los metales trazas, los cuales son tomados y aadaosilpor los organismos
acuaticos, llegan a través de diferentes vias.chstaceos, a través de sus superficies
permeables, las branquias y otras membranas, meorpos metales en forma disuelta.
La dieta es otra via de ingreso del metal, dadcepoonsumo de metales previamente
acumulados en la biota o por la ingesta de aguantkisu alimentacion. Por ejemplo,

los cangrejos violinistadJca spp.) se alimentan empleando sus piezas bucate&go



cuales raspan la materia organica provenienteusélago. Asimismo, pasan gran parte
de su ciclo de vida dentro de sus cuevas, cubipdaagua. Estas caracteristicas hacen
de éstos cangrejos buenos candidatos para el memhlogico, ya que integran agua,
dieta y sedimentos (Andersen y Melzer, 2004).

El cangrejo excavadoNeohelice granulata(Brachyura, Varunidae) es una
especie eurihalina ampliamente distribuida a Igdadle la costa atlantica de América
del Sur, desde Rio de Janeiro (Brasil) hasta lageata (Argentina), y habita tanto la
zona del intermareal como del supramareal de lasmas salobres, los estuarios y las
lagunas costeras del sudeste de América del Snvjrtendo a estos lugares en los
llamados “cangrejales” (Beltrame et al., 2011)akestpecie de cangrejo habita desde el
area del intermareal, con sedimentos blandos yig@ndesnudas, hasta las areas
vegetadas corSpartina densiflora, Sarcocornig Juncus.Estos cangrejos cavan y
mantienen sus cuevas abiertas semipermanentemeateexcavacion afecta el
movimiento de las particulas que operan como trarppaivas de materia organica del
sedimento, detritos y contaminantes. Los individdesarea dominada p&partinao
del area descubierta, difieren en su modo trotesa de procesamiento del sedimento
asi como en la arquitectura y dinamica de las cu@valeo e Iribarne, 2009; Beltrame
et al., 2011). Esta especie se reproduce duramenteavera y verano, hasta comienzos
del otofio. Como especie clave de estos ecosistestaariales, este cangrejo juega un
papel importante en la transferencia de contamisaatios niveles tréficos superiores.
Estas caracteristicas d& granulatapermiten considerar su uso como un potencial
indicador biolégico que puede proveer un punto id@\ntegrado dedtressoriginado
por contaminantes, tanto en los sedimentos conab &gua (Beltrame et al., 2011).

De esta formaN. granulataes un excelente organismo para llevar a cabo

ensayos de toxicidad para evaluar los efectos slecdmtaminantes presentes en la



laguna Mar Chiquita. Por tratarse de un organismatdmnico que vive intimamente

asociado a los sedimentos, por su gran abundanamapertancia ecolégica como

estructurador del ecosistema costero, (ya que feangrejales de varios kilometros de
extension y por ser una especie clave en estesemwsi) (Beltrame et al., 2008; Fanjul
et al., 2008) entre otras razones, se decidio redegbmo bioindicador del estado de
salud ambiental del ecosistema en estudio, la lagastera Mar Chiquita.

Mar Chiquita es la Unica laguna costera del tipunigbturada de canal largo en
la Argentina (Perillo, 1995). Esta situada en etida de Mar Chiquita, al sudeste de la
Provincia de Buenos Aires, entre los 37°33 — 37®3y los 57°15 — 57°30" O,
aproximadamente a 32 km al noreste de la ciudadlatedel Plata(Fig. N° 1). Esta
laguna es el resultado de la colmatacion y resbricge una bahia; tiene su origen en las
oscilaciones sufridas por el nivel del mar durdageultimos 5000 afios, en los que se
han generado procesos de avance y retroceso. Asantiguo seno marino quedo
aislado por un corddn litoral arenoso; esta exterm@dena de médanos litorales
desarrollados en el Pleistoceno, la separa pesadaiate del océano un proceso costero

de dindmica muy intensa (Fasano et al., 1982; RigcBerillo, 1999).



FIGURA. N° 1. Ubicacién geogréfica del area de estudio, Lagiosiera Mar Chiquita, Pcia.

de Bs. As., Argentina.
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Por su latitud, la laguna Mar Chiquita, inscripta B region pampeana,
pertenece a una zona templada, y esta afectadap@anta influencia de los vientos del
sistema de altas presiones del Atlantico Sur coandgs vientos cargados de humedad
originados por la proximidad al mar (Reta et aDPP). Considerando sus rasgos
climaticos el area se ubica dentro de los climasftlados con influencia oceéanica”,
con un continuo intercambio de masas de aire éatieterfase tierra-mar (Barry y

Chorley, 1980). Segun la clasificacion de Thorntitwyda laguna esta dentro del area



correspondiente a un clima “subhumedo a humedo teresal con escasa o0 nula
deficiencia de agua”. Por otro lado, si se conasigaclusivamente la temperatura del
aire, la region esta comprendida dentro de losnadi de latitudes medias” limitados por
las isotermas medias anuales de 10 y 18° C (Strdl6igl; Beltrame, 2008).

Con respecto a las precipitaciones, el area seauténtro del régimen de
transicion con inviernos lluviosos (Prohaska, 19#&)nde el periodo de maximas
precipitaciones corresponde a fines de primavergerano. El clima predominante
estemplado humedolastemperaturas medias rondan 185 °C en veran@on
maximas absolutas superiores a los 30 °@)Y€ en invierngcon minimas de hasta
9°C en invierno)El promedio anual de lluvias es 880 mm. anuales, de los cuales el
60 %, cae entre Octubre y marzo.

Desde el punto de vista hidrogréfico, las aguak deguna son mixohalinas, la
laguna se subdivide en dos ambientes netamenteertiés (Reta et al., 2001; De
Marco, 2002; Marcovecchio et al., 2006): un cuelpgunar, de aguas tipicamente
dulces, donde la accion de la marea no es percérdarcunstancias ordinarias, y un
sector de caracteristicas netamente estuarialesdabdesde la boca de la laguna hasta
donde es percibida la accion de la marea. El lineidre ambos ambientes es
sumamente variable y se define por la conjunciénlade siguientes parametros:
amplitud de mareas, condiciones meteorolégicaslynven de agua dulce presente en
la laguna (Martos y Reta, 1997; Reta et al., 20@LMarco, 2002; Marcovecchio et al.,
2006; Beltrame, 2008).

Las aguas de esta laguna son ricas en nutrierttegenados, de fésforo y de
silicio durante todo el ciclo anual. Esta lagunaues cuerpo de agua eutrofico y
altamente productivo (De Marco, 2002; De Marcol et2805). El aporte de agua dulce

es particularmente importante si se tiene en cuguasu cuenca de drenaje supera los



10.000 kn, incluyendo parte de las sierras de Tandilia. Rea! aporte de gran
cantidad de arroyos y canales artificiales, fornsanda extensa cuenca tributaria, que
incluye éareas afectadas por numerosas actividadmesaras, principalmente las
actividades agricolo-ganaderas. Teniendo en cuprgaen esta zona se realiza un uso
intensivo de fertilizantes, plaguicidas y otros cagrimicos, la cuenca de drenaje
constituye una fuente potencial de contaminacigm clestino es esta laguna.

En esta laguna se han desarrollado una fauna flaragespecifica relacionadas
a sus diferentes subambientes: planicies mareld@siras de inundacion, marismas
(distinguiendo dentro de éstas espartillares, hillaggs, duraznillares), deltas mareales,
depresiones intermedanosas y paleoplayas compymstaslvas de moluscos (Isla y
Gaido, 2001; Beltrame, 2008).

La laguna costera Mar Chiquita fue declarada Resklundial de Biosfera por
el Programa “Man and Biosphere” de la UNESCO eaiel 1996. Ademas, en el afio
1999 fue declarada Reserva Natural de Usos Mudtigber el gobierno provincial
(Beltrame, 2008). Sin embargo, este ecosistemaeaecontaminantes de origen
antropico, entre los que se incluyen los metalegs=son de interés particular debido a
sus propiedades no-biodegradables y a sus efeébtm®d cuando son acumulados en
altas concentraciones en los organismos. Es poge# se encuentran dentro de la lista
de contaminantes prioritarios de todas las agemgasontrol ambiental. (Davutluoglu

et al., 2010).

Obijetivo general:

La presente investigacion tiene como objetivo garevaluar la pertinencia del
uso del cangrejdNeohelice granulatgdCrustacea: Brachyura) como bioindicador de la

calidad ambiental de sistemas estuariales.



Particularmente, se evalla la distribucion de restpesados y sus efectos en las
variables reproductivas d¥. granulataen la laguna costera Mar Chiquita mediante

estudios de campo y experimentos en laboratorio.



CAPITULO T

Distribucion de metales pesados en la laguna costera

Mar Chiquita.



INTRODUCCION

La contaminacion de los ecosistemas marinos harstaohe a través de los afos
debido fundamentalmente a las actividades antrépiEh desarrollo econémico y
demografico de las regiones costeras a traveésdieadores tales como el aumento de
asentamientos urbanos, industriales y portuariosrgegrandes descargas de agua en el
mar. Los estuarios, caracterizados por una lersa d& intercambio relativo de sus
aguas, son mas susceptibles al ingreso de contatesn&stos ecosistemas costeros son
complejos y dinamicos y tienen una gran importartaiato econdémica como ecoldgica,
asociada a su gran biodiversidad (Simonetti, eP@ll2). Son sitios importantes para la
conservacion y produccion, no sélo por su prodiddiy pesquera, sino también por sus
roles como areas de cpara diversas especies de peces, y como sitiootalap para
aves migratorias (Vasconcelos et al., 2011). Eosestosistemas la productividad
primaria es alta, y la eficiencia con la cual mater energia son transferidas a los
consumidores resulta de una alta productividad @ dmbientes inmediatos o
adyacentes (Beltrame et al., 2008; 2009).

En los estuarios, la existencia de diversos comamtés a los que pueden estar
expuestos los organismos, y en especial los inwades, los torna vulnerables. Estos
organismos son capaces de incorporar y acumulaalesepesados, esenciales 0 no
esenciales, ya sea desde el agua, los sedimemmsliante su alimentacién, y es de
esperar que puedan bioacumular dichos toxicos prayios tejidos (Simonetti et al.,
2012). La biodisponibilidad del metal para los itgbrados marinos esta influenciada
por un namero de factores fisicoquimicos o extdasdespeciacion del metal, salinidad

y temperatura) como de factores biolégicos o isg@os (tamafio, edad, dieta y sexo)



(Beltrame et al., 2009). Diferentes condiciones iamthles en los sistemas estuarinos
pueden afectar la especiacion del metal trazegda tle remocion y los flujos de los
metales traza que se reciben del océano. De estarados estuarios constituyen un
reactor natural en el cual los procesos heterogemeda interfase entre la fase disuelta
y el material particulado en suspension (MPS) dtuysn una parte importante de los
ciclos biogeoquimicos de los elementos traza. kosgsos de redistribucion son claves
para la determinacion de la movilidad y la toxididde los metales dentro de los
estuarios y las lagunas costeras. La composiciémica del MPS en los estuarios esta
influenciada por los procesos de mezcla fisicospmpafiados por procesos
biogeoquimicos que ocurren en aguas transitolsisnismo, la composicion quimica
del MPS esta relacionada con la composicion quirnicaineralégica de los suelos
subyacentes o sedimentos, los cuales son la fpent@pal del MPS de estos sistemas.
Los estuarios pueden ser eficientes filtros del MP8e elementos traza, debido
principalmente a la interaccién particula/solutdoctdlacion y coagulacion, y
sedimentacion de las particulas de metales trlaaajuimica estuarial es muy compleja
debido a la intensa dinamica natural del ambienta,las reacciones heterogéneas e
hidrodinamicas a escala temporal. Por ello, el artamiento de metales traza no es un
patrén universal dentro de los estuarios (Beltratad., 2009).

Los elementos traza de origen natural y/o antrgpiccluyendo los metales
pesados, son transportados por los rios y tradsfer los sistemas marinos costeros,
incluyendo los estuarios. Dentro de los variadostaroinantes, los metales son de
interés particular debido a su alta persistenagjclado biogeoquimico y riesgo
ecoldgico. Los metales como el Zn (zinc), Fe (biey Cu (cobre) son nutrientes
bioldgicos esenciales necesarios para el crecimi@mtios organismos acuaticos. Estos

micronutrientes pueden ser toxicos en altas coramohes. Otros metales, como Pb



(plomo) y Cd (cadmio), no son requeridos para etianiento y son altamente toxicos
en concentraciones traza. Por ejemplo, se ha aediudjue el Cd produce dafios
ecotoxicoldégicos en pequeias concentraciones @asdtret al., 2008). Por lo tanto, los
tipos y niveles de metales pesados que ingresatmodda las lagunas costeras son
criticamente importantes; por ello el monitoreola® niveles de estos metales en los
sistemas acuaticos resulta esencial (Beltrame, &C4l8; 2009).

La laguna costera Mar chiquita constituye un antbie@stuarino con un
comportamiento muy particular de sus parametrasofiguimicos. En comparacion con
otros estuarios y areas costeras, ésta lagunanpaese elevado ingreso de metales,
tanto en las fases disueltas como en el mateniatpiado.

Altas concentraciones de metales pesados, especitd Zn, Cu y Pb han sido
reportadas dentro de esta laguna (Marcovecchid.,e2@1, 2006; De Marco et al.,
2004, 2006; Beltrame et al., 2007). También, s@mmaron altas concentraciones en la
fase particulada de los metales Mn (manganeso) yc®mo). Otros, como el Cd,
fueron encontrados en niveles mas bajos. La coramdm de contaminantes reportados
en los sedimentos de la laguna Mar Chiquita, enité&s generales, es similar o mayor
a la reportada en estudios realizados sobre astesreas estuariales (Bilos et al., 1998;
Vazquez et al., 1998, 1999; Hatje et al., 2003; yvarLiu, 2003; Zhou et al., 2003;
Botté, 2005; Jiann et al., 2005; Censi et al., 2006uesne et al., 2006; Beltrame et al.,
2009; Fernandez Severini et al., 2009; Botté et28110; Marcovecchio et al., 2010;
Feng et al., 2012; Zheng et al., 2013; Weng y Wafag4).

La actividad agricola es considerada la principaponsable del impacto de los
metales en la laguna; los altos niveles de Zn tagos estarian relacionados con el uso

intensivo de agroquimicos y pesticidas dentro deusmca (Beltrame et al., 2009).



Teniendo en cuenta los antecedentes sobre el tdansmportancia del monitoreo
de este estuario, se propuso contrastar la siguingpdtesis:
En la laguna costera Mar Chiquita, la distribucitinlos metales traza
(Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn y Fe) varia entre los dists compartimentos [agua de
columna (AC), intersticial (Al) y del interior dad cuevas (ACu.), sedimentos y
material particulado en suspension (MPS)] y habitlESPARTILLAR Y

CONFLUENCIA).

Considerando las siguientes observaciones:

La laguna Mar Chiquita se caracteriza por presermiferentes
condiciones ambientales (salinidad, pH, cobertuzgetal de las planicies de
marea, concentracion de nutrientes, entre otrasjieuliferentes habitats.

Se ha detectado la presencia de algunos metaladgsesn matrices
abidticas (agua de columna, agua intersticial, ageacuevas, sedimentos y
material particulado en suspension) como bidticessta laguna costera.

Obijetivo:
 Comparar la distribucion de los metales pesadoscim@sdos en
diferentes habitats de la laguna costera Mar Ctagyien cada una de

las diferentes matrices analizadas.



MATERIALES Y METODOS

Se realizaron campariias de muestreo desde novigiml@@09 a enero de 2011.
Se eligieron dos sitios de muestreo, uno denominddoyo de los cangrejos
(Espatrtillar) y el otro Confluencia o Puente CELRA&r Marcovecchio et al., 2006). El
primer sitio constituye un area predominantementgiecta porSpartina densiflora,
mientras que el segundo, es una planicie de masaublierta, que se encuentra dentro
del cuerpo principal de la laguna, préximo a laazda la bocaHig. N° 1.1).

En cada una de las campafnas se tomaron muestegudede columna (AC),
intersticial (Al) y del interior de las cuevas (AQuy de sedimentos. Los metales

pesados analizados en cada una de las matricaseséram en |dabla N° 1.1

FIGURA N° 1.1. Sitios de muestreo: Espartillar (zona vegetadapgfidencia

(planicie de marea).

Confluencia

Espartillar




TABLA N° 1.1. Metales analizados en cada una de las matricdssdsitios de

muestreo estudiados.

- v v v v v
- v v v v v
- v v v v v
- v v v v v
- v v v v v
- v v v v v
- v v v v v

Toma de las muestras:

Las muestras de agua para la determinacion deesgiabados se recolectaron
en envases plasticos de PET (polietilentereftalao)una capacidad de 1.5 Its, lavados
previamente con agua mas detergente no idnicoagajlos varias veces con agua
comun, lavados con &cido nitrico al 0.7%, y enjdagavarias veces con agua destilada.
Antes de la toma de las muestras, estos envases feilgjuagados con agua del mismo
sitio de muestreo.

Las muestras de AC se obtuvieron empleando direscteemlos envases
plasticos, a una profundidad de ~15cm por debajtadmiperficie del agua. Para la
obtencién de Al se realizaron varios pozos en pieside marea de aproximadamente
40 cm de profundidad y 30 cm de ancho y se dejoadrel agua en su interior. La
misma fue recolectada mediante el uso de pipetas2%® ml previamente

acondicionadas. Las muestras fueron transportadda bl laboratorio en conservadoras



y en oscuridad. En el laboratorio las mismas fueromacenadas a 4° C en oscuridad
hasta su inmediato analisis. Para la toma de naged ACu, el agua fue recolectada
directamente desde las mismas, utilizando las gapetencionadas anteriormente. Las
muestras fueron transportadas en frio (8°C) innma&wfiante hacia el laboratorio.

La toma de muestras de sedimento superficial dzdeampleando tubos tipo
saca-testigos (corers) de PVC de 5 cm de didmetrd5ycm de longitud,
introduciéndolos hasta una profundidad de ~10cnegbuas muestras fueron retiradas
de los tubos, colocadas en bolsas plasticas, ppoatadas hasta el laboratorio en

conservadoras y en oscuridad.

Procesamiento de muestras de agua y material pladiec en suspension:

En el laboratorio, las muestras de agua fueromaditts para la determinacion de
metales pesados, tanto en la fraccion o matriztliesseomo en la fraccion del material
particulado en suspension (MPS). Durante la filra¢as muestras fueron mantenidas a
4°C y en oscuridad, para retardar la accion biokbgy la posible hidrdlisis de
compuestos y complejos quimicos. Cada muestra da &lfrada fue recogida en
envases de PET pre-acondicionados, acidificada Ip$t< 2 — utilizando ~1.5 ml de
acido clorhidrico (HCI) concentrado por litro y senvada a 4° C hasta su analisis.

Para el filtrado se utilizaron membranas de ageth celulosa, Millipore
HAWP 04700, de 0.45 pm de tamafio de poro y 47 mndiéeetro, previamente
acondicionadas y pesadas en balanza analiticaerfostente, los filtros fueron
secados hasta peso constante (48 hs) dentro delasagke Petri acondicionadas en
estufa a 50 + 5° C. Una vez secos los filtros domaterial retenido, fueron pesados
nuevamente en balanza analitica. De esta maneardjfprencia de pesos, se obtuvo el

peso seco de la muestra de MPS. EI volumen deddd varié entre 250-600 ml,



dependiendo de cada muestra. Finalmente, lossfiftreron colocados dentro de bolsas

de polietileno hasta su posterior analisis (deteacion de metales pesados en MPS).

Procesamiento de muestras de sedimento:

Las muestras fueron colocadas en capsulas dedeetidrio acondicionadas y
secadas en estufa a 60 °C, hasta su peso congtartie aproximadamente). Una vez
secas, los bioclastos y el material organico (ahimavegetal) fueron separados
manualmente con pinzas plasticas, y las muestna®deneizadas con un mortero de
porcelana. Las muestras fueron colocadas en bpléaacas dentro de un desecador

para evitar el ingreso de humedad hasta su passerabisis.

Metodologia analitica:

Determinacién de metales pesados disueltos

Para la determinacién de los metales pesados tisu@tl, Pb, Cr, Ni, Cu, Zny
Fe se siguidé el método descripto por Botté et 2008), basado en el previamente
propuesto por Koirtyohann y Wen (1973), que coasést la formacién de un complejo
metal-agente quelante y una extraccién con soleamf@nico. Para esta determinaciéon
cada muestra de agua filtrada fue trasvasada demmeyer y el pH fue ajustado a 4,
utilizando amonio o acido clorhidrico segun coroespese. Luego fue colocada, por
duplicado, una muestra de 500 ml en embudos deasxé@a de vidrio borosilicato de
1000 ml de capacidad, a los que se les agregaranl t@ solucién acuosa al 1% del
complejo pirrolidin ditiocarbamato de amonio (APDZP0 ml del solvente organico
metil isobutilcetona (MIBK). Se procedié a la agitm mecanica de las ampollas
durante 30 minutos a velocidad media y se dejagposar aproximadamente 12 horas.

Pasado este lapso se procedi6 a la separacion f#sés organica y acuosa.



Para eliminar el error causado por las variaciogresel volumen de la fase
organica, la misma fue recuperada en vasos deppesto de 100 ml, los que se
colocaron tapados con vidrios de reloj en planciefactora a 120° C hasta reducir su
volumen a 8 ml aproximadamente. Luego los extrachienidos fueron trasvasados a
tubos de centrifuga graduados con tapon esmeriladpyagando los vasos de
precipitados y llevando a un volumen final de 10cort MIBK-saturado en agua.

En todos los casos la lectura de las muestrasasieareconjuntamente con 2
blancos de reactivos y 4 tratamientos con conagntras crecientes conocidas, tal de
obtener una curva de calibracion para cada metatumndo -en todos los casos-
mantener la linealidad para asegurar la relaciGorlancia-concentracion (Ley de
Lambert-Beer). El agua usada para preparar lostdathe reactivos y los estandares fue
“agua libre de metales”, la cual se obtuvo realilzatres extracciones consecutivas

(sobre la fase acuosa) al agua colectada en ekateliajo estudio.

Determinacién de metales pesados en MPS

Las concentraciones de los metales Cd, Pb, CrCNj,Zn, Mn y Fe fueron
determinadas mediante el método propuesto por Macchio y Ferrer (2005). La
metodologia se basa en la destruccién de la maigganica presente en las muestras
por “mineralizacion hiumeda” con una mezcla de &idde trabajd a temperatura
controlada, con reduccion del volumen hasta cagiestad y luego dilucién con acido
nitrico al 0.7%.

Para llevar a cabo esta determinacion, los fidi®@snembrana con el MPS (peso
conocido) fueron colocados en tubos de ensayo.da tzo se le agregaron 5 ml de
acido nitrico concentrado y 1 ml de acido percwgoncentrado. La mineralizacion de

las muestras se llevé a cabo en un bafio de glécedbre una plancha calefactora, a una



temperatura de 110 + 10°C y agitando suavemente 2&@0 minutos. En los casos en
que fue necesario, se agregaron cantidades adi&soda acido nitrico concentrado.
Una vez completada la mineralizacion y obtenido artracto de 1 ml
aproximadamente, los tubos fueron retirados delo bafse dejaron enfriar. Cada
extracto fue trasvasado con pipeta Pasteur a tdeosentrifuga graduados con tapa
esmerilada. Cada tubo de ensayo fue enjuagadoe8eb\con solucion acuosa de acido
nitrico 0.7% v/v y cada enjuague fue trasvasaddulad graduado enrasando a un
volumen final de 10 ml.

En cada tanda de lectura se trabajé con dos blalecosactivo y dos blancos de
filtros de membrana sin muestra. Todos los blaseowataron de igual forma que las

muestras.

Determinacion de metales en sedimento
La metodologia utilizada fue la misma mencionada en apartado
correspondiente a metales en MPS. La cantidad @strauutilizada en este caso fue de

500 £ 50 mg.

Acondicionamiento del material:

- Todo el material utilizado durante la toma, psasaiento y analisis de las muestras en
cada una de las matrices analizadas estuvo previanaeondicionado, mediante la
metodologia propuesta por APHA-AWWA-WEF (1998).

-Los reactivos utilizados en todos los casos fuattrapuros, para evitar cualquier tipo
de contaminacion e interferencias en las deterritnes.

-Todos los andlisis se realizaron por duplicado.



La determinacion de las concentraciones de metsldas matrices de MPS y
sedimento fue realizada midiendo la absorbancia lae muestras en un
espectrofotometro de emision éptica de plasma dplamiento inductivo (ICP OES,
Perkin Elmer Optima 2100 DV). Para todos los mstale trabajo con vision axial,
excepto para el Mn, que requiri6 el uso de visaihal.

La determinacion de las concentraciones de mef@leésCu, Pb, Zn, Ni, Fe y
Cr) en muestras procesadas de agua se realizbanth un espectrofotometro de
absorcion atdomica Perkin- Elmer AA-2380 (la mezai#agases para la generacion de la
llama fue aire-acetileno).

Todos los analisis fueron realizados en el lalboiatde Quimica Marina, del
Area de Oceanografia Quimica (AOQ) del Institutgexitino de Oceanografia (IADO),

Bahia Blanca.

Condiciones de lectura para cada metal por abspat@@imica

Se utilizaron lamparas de catodo hueco especibaescada metal. En Taabla

N° 1.2se indican las condiciones de lectura para cadal met



TABLA N° 1.2. Condiciones fijas de lectura por absorcién atonpeaa cada metal.

228.8 azul oxidante
283.3 0.7 10 azul oxidante
357.9 0.7 27 amarilla reductora
232.0 0.2 33 azul oxidante
324.7 0.7 20 azul oxidante
213.8 0.7 17 azul oxidante
248.3 0.2 30 azul oxidante

Calibracion y céalculos:

Para validar la eficiencia de la metodologia engden la certidumbre de la
determinacién analitica realizada, se determingdofecentracion de los metales pesados
estudiados en material de referencia internacioewtien certificado (pond sediments,
R.M. N°2) provisto por el National Institute for Wronmental Studies (NIES), de
Tsukuba, Japén. Los porcentajes de recuperacidoseanalisis de cada metal en el
material de referencia se muestran endhla N° 1.3

La curva de calibracion se construy6 con los blancatrones utilizados en
simultaneo en cada tanda de muestras, y para oatahen particular. Se utilizé la recta

de regresion obtenida como el mejor estimador danea de calibracion.



TABLA N° 1.3. Porcentajes de recuperacion en los andlisis delriabtle referencia certificado (NIES)
para determinar la calidad analitica (RANGOS).

95,5-99,4 %
97,4-1015%
91,4-99,3 %
94,7 -98,8 %
96,9 - 99,8 %

97,4 -101,3%

Limite de deteccion y sensibilidad:

El limite de deteccion y la sensibilidad de cad#amfeeron calculados para los
extractos medidos bajo las condiciones estandaréectiira descriptas anteriormente.

El limite de deteccion del instrumento (LDI) quedifinido como la minima
concentracion que produce una absorbancia equieaétrdoble de la magnitud de la
fluctuacién de fondo (APHA-AWWA-WEF, 1998) y quequle ser distinguida de un
ensayo en blanco.

La sensibilidad de un instrumento para medir la ceatracion de un
determinado elemento es la concentracion que peodit@ sefial de 1% de absorbancia.

El intervalo de concentracion optimo se refiereaalgo de concentracion de los
estandares internos o de los patrones de trabagose extiende desde varias veces la
concentracion del LDI hasta la concentracion aul ta curva de calibracion empieza a
ser plana. En este rango se conserva una relagi@al lentre conservacion y

absorbancia. Estos pardmetros se muestranTeabla N° 1.4



TABLA N° 1.4. Limite de deteccidn, sensibilidad y rango de cotreeidon dptimo, expresados gg/ mi

de extracto.

_ hasta 10 0.02 0.09
_ 0.20-10 0.015 0.05
_ 0.05-5 0.001 0.04
_ hasta 20 0.07 0.7
_ hasta 5 0.003 0.1
_ hasta 5 0.05 0.12
_ hasta 5 0.05 0.15

Limite de deteccion del método:

El limite de deteccion del método (LDM) es la carcacion minima de un
elemento que cuando es procesado a través del anétodpleto puede ser detectada
por encima del ruido de fondo con un nivel de cda del 99%. Los resultados por
debajo de este limite son reportados como “no tikss” (nd).

Para el calculo de estos limites fueron tomadosasla caso 12 ensayos de
blanco de reactivo sometidos a los mismos pasgsadesamiento de las muestras y se
obtuvieron los valores de absorbancia. Con ésteiiucalculadas las concentraciones
finales teniendo en cuenta los algoritmos espesifitara cada método y matriz. Los
LDM fueron calculados multiplicando la desviaci@téandar (DS) de las doce réplicas
(n) por el valor apropiado obtenido de la tabla“deStudent” para n-1 grados de
libertad y un alfa de 0.01. Los LDM para cada metalcada una de las matrices se

muestran en l&abla N° 1.5



TABLA N° 1.5. Limite de deteccion del método (LDM), segin el rmétaplicado en la matriz

analizada

- pg/ mi 0.01 0.02 0.04 0.04 0.02 0.08 0.15

po/ L 0.18 0.38 0.89 0.81 0.44 1.6 3.10

Condiciones de lectura para cada metal por espetdnoetro de emision Optica de

plasma de acoplamiento inductivo (ICP OES)

Limites de deteccién vy calidad analitica de datos:

El limite de deteccion del método (LDM) es la carcacion minima de un
elemento que cuando es procesado completamerdeés lel método correspondiente
puede ser detectada por encima del ruido de foodaie nivel de confianza del 99%.

Para estimar los LDM de cada metal se trabajé @snrésultados de la
concentracion de los diferentes metales obtenigusta de 10 blancos de reactivo, los
cuales fueron sometidos a los mismos pasos de ganmoento de las muestras. Se
calcularon las desviaciones estandar de los darasgada metal y se incorporaron en la
formula:

LDM = t(n-1, 1-a) x DS

donde:

DSes la desviacion estandar obtenida de los 10 dasheoeactivo (n = 10); vy,

t (n-1, 1- a) es el valor obtenido de la tabla de “t-Student’apa+l grados de

libertad ya de 0,01.



En el presente estudio los resultados obtenidosconcentraciones por debajo
de este limite se reportan como “no detectados). (bds LDM de la metodologia

analitica empleada para cada metal en la fracadicplada (MPS) (ug/g) fueron:

Matriz Cd Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
Fraccion 0.99 2.2 35 12 2.9 6.7 9.3 4.0
Particulada (MPS)

(Hg/9)



RESULTADOS
Los siguientes resultados reflejan la presenciastrilobucion de los metales
analizados en las diferentes matrices, en ambios sié muestreos, en el momento de
captura de las hembras Neohelice granulatgara la determinacién de las variables
reproductivas en campo (Capitulo Il). Por est&mazonstituyen una referencia de la
situacion puntual y especifica de muestreo. A pesaello, estos resultados seran
comparados con los obtenidos en estudios previgizados también en la laguna
costera Mar Chiquita y servirAn para poner en cootka situacion ambiental de este

ecosistema en estudio.

Metales pesados disueltos:

En laTabla N° 1.6 se muestran las concentracionesnugtales disueltosen
agua de columna (AC), intersticial (Al) y de cueyA€u.) provenientes de la planicie
de marea (Confluencia) y del area vegetada (EBpBrtiEl Fe es el metal esencial
encontrado en mayor concentracion en todas lascestinalizadas, mientras que el Cd
no presento variaciones ni entre matrices ni esitiess de muestreos, y fue detectado en
concentraciones de 0.Q5/ L.

En general, el orden de concentracion de metateslfgiguiente: Fe > Zn > Cr
> Cu > Ni > Cd > Pb; y las mayores concentracidoneson encontradas en el agua

proveniente de las cuevas de los cangrejos.



TABLA N° 1.6. Concentraciones (ug.) de metales disueltos encontrados en las distimetsices

muestreadas de la Laguna de Mar Chiquita en novedd 2009. *nd= no detectable por el instrumento

de medicion.

1.4 2.38 3.26

nd * nd * nd * nd * 49.55 nd *
0.50 3.70 2.96 nd * 0.01 4.44
nd * 1.89 nd * 1.17 2.03 0.45
10.13 nd * nd * 2.46 278.64 273.84
nd * nd * nd * nd * nd * nd *
0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

Metales pesados en sedimentos:

En la Tabla N° 1.7 se expresan las concentracionpg/ (Q de muestra) de
metales pesadoencontrados en losedimentosprovenientes de los dos sitios de
muestreo en primavera-verano 2009-2010. En gendralrden de concentracién de
metales fue el siguiente: Fe > Mn > Zn > Cu > Rbd> Ni > Cr.

Las concentraciones mas altas se registraron tduehiverano, en ambas sitios
de muestreo, lo cual puede estar asociado con umgrndescarga antrépica al
ambiente, mayor contenido de materia organica esedimento y/o un aumento en el
uso de productos agroquimicos provenientes derkms &le cultivos. Asimismo, es
importante tener en cuenta que durante el veranoneportamiento reproductivo de

granulata requiere una mayor demanda metabdlica, ya que etmag actividades, los



cangrejos aumentan la tasa de remocion de los satbsen pos de la construccién y el

mantenimiento de sus cuevas (ltuarte et al., 2B6dapa et al., 2008).

TABLA N° 1.7. Concentraciones de metales en sedimento encontesdtas areas muestreadas de la

laguna Mar Chiquita en noviembre 2009 y febrero®28ad= no detectable por el equipo.

Nov. 2009

Feb. 2010 Nov. 2009 Feb. 2010

0.4895 2.3215 0.157 0.6795
5.779 13.5735 4.4585 6.217
nd * nd* nd* nd*
nd * nd* - 7.22 nd * nd *
11.9035 18.42 9.2885 11.54
nd*- 13.14 38.1 3.863 nd* - 37.01
168.4 230.05 137.2 129.4
7963 13540 10066 8830.5

Metales pesados en material particulado en suspe(diPS):

En cuanto a lometales en MPS$las mayores concentraciones se encontraron en
el Espartillar, tanto en agua de cuevas como denuvw. Tanto el Fe como el Mn
presentaron los valores mas altos; las concentragioegistradas fueron mayores al
limite de deteccién del equipo. El orden decreeiele concentracion de los metales fue
el siguiente: Fe >Mn > Zn > Ni > Cr > Cu > Pb >.Cd

La Tabla N° 1.8 expresa los resultados obtenidos del analisiszeahdi para la

campafa de enero de 2011.



TABLA N° 1.8. Concentraciones de metales en material particidadsuspension (MPS) encontrados en

las areas muestreadas de la laguna costera Mauitah&n enero de 201ind= no detectable por el

equipo.

Agua de Agua de Columna Agua de Agua de

Cuevas Cuevas Columna
0.146 nd * 1.537 8.326
1.923 nd * 10.7 49.39
10.48 nd * 81.31 846.5
8.205 nd * 83.84 1032
8.507 nd * 38.54 109.2
14.95 nd * 156.4 2062

101 1206 229.6 924.1

5573 20310 12880 20950




DISCUSION

En las ultimas décadas ha aumentado el interéglpestudio de los estuarios
por diversos factores: i) su rol en el mantenintedé la biodiversidad en el mar,
especialmente de peces, ii) su significancia enddificacion del flujo de los elementos
trazas o alcalinos desde la tierra al océano suiymportancia econdémica debido al
desarrollo del transporte y de las actividades coiaes e industriales sobre los bancos
de sus rios (Amigo et al., 2012). La laguna coshea Chiquita, un estuario muy
particular, recibe flujos de agua dulce provenigrtel sistema de Tandilia; junto con
ellos, una gran descarga de pesticidas, fertigznmetales particulados y disueltos
provenientes de la intensa actividad agricola deltzia en el area adyacente a ésta
(Kopprio et al., 2014); es por ello, que los remddis aqui presentes permiten conocer
las concentraciones de metales en las distintasceside la laguna y relacionar sus
posibles efectos sobre las variables reproductea$eohelice granulataanalizadas en

los siguientes capitulos.

El andlisis de las concentraciones denetales pesados disueltasbtenidas en
este estudio permite concluir que las mismas seaesian dentro de los rangos ya
informados por Beltrame et al. (2009). Los nivetkesCd disuelto no presentaron
variaciones ni en AC, Al ni en ACu; y fueron merm@ LDM (0.18pg. LY. Las
concentraciones d@u disuelto se encontraron entre 1.4 — 326 L™ el Pb disuelto
no fue detectado en las muestras, mientras quetaentraciones dén, Fe, Niy Cr
variaron entre nd — hasta 49, 280, 2 y 4.4ug. L* respectivamente. Todas las
concentraciones fueron menores a las informadasBptirame et al. (2009), y en
comparacion con otros estuarios del mundo, afestpdolas actividades antropicas, y

con diversos grados de contaminacion (Botté, 26fje et al., 2003; Wang y Liu,



2003), la laguna Mar Chiquita presenta importantescentraciones de metales

pesados.

En cuanto a losmetales pesados ensedimentos se encontraron en
concentraciones superiores al limite de detecco. se registraron diferencias
significativas entre sitios de muestreos, peroclascentraciones mas elevadas fueron

medidas durante el verano.

El metal en mayor concentracién fue F# (> 7963 ug. L), y en menor
concentracion se registraron@dl, el Ni y el Pb. El Cr no fue detectado. A pesar de
ello, los metales determinados en sedimentos pEs@nconcentraciones en varios
ordenes de magnitud superior a los metales disyedoigual que lo registrado por

Beltrame et al. (2009).

Los metales pesados en MPS, ggesentaron en concentraciones superiores a
las determinadas en las fases disuelta o en sewintea registraron diferencias entre
las matrices analizadas y entre los sitios de meesEn la matriz AC de Confluencia,
la mayoria de los metales no fueron detectadosuanto al Espartillar, las mayores
concentraciones de metales se registraron en ACrespecto a ACu.; y entre sitios de
muestreo, el Espartillar se caracteriz6 por presegbncentraciones de metales

mayores, en varios ordenes de magnitud, en ACu.

Al igual que lo mencionado para las otras fase$izaakas, las concentraciones
de metales en MPSse encuentran dentro de los rangos informado8eibrame et al.
(2009), y en comparacién con otros estuarios deldoFeng et al., 2002; Zhou et al.,
2003; Jiann et al., 2005; Duquesne et al., 20@8),cbncentraciones registradas en la

laguna costera Mar Chiquita, son elevadas.



Las desembocaduras de rios, estuarios y zonasafiacionan como trampas
de material particulado terrigeno, donde el 90%MIeE transportados por los rios es
depositado, y el 10 % restante es transportada lehanar (Martin et al., 1994). Las
elevadas concentraciones de metales presentes eh, Mddrian deberse a la
resuspension de los mismos provenientes del setiieor accion de las corrientes y
del viento que actian en esta laguna somera. Asimyila poca profundidad hace que
los metales resuspendidos queden disponibles eridmna de agua (Beltrame, 2008).
Las formas inmovilizadas de los metales dentrosddimento estuarial constituyen un
riesgo potencial sobre la calidad del agua, yaeajlos pueden ser reincorporados al
ambiente acuatico debido a sus cambios quimicashjca de la salinidad y/o de pH,

actividad microbiana, etc.) (Botté et al., 2010).

Comparado con otros estuarios y areas costerasndetlo, la laguna Mar
Chiquita presenta un grdimput” de metales, tanto en la fase disuelta como en la
particulada. Las actividades humanas, especialnanégricultura, son consideradas
como las principales responsables del ingreso tles emetales al ecosistema. La
biodisponibilidad de los mismos esta influenciada yarios factores (especiacion del
metal, salinidad, temperatura, caracteristicasulpamétricas del sedimento, etc.), todos

ellos muy variables en esta laguna (Beltrame g2@09).

Si bien se sabe que estos ecosistemas tiene leidaghae actuar confbuffer”
frentes a presiones externas (Marcovecchio et1&97, 2006), cambios de gran
magnitud en algan parametro ambiental, durantBemmpo prolongado pueden causar
el deterioro irreversible del ambiente (Viaroli ak, 2007). Es por ello que se
recomienda el monitoreo constante de esta lagustareoya que los contaminantes son

incorporados, bioacumulados y biomagnificados par drganismos a través de las



tramas tréficas, afectando no sélo el ambiente pimtencialmente también la salud

humana.



CAPITULO II

Variables reproductivas en hembras de Neohelice
granulata provenientes de diferentes hdbitats de la

laguna.



INTRODUCCION

La reproduccion en los crustaceos es un procesoplen regulado
hormonalmente, el cual puede estar afectado parstie compuestos xenobioticos
(metales, TBT, pesticidas). El éxito reproductive® o de los factores claves que
determina la supervivencia de las especies. Estgepestar alterado por la presencia de
contaminantes y manifestarse en cambios en laachly/o cantidad de gametas
producidas, lo cual puede afectar la fecundacilbaesarrollo embrionario, la viabilidad
y supervivencia de larvas y consecuentemente & éproductivo de las especies (Au

et al., 2001).

Los metales pesados pueden afectar distintas edapaste proceso (Revathi et
al., 2011). Algunos de los efectos negativos caas@adr exposicién de los crustaceos a
los metales incluyen las siguientes manifestaciagiesnc y el plomo producen severas
alteraciones morfolégicas durante el desarrollo remhrio y la eclosion larval, asi
como una mortalidad significativa en estadios l@wa postlarvales (Jackson et al.,
2005). El cobre y el cadmio interfieren las hormogae estimulan la reproduccion y
afectan el crecimiento del ovario (Medesani et241Q4).Por su partegl cobre afecta la
capacidad de los machos de detectar hormonas feasepara la formacién de pares
reproductivos (Krang y Ekerholm, 2006). ElI mercurfroduce alteraciones
morfolégicas en los apéndices en regeneraciéon (\Weial.,, 1992) y retraso en el

desarrollo embrionario (Sanchez et al., 2005).



En sintesis, los efectos subletales, producto @xpasicion a los metales en el
ambiente, se miden generalmente, como respuestasndeo algunos sistemas
bioquimicos o fisioldégicos de los organismos. Smbargo, la supervivencia de un
individuo esta determinada por una respuesta iadlagdel funcionamiento de todos sus
sistemas (Hebel et al., 1997). Asi, las respugstasien ser analizadas en diferentes
niveles de organizacion, desde el molecular hastée eorganismos, desde lesiones
fisicas, hasta modificaciones en el comportamiemoe redundan en aspectos
poblacionales. Las respuestas en el comportamipugmlen incluir reacciones de
evasion, cambios en el comportamiento alimentiagieproductivo y actividad

locomotora (Hebel et al., 1997) y cambios en ellado parental de los embriones.

Los cangrejos costeros, particularmente OcypodigaeGrapsoidea han
demostrado ser excelentes especies centinelalpamgoreo de las condiciones de los
habitats costeros (Andersen y Melzer, 2004). Raghygrapsus crassipesin cangrejo
grapsido intermareal- es un bioindicador efectiwo lals condiciones del habitat de
marismas de la costa de California, tanto a pequefie a gran escala. La exposicion
de embriones en desarrollo a niveles de contangsargsulto en anormalidades,
facilmente detectadas, las cuales son indicaddeaks efectos producidos por los
contaminantes. Ademas, la frecuencia de las anmiad®#s fue mayor en la porcidon
externa de las masas ovigeras analizadas, o gieregue esto se debe a que la misma
esta en contacto directo con el sedimento. La deafiagitamafio poblacional, tallas y
proporcion de sexos) en la poblacion estudiadaufuendicador pobre de los efectos
toxicos en los cangrejos de esa especie. Se haiafio que las variables reproductivas
tales como, el rendimiento reproductivo, el tamd@éloembrién, el tiempo de desarrollo,

las anormalidades en el desarrollo, el éxito eedasion y la supervivencia de las



larvas difieren acorde al grado de contaminaci@segmte en tres marismas estudiadas.
Los metales, y otros contaminantes se relacionesaria prevalencia de anormalidades

en el desarrollo entre areas vegetadas y no vegeydddosas (Morgan et al., 2006).

La caracteristica mas sobresaliente de las planoéela laguna costera Mar
Chiquita, es la presencia de cuevas abiertas ypsemanentes construidas por el
cangrejo cavadoiNeohelice granulata,considerado “ingeniero ecosistémico”, cuya
actividad incrementa la oxigenacion de los sediograumenta el drenaje y altera las
propiedades fisicas y el contenido de materia éacgdiBotto e Iribarne 2000; Menone
et al., 2006; Canepuccia et al., 2008; Escapa,e2@08; Daleo e Iribarne, 2009; Fanjul
et al.,, 2011; Méndez Casariego et al., 2011). largyejos que se encuentran en las
planicies son alimentadores de depdsito pero camdhiadieta y se comportan como
herbivoros cuando se encuentran habitando las aeggtadas (Iribarne et al., 1997).
La biologia de este cangrejo, incluyendo su histate vida, los parametros
demograficos, la reproduccion y su papel ecolépmsido ampliamente estudiada por
varios autores (Spivak et al., 1994, 1996; Basiyakp 2000, 2003; Giménez y Anger,
2001; Luppi et al., 2002, 2004;ltuarte et al., 20Pd06; Bas et al., 2005, 2007, 2008,
2009; Silva et al., 2007, 2009; Anger et al., 20B8ltrame et al., 2009, 2011; Spivak

2010; Sal Moyano et al., 2012; 2014).

Ademas, se han realizado estudios toxicologicosresabdividuos de la
poblacion de esta especie en el estuario del Ria Bata, que permitieron determinar
efectos letales y cronicos en larvas, juveniledyltas, asi como también dafios en
células y organos vitales debidos a la exposiciomnlifarentes metales pesados
(Rodriguez et al., 2007). Por otra parte, se harchhado la presencia de metales

pesados en los cangrejos presentes en la BahiandAronio, Rio Negro (Gil et al.,



2006), mientras que Beltrame et al. (2009), estadigor primera vez los efectos de
zinc y cadmio en la supervivencia de individuosed&a especie en Mar Chiquita. En
sintesis, algunos aspectos de las respuesta®disias deN. granulata a la exposicion

de diferentes metales han sido estudiadas por: &mah. (1998), Vitale et al. (1999),
Kogan et al. (2000), Pinho et al. (2000), Ferrdral (2001), Lépez Greco et al. (2001),
Medesani et al. (2004), Sanchez et al. (2005), M&z(2005), Ferrer et al. (2006),

Rodriguez et al. (2007), Beltrame et al. (2008,9200

El gran volumen de informacién publicada acercdadbiologia deNeohelice
granulatg la dinamica de la laguna costera Mar Chiquitaeeekistema bajo estudio- ,
el papel ecoldgico en diferentes marismas de leacrgentina, y los resultados de la
exposicion a diferentes metales se ha convertidg erarco referente para realizar este
estudio y asi incorporar un parametro efectivo @elioidon a tener en cuenta para una

propuesta integrada de conservacion y manejo dslstema.

Objetivo:

. Comparar variables reproductivas de hembras N@g®helice
granulata provenientes de diferentes habitats de la lagumea (region

vegetada y una planicie de marea descubierta).

En particular, interesa analizar los indices gosadwtico y hepatosomatico, el
rendimiento reproductivo, la fecundidad y el pesoos tamafio y volumen de los

embriones en la masa ovigera.

Las hipoétesis planteadas en el marco de este apdn:

. Los indices gonadosomatico y hepatosomatico y &sables

reproductivas (rendimiento reproductivo, fecundigapleso seco, tamafno y



volumen de los embriones en la masa ovigera) dédtaesndeN. granulata
difieren de acuerdo a los habitats estudiadosdnegégetada: Espartillar y
planicie de marea descubierta: Confluencia) y éadeestaciones del afno

(primavera y verano).



MATERIALES Y METODOS

Para comparar las variables reproductivas entrddeshabitats, Espatrtillar (area
vegetada) y Confluencia (planicie de marea), seleetaron manualmente hembras en
estadio ovigero en las campafias de noviembre @2 (pBimavera) y febrero de 2010
(verano) (N= 20) Fig. N° 1.1. Capitulo I). Aquellos organismos que presentaban
pérdidas de miembros u otras anomalias fueron dadoa. Se midio la salinidad en la

columna de agua en cada sitio de muestreo, paauarvalor de referencia.

Los cangrejos fueron transportados al laboratono recipientes plasticos,
cubiertos con agua y con sedimento provenientesisitios de muestreo. Una vez alli,

fueron colocados sobre hielo con el fin de criotasarlos.

Se tomaron medidas de precaucién para prevenirotdaminacion de las
muestras durante la diseccién, de manera que tbdeaterial utilizado fue lavado
previamente con &cido nitrico y acondicionado, isigdo las recomendaciones

propuestas por APHA-AWWA-WEF (1998).

Se analizaron 10 hembras provenientes de cadahabitada una se le midio el
ancho de caparazén (AC), el cual se tom6 como hlaride referencia. Se realizo
cuidadosamente la diseccion de cada hembra, y sexti®jo el ovario y el
hepatopancreas. Ambos 6rganos fueron secadosfa asd8®d°C durante 48 hs para la
determinacion del indice gonadosomatico (IGS) yategpmatico (IHS). En ambos
casos, los indices se calcularon como la proporeidine el peso seco del érgano
(ovario o hepatopancreas) y el peso seco totargahismo incluyendo dichos érganos

(Ituarte et al., 2006).



A cada hembra se le identificé el estadio de deBarmlel ovario segun Ituarte et

al. (2004):

Estadio I: ovario filiforme y transltcido, gris palido;

Estadio II: ambos ovarios son tubulares, flamentosos y stngp naranjas,

rojos 0 marrones;

Estadio 11l : ambos ovarios son filamentosos, tubulares y mébkas, pero sin

diferencias entre la region anterior y posteriorgees granulares, marrones a violetas;

Estadio IV: la region anterior expandida, cubriendo parteedadmago cardiaco
0 hepatopéncreas; la region posterior con filansevitgbles; siempre granular; naranjas

a violetas;

Estadio V: todo el ovario expandido cubriendo el estomagodiaao o

hepatopancreas; siempre granular; bordo a viokataro.

De acuerdo con la clasificacion descripta por BaSpivak (2000) se estableci6 el

estadio de desarrollo de los huevos con embriames e

temprano (estadios I, 11y 1lI),

intermedio (estadios IV, V y VI)

tardio (estadios VII, VIII, IX).

Estadio I: el vitelo ocupa el 100% del volumen, no se okmemlstructuras.

Estadio II: Aparecen dos comisuras blancas en un extremwmepiindicio de

embrion.



Estadio Ill: Las comisuras se unen formando una media lumacdl®5-90 %

del volumen ocupado por vitelo.

Estadio IV: Se distinguen rudimentos de apéndices. 80-60 Povalemen

ocupado por vitelo.

Estadio V: Aparecen los ojos, como lineas rojizas. 50 %vd&imen ocupado

por vitelo.

Estadio VI: el vitelo tiene forma de trébol, aparecen crorwats, los 0jos

comienzan a redondearse. Latido cardiaco clar&o 4@l volumen ocupado por vitelo.

Estadio VII: el vitelo est& distribuido en dos masas centrale%o del volumen

ocupado por vitelo.

Estadio VIII: Hay movimientos larvales. Los o0jos y cromatoforestan

totalmente formados. < 20 % del volumen ocupadovjtelo.

Estadio 1X: sin vitelo, listos para eclosionar.

El resto del exoesqueleto, y su contenido, fuedseea estufa a 80 °C durante

48 hs, para obtener el peso seco de la muestra.

Anédlisis de las variables reproductivas

La estimacién de las variables reproductivas skzéede acuerdo con Stella et

al. (1996), Lardies y Castilla (2001) y Brante le{2003).

Rendimiento reproductivo: Se estimé como la razdineeel peso de la masa

ovigera y el peso de la hembra (Hines, 1982).



Fecundidad: Se tomaron submuestras de 500 huexs0f del borde de cada
masa de embriones, se contaron bajo el microscegi@varon con agua destilada y se
transfirieron a mini capsulas para su secado emfeest 80°C durante 24 hs. La
fecundidad de cada hembra se estimo extrapolandada entre el nUmero de huevos y

el peso seco de la muestra con respecto al pdaoiBsa ovigera total.

Peso seco de la masa de embriones, tamafio y voldmdns huevos: Se

determind el peso seco de la masa ovigera de aadhbra de los diferentes habitats.
Las muestras fueron lavadas con agua destiladeaglag en estufa a 60 °C durante 48
hs. El volumen medio (m de los embriones se estimé a partir de embriones
obtenidos al azar de la masa ovigera. Se midiGaéahetro mayor y menor de cada
embrion. El volumen del embrion se calcul6 comeatimen de una esfera y se estimé

el valor medio de cada submuestra.

Tratamiento estadistico: Todos los datos fuerorirastados para normalidad y

homocedasticidad. Se utilizé la transformacion seco para los valores porcentuales
(zar, 1999). Las diferencias entre el rendimienéproductivo, la fecundidad, el
volumen y nimero de huevos, y peso seco de losi@melsrentre los diferentes habitats
se compararon mediante test de ANOVA paramétricanoo parameétrico segun
correspondiese. En el caso de que las diferenctssiltaran estadisticamente
significativas, se aplico el test de Tukey o dedkal-Wallis segun correspondiese (Zar,

1999).



RESULTADOS

La salinidad en la columna de agua en el muesteeprimavera fue de
34 ups para la zona del Espartillar (area vegeta@d) ups para Confluencia (planicie
de marea); en el muestreo de verano, la salinigadéd 28 ups en el Espatrtillar y 30 ups

en Confluencia. Este Ultimo muestreo fue posterion dia de lluvia y tormenta.

Las hembras correspondientesEapartillar se caracterizaron por presentar
tallas de ancho de caparazon (AC) entre 22-30 & @@, ovarios enestadios I, 1l 'y
[l de madurez yembriones en estadiosgempranos, intermedios y tardiosde
desarrollo. Respecto del cangrejal @enfluencia, las hembras presentaron tallas
menores (AC: 18-27 + 2.69 mm), lasvarios analizados se encontraron mas en
estadios | y Il de desarrollo, y loembriones presentaron, al igual que los del
Espartillar, lostres estadiosde desarrollo. Durante los analisis se observoequias
hembras del Espartillar, los ovarios e&stadio |1 se encontraron mas frecuentemente en
noviembre que en febrero; estas diferencias no lserearon en la zona de
Confluencia. En cuanto al desarrollo embrionario, se obserglgs huevos eestadio
| fueron mas frecuentes en el Espartillar, mierdtessen Confluencia se encontraron en

mayor frecuencia huevos estadio IlI.

Por otra parte, se observaron diferencias sigtifias para los valores de
los IGS calculados entre hébitats (Confluencia y Espanli(ldig. N°2.1 ANOVA, F =
18.16, p< 0.0001, gl= 37, {la = 40), pero no entre las épocas de muestreo (pei@a
- verano) Fig. N° 2.1 ANOVA, F= 0.25, p> 0.05, gl =37, M= 40). En tanto, para
el IHS se observaron diferencias significativas tantoee@onfluencia y Espartillar,
como entre épocas de muestrem( N° 2.2 Kruskal-Wallis, H = 9.21, p< 0.05, gl= 3,

N total = 38)-



FIGURA N° 2.1. Neohelice granulataindices gonadosomaticos (IGS) de las
hembras provenientes de los dos cangrejales (HwartConfluencia) en dos épocas
de muestreo (primavera — verano). Letras difeseiméican diferencias significativas
(p <0.001).
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FIGURA N° 2.2. Neohelice granulataindices hepatosomaticos (IHS) de las
hembras provenientes de los dos cangrejales (HwartConfluencia) en dos épocas
de muestreo (primavera — verano). Letras difeseiméican diferencias significativas

(p < 0.05). E: Espatrtillar; C: Confluencia; p: pawera; v: verano.
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Analisis de las Variables Reproductivas

Rendimiento reproductivo:

Los valores del rendimiento reproductivo de las w® no mostraron
diferencias significativas entre habitaBsg; N° 2.3. ANOVA, F= 1.56, p > 0.05, gl=
37, Niota1=40), ni entre épocas de muestrdeig.(N° 2.3 ANOVA, F=1.78, p > 0.05,
gl= 37, Niota =40).

FIGURA N° 2.3. Neohelice granulataRendimientos reproductivos de las
hembras provenientes de los dos cangrejales (HipartConfluencia) en dos épocas
de muestreo (primavera — verano). E: Espartillar,C8nfluencia; p: primavera; v:

verano.
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Fecundidad:

El calculo de la fecundidad fue estimado para utaltde 20 hembras
provenientes de cada cangrejal (10 capturadasreay®ra y 10 en verano).



El andlisis de los valores de fecundidad indicardificias significativas entre los

dos cangrejales y entre épocas de mueskigo N° 2.4 Kruskal- Wallis, H: 9.79, p <
005, g|: 3, Nota| = 40)

FIGURA N° 2.4. Neohelice granulata.Fecundidades de las hembras
provenientes de los dos cangrejales (EspartillaConfluencia) en dos épocas de
muestreo (primavera — verano). Letras diferemdian diferencias significativas (p <

0.05). E: Espatrtillar; C: Confluencia; p: primaveraverano.
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Peso seco de la masa de embriones, tamario y volleres huevos:

El andlisis del peso seco de la masa ovigera deinggé so6lo hay diferencias
significativas entre Confluencia y Espartilldfig. N° 2.5. ANOVA, F= 23.11, p <
0.0001, gl= 37, Notai= 40), mientras que no se encontraron diferenaigsfisativas en
el volumen medio de los huevos ni entre habitatsniie épocas muestread&gy( N°
2.6.Kruskal — Walllis, H=5.54, p > 0.05, gl= 3, = 40).



FIGURA N° 2.5. Neohelice granulataPesos secos de la masas ovigeras de las
hembras provenientes de los dos cangrejales (HwartConfluencia) en dos épocas
de muestreo (primavera — verano). Letras difeseiméican diferencias significativas

(p < 0.05). E: Espatrtillar; C: Confluencia; p: pawera; v: verano.
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FIGURA N° 2.6. Neohelice granulataVolumen medio de los huevos de las

hembras provenientes de los dos cangrejales (HwartConfluencia) en dos épocas

de muestreo (primavera — verano). E: Espartillar;G8nfluencia; p: primavera; v:

verano.
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DISCUSION

En los crustaceos, la duracion y frecuencia déb del ovario (maduracién del
mismo) puede variar entre poblaciones de una mespacie, y estas variaciones son
mas notables si la especie tiene un amplio rangdistebucion o si las condiciones
ambientales son muy variables dentro de ese rdfgee los factores ambientales que
producen efectos en el ciclo del ovario y en la@8h reproductiva, se destacan la
temperatura, el fotoperiodo, la salinidad, la dispiidad de alimento, estructura del
habitat (sustrato), entre otros; todos parametoss muy amplio rango de variacion
estacional y diario, en la laguna costera de Maq@ia (ltuarte et al., 2004; Beltrame
el at., 2008, 2009).  El desarrollo ovarico, procesgulado por hormonas, sirve como
indicador del estado de las gbnadas y puede semdaado a través de la variacion del
indice gonadosomatico (IGS). Por otro lado, eld®l hepatopancreas también es de
vital importancia en los crustaceos, es el pridcipgano de detoxificacion y de
almacenamiento de una gran cantidad de metalesaii®pet al., 2005; Martin-Diaz et
al., 2006; Beltrame et al., 2008, 2009; Revathalet2011; Lauer et al., 2012). En los
decapodos, su adecuado funcionamiento es impogtandela salud, el crecimiento y la
supervivencia (Beltrame et al., 2009). La relacginire el desarrollo del ovario y el
hepatopancreas, y su dependencia con los proocegalgados por hormonas, hacen del
hepatopancreas objeto de estudio al mismo tiempaetjavario, motivo por el cual el
indice hepatosomatico (IHS) también puede utilzaemo un buen indicador (Martin-

Diaz et al., 2006).

Las actividades reproductivas de las hembras dgejas braquiuros comienzan
antes de la muda de madurez; el crecimiento injceldesarrollo de los ovocitos estan

sustentados por material autéctomte{ogénesis primarig, y después de la muda, el



crecimiento de los ovocitos involucra la contriduci del material aléctono

(vitelogénesis secundarig(ltuarte et al., 2004).

Ha sido demostrado, al menos en algunas espegqies, las reservas
almacenadas en el hepatopancreas son movilizadeia leh ovario durante la
vitelogénesis secundaria. Las hembras de estosejasmigon capaces de tener varias
puestas durante el periodo de intermuda, desardollauevas cohortes de ovocitos una
vez que los huevos fecundados fueron extruidosedie manera, las hembras ovigeras
pueden tener ovarios en vitelogénesis primaria aurgtaria. Cuando la eclosion
finaliza, la vitelogénesis secundaria de la seguudmrte se completa casi totalmente,

asi una nueva puesta de huevos puede ser extituigke et al., 2006).

En el presente estudio, ambos indices calculd@&ge IHS presentaron
diferencias significativas. El IGS vario entre hats (Espartillar y Confluencia), lo cual
podria deberse a diferencias en la madurez devlrsos, lo que implica diferencias en
su desarrollo y peso. En este estudio se obsemdoguovarios correspondientes a las
hembras del area vegetada (Espatrtillar) se encontraas desarrollados que los de las
hembras de la planicie de marea (Confluencia)rtiuet al. (2006) reportaron quis.
granulatase reproduce durante la primavera, el verano alwshienzos del otofio; las
hembras presentan ovarios maduros durante el migicanzando diferentes estadios
de desarrollo a lo largo la estacion reproductpa,lo cual el tamafio de los mismos y

el peso se ven modificados.

En cuanto al IHS, se detectaron diferencias tamtioe habitats como
entre épocas de muestreo (primavera-verano). hlitges mas altos pertenecen a la
region del Espartillar, durante el verano. Comociaisgrejos de ambos sitios difieren en

su modo tréfico y en la tasa de procesamiento deimento (los cangrejos de las



planicies de marea presentan una alimentacion pdimimente del tipo detritivora
mientras que los de las areas vegetadas mayaritamta del tipo herbivora) las
diferencias encontradas en este indice podriacioakrse a variaciones en la cantidad
de reservas acumuladas en el hepatopancreas; cosugiere también Beltrame et al.

(2008, 2009).

En estudios realizados en la laguna Mar Chiquitzarte et al. (2004) han
encontrado diferencias en ambos indices, al comig®t ciclo reproductivo de las
hembras. También se han encontrado diferencias éréas geogréficas distantes (San
Antonio, Rio Negro - Mar Chiquita, Buenos Aires)kry diferentes momentos del ciclo
reproductivo. Las hembras ovigeras presentan unniid§ bajo que las hembras no-
ovigeras, lo cual se deberia a que las hembrasragiggdministran su energia entre el
mantenimiento, el desarrollo de los ovocitos ywtlado parental (ej: batido del pleon
para oxigenacion de la masa de huevos, limpietasd@ismos); todas estas actividades
ocurren de manera simultanea, con lo cual lasvasesnergéticas almacenadas en el

hepatopancreas estan dirigidas para abastecerdbam@nda (Ituarte et al., 2006).

En base a estos antecedentes, se puede sugetasqdiéerencias aqui
encontradas podrian estar relacionadas a: a) Dffiax® tréficas; b) Diferencias en el
estadio de desarrollo gonadal (ovarios mas madpresgntan mayor tamafo y peso) y
c) Diferencias en la cantidad de reservas eneggly/o a la concentracion metales
almacenados en el hepatopancreas, lo cual tamtfiéya en el peso de éste organo.

Futuros estudios seran necesarios para abordailtste item.

La presencia y dinAmica de algunos metales pesauta laguna
costera Mar Chiquita ha sido estudiada por Beltragheal. (2008, 2009). Su

concentracion en los diferentes compartimentos gn@htparticulado en suspension,



sedimento o columna de agua) es fluctuante ado ldel afilo (mayores concentraciones
detectadas durante la primavera y el verano). Lesales pesados, presentan un
comportamiento y una distribucion diferencial encemcentracion entre planicies de

marea y areas vegetadas. La fase disuelta enelgai medio de transporte de Cd, Cu,
Ni, Pb y de C organico, mientras que el Fe y Mn s@amsportados en la fase

particulada. Las concentraciones de Zn, Ni y Cmaterial particulado en suspensiéon o
disuelto son mucho mas elevadas, en comparacidmtcos ambientes contaminados

(Beltrame et al., 2009).

A pesar de ello, la biodisponibilidad de los metags similar en ambos
cangrejales (Beltrame et al., 2009), aunque senbangrado, por ejemplo, que el Zn se
concentra mas en el hepatopancreas de las hemi@ancel de los machos (Beltrame
et al., 2009). El periodo reproductivo genera langronsumo de energia, produciendo
un decrecimiento estacional en la capacidad dexifieaxion, lo cual favoreceria la

bioacumulacion del metal en dicho 6rgano (Beltrata., 2009).

Los metales pesados acumulados en el organisnotaafee manera
diferencial a los 6rganos, por ejemplo: la acumalaae Zn en el hepatopancreas
produce pérdida de peso y disminucion del crecitoiate los crustaceos, se han
detectado efectos de este metal tanto en embriGmasento de la mortalidad,
disminucién del tiempo de desarrollo embrionarimgranalidades morfologicas en las
larvas, etc.) como en adultos (disminucion del pesporal, prolongacion del periodo
de intermuda, etc.), lo cual finalmente afecta ssadollo y reproduccion. Metales
como el Cd y el Hg, producen alteraciones en edrdedo gonadal. Por ejemplo, el Cd
inhibe la muda, produce alteraciones patoldgicas l@n ovocitos primarios y

secundarios en juveniles teohelice granulatgdKogan et al., 2000; Beltrame et al.,



2009). También produce dafios estructurales enpaltdygancreas, los cuales afectan las
funciones de absorcidn, secrecion y digestion (Réwt al., 2011). El Cu produce
efectos fisioldgicos y bioquimicos, afecta la gligis, el Ciclo de Krebs, la excrecion
de amonio, el consumo de oxigeno, el crecimiento,(kauer et al., 2012) y provoca
anormalidades morfologicas &h granulata(Beltrame et al ., 2009). La presencia de
metales como Pb y Zn en los huevos de las hembigsras se ha podido relacionar
con el mecanismo de detoxificacion y transferem®ala hembra (Lavradas et al.,

2014).

En cuanto al rendimiento reproductivo, no se ettaoon diferencias
significativas entre las hembras provenientes déoantangrejales en las distintas
épocas de muestreo. Resultados similares fuerd@streaps por Silva et al. (2009) en su
estudio realizado en los mismos cangrejales; ystudms anteriores que compararon
distintas poblaciones de la misma especie (Stebd,e1996; Luppi et al., 1997; Bas et

al., 2007).

La fecundidad ha sido tradicionalmente definidancoel niumero de
huevos puestos por hembra y ha permitido estudiogparativos entre poblaciones de
la misma especie a nivel intraespecifico o enttertas superiores. BE¥. granulata,la
fecundidad puede variar ampliamente entre poblaciones, este€ioy afios. Los
resultados del presente estudio demuestran quéifeagncias significativas entre los
valores medidos para cada cangrejal durante elneoprbbs valores mayores se
obtuvieron en las hembras del Espatrtillar. A difiera de lo encontrado por Silva et al.
(2009) en la poblacion de Mar Chiquita, y por Batt al. (2009) en la poblacién de la
Lagoa dos Patos, en Brasil, en cuyos resultadosiorean que la fecundidad no

presento diferencias significativas entre los difges habitats estudiados.



Al analizar los valores del peso seco de la madgem, sélo se
detectaron diferencias entre habitats. Los maypes®s secos fueron encontrados en
los huevos de las hembras del Espatrtillar; miergtees el volumen de los mismos no

difirié ni entre ni dentro de los habitats en prumia y verano.

Efectos estacionales han sido identificados cormo cecurso de la
variacion intraespecifica en la reproduccién desitebrados marinos en poblaciones
separadas (ej.: en el numero y tamafio de los huemda composicion bioquimica de

los embriones, en la fecundidad, etc.) (Bas e2aD8).

El tamafio, la biomasa y la composicion de los hsigMarvas son caracteres de
historia de vida relevantes de las especies. Tasnaifflilomasas grandes, aumentan las
probabilidades de los descendientes a sobreviwhidd a la capacidad para la
alimentacion y/o para resistir a los periodos danicion. Variaciones en estos
caracteres pueden tener una base genética, o piggesentar una respuesta plastica a
variaciones en las condiciones ambientales, en @psp es considerado como
adaptativo, si efitnessde los embriones o larvas aumenta. Los huevogpquan las
hembras dé. granulataestan expuestos a un amplio rango de temperatadasqle,
los ambientes intermareales, donde viven los aslubmestran fuertes variaciones
diarias y estacionales en la temperatura del gireomo en todos los animales
ectotermos, el tiempo de desarrollo embrionarionseementa con el descenso de la
temperatura (Bas et al., 2008). La temperatura salmidad son factores que pueden
afectar la produccion de huevos, la embriogéneds galidad de las larvas de los
crustaceos. Estos factores son muy variables en Giaquita, pero el grado de
variacion difiere entre habitats, y es mas estahléas regiones vegetadas que en las

planicies de marea (Silva et al., 2009).



La variabilidad intraespecifica en el numero y dam de los huevos
producidos por especies de invertebrados bajo cimmgis ambientales oscilantes puede
resultar para la optimizacion de los recursos etie@s destinados a crecimiento y
reproduccién, asi como a supervivencia, dispers@nreclutamiento de los
descendientes. Algunas diferencias han sido relades a gradientes de temperatura
latitudinal, a variaciones interanuales de tempesata variacion regional de la

salinidad, entre otros factores (Bas et al., 2007).

En este estudio, las diferencias encontradasseral@ables reproductivas
de las hembras provenientes de los dos cangre@ahesaracteristicas distintivas, estan
relacionadas con la fecundidad y el peso seco adwéa de huevos. En el Espartillar, el
namero de huevos por puesta, por hembra, fue mgmr]o cual su masa ovigera fue
de mayor peso que las de Confluencia. Estas dd@a®podrian deberse a la pérdida de
huevos de la masa ovigera. En los crustaceos dimsipdicha pérdida esta asociada
con temperaturas y salinidades extremas, el efdetoparasitos en los huevos,
predadores e infecciones microbianas. Las hembrigeras deN. granulatapierden
parte de sus huevos, quizas, como consecuencizieleé incompleto del pleon,
quedando asi parte de la masa ovigera en contmetdodcon el entorn(Silva et al.,

2007, 2009).

La variabilidad encontrada en el mismo habitatnydderentes meses,
podria deberse a variaciones en pequefia escalactwes fisicos (salinidad, ph,
temperatura, régimen de lluvias, etc) tal comaulgieren Beltrame et al. (2009) y Silva

et al. (2009).



CAPITULO IIT

Ensayos de toxicidad en hembras de ANeohelice
granulata y sus posibles efectos sobre las variables

reproductivas



INTRODUCCION

La reproducciéon es una variable sensible a la égigosa contaminantes, y
constituye el eslabon mas fragil del ciclo de wdpor lo tanto, una medida del éxito
reproductivo. En las Ultimas décadas se ha increadenel estudio de los disruptores
endocrinos quimicos en el ambiente [tributilest@f®T), bifenilos policlorados (PCBSs),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS), ditas y metales como cobre (Cu), plomo
(Pb), zinc (Zn), cadmio (Cd), cromo (Cr) y mercufidg)], los cuales consideran la
capacidad de los mismos de afectar el sistema gndaie los organismos expuestos. Los
disruptores, generan anormalidades en la difereidciade sexos, en el desarrollo y la
reproduccién (Lye et al., 2005; Krang y Ekerhol@0&; Yang et al., 2008; Hakan Olsén,
2011; Schvezov y Amin, 2011; Davies y Vethaak, 2(to et al., 2013; Chiarelli y
Roccheri, 2014; Rodrigues y Pardal, 2014; Weis4P0&| efecto de los contaminantes
(metales como As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb y @esticidas organoclorados como
DDT) sobre el desarrollo gonadal ha sido documentad estudios con equinodermos,
moluscos, crustaceos, peces y anfibios (Paez-0408&; Kogan et al., 2000; Au et al.,
2001; Mouneyrac et al., 2001, 2003; Medesani eR@D4; Levent Bat, 2005; Martin-Diaz
et al., 2006; Abascal et al., 2007; Rodriguez .eR8I07; Viarengo et al., 2007; Fitzpatrick
et al., 2008; LI et al., 2008; Yamaguchi et al.020Yang et al., 2008; Banthita Sawasdee
y Heinz-R, Kéhler, 2009; Yurchenko et al., 20091@0Fabrocini et al., 2010; Revathi et
al., 2011; Ling Chan et al., 2013; Ma et al., 20R8poulias et al., 2013).

El Zn es el segundo elemento traza mas importamtéo® organismos, es un
importante cofactor enzimatico de 200 enzimas, leegmportantes funciones bioldgicas:
entre ellos procesos fisiolégicos que incluyen esist de ADN, respuestas
comportamentales y de reproduccion, y el ion esiderado, en los ultimos afios, como

un neurotransmisor (Banthita Sawasdee y Heinz-R]d£52009). Su excesiva absorcion



puede suprimir la absorcion de cobre y de hierdgen@s de inhibir la ovogénesis y
espermatogénesis, producir severas alteracionedologicas durante el desarrollo
embrionario y la eclosion larval, asi como una al@éd significativa en estadios larvales
y postlarvales en invertebrados (Jackson et &05;2Beltrame et al., 2008, 2009; LI et al.,
2008; Banthita Sawasdee y Heinz-R, Kohler, 2009).

En la laguna costera Mar Chiquita, se ha analitadistribucién de metales traza
potencialmente téxicos como Cd, Zn, Cu, Cr y Pbsedimentos superficiales y en
material particulado, como asi también el fracawieato geoquimico de los mismos, lo
que permite predecir la biodisponibilidad de lostatess en el ambiente, es decir,
potencialmente incorporables a los organismos (Mecchio et al., 2001, 2006; De
Marco et al., 2006). Asimismo, se han detectadelessrde Hg asociados a transporte
atmosférico como fuente principal, ya que éste acsido registrado en las cercanias
(Marcovecchio et al., 2001; De Marco et al., 20@006). Ademds, se registraron
concentraciones de Zn disueltos en agua de coleoungalentes a las lsgen ensayos de
toxicidad en juveniles y adultos del cangrBjeohelice granulatgCrustacea, Brachyura)
(Beltrame et al.2007).

Dado que la mayoria de los estudios sobre infdatlli han sido realizados en
distintos grupos de vertebrados (Yang et al.,, 2088nhformacién sobre el efecto en
invertebrados es limitada (Rodriguez et al., 200dmaguchi et al., 2008; Yurchenko et

al., 2009, 2010).

En este capitulo se propone testear como hipdtesiaracter general que guiara la

investigacion, la siguiente consideracion:



- La exposicibn a concentraciones crecientes de Zsraal pardmetros
reproductivos de hembras @i granulata,reduciendo asi el éxito reproductivo. Estos

efectos son mayores a menor salinidad.

* Objetivo general:
Identificar cambios en las variables reproductides hembras ddNeohelice

granulatade la laguna costera Mar Chiquita por efecto defasicion al metal Zn.

Considerando el rol ecologico d¢ granulataen los ambientes estuariales del
Atlantico Sudoccidental (Spivak et al., 1994, 19B6ppi et al., 2002; Bas et al., 2003,
2007; Ituarte et al.2006; Silva et al., 2007; Sal Moyano et al., 202@13, 2014), los

resultados de esta investigacion, podran ser incados como parametros indicadores de

potenciales riesgos ambientales.



MATERIALES Y METODOS

Ensayos de Toxicidad con hembras

Obtencién y aclimatacién de los organismos:

Las hembras ovigeras utilizadas en los bioensaymsori recolectadas
manualmente en la region vegetada Bpartina densiflora(Espartillar) de la laguna
costera Mar Chiquita durante las estaciones reptivés (primavera-verano) de 2010 a
2012.

Las hembras capturadas se encontraron en estadiprai@o de desarrollo
embrionario (huevos con 100% vitelo, ver Capitljo $e descartaron aquellos individuos
gue carecian de apéndices o presentaban otras léasnhas cangrejos fueron trasladados
al laboratorio en cajas plasticas, cubiertos polate la zona de muestreo y con fondo de
sedimento.

Una vez en el laboratorio, las hembras fueron ealas en acuarios de vidrio,
cubiertos con agua de la laguna, dentro de unaredaeacultivo para su aclimatacion, bajo
las mismas condiciones ambientales a ser utilizadasnte los ensayos de toxicidad. El
periodo de aclimatacion de los ejemplares fue deh24y durante el mismo fueron

alimentadosad libitumcon alimento balanceado.

Preparacion del agua de dilucion:

Para los ensayos de toxicidad se utiliz6 como adgadilucion agua natural
proveniente de la misma region de muestreo deglan En el laboratorio, el agua fue
almacenada en bidones plasticos para permitir ¢ardacion del material particulado en
suspension. Luego fue filtrada por una serie deo$ilde tamafio decreciente de poro:

filtracion por algodon y papel de filtro y filtraim por sucesivas membranas hasta la de 0.45



um de tamafio del poro (filtracién por vacio). Ebadiltrada fue guardada en bidones
plasticos con carb6n activado en polvo (2 gr pwo)lipara remover metales pesados y
compuestos organicos disueltos (Kremling, 1999; sklay Rodriguez-Reynoso, 2006;

Beltrame, 2008), fue agitada y reposada por 24 &snisma fue nuevamente filtrada con
filtros de membrana Millipore HA de 0.45 pm de té@male poro. Una vez finalizado el

proceso, el agua fue almacenada en un lugar fremtatanques de plastico oscuros,
previamente acondicionados y tapados para evitavapioracion y mantenerla libre de toda

posible contaminacion.

Preparacion de soluciones stock y de trabajo:

Antes de cada ensayo de toxicidad la salinidadjustada mediante el agregado de
agua destilada o agua hipersalina segun la dem&hdgua hipersalina se obtuvo a partir
de agua de mar evaporada hasta reducir su volunoeal & la cuarta parte.

El agua fue oxigenada durante las 24 hs antersoses utilizada para los ensayos.

Las soluciones stock de metales fueron preparadgdeando sales de calidad
analitica y agua destilada. Las sales utilizadasofu CbZn Biopack® (Argentina). Las
soluciones stock fueron preparadas a una concéntrde 1 g.[*, con el fin de lograr una
concentracion varios ordenes de magnitud mayotagusoluciones de trabajo y minimizar
los volumenes a utilizar, y consecuentemente leodoiccion de errores aleatorios y/o
sistematicos. A partir de éstas fueron preparadassbluciones de trabajo de menor
concentracion.

Todo el material usado en la preparacién de lascewles stock y de trabajo fue

acondicionado segun los protocolos propuestos potAAAWWA-WEF (1998).



Protocolo para los ensayos de toxicidad:

En todos los casos la exposicién a Zn se efectdesido las recomendaciones
y procedimientos propuestos por FAO (Ward y Parid€82; Reish y Oshida, 1987) y
APHA-AWWA-WEF (1998).

Se realizaron ensayos de tipo semiestético, cavaeion periddica del medio. Esto
permiti6 que las concentraciones de exposicion @aeetieran constantes, evitdo la
acumulacion de productos de excrecidén y asegusatiaracion de oxigeno en el agua de
tratamiento. Las observaciones fueron realizadda 24 horas y la renovacion del medio
cada 72 horas. En todos los casos se utiliz6 utratale agua, utilizando sélo el agua de
dilucion. La duracion de los ensayos fue el lapswespondiente al de desarrollo de los
huevos hasta previa eclosion larval (estadio takaioCapitulo II).

Para llevar a cabo los ensayos de toxicidad dearbh acuarios de vidrios cerrados
individuales de 600 ml de capacidad, provistos 868 ml de solucién y con aireacién
constante.

Las hembras fueron colocadas al azar en cada testeimdentro de la camara de
cultivo, y durante los ensayos no fueron alimerdadan todos los ensayos se realizé el
recuento diario de individuos y se removieron lagaaismos muertos. El criterio de
mortalidad adoptado fue la inmovilidad total luetg un pequefio estimulo tactil y laxitud
de apéndices.

Las condiciones ambientales utilizadas en los @sshyeron: temperatura ambiente
de 20 £ 1 °C, salinidad 5 + 1 y 25 £1 ups, respaatiente, y fotoperiodo de 12 hs L: 12 hs
O (luz fluorescente).

Las soluciones de trabajo evaluadas fueron: 1@md.zn*? L ™.

Un total de 15 hembras fueron asignadas a cadartiexito y cada control.



En la siguiente tabla se muestran las concentresiatilizadas en cada una de

las salinidades de trabajo:

- X X

X X
X X
X X

Las concentraciones seleccionadas se basarortughiossprevios de toxicidad
aguda realizados sobre juveniles de esta mismaiespeoncentraciones observadas en

este ambiente (Beltrame et al., 2008).

Se tomaron todas las precauciones necesarias fgaenp la contaminacion de
las muestras durante la diseccion, de manera gloeeiomaterial utilizado fue lavado
previamente con &cido nitrico y acondicionado, isigdo las recomendaciones

propuestas por APHA-AWWA-WEF (1998).

A cada hembra se le midi6é el ancho de caparazén YA€ tomé como variable
de referencia. Se realiz6 la diseccién de cada temtidadosamente y se les extrajeron
los ovarios y el hepatopancreas. Ambos 6rganosriusgcados a estufa a 80°C durante
48 hs para la determinacion del indice gonadosom@GS) y hepatosomatico (IHS)

(Ituarte et al., 2006).



A cada hembra se le identifico el estadio de debardel ovario (Capitulo II) y
de acuerdo con la clasificacién descripta en elitGlapll, se clasifico el estadio de
desarrollo de los huevos en temprano, intermedardio. Se analizo el posible efecto
de la exposiciébn al Zn a diferentes concentraciopes ambas salinidades en el

desarrollo embrionario de los huevos.

El resto del exoesqueleto, y su contenido, fuetseea estufa a 80 °C durante

48 hs, para obtener el peso seco de la muestra.

Anédlisis de las variables reproductivas:

Se analizaron las siguientes variables reprodwgtide acuerdo con la
descripcion realizada en el Capitulo II: rendimiergproductivo, fecundidad, peso seco

de la masa de embriones, tamafio y volumen de goku

Analisis estadistico:

Todos los datos obtenidos sobre las variables deptivas deN. granulata
registrados en los ensayos realizados fueron tattas para normalidad vy
homocedasticidad (Zar, 1999). Las diferencias dasedistintas concentraciones y el
control fueron comparadas mediante test de ANOVAapatrico o no paramétrico,
segun correspondiese. Cuando las diferencias lestreedias fueron significativas (p <
0.05%), se realizo el test de Tukey o el test deskal-\Wallis correspondiente (Zar,

1999).



RESULTADOS

Los AC variaron entre: 18-31 mm, sus ovarios prisen estadios laVy el
peso seco del cuerpo completo de cada hembraerr® 1.01 y 7.14 gr.

Los estadios registrados en los huevos de la magara, mostraron diferencias
en su grado de desarrollo (huevos en estadios émpmntermedio o tardio) e incluso
se detect0 la presencia de larvas libres entredesos Fig. N° 3.1).

Los resultados del ensayo correspondiente al TBsfieron utilizados para los
analisis por inconvenientes producidos durante rehsturso del mismo (cortes
eléctricos consecutivos en la Estacion Costera. Nagera, lo cual modificd las
condiciones establecidas en la camara de cultioo, g aireacion y fotoperiodo,
afectando asi el comportamiento quimico de los legetan solucion). A partir de lo
sucedido se decidi6 realizar la comparacion dedssltados teniendo en cuenta por un
lado, los tratamientos correspondientes a la s@thinas baja (s1); y luego comparar

entre tratamientos a ambas salinidades sin tenewarta el T3 s2.



FIGURA N° 3.1. Neohelice granulata Imagenes de los huevos de las hembras expuedtzs
distintos tratamientos. A) Hembra control s1. Bniea T1 s1. C y D) Hembra T2 sl1. E) Hembra T351.
Hembra control s2. G) Hembra T1 s2. H) Hembra T.3 §21= 1 mg de Zn; T2= 4 mg de Zn; T3= 10 mg de

Zn; s1=5 ups; s2= 25 ups.




Los resultados obtenidos demuestran solo difersmsigmificativas entre los IGS
de los tratamientos a la salinidad de 5 ups. G& finas bajos se corresponden con los
de las hembras del T1 con respecto al TOy el rdstdos tratamientos a la misma
salinidad Fig. N°3.2. ANOVA, F = 2.78, p= 0.0457, gl= 85). No se detech
diferencias significativas al comparar las salidem Fig. N° 3.3 Kruskal-Wallis, H=
10.76; p= 0.0564; gl= 5). En cuanto al IHS, no seoatraron diferencias significativas
ni entre los tratamientos a HAid. N° 3.4 Kruskal-Wallis, H= 3.4, p= 0.1868, gl= 3) ni
entre tratamientos comparando sl y BRy.(N° 3.5. Kruskal- Wallis, H= 5.1, p=

0.4042, gl= 5).

FIGURA N° 3.2. Neohelice granulata indices gonadosomaticos (IGS) obtenidos para caw de
los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; ™mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups. Letras difiee

indican diferencias significativas (p < 0.05).

AB A AB B
0.0257+
a
a
0.0193
a
& 0.01291
- n
0.0064+ E
0.0000 . . . . .
0 1 2 3

Tratamiento



FIGURA N° 3.3. Neohelice granulataindices gonadosomaticos (IGS) obtenidos para cadade

los tratamientos (TO= control; T1=1 mg de Zn; ®mg de Zn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups.
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FIGURA N° 3.4. Neohelice granulatandices hepatosomaticos (IHS) obtenidos para cadala los

tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; T2= 4 degZn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups.
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FIGURA N° 3.5. Neohelice granulata indices hepatosomaticos (IHS) obtenidos para cam de

los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; ®mg de Zn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups.
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Las observaciones en el desarrollo embrionarimsgédlievos, permitié detectar
diferencias significativas entre el T3 s1 con respa todos los demas tratamientos. Las
diferencias no sélo son cuantitativas, sino tamhdéalitativas, ya que durante el
transcurso de dicho ensayo se han observado difasean la coloracion de la masa
ovigera, desde un color inicial viloleta intenswligativo del estadio de desarrollo | de
los embriones), a coloraciones rojizas, anaranjgdamarillas, y en muchos de los
huevos observados al microscopio se detecto \atelsu interior, y no el embriofig.

Ne 3.1).



Andlisis de las Variables Reproductivas

Rendimiento reproductivo:

La comparacion de los valores del rendimiento mypectvo de las hembras de
los ensayos a sl permitié detectar diferenciasfiigtivas entre las hembras del T 3
con respecto al resto de los tratamientbgy. (N° 3.6. Kruskal-Wallis, H = 10.67, p=
0.0137, gl = 3). Respecto del andlisis comparativive salinidades y concentraciones
de Zn, se encontraron diferencias entre TO y T2, &@n respecto al T 2 a 2. N°

3.7. Kruskal- Wallis, H= 16.14, p= 0.0064, gl=5).

FIGURA N° 3.6. Neohelice granulataRendimientos reproductivos obtenidos para cadaden
los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; T8ang de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups. Letras

diferentes indican diferencias significativas (p.65).
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FIGURA N° 3.7. Neohelice granulataRendimientos reproductivos obtenidos para cadaden
los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; mg de Zn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups. Letras difeent

indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Fecundidad:

El calculo de la fecundidad fue estimado para ual tde 67 hembras entre
control y tratamientos a ambas salinidades. Elisinalle los valores de fecundidad
indica diferencias significativas, entre las hersltal T3 s1 con respecto a las hembras
control y los demas tratamientos a la misma salahitig. N° 3.8 Kruskal- Wallis, H:
10.78, p =0.013, gl=3). No se detectaron diferen@atre los tratamientos a ambas

salinidadesKig. N° 3.9 Kruskal-Wallis. H= 4.56, p= 0.4725, gl=5).



FIGURA N° 3.8. Neohelice granulata Fecundidades obtenidas para cada uno de l@snigattos

(TO= control; T1= 1 mg de Zn; T2= 4 mg de Zn; T38 thg de Zn) a 5 ups. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p < 0.05).
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FIGURA N° 3.9. Neohelice granulata Fecundidades obtenidas para cada uno de

tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Zn; T2= 4degZn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups.
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Peso seco de la masa de embriones, tamano y volderes huevos:

El andlisis del peso seco de la masa ovigera deingse las diferencias mas
significativas a s1 se encuentran entre las henmdwh3 3 con respecto a las hembras
control y a las del T1Hig. N° 3.10 ANOVA, F: 6.52, p= 0.0022, gl= 24). En cuanto a
las comparaciones entre salinidades y tratamieméssdiferencias significativas se
encontraron entre las salinidadé€gg( N° 3.11 ANOVA, F= 12.27; p= 0.001; gl= 51).
A pesar de las diferencias encontradas en el pesp de la masa ovigera, no se
encontraron diferencias estadisticas en el voludeelos huevos de las hembras de los
TO, T1, T2 y T3 a s1Hg. N° 3.12 ANOVA, F= 1.61; p= 0.2007; gl= 44) como
tampoco diferencias entre tratamienteg ( N° 3.13 ANOVA, F= 2.25, p=0.1122, gl=
81) a ambas salinidades (5 y 25 upsy.(N° 3.13 ANOVA, F= 1.66; p= 0.2006; gl=
81).

FIGURA N° 3.10. Neohelice granulataPesos secos de las masas ovigeras obtenidasguiara

uno de los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de 2= 4 mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups.

Letras diferentes indican diferencias significagiya < 0.05).
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FiguraN° 3.11.Neohelice granulataPesos secos de las masas ovigeras obtenidasguiara

uno de los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de 2= 4 mg de Zn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups. Letras

diferentes indican diferencias significativas (p.65).
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FIGURA N° 3.12. Neohelice granulata Volumen Medio de los huevos obtenidos para cada

uno de los tratamientos (TO= control; T1=1 mg de =4 mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups.
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FIGURA N° 3.13. Neohelice granulatavolumen medio de los huevos obtenidos para cada u

de los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Z&+=B mg de Zn) a 5 (s1) y 25 (s2) ups.
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DISCUSION

Existen algunos estudios sobre los efectos de letales en el desarrollo
gonadal y la reproduccién de los crustaceos (Kegah., 2000; Rodriguez et al., 2000;
Lavolpe et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Mdbiaz et al., 2006; Revathi et al., 2011,
Park et al., 2014). Este es el primer trabajo anadiza, especificamente, el efecto del
Zn sobre las variables reproductivas de las hendebigohelice granulata

Como se menciond en el Capitulo Il, los indicesabegpmaticos (IHS) y
gonadosomaticos (IGS) son utilizados como biomanmesd y bioindicadores en el
estudio de especies bajo condiciones ambientalessas$ (Ituarte et al., 2006; Martin-
Diaz et al., 2006).

En este estudio, se observO que las hembras eapuestZn mostraron
diferencias significativas en sus IGS sélo cuan@odn expuestas al T1s1 (1mg de'zn
a 5 ups). Dichos indices presentaron los menotesega

Las diferencias en este indice pueden debersemuiiias en el peso del cuerpo
de la hembra o en el peso y estadio de desarrellosdovarios. Si se compara en igual
estadio de maduracion de los ovarios, las difeasmubdrian deberse a menor desarrollo
de ovocitos, lo cual afectaria la fecundidad (MeRiaz et al., 2006).En nuestros
resultados, las hembras con los IGS estadisticansegriificativos se caracterizaron por
presentar los menores valores en el peso secosdeusypos y en el peso seco de los
ovarios, a pesar de tener tallas similares (anehocagarazén) con respecto al resto de
las hembras. Por lo tanto, las diferencias encdasrase deberian en este caso a
diferencias en pesos de las muestras y no al efdtonetal en si. Futuros estudios
seran necesarios para ver si existe alguna teradentie el efecto de la exposiciéon al
Zn y el desarrollo del ovario, ya que la bibliogmakxistente para crustaceos esta

referida principalmente al efecto de otros metales)o por ejemplo Cd, As, entre otros



(Kogan et al., 2000; Rodriguez et al., 2000; Yanchget al., 2008; Revathi et al.,
2011).

El hepatopancreas es un érgano vital y relevanterastaceos decapodos, ya
gue combina varias de las funciones del higadagrpas, intestino y otros érganos en
los vertebrados. Sus funciones especificas sonrtamges para la salud, crecimiento y
supervivencia de los decapodos, y es utilizado céngano monitor para evaluar la
salud y el buen estado de los organismos. Laaltaentracion de metales acumulados
en este o6rgano, podria llegar a producir impactegativos sobre éste v,
consecuentemente, serios efectos en el peso ynteatdo de los individuos (Beltrame
et al., 2008). Los resultados de este estudioamdigie no hay diferencias significativas
en el IHS de las hembras control o tratamientmieguna de las salinidades utilizadas
en los ensayos, con lo cual se descartaria eloefeegativo del Zn sobre el
funcionamiento de dicho érgano, a las concentresi@studiadas.

Las diferencias encontradas en el desarrollo emdwio de los huevos de las
hembras T3 a sl, indican claramente el efectand¢hl sobre este proceso que tiene
enorme implicancia a nivel poblacional. La presama huevos con vitelo en su interior
al final del ensayo indicaria el detenimiento detatrollo embrionario. Lavradas et al.
(2014) en su investigacion con especies del camgmjl, Callinectes spmenciona que
las concentraciones altas de Zn halladas en logobuge las hembras ovigeras, seria
parte del mecanismo de detoxificacion. Beltrame akt (2008) compararon la
concentracion de metales pesados, entre ellosnZel, leepatopancreas y en los huevos
de hembras ovigeras del cangrejo excavatkwhelice granulatgroveniente de dos
areas diferentes (un area vegetada y una planicimatea) de la laguna costera Mar

Chiquita. Sus resultados mostraron una mayor caresedén de dicho metal en los



huevos, con lo cual se demostraria no sélo lasgiénm directa de los huevos al metal
presente en el ambiente, sino también la posiatesterencia materna.

Numerosos son los estudios que mencionan la trensia de metales desde
hembras ovigeras a sus huevos en aves y reptilesdiilos), pero es muy escasa la
literatura publicada acerca de los metales y l@vbs de crustaceos (Lavradas et al.,
2014). Futuros ensayos son necesarios para deggri@nposible transferencia de
metales desde la hembraNlegranulatahacia sus huevos.

En cuanto al rendimiento reproductivo, por un |agoobservaron diferencias
significativas entre TOy T1, T2 y T3 a sl1, endog hembras del T3 sl presentaron los
menores valores. Por otro lado, al analizar el hp@sefecto del Zn a distintas
concentraciones y a distintas salinidades, y labfménteraccion entre tratamientos y
salinidad, los resultados de esta investigacion odéiawron que las diferencias
significativas se encontraron entre el T2 a sl y IS menores rendimientos
reproductivos se correspondieron con los de labhesrexpuestas a la menor salinidad;
cuyas masas ovigeras presentaron menores valoetpeso.

Como se ha mencionado, la salinidad es un factyrimportante que influye
en la fisiologia asi como en la distribucion de dapecies de los sistemas marinos y
estuariales. Variaciones en la misma pueden aféctsupervivencia, el crecimiento y
desarrollo de los organismos, asi como tambiéoraportamiento de los metales traza.
Numerosos estudios han demostrado el aumento esntlada de metales a los
organismos a salinidades bajas, lo cual esta oglado con un aumento en la
concentracion del ion metalico libre. Esto se deloee la principal forma de ingreso al
cuerpo de los invertebrados marinos es en estadooidibre (Blackmore y Wang,

2003; Beltrame et al., 2008).



En este caso, las diferencias significativas emreedimiento reproductivo
pueden deberse a diferencias en el peso seconuiagska de huevos y/o a diferencias en
el peso seco del cuerpo de la hembra. Los resslidel@sta investigacion muestran que
las hembras expuestas a la mayor concentraciomdeaZla menor salinidad (T3 sl),
presentaron menor peso de sus masas ovigeraglalldéinensayo, en comparacion con
las hembras control (TO)y las de los tratamiemestantes (T1 y T2). Esto podria
deberse a la pérdida de huevos aumentada duranamsturso del ensayo, causada por
el efecto del Zn y/o a la eclosién de las larvaas bbservaciones diarias realizadas
durante el transcurso del ensayo, corroboran dstaaaion, ya que se observaron
huevos libres en el fondo de los acuarios de lasbhes expuestas a la mayor
concentracién del metal, al igual que variacionedaecoloracién de la masa ovigera
(del color violeta fuerte observado el primer d& dnsayo, variaron hacia el color
anaranjado, amarillo, rojizo). En muchos casoshlesvos no presentaron larvas en su
interior sino solo vitelo, lo cual podria sugegmo ya se ha mencionado, que el
desarrollo embrionario podria haberse interrumpmy el efecto toxico del Zn
(Verriopoulos y Hardouvelis, 1988).

Como lo demostré Beltrame et al. (2008) en sus yassale toxicidad, la
exposicion de hembras ovigeras a elevadas conciemiea de Zn (10 mg Zif L %
afecta la duracion del desarrollo embrionario, dstyendo el tiempo del mismo; esto
ha sido mencionado también en otros trabajos encl@des las hembras fueron
expuestas a otros metales (Rodriguez y Medes@®, Zapata et al., 2001; Sanchez et
al., 2005). Asimismo, la exposicion a elevadas eatraciones de Zn produce también
malformaciones en las larvas, una significativatalimlad y asincronia en su eclosion

(Beltrame et al., 2008).



En cuanto a la fecundidad (nimero de huevos pymsttiembra), los valores
minimos se corresponden con los del T3 a s1. Hs@éomparativo de la exposicion a
iguales concentraciones de Zn (T1 y T2) pero adlites salinidades (sl y s2), mostro
gue no hay diferencias significativas entre lo®res de fecundidad correspondientes al
control y a los tratamientos. Esto sugiere qud#as concentraciones de Zn utilizadas
en dos tratamientos no producirian efecto sobrée¢andidad, como tampoco se
registrarian interacciones entre salinidad y tragaton. Al igual que lo expresado para
el rendimiento reproductivo, el efecto toxico detted a baja salinidad, induciria la
pérdida de huevos de la masa ovigera. Esto postda relacionado con el mecanismo
de detoxificacion utilizado por la hembra, ya que lsa comprobado que la
concentracion media del Zn no varia durante ehrdelo embrionario de los huevos
(Beltrame et al., 2008). Futuros bioensayos ser@tesarios para determinar si las
hembras expuestas al Zn presentan mayor concemtrdeidicho metal en sus visceras
0 en sus huevos.

Las diferencias encontradas en el peso seco dada ovigera entre control y
tratamientos a s1 o comparando ambas salinidatigs9®) principalmente se debe a la
cantidad de huevos retenidos en la masa ovigelasdeembras al momento final del
ensayo. La pérdida de los mismos durante el trassalel ensayo o la eclosion de las
larvas modifica las variables a cuantificar, redndo el peso de la masa ovigera y, por
ende, modificando el rendimiento reproductivo ydaundidad. Sin embargo, merece
destacarse que, pesar de hallar diferencias easel ¢e los huevos, el volumen medio
de los mismos no presentd ninguna diferencia ediealinente significativa entre las
hembras control y las expuestas a los tratamielttasial permitiria anticipar que ni la
salinidad ni la exposicién al metal modificaron lppiedades estructurales y de

permeabilidad de la membrana coridnica de los dsiexs decir, no ocurrié un ingreso



diferencial de agua. Durante el Ultimo periodo dsarrollo embrionario, la
permeabilidad del huevo aumenta, permitiendo astlasién de las larvas (Beltrame,
2008). Estos resultados demostrarian que aun eenma de Zn, los huevos viables
continuaron normalmente con su desarrollo.

Neohelice granulatagomo muchas de las especies de crustaceos decapmdos
ambientes costeros templados, tiene la capacidadajgar su fisiologia en respuesta a
variaciones en las condiciones ambientales a fplde su ciclo de vida (Bas et al.,
2008). El peso seco de los huevos y el volumdnsimismos presenta variaciones a lo
largo del desarrollo embrionario. En este crustddezépodo, la variabilidad
intrapoblacional en el contenido de agua y el ta@dilos huevos puede ser causado
por variaciones, en pequefia escala, de paramefs@osf como la salinidad, y
posiblemente del pH y la temperatura del medio ddmabita (Silva et al., 2009). En
este estudio, las condiciones de salinidad y teatyper se mantuvieron constantes
durante el desarrollo de los ensayos, y no sezamah las diferencias en las variables
reproductivas entre el comienzo y el final del nosya que el objetivo fue analizar los
posibles efectos del Zn sobre parametros reproaisstiincluyendo el desarrollo
embrionario, previo a la eclosion de las larvas. €a razon, las diferencias aqui
mencionadas expresan las respuestas de las heynbelsus embriones al posible
efecto causado por la exposicién al metal a béijaicad.

Teniendo en cuenta la importanciaNlegranulatacomo ingeniero ecosistémico
(Rodriguez et al., 2007;Beltrame et al., 2008, 2@¥nepuccia et al., 2008; Escapa et
al., 2008; Fanjul et al., 2008, 2011; Daleo e Imiga 2009; Spivak 2010; Alberti et al.,
2011; Méndez Casariego et al., 2011; Lavradas..e2@14), su rol en la trama trofica,
principalmente por la transferencia de materiagrgia que realiza al alimentarse en el

ambiente costero semiterrestre y al incursionareleambiente netamente acuatico,

88



donde tanto larvas como adultos de cangrejos pusglgoresa de alevinos y adultos de
peces respectivamente, y teniendo la capacidadbdeumular metales en sus 6rganos
y/o de transferirlos a su progenie es de gran itapoia llevar a cabo medidas que
permitan utilizar a esta especie como bioindicadorbiomonitor del estado de salud
ambiental de la laguna costera Mar Chiquita, questitolye un complejo ecosistémico
en el que se tienen multiples usos y constituyeanga protegida no soélo a escala
provincial sino a también a escala mundial (Resde/&iosfera del programa MAB,

UNESCO).



CAPITULO IV

Ensayos de toxicidad en machos de Neokelice
granulata y sus posibles efectos sobre el sistema

reproductor y la calidad espermatica.



INTRODUCCION
Los cangrejos juegan un papel importante en ektenaniento, modificacién
y regulacién del ambiente en el que se encuengrans actividades tienen efecto tanto
en los compartimentos abiéticos como en los biéti¢Biddon y Witman, 2004).
Muchas especies de cangrejos cavadores alteraarkderisticas del sustrato y juegan
un papel importante en el ciclo de los nutrienteanflya, 2011). Existe un nimero
importante de estudios sobre hébitats acuaticdgseque los resultados muestran a los
macroinvertebrados como especies indicadoras, g etlbs, los cangrejos braquiuros
resultan indicadores eficaces de cambios en lasresctanto abidticos como bidticos.
En algunas especies de macroinvertebrados taleso cequinodermos,
crustaceos y moluscos, como asi también de vedebrgpeces y anfibios) se ha
documentado un desarrollo gonadal defectuoso ako@h efecto que producen los
contaminantes sobre los mismos. Los efectos dsegte éstos producen sobre los
machos de estas especies incluyen disrupcién enolderacién y diferenciacion de
células espermaticas y aquellas implicadas en etralode la espermatogénesis,
apoptosis, cambios en la sintesis de testosteairaja gonadal, disminucion en el
namero de las células espermaticas, disfunciorresiea y cambios en la morfologia
tanto de células somaticas (accesorias) como sx(@al et al., 2003; Abascal et al.,

2007; Fitzpatrick et al., 2008; Yurchenko et ab02,2010; Fabrocini et al., 2010).

El sistema reproductor de los cangrejos braquiureschos consiste en
testiculos, vasos deferentes y ductos eyaculagmess. Los testiculos son organos
tubulares que se ubican en la region anterior delpo y se extienden hacia los
costados del estbmago, generalmente estan unidosnpocomisura media entre la

region posterior del estbmago y la region antetelrcorazén en forma de H. La pared



estd compuesta por dos capas: una externa de titectivo y una capa delgada
interna de epitelio. Las espermatogonias estanrglemente concentradas en bandas a
lo largo de la periferia de los I6bulos o tubulogentras que los espermatocitos estan
acompafadas de células accesorias y se encuehicadas en la regién central (Simeo6
et al., 2009).

Los vasos deferentes (VD) son tubulos elongadanrpscados que
contindan generalmente a los testiculos, y seradie longitudinalmente en la region
posterior del cuerpo. Segun el criterio morfolégicduncional, estan divididos en 3
regiones: anterior (VDA), media (VDM) y posteriofl¥P). Funcionalmente los VDA
son la region de formacion de espermatéforos, masmue los VDM y VDP, son sitios
de almacenamiento de fluido seminal y espermatéfot@a pared de los vasos
deferentes estd compuesta por una capa extermgiditedonectivo, una capa muscular
intermedia y una capa interna de epitelio sec(&ioned et al., 2009).

De acuerdo con lo expuesto en el Capitulo I, elr&@gula procesos biolégicos
relacionados con la reproduccion y su excesivaralisopuede provocar alteraciones
en la espermatogénesis y por lo tanto en la caledgrmatica. En el caso de los
crustaceos, la mayoria de los trabajos evalluanfedtoe del Zn en parametros
reproductivos de las hembras (ver Capitulo lll).rtiBalarmente, enNeohelice
granulata no existen estudios anteriores que aborden etoetls Zn en los 6rganos
reproductores ni en la calidad de los espermatezoidroducidos. El examen
histopatolégico se ha reconocido cada vez mas agmoherramienta valiosa para la
evaluacion del impacto de los contaminantes enaluisnales acuaticos (Saravana
Bhavan y Geraldine, 2009, Maharajan et al., 2012nd4athiyadevan et al., 2012,

Chourpagar y Kulkarani, 2014 y Paruruckumani et28l15).



El objetivo del presente capitulo es:

- Determinar si diferentes concentraciones de Zn ywmew alteraciones
histopatolégicas en los vasos deferentes y en lidadaespermatica de los

machos dé. granulata

Este objetivo se plantea sobre la base de la siguiepotesis de trabajo:

- Concentraciones crecientes de Zn producen alter@gibistopatologicas en los
vasos deferentes y deterioran la calidad esperandliéc los machos dH.

granulata



MATERIALES Y METODOS

Ensayos de Toxicidad con machos

Obtencidén y aclimatacién de los organismos:

Los organismos utilizados en los bioensayos fueeonlectados manualmente en la
laguna costera Mar Chiquita, en la region vegetedhierta porSpartina densiflora
(Espatrtillar), en enero 2015.

Los machos capturados se encontraron en estaditatemuda, y se consideraron
s6lo aquellos individuos con ancho de caparazéon) ®&yor a 12 mm (talla minima de
madurez funcional) (Lopez Greco et al., 1997; Log&eco y Rodriguez, 1998). Se
descartaron aquellos individuos que carecian dadiges o presentaban otras anomalias.
Los cangrejos fueron trasladados al laboratoricaas plasticas, cubiertos por agua de la
zona de muestreo y con fondo de sedimento.

En el laboratorio, los individuos fueron colocadws acuarios de vidrio, cubiertos
con agua de la laguna dentro de una camara deaphra su aclimatacion, bajo las mismas
condiciones ambientales a utilizarse durante losayrs de toxicidad. El periodo de
aclimatacion de los ejemplares fue de 4 dias ynderal mismo fueron alimentadesl
libitum con alimento balanceado.

Para los ensayos se utilizaron 12 machos coninagea de dilucion sin el agregado
de metal; denominado TO) y 12 machos para cadaeas tratamientos realizados (T1= 1,

T2=4y T3=10 mg Zif L %) a la salinidad de trabajo de 5 ups.

Preparacion del agua de dilucion:

El procedimiento para la obtencion del agua decdih fue el mismo que el

utilizado en los ensayos de las hembras (Capilijlo |



Preparacion de soluciones stock y de trabajo:

Las soluciones utilizadas fueron las mismas quengsieadas en los ensayos de las

hembras (Capitulo 111).

Protocolo para los ensayos de toxicidad:

En todos los casos la exposicion al metal se desiguiendo las recomendaciones y
procedimientos propuestos APHA (1992) y sus pasesimodificaciones, Rodriguez Grau y
Esclapés, (1995) Wascimento et al., (2002).

Los ensayos fueron del tipo semiestético, con raciom periddica del medio. Las
observaciones se realizaron cada 24 horas y laaeitm del medio cada 72 horas. En todos
los casos se utilizé un control de agua, utilizasdlm el agua de dilucion. La duracion de
los ensayos fue de 25 dias (Au et al., 2001, 2003).

Para llevar a cabo los ensayos de toxicidad searbh acuarios de vidrios cerrados,
individuales, de 600 ml de capacidad, provistos 808 ml de solucién y con aireacion
constante. Los machos fueron colocados al azaads tcatamiento, dentro de la cAmara de
cultivo, y durante los ensayos fueron alimentadmss previas al recambio del agua. En
todos los ensayos se realiz6 el recuento diariadleiduos y se removieron los organismos
muertos. El criterio de mortalidad adoptado fuentaovilidad total luego de un pequefio
estimulo tactil y laxitud de apéndices.

Las condiciones ambientales utilizadas en los @ssheron: temperatura ambiente
de 19+ 1 °C, salinidad 5 £ 1 ups y fotoperiodo 8éhd L: 12 hs O (luz fluorescente).

Las soluciones de trabajo evaluadas fueron: 1@md Zri% L™

Las concentraciones seleccionadas fueron las migjuaslas empleadas en los

bioensayos con hembras (Capitulo Ill), y se basaroastudios previos de toxicidad aguda



realizados sobre juveniles de esta misma espeeigrdBie et al.2008) y concentraciones
observadas en este ambiente (Beltrame et al., 2009)
Finalizados los ensayos, los cangrejos fueron edlos enfreezer con el

objetivo de crioanestesiarlos para luego diseeclos.

Anélisis histolégico:

Los testiculos y/o vasos deferentes fueron rapidéanextraidos, pesados para
obtener el peso fresco de cada muestra y fijaddSokurcion Bouin durante 24 hs a 20°C.
Las muestras fueron pasadas secuencialmente poi && 80, 96 y 100 % durante 30-40
min en cada concentracion, finalizando con un pagmr xilol. Finalmente, fueron
embebidas en parafina durante 24 hs y se cortaoriosies de 5 um las cuales fueron
preparadas para su tincion con hematoxilina-eotemmuestras fueron observadas bajo la
luz del microscopio 6ptico (MO) para la determidacide alteraciones histolégicas y/o

morfoldgicas de las células.



RESULTADOS

Los tamafios de los machos variaron entre: 23-38A@m el peso de los vasos
deferentes corregido por talla (Peso Total Vasoferm®etes frescos/AC), varié entre

0.00045—- 0.0057 gr.

A continuacion se muestran los rangos de tallasygde los vasos deferentes y
diametros de espermatoéforos y espermatozoides oweditlos machos de cada uno de

los tratamientos:

23-34 0.00051 -0.0016  0.027 — 0.125 0.0018 — 0.0027
23-31 0.00045 -0.0021 0.0178 -0.0714 0.0009 — 0.0027
24 - 36 0.0005 -0.0057  0.045-0.1071 0.0018 — 0.0027
27 - 38 0.00091 - 0.0021 0.0357 —0.1339 0.0009 — 0.00227

Los resultados del andlisis del peso de los vasteyahtes indican diferencias
significativas entre los machos control (TO) ydeslos T2 y T3Fig. N° 4.1 ANOVA,

F= 5.20; p= 0.0041; gl= 39). Cuando se realiz0 mhliais del diametro de los



espermatoéforos, se encontraron diferencias sigiifigs entre machos TO y T1, con
respecto a los T2 y T3 iF N° 4.2 K-W, H= 19.47; p= 0.0002; gl= 3). Cuando se
realizé la cuantificacién de espermatéforos enafuis en un area de 1 rhdentro del
vaso deferente, no se han encontrado diferencigsifisativas entre control y
tratamientos Kig. N° 4.3. ANOVA, F= 0.97; p= 0.4671; gl= 6), como tampoco en
diametro del espermatozoide entre control y tragatoi Fig. N° 4.4 K-W, H= 3.28; p=

0.6446; gl= 3).

FIGURA N° 4.1. Neohelice granulataPeso fresco de los vasos deferentes (VD) obtempdma
cada uno de los tratamientos (TO= control; T1= ld@g@n; T2= 4 mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups.

Letras diferentes indican diferencias significagiyp < 0.05).
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FIGURA N° 4.2. Neohelice granulataDiametro de los espermat6foros medidos en madasda uno
de los tratamientos (TO= control; T1= 1 mg de Z&=H mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p.65).
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FIGURA N° 4.3. Neohelice granulata Nimero de espermatéforos medidos en un aréante del
vaso deferente de machos de cada uno de los teatas(TO= control; T1= 1 mg de Zn; T2= 4 mg de
Zn; T3=10 mg de Zn) a 5 ups.
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FIGURA N° 4.4. Neohelice granulata Diametro de los espermatozoides medidos en osagé cada
uno de los tratamientos (TO= control; T1=1 mg de =4 mg de Zn; T3= 10 mg de Zn) a 5 ups.
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Diametro espermatozoides

Analisis histol6gico:

El conducto deferente es morfolégicamente enrollalointernamente se
encuentra revestido con epitelio escamoso-culkicp \° 4.5. 3. Internamente, la luz
presenta secreciones homogéneas eosindfilas ynespeoides empaquetados en
espermatoforosHg. N° 4.5. b y c.).El tamafio de los espermatoforos varid entre
0.027-0.125 mm.

El examen de microscopia de luz de los conductderatdes tanto de los
cangrejos del control como en los tratamientos maosina estructura normal.
Histologicamente no se observaron alteracionesatdgitas ni en células epiteliales
del tejido reproductor ni en los espermatozoidesentados bajo microscopio éptico.

En lasFig. N° 4.5 a 4.8se detallan diferentes cortes histolégicos, dehosc

control como de los que fueron expuestos a lamtiistconcentraciones de Zn. En ellas



se pueden observar cortes transversales en disptaiones de los vasos deferentes

(VD), espermatoforos, fluido seminal y espermatdesi

FIGURA N° 4.5. Neohelice granulataMacho control. a) Corte transversal del VDA. $sayva
el epitelio escamoso-cubico que lo constituye, @aiehdo espermatozoides libres en su interior.dojeC
transversal de VDM. La flecha indica la presen@aedpermatéforos en su interior. ¢) Detalle de los
espermatéforos y del fluido seminal que los rodBaAmpliacion de uno de los espermatéforos con

espermatozoides en su interior. La flecha indiqarésencia de fluido seminal entre los espermaiéfor




FIGURA N° 4.6. Neohelice granulataMacho expuesto a 1 mg de Zn/L. a) b) y c). Vista
general de la regidn anterior de los vasos defesgiMDA). d) Corte Transversal del VDA, se obserlva
epitelio escamoso-cibico del mismo, con sus nu@egsosicion basal. e) Detalle de los espermatezgoid
libres localizados en el interior del VDA. f) Espetdforos localizados en el interior del VDM. Q)

Detalle de los espermatoforos, la flecha indigaré&sencia de fluidos seminal entre ellos.




FIGURA N°4.7. Neohelice granulataMacho expuesto a 4 mg de Zn/L. a) Corte TransVdeda
VDA, se observa el epitelio escamoso-cibico dehmiscon sus ndcleos en posicion basal o media. b)

Espermatoforos localizados en el interior del VDbYeados por fluido seminal (rosa). c¢) Detalldade

espermatozoides en el interior del espermatdéforo.

FIGURA N° 4.8. Neohelice granulataMacho expuesto a 10 mg de Zn/L. a) Vista gendeal
VDA y VDM. . b) Detalle de una region del VDA cospermatozoides libres en su interior. c) Detadle d

la zona de conexion entre VDA y VDM. d) Detalleaespermatoéforos localizados en el VDM.




DISCUSION

Debido a su alta sensibilidad, las gametas y Idsriemes de especies acuaticas
son ampliamente utilizados en la realizacion dersayos toxicolégicos (Fabbrocini et
al., 2010). La mayoria de los estudios de infedii se han llevado a cabo con especies
de vertebrados, y en el caso de los invertebrag&t®s incluyen principalmente a

moluscos y equinodermos.

En el caso de los crustaceos decapodos adultosar®ah et al. (2015)
documentaron alteraciones histologicas en los vagdsrentes y reduccion en el
namero de espermatozoides del cangrepratelphusa jacquemontiexpuestos a
insecticidas como cipermetrina pero no existendessuque den cuenta de alteraciones
morfologicas o histologicas en las gonadas pofeete de metales tales como Zn.

En el presente estudio las diferencias encontradas los machoBleohelice
granulata control y los que has sido expuesto a distintasceatraciones de Zn, se

reflejan en el peso fresco de los vasos defergreesel didmetro de los espermatoforos.

En cuanto al peso de los vasos deferentes (VD)difasencias encontradas
podrian estar atribuidas a las diferencias de staflatre los machos. Todos ellos
presentaban los VD desarrollados y con contenigerasatico. Las condiciones del
ensayo fueron las mismas para todos, la Unicaediféa encontrada fue el tamafio de
los individuos utilizados en cada uno de los traatos. No hay antecedentes que
mencionen diferencias en el peso de los VD caugadaa exposicibn a metales,
motivo por el cual no se puede concluir que la sigd@n a Zn haya producido tal

efecto.



Respecto del didametro de los espermatéforos, estemrimer estudio en el que
se considera dicho pardmetro. Las diferencias erattas podrian estar atribuidas al
efecto del Zn. A pesar de ello, la cantidad de resa®zoides por unidad de superficie
(mn?) y el didmetro de los mismos no presentaron vamaaatre los distintos
tratamientos. Seran necesarios futuros ensayosdedaminar si el Zn causa dafios
ultraestructurales sobre los espermatozoides, chansido mencionado para otros

contaminantes (Maharajan et al. 2015).



CONCLUSIONES GENERALES




En la presente tesis doctoral se estudid el posibte del cangrejo cavador
Neohelice granulatacomo bioindicador y/o biomonitor del estado deudatle los
ambientes estuariales del Atlantico sudoccidertsecificamente de la laguna costera
Mar Chiquita (Buenos Aires, Argentina), y se anakt efecto de los metales pesados,
particularmente Zinc, sobre sus variables reprodasgt De este trabajo se desprender

las siguientes conclusiones:

1. La concentracion de metales pesados fue diferamte déas distintas
matrices analizadas (agua de columna, intersyaig cuevas, sedimento
y material particulado en suspension) y tambiénreentdbitats
(Espartillar: region vegetada o Confluencia: planide marea) y entre
épocas de muestreo (primavera-verano). En gendaal, mayores
concentraciones se detectaron en verano, en elrtlHapa Las
concentraciones de algunos metales, como por ejeelpZn, fueron
superiores a las concentraciones medidas en ompartantes estuarios

del mundo, principalmente en sedimento y MPS.

2. Los valores de los indices hepatosomatico (IHS)nagosomatico (IGS)
de hembras reflejaron diferencias entre habitaentye las épocas de
muestreo. Las diferencias aqui halladas podriaar estacionadas a: a)
diferencias troficas; b) diferencias en el estatianadurez del ovario y
c) a diferencias en la cantidad de reservas enesigéalmacenadas en el

hepatopancreas, lo cual influye en el peso derlgsnds en cuestion.

3. En cuanto a las variables reproductivas de las resmiirovenientes de
ambos habitats mencionados, solo la fecundidad pesb seco de la

masa ovigera presentaron diferencias significatigas verano. Los



mayores valores se corresponden a los de las hemdetaEspartillar,
coincidiendo con los mayores pesos medidos de maggeras. La
variabilidad encontrada dentro de un mismo habjtagn diferentes
épocas del afio podria deberse a las variacionegragigs en pequefa
escala de los parametros que gobiernan la dinamécda laguna

(salinidad, pH, temperatura, régimen de lluvias).

A partir de los resultados obtenidos en los ersa® toxicidad, se
observd que las hembras expuestas a la mayor doagén mostraron
diferencias significativas en sus IGS a la mendinisad (5 ups). Las
hembras con los IGS estadisticamente significatheosaracterizaron por
presentar los menores valores en el peso secasdristpos y en el peso
seco de los ovarios, a pesar de tener tallas sewif@ncho de caparazon)
con respecto al resto de las hembras. Por lo tdaso,diferencias
encontradas se deberian a diferencias en el pelss deuestras y no al

efecto del metal en si.

Los resultados de este estudio indican que no hiégredcias
significativas en el IHS de las hembras control ratamientos, en
ninguna de las salinidades utilizadas en los emssayon lo cual se
descartaria el efecto negativo del Zn sobre a@ifumamiento de dicho
organo.

Las diferencias encontradas en el desarrollo emdwio de los huevos
de las hembras de T3 a 5 ups, indican claramemrtie&tb del metal.

La presencia de huevos con vitelo en su interiofir@l del ensayo

indicaria el detenimiento del desarrollo embriomari



8. En cuanto al rendimiento reproductivo, por un lagk observaron
diferencias significativas entre el control y loatamientos a la menor
salinidad, en los que las hembras expuestas a yarntancentracion
presentaron los menores valores.

9. En el contexto del analisis de la posible inte@tantre tratamientos y
salinidad, los resultados de esta investigacion odélawron que las
diferencias significativas se encontraron entrehlambras expuestas a 4
mg de Zn a ambas salinidades. En este caso, difasesignificativas en
el rendimiento reproductivo pueden deberse a ditéas en el peso seco
de la masa de huevos y/o a diferencias en el peEsodel cuerpo de la
hembra.

10. En cuanto a la fecundidad, los valores minimososesponden con los
de las hembras expuestas a la mayor concentraei@n g a la menor
salinidad. EI analisis comparativo de la exposicién iguales
concentraciones de dicho metal pero a diferenfesdades, mostré que
no hay diferencias significativas entre los valatesecundidad.

11.Las diferencias encontradas en el peso seco deasa mwvigera entre
control y tratamientos a la menor salinidad o copdo ambas
salinidades, principalmente se debe a la canti@dauevos retenidos en
la masa ovigera de las hembras al momento finadrkdyo. La pérdida
de los mismos durante el transcurso del ensay@®cddsion de las larvas
modifica las variables a cuantificar, reduciendopeko de la masa
ovigera y, por ende, modificando el rendimientproductivo y la

fecundidad.



12.El volumen medio de los huevos no presentd ningdiiarencia
estadisticamente significativa entre las hembrasraloy las expuestas a
los diferentes tratamientos, a ambas saliniddgis. permitiria anticipar
gue ni la salinidad ni la exposicién al metal mdifon las propiedades
estructurales y de permeabilidad de la membran&rica de los
huevos. Durante el Ultimo periodo del desarrollobeomario, la
permeabilidad de la membrana aumenta para pefmiéiclosion de las
larvas.

13.Las diferencias en el tamafio de los huevos aquéiomadas expresarian
las respuestas de las hembras y de sus embriongssifle efecto
causado por la exposicion al metal a baja salinidad

14.Las diferencias encontradas entre los machos d¢ontas expuestos a
los distintos tratamientos se reflejan en el paescb de los vasos
deferentes y en el diametro de los espermatoforos.

15.En cuanto al peso de los vasos deferentes (VD), diferencias
encontradas entre los machos control y los expsiesttas diferentes
concentraciones de Zn podrian estar atribuidas ditarencias de tallas
entre los machos. No hay antecedentes que mencibfezancias en el
peso de los VD causada por la exposicion a metaleSyo por el cual
no se puede concluir que la exposicion a Zn hagdymido dicho efecto.

16.Las diferencias encontradas en el diametro desjpsrmatéforos podrian
estar atribuidas al efecto del Zn; sin embargo, céntidad de
espermatozoides por mim el diametro de los mismos no presentaron

variaciones entre los distintos tratamientos. Eeseel primer estudio en



abordar dicha tematica del que se tenga registnooatento de concluir
esta investigacion.

17.Del analisis histoldégico surge que no se observaatteraciones
morfolédgicas ni en las células epiteliales debigjieproductivo, ni en los

espermatozoides observados bajo microscopio optico.



ALCANCES, LIMITACTIONES Y PERSPECTIVAS




La utilizacién de bioensayos de toxicidad del tggoniestatico, con renovacion
periodica de medio, permite disponer del control determinadas variables
(concentraciones del metal, temperatura, fotopenosalinidad), evitar la acumulacion
de los productos de excrecion y asegurar la safurade oxigeno en el agua de
tratamiento.

Aungue las condiciones bajo las que se realizabitEnsayos son especificas y
controladas, dada la complejidad del medio ambjiente pueden reproducir con
exactitud la variedad de factores que interviemela¢oxicidad de un agente liberado al
ambiente. Ademas de esto, las especies utilizades Ips ensayos son modelos de
estudio que representan ciertas funciones dentrecdsistema, mas no al ecosistema
en conjunto, por tanto los bioensayos se puedeamsoite considerar como un
referente.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, seatado de llevar a cabo cada
uno de los objetivos planteados en cada capitulopedar de ello, han surgido
inconvenientes en su realizacién, como por ejeni@lyptura de la camara de cultivo y
los reiterados cortes de luz en la estacion CoskekaNagera. Por esto ultimo, los
resultados obtenidos en el marco del tratamienttO3ng de Zn) a 25 ups (T3S2) no
pudieron ser tenidos en cuenta, ya que las comdisiexperimentales establecidas
(aireacién, temperatura, fotoperiodo) se vieron ificatlas, probablemente afectando
asi el comportamiento quimico del metal en estudio.

El trabajo con especies con periodos reproductastacionales (primavera-
verano) también es un factor limitante a la horalégarrollar los bioensayos, ya que
algun desperfecto técnico o error humano, implita demora en la recoleccion de los

individuos. Por ende, se desencadena un efectadasgue retrasa el desarrollo de los



bioensayos. A modo de ejemplo, es mas dificil emaohembras con huevos en estadio
inicial de desarrollo embrionario, ya que la siméeode puestas se va modificando a lo
largo de los meses.

A pesar de ello, se han podido superar dichos weroantes y llevar a cabo los
bioensayos, obteniendo resultados interesantes m@specto a las variables
reproductivas de las hembras y machosNdehelice granulatay abriendo camino a
futuras lineas de investigacion que permitan ampli@onocimiento en relacion con el
efecto de contaminantes, como los metales, y p&atimente el Zn, sobre la fisiologia y
comportamiento reproductivo de este cangrejo, iilegenecosistémico de la laguna

costera Mar Chiquita.

A partir de los resultados obtenidos en la presentestigacion, resulta

necesaria la realizacion de futuros ensayos qumifaer evaluar:

> Los posibles efectos de la exposicion al Zn sobre e
desarrollo del ovario de hembrasNlegranulata.

> La posible transferencia de metales desde la heddixa
granulatahacia sus huevos.

> Los posibles efectos del Zn en los VD de machossy |
posibles dafos ultraestructurales sobre los espezoides, como ha
sido mencionado para otros contaminantes ambisnfjade ejemplo Cd,

pesticidas, entre otros).

En esta investigacion se demuestra buegranulataresulta ser un excelente

bioindicador y/o biomonitor del estado de salud i@mial de la laguna costera Mar



Chiquita, al menos en lo que respecta al efect@dalobre las variables reproductivas.
Esto se debe a la importancia del papel que eptriesdesempefia en los ambientes

estuariales del Atlantico sudoccidental.
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